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Zusammenfassung

Das Hepatozelluldre Karzinom (HCC) steht weltweit an dritter Stelle tumorbedingter Todesur-
sachen. Eine kurative Therapie durch Leberresektion oder Transplantation ist nur dann Erfolg
versprechend, wenn der Patient in einem frithen Stadium diagnostiziert wird, in dem noch kei-
ne Fernmetastasen oder Gefiflinvasionen vorliegen. Die Ausbildung von Mikrometastasen sind

mittels Bildgebung nicht detektierbar.

Mit Hilfe der ,liquid biopsy®, einem Blutanalyseverfahren, das sich auf die Detektion zirkulie-
render Tumorzellen (CTCs) im Patientenblut fokussiert, ist es moglich, diese Tumorzellen im
Anschluss an ihre Isolation auf ihre molekularen Eigenschaften hin zu untersuchen. Im Laufe

des Metastasierungsprozesses kommt es zur De- und Repolarisierung der CTCs.

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde ein immunologisches Verfahren zur Detektion
polarisierter Tumorzellen (p-CTCs) im Blut von Patienten mit HCC entwickelt. Dazu erfolg-
te zundchst die Isolation der CTCs mittels Dichtegradientverfahren (Oncoquick@, Fa. Greiner
bio-one) und die anschlielende Immunfluoreszenzfirbung der CTCs mittels Anti-Ezrin-Alexa-

Fluor 488° zum strukturellen Nachweis des zytoskelletalen Membranproteins Ezrin.

Anhand der Lokalisation des Ezrin innerhalb der CTCs war es moglich, die CTCs in polarisierte
(p-CTC) und nicht-polarisierte Zellen (non-polarized CTC) zu unterteilen. Mit diesem Verfah-
ren konnten in einem Zeitraum von Juni 2018 bis Januar 2019 Blutproben (5 ml/Patient) von 15
Patienten mit HCC und von 10 Patienten mit einer nicht malignen Lebererkrankung (NMLD)

untersucht werden.

Die hiufigste Grunderkrankung war mit 30,43% (n=7) C2 Abusus, gefolgt von der NASH mit
26% (n=6) und DM Typ 2 mit Leberzirrhose mit 13,04% (n=2). 10 (66,6%) HCC-Patienten hatten
eine Leberzirrhose. Bei einem Patienten war die Tumorgrofie <2 cm, bei 7 Patienten zwischen
2-5 cm, und 7 Patienten hatten eine Tumorgrofie von > 5 cm. Die meisten Patienten hatten ein
BCLC-Stadium C (n=7), gefolgt von BCLC-Stadium B (n=4), und BCLC-Stadium D (n=3) und
nur ein Patient hatte ein BCLC-Stadium 0.

In 14 (93,3%) HCC-Patienten konnten CTCs 1,2 CTCs/ml (0,4-3 CTCs/ml) nachgewiesen wer-
den. Die Falsch-Positiv-Rate lag bei 0,2 isolierte Zelle/ml (p=0,0006). P-CTC konnten in 10/14
(71%) HCC-Patienten identifiziert werden. Die HCC-Gruppe wies mit 0,42 p-CTCs/ml signifi-
kant mehr p-CTCs als die NMLD-Patienten(0 p-CTCs/ml, p=0,002).

Eine negative Korrelation fand sich zwischen der Tumorgréfle, BCLC-Stadium und der Anzahl

polarisierter CTCs (r=-0,029, p=ns).
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Zusammenfassung

Die hier vorgestellten Daten zum Nachweis der Polarisierung von CTCs in Zusammenhang mit
HCC kénnten zukiinftig eine Rolle in der molekularen Charakterisierung von CTCs und der
Diagnose des HCC darstellen.



Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is known as one of the most common cancers in the world.
Approximately 600.000 people die of it worldwide every year. As of today there is no precise

method for early diagnosis and the true extend of the disease is often underestimated.

Early detachment of circulating tumor cells (CTCs) from the primary tumor play a key role in
the silent progress of the tumor leading to metastasis and thereby metastasis correlated death.
Throughout this process, also known as epithelial mesenchymeal transition (EMT), the CTCs
establish a distinct type of polarity. Polarity is defined by the intrinsic presence of an Ezrin-rich

pole.

Current studies demonstrate that the polarity of CTCs is observed in different tumor entities. It
is directly involved in early attachment of the CTCs and thus affects adhesion, transmigration,

and metastasis.

In this study, we characterized and enumerated the number of polar CTCs in the peripheral blood
of patients with HCC for the first time. Therefore 5ml of EDTA blood sample was obtained from
HCC patients (n=15) and compared to a control cohort (n=10) with non-malignant liver disease
(NMLD). The blood was then stored for transport in EDTA-tubes for a maximum of 30 minutes.

Then, the CTCs were isolated using the Oncoquick® - System (Greiner, bio-one, Frickenhausen,
Germany). After isolation of the CTCs, immunostaining of the cells was performed. The CTCs
were transfered on slides according to manufacturer’s instructions, fixed and incubated in an
antybody cocktail consisting of Ezrin Fluor 488°, CD146-PE, CD45-APC, and DAPI. The slides
were then analyzed on a Zeiss Axio Oberserver.Z1 microscope using a 40x objective (Carl Zeiss
GmbH, Jena).

The most common underlying disease was with 30,43% (n=7) alcohol abuse followed by Non-
alcoholic-liver disease (NASH) with 26% (n=6) and DM Typ 2+livercirrhosis in 13,04% (n=2) of
the patients. 10 (66%) of the HCC-patients were suffering from a livercirrhosis.

The tumor size varied between <2cm (n=1), 2-5cm (n=7) and <5cm (n=7). Most of the patients
could be categorized in BCLC-Stadium C (n=7) followed by BCLC-Stadium B (n=4) and BCLC-
Stadium D (n=3) only one Patient was BCLC Stadium 0.

CTCs (1,2 CTCs/ml) were detected In 14 (93,3%) HCC patients. The false positivity rate was
0,2 CTCs/ml (p=0,0006). P- CTCs were found in 10/14 (71%) HCC patients. Consequently the
HCC Group shows with 0,42 p-CTCs/ml significantly more p-CTCs then the NMLD-Group (0
p-CTCs/ml)(p=0,002).
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Abstract

A negative correlation between the tumor size, the BCLC Stadium and the number of p-CTCs

(r=-0,029, p=ns) was found.

Overall Ezrin-polarized CTCs are detectable in the blood of HCC patients by the established
method. The findings have provided evidence of the EMT-like phenomenon in the isolated CTCs.

However, the role of an Ezrin-rich pole remains unclear.

The presented preliminary results for the detection of polarized CTCs could play a major role in
the future study of molecular characterization of CTCs in the context of liver cancer and offer
new ways in the diagnosis of HCC. Further studies could provide information of its importance

on the clinical outcome of the patients.
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1. Einleitung
1.1 Epidemiologie

Mit weltweit jahrlich etwa 841.000 Neuerkrankungen und 782.000 Todesféllen stellt das Hepato-
zelluldres Karzinom (HCC) die vierthaufigste tumorbedingte Todesursache und den sechsthiu-
figsten diagnostizierten malignen Tumor dar.! Besonders betroffen sind dabei Nord-und West-

afrika sowie Ost-und Stuidost-Asien.

In diesen Regionen ist das HCC die haufigste Ursache fiir Tumorerkrankungen.? Wihrend das
durchschnittliche Erkrankungsalter in Industrielindern bei 65 Jahren liegt,” sind vor allem in
den genannten Regionen haufiger auch jiingere Menschen unter 45 Jahren betroffen.® Erkliren
lasst sich dieser Unterschied durch eine unterschiedliche Exposition mit bekannten Risikofak-

toren wie den viralen Hepatiden.

Fiir Deutschland liegen dazu Zahlen aus dem Jahr 2016 vor. Das HCC zeigt sich hier aktuell als
eine der wenigen Krebsarten mit einer steigenden Inzidenz und Mortalitit. Von jéhrlich 9.000
Neuerkrankungen versterben 7.500 Patienten, wobei das relative 5-Jahres-Uberleben mit 14 %
angegeben wird.* Das Risiko fiir Mdnner, an einem HCC zu erkranken, liegt dabei weltweit um

2

das vier bis zehnfache iiber dem fiir Frauen,” was auch dem deutschlandweiten Trend entspricht.

1.2 Atiologie und Risikofaktoren

In 90 % aller Fille ist die Leberzirrhose haupturséchlich fiir die Entstehung eines HCC und ist
damit als Prakanzerose einzustufen. Die Zirrhose entsteht auf dem Boden von Leberzellnekrosen

und bindegewebigen Umbauprozessen in der Leber.

Dies kann verschiedene Ursachen haben wie die chronische Hepatitis B oder Hepatitis C Infek-
tionen® jahrelanger Alkoholmissbrauch, die Nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD),
sowie durch Vererbung erworbene Lebererkrankungen wie die hereditdre Himochromatose, ein
Alpha 1 Antitrypsinmangel, die Glykogenspeicherkrankeit Typ 1, ein Morbus Wilson oder die

hereditire Tyrosinimie.’

Zwar konnte durch priventive Mafinahmen wie die Hepatitis B Virus (HBV) Schutzimpfung
eine drastische Senkung der Privalenz von HCC in den Hochrisikoregionen wie zum Beispiel
Ost-Asien erreicht werden, jedoch gibt es nach wie vor keine Immunisierung gegen das Hepatitis

C Virus (HCV).” Kritisch betrachtet werden muss, dass vor allem die drmeren Regionen dieser
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Abbildung 1.1: Die Abbildung zeigt (orange) die Lander, in denen das HCC an erster Stelle fiir tumorbedingte
Todesursachen steht. So sterben vor allem Manner (oben) am zweithdufigsten durch das HCC, wo-
hingegen es bei Frauen (unten) die sechsthaufigste tumorbedingte Todesursache ist.?

Welt betroffen sind. Dies ist in erster Linie auf die schlechteren Hygienebedingungen in die-
sen Regionen zuriickzufiihren, was die Pravalenz von Virusinfektionen wie z.B. HBV und HCV
begiinstigt.®

Damit sind die viralen Hepatiden, besonders das HCV, weltweit gesehen immer noch hauptur-
sichlich fiir die Entstehung einer Leberzirrhose.’ In bis zu 50-80 % der Fille fiihrt dieses paren-
teral iibertragbare Virus zu einer chronischen Erkrankungen, als deren Spatfolge sich das Risiko

an einem HCC zu erkranken auf bis zu 13,4 % in 5 Jahren erhoht.!?

Die Entstehung einer Leberzirrhose ist, wie die meisten Erkrankungen, als ein multifaktorielles
Geschehen zu betrachten. So wurde nachgewiesen dass vor allen Dingen eine Kombination aus
HCV und einem Alkoholkonsum von mehr als 80 g pro Tag oder ein moderater Alkoholkonsum
bei gleichzeitigem Vorliegen einer Diabetes Mellitus Typ 2 (DM Typ 2)-Erkrankung, das Risiko

an einem HCC zu erkranken um das 3,5-fache erhoht.!!
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Eine hohe Inzidenz zeigt die 4thyltoxisch Leberzirrhose dabei in Europa und den USA, wohin-
gegen Asien und Afrika hier eine eher untergeordnete Rolle fiir die Entstehung eines HCC, spie-
len.!? Dabei fithrt der missbrauchliche Konsum von Alkohol in circa 4-38 % aller Fille zu einer
Erkrankungen an HCC .13

Besonders betrachtet werden sollte die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung, da sie mit ei-
ner globalen Prévalenz von aktuell 25,2 %, mit steigener Inzidenz, als eine der Hauptverursacher
tiir chronische Lebererkrankungen anzusehen ist. Durch eine Fettspeicherstdrung in den Leber-
zellen wird die Entstehung einer Fibrose, durch eine Entziindungsreaktion, begiinstigt. Bereits
heute ist sie in den USA eine der Hauptindikationen fiir die Durchfiihrung einer Lebertrans-

plantation.!® 1°

In einer aktuellen Modellstudie wurde die Privalenz einer NAFLD fiir das Jahr 2030 mit einem
Zuwachs von 63 % berechnet. Dies hat zur direkten Folge dass sich auch das Risiko, dadurch an

einem HCC zu erkranken, um 137 % erhoht.!©

Dieser Trend ldsst sich nachvollziehen, wenn man beriicksichtigt, dass die NAFLD mit dem me-
tabolischen Syndrom assoziiert ist. Merkmale sind Ubergewicht, ein DM Typ 2, Bluthochdruck
und eine Hypercholesterinimie. Zunehmend mehr Menschen leiden an Ubergewicht und ent-
wickeln in Folge dessen ein metabolisches Syndrom.!” Bei 94 % der Fettleibigen, definiert durch

einen Body Mass Index (BMI) > 30, kann eine NAFLD nachgewiesen werden.

Ausgehend von einer NAFLD entwickeln durch entziindliches Fortschreiten der Erkrankung
wiederum 25 % der Patienten eine Nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH).!® Von diesen 25
% miinden 11 % in einer Leberzirrhose. Das Risiko an einem HCC zu erkranken, liegt dann
bei jahrlich 2,6 %.!° Die S3-Leitlinie stuft daher auch Patienten, die bei DM Typ 2 gleichzeitig
an einem metabolischen Syndrom und einer NASH erkrankt sind, als Hochrisikopatienten fiir
HCC ein.?% 2!

Erwahnenswert ist auch eine Studie der Mainzer Universititsmedizin, in der ein Zusammen-
hang mit dem auf einer NASH basierenden HCC-Erkrankung und der erhéhten Haufigkeit der

Metastasierung aufgedeckt wurde.??

Das Aflatoxin ist ein Pilzgift und stammt aus dem Schimmelpilz Aspergillus flavus. Besonders
gefdhrlich ist das Aflatoxin B1 (AFB1), das sich durch unsachgeméfle Lagerung in Mais, Weizen,
Soja oder Reis bildet.”* Dies betrifft in erster Linie Entwicklungslinder, wo eine trockene und

saubere Lagerung des Getreides oft nicht moglich ist.

Es wurde nachgewiesen, dass eine tdgliche Aufnahme von 10 pg pro Kilogramm Koérper-
gewicht eine karzinogene und akut hepatotoxische Wirkung zeigen. In Regionen mit ho-
her Aflatoxin-Kontamination der Nahrung konnten vermehrt Punktmutationen des p53-

Tumorsuppressorgens im HCC nachgewiesen werden.
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Man geht davon aus, dass 4,6-28,2 % aller HCC-Erkrankungen weltweit auf das iber die Nahrung
aufgenommene Karzinogen AFB1 zuriickzufiihren sind.?> Eine Hochrisikogruppe stellen dabei
Personen dar, die zusitzlich an einer chronischen HBV erkrankt sind. Ihr Risiko, im Laufe des

Lebens an einem HCC zu erkranken, ist um das 30-fache gesteigert.?¢

Zur besseren Ubersicht wurden die Hauptrisikofaktoren in Tab. 1.1 zusammengefasst.

hohes Risiko mittleres Risiko geringes Risiko

HCV+Zirrhose HBV Alpha 1 Antitrypsinmangel
HBV+Zirrhose HCV Glykogenspeicherkrankheit Typl
Diabetes mellitus Typ 2 + NASH + NASH Morbus Wilson

Metabolisches Syndrom

Diabetes mellitus Typ 2 + athyltoxi- athyltoxische Zirrhose

sche Leberzirrhose

Aflatoxine

Tabelle 1.1: Ein erhohtes Risiko, an HCC zu erkranken, zeigen vor allem Patientengruppen, die eine Komorbiditat
aufweisen. Das HCC lésst sich nur schwer auf einen atiologischen Faktor zuriickfithren. In den meisten
Fallen liegt jedoch eine Leberzirrhose zu Grunde.

1.3 Diagnostik, Fritherkennung und Pravention

Klinisch zeigt sich das HCC lange symptomlos. Dabei variieren die oft erst spét auftretenden
Symptome stark. In 91 % der Fille wird der Patient mit Oberbauchbeschwerden vorstellig, in ei-
ner spaten Phase der Erkrankung zeigen sich Symptome einer dekompensierten Leberzirrhose
mit Gelbsucht oder einer Aszites. Stellt sich der Patient mit diesen typisch onkologischen Sym-
ptomen vor, befindet sich das HCC bereits in einem fortgeschrittenen Stadium. Die 5-Jahres

Uberlebensrate liegt dann nur noch bei etwa 0-10 %.%”

Leider werden Leberzellkarzinome oft auch nur zufillig oder im Rahmen sonographischer
Screening-Untersuchungen entdeckt. Sonographisch ist es moglich, 90 % der iiber 2 cm grofien
HCC nachzuweisen. Im Rahmen von Fritherkennungsuntersuchungen der Hochrisikogruppen
war es in den letzten 20 Jahren moglich, die Entdeckungsquote von urspriinglich 5 % der La-
sionen auf iiber 30 % zu steigern.® An diesen Ergebnissen orientiert sich die Empfehlung der
European Association of the Study of the Liver (EASL), die eine Sonographie der Leber fiir die
in Tab. 1.2 genannten Risikogruppen im Abstand von 6 Monaten empfiehlt.
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Hochrisikogruppen

Zirrhose, Stadium Child Pugh A oder B

Zirrhose, Stadium Child Pugh C, Patient auf Warteliste zur Lebertransplantation
Chronische HBV-Infektion ohne Zirrhose im aktiven Stadium

Chronische HBV-Infektion und positive Familienanamnese fiir HCC

HCV-assoziierte Zirrhose

Tabelle 1.2: Eine regelmaflige Uberwachung mittels bildgebender Verfahren wird bei den gelisteten Patientengrup-
pen empfohlen

Das Mittel der Wahl zur nicht-invasiven Diagnostik eines HCC ist mit einer Sensitivitidt von 100
% die kontrastmittelverstirkte Magnetresonanztomographie (MRT). Hier konnen selbst kleine-
re Knoten von 0,5-2 cm Grofie entdeckt werden. Als beweisend gilt hier das typische Kontrast-
verhalten des Tumors mit einer fithrarteriellen Hypervaskularisation und den spater folgenden
Wash-Out Phdnomen, wobei es im Bild zur Kontrastumkehr kommt. Eine Diagnosesicherheit

von circa 90 % ist bei einem solchen Verhalten des Tumors zu erwarten.?’

Die Diagnose HCC kann nach aktuellen AASLD-Leitlinien und der S3-Leitlinie dann gestellt
werden, wenn die im bildgebenden Verfahren (4-Phasen Multidetektor Computertomographie
(CT) oder kontrastmittelverstiarktes MRT) gezeigte Raumforderung grofier als 1 cm ist und ent-

sprechende Bildcharakteristika(arterielle Hyperperfusion, vendser Wash-out) aufweist.*

Der Tumormarker Alpha-Feto Protein (AFP) spielt aufgrund seiner unzureichenden Sensitivitat
und Spezifitit bei der Diagnosesicherung nur noch eine untergeordnete Rolle und kann nicht zur
priméren Diagnostik eingesetzt werden. Die Expression des AFP ist dabei nicht HCC-spezifisch
und kann ebenfalls bei Vorliegen anderweitiger chronischer Lebererkrankungen, beispielsweise

einer Leberzirrhose, erhoht sein.>!

Das AFP eignet sich daher vor allem zur Therapie- und Verlaufskontrolle nach histopathologisch
gesichertem HCC. Ein Wiederanstieg des Wertes nach vorherigem Abfall lasst auf eine rezidi-

vierende Erkrankung schlielen.>?

Diagnostisch relevanter als das AFP zeigt sich nach aktueller Studienlage der Entziindungsme-
diator Interleukin-6 (IL-6).%* Die fibrotischen Umbauprozesse der Leber stellen genau genom-
men einen wiederkehrenden entziindlichen Prozess dar, bestehend aus stindiger Regeneration
der Hepatozyten. IL-6 wird in den Kupfter-Sternzellen der Leber gebildet und induziert die kom-

pensatorische Proliferation der Hepatozyten.

Dieser persistierende Kreislauf aus Zellproliferation bildet die Grundlage fiir maligne Zellverén-
derungen und die Entwicklung eines HCC.>* 3> Mehrere Studien bestitigen erhéhte IL-6 Werte
bei Patienten mit HCC.® In der Tumordiagnostik l4sst sich bei einer Kombination aus AFP und
IL-6-Serumlevel-Kontrolle die Sensitivitit auf 83 % und die Spezifitit auf 79 % steigern.®”
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Alle aufgefiithrten Methoden, die zu einer frithzeitigen Erkennung eines HCC fiihren sollen, sto-
fen im klinischen Alltag oftmals an ihre Grenzen. Die Entwicklung verlésslicher, voraussagender

Marker sollte daher weiterhin im Zentrum wissenschaftlicher Forschung stehen.

1.4 Tumorklassifikation

1.4.1 Staging

Klassischerweise erfolgt die Therapieplanung sowie die Prognoseeinschitzung des HCC abhian-
gig vom Tumorstadium. Dabei ist jedoch auch immer die zu Grunde liegende Leberfunktion zu
beriicksichtigen. Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es daher weltweit verschiedene Staging-Systeme,
die alle in unterschiedlichem Mafle Tumorgrof3e, Anzahl der Léasionen, Koinfektionen mit HBV/
HCV sowie spezifische Serummarker berticksichtigen. Die am haufigsten verwendeten Systeme
sind dabei das TNM-System,*® die Barcelona-Clinic Liver Cancer Klassifikation (BCLC), der
Child Pugh-Score sowie das Okuda-System.

TNM Klassifikation

T Tumorkategorie

T1  Solitarer Tumor

Tla Solitirer Tumor < 2 cm mit/ohne Gefaf§invasion

T1b  Solitdrer Tumor >2 cm ohne Gefaflinvasion

T2  Tumor >2 cm mit Gefiflinvasion oder multiple Tumore, keiner >5 cm

T3  Multiple Tumore >5 cm oder Ubergreifen auf eine groflere Vene oder Pfortader

T4  Tumoren mit Beteiligung grofRerer Aste der Portalvene oder Lebervene direkte In-
vasion der Nachbarorgane (ausgenommen Gallenblase), auch Serosa

N  Lymphknotenstatus

Nx  Beurteilung regiondarer Lymphknoten nicht moéglich
NO  Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1  Metastasen in regiondren Lymphknoten

M Metastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 1.3: TNM Klassifikation38
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BCLC

Der BCLC-Score beriicksichtigt iibergreifend das Tumorstadium (Tumorgrofle, Anzahl der
Lasionen, vaskuldre Invasion, extrahepatischer Befall), den Okuda-Score, die Leberfunktion
(Child-Pugh-Stadium, portale Hypertension, Bilirubin). Ebenfalls Einfluss auf die Stadienein-

teilung hat der Performance-Status des Patienten.

Die Einteilung des Patienten erfolgt nach Erhebung der beschriebenen Parameter in eines der
tiinf Stadien. Diese Kategorisierung ermoglicht als aktuell einziges System eine Therapiezuwei-

sung.

Die Klassifikation hat sich etabliert und ist mit einer guten Abschitzung der Prognose verbun-
den. Das Scoring-System wird regelmaf3ig aktualisiert und dient nach der aktuellen S3-Leitlinie

dem Staging und der Therapieplanung.

[ HCC |
[
; — 7 ! I }
Sehr friihes Stadium (0)  Frihes Stadium (A) Mittleres Stadium (B) || Fortgeschrittenes Stadium (C) ||Endstadium (D)
Solitir < 2cm Solitar oder 3 Herde <= 3cm, Multifokal Gefalinvasion Child-Pugh C
Child-Pugh A, PS 0 P50 Child-Pugh A-B, PS 0 || Extrahepatische Ausbreitung PS 3-4

— I Child-Pugh A-8, PS 1-2
Kandidat fur Solitar 3 Herde <= 3cm

Lebertransplantation

! !

[ Nein l [ Ja IPortaIdruck/BiIirubinl

\ £

lNormaI] l Erhoht }—O[ Begleiterkrankungen ]

Ablation Rese‘l:(ion [ Lebertransplantation ] [Ablalion] lCh;moembolisalion] [ Soraf;rwib I IBest Suppor‘l'iveCare

L | J
Kurative Therapie Palliative Therapie

Abbildung 1.2: Abhingig von Child Pugh-Stadium sowie der Grofie und Anzahl des Primartumors wird der Patient
einem BCLC-Stadium von 0-D zugeordnet. Anhand dieses Algorithmus wird eine Therapieentschei-
dung getroffen. Abbildung modifiziert*

1.4.2 Grading

Am weltweit bekanntesten ist das histopathologische, vierstufige Grading-System nach Ed-
mondson und Steiner. Es wurde bereits 1954 entwickelt.** Fraglich ist, ob es in der Zwischenzeit
nicht einer Reevaluation des Systems bedarf. Es basiert auf unterschiedlichen zytologischen und
histologischen Parametern.*! Weitere bekannte Grading Systeme sind das Grading nach World

Health Organization (WHO) und das japanische Grading-System.*?
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Gl hochdifferenzierter Tumor
G2 mittelgradig differenzierter Tumor
G3  gering differenzierter Tumor

G4 undifferenzierter/anaplastischer Tumor

Tabelle 1.4: Histopathologische Differenzierungsgrade nach Edmondson und Steiner.

1.5 Metastasierung

Hauptursachlich fiir die Krebsmortalitat ist nicht der Primartumor an sich, sondern die daraus
resultierenden Tochtergeschwiilste in peripheren Organen des Korpers. Dieser hochst komple-
xe Vorgang der Metastasierung ist fiir das Voranschreiten von Karzinomen unabdingbar. Auch
wenn die metastatische Kaskade im Detail noch nicht vollstindig entschliisselt ist, so gibt es

mehrere Modelle, die versuchen diesen Prozess zu erkliren.

Das erste Mal beschrieben wurde das Ablosen einer Tumorzelle aus dem Verband des Primértu-
mors von Greenburg und Hay in den 1980er Jahren.*® In spiteren Untersuchungen wurde dieser
Vorgang als Epitheliale mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet. Dabei durchlduft der Pri-
martumor, der zunéchst aus hochdifferenzierten und polarisierten Epithelialzellen besteht, eine
Umwandlung, auch Phinotyptransition genannt. In Folge dessen 16sen sich die Zell-Zell Kon-

takte auf und gleichzeitig wandelt die Zelle sich zu einer mesenchymalen Zelle um.**

Die EMT wird durch unterschiedliche Mechanismen beeinflusst. So besteht der Verdacht, dass
durch die spontane Anderung des Phinotyps der Zelle ein Durchbruch durch die Basalmem-
bran erleichtert wird, da die Zelle nicht mehr als fremd erkannt wird. Eine weitere Moglichkeit
besteht in der Regulation durch verschiedene extrazelluldre Signalwege und durch Wachstums-
faktoren. Hierbei findet ein Umbauprozess des Zyktoskeletts statt oder die Aktivierung verschie-
dener Transkriptionsfaktoren (Snail, Slug, Twist, E12, ZEB1, ZEB2).4>~%"

Eine Schliisselrolle spielt die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren, die fiir den Abbau bzw. die
Repression verschiedener Zelladhisionsmolekiile verantwortlich sind (z.B. E-Cadherin).*® Das
Herunterregulieren der Adhdsionsmolekiile erleichtert den Tumorzellen das Durchbrechen der

Basalmembran und erméglicht den Ubergang in Blut-und Lymphgefifle (Intravasation).*’

Nach einem kurzen Transport durch das Gefaf3system findet nun peripher zum Primértumor
die Umkehr der EMT statt. Die Mesenchymale-Epitheliale-Transition (MET) lauft im Zielgewe-
be ab und beschreibt die Invasion der Tumorzellen in das periphere Gewebe (Extravasation).
Dort bildet sich die Metastase aus. Eine schematische Darstellung der Abldufe kann Abb. 1.3

entnommen werden.
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Die Streuung des HCC verlduft auf Grund seiner starken Neigung zur Geféafliinvasion zum grofi-
ten Teil auf hamatogenem Weg.>® Es metastasiert dabei intra- als auch extrahepatisch vor allem

in Lunge, Knochen und Haut.”!

Invasive und
Epithel Primére 4"“;'» s metastasierende Sekundar-
o P — >
Basalmembran -zelle Tumorzellen Zellen tumor

S

A= 5 = 58
7 \ =
£ % 2
Blutgefay
Normales Epithel Carcinoma in EMT Tumorzell Tumorzell MET
situ Intravasation Extravasation

Abbildung 1.3: Der Metastasierungsprozess durchlduft mehrere Phasen. Zunichst verlieren die Epithelzellen ihre
Polaritit und 16sen sich von der Basalmembran ab (Carcinoma in situ). Im Anschluss differenzieren
sie zu mesenchymalen Zellen und durchbrechen die Basalmembran, um so in den Blutkreislauf zu
gelangen. Es erfolgt der Transport in die Peripherie, wo die Tumorzellen Mikro- und Makrometa-
stasen ausbilden und sich der Sekundartumor bildet.>?

1.5.1 Zirkulierende Tumorzellen (CTC)

CTGCs, die sich als einzelne Krebszellen vom Primértumor ablosen, gelangen wie in Kap. 1.5 be-
schrieben anschlieflend in das Knochenmark, das Lymphsystem und die Blutbahn. Dort kénnen
sie iiber einen langeren Zeitraum in einer Art Ruhezustand (Dormanz) verharren. Ausgehend

von diesen CTCs bilden sich im Verlauf jedoch Lokalrezidive oder auch Fernmetastasen aus.

Es steht fest, dass mit wachsendem Tumorvolumen zunehmend mehr CTCs freigesetzt werden.>
Die Freisetzung der CTCs beginnt bei einer Tumorzellzahl von ca. einer Million, was einer Tu-
morgrofle von ca. 1 mm entspricht; dabei ist eine Gefafiversorgung des Tumorgewebes Grund-

Voraussetzung.54

Die Phase vor Ausbruch erster Symptomatiken oder die stille Progression des Tumors ist beson-
ders tiickisch. Zu diesem Zeitpunkt scheint der Patient in den bisherigen diagnostischen Ver-
fahren oftmals félschlicherweise tumorfrei. Da eine Fritherkennung fiir die giinstige Prognose
bei Krebsleiden aber in hochstem Mafle relevant ist, besteht ein grofles Interesse daran, valide

Detektionsmethoden fiir den Nachweis von CTCs zu entwickeln.

Ziel ist es, die Prognose des Patienten abzuschitzen oder eine Therapietiberwachung in Echt-
zeit durchfiihren zu kénnen.” Durch die Analyse, wie schnell die CTCs zunehmen, lassen sich

Riickschliisse auf die Wachstumsgeschwindigkeit des Tumors ziehen.

Im Jahr 1869 berichtete der Arzt Thomas Ashworth das erste Mal iiber sich im Blut befindliche,
zirkulierende Tumorzellen.>® Erst knapp 100 Jahre spiter war es moglich, diese Tumorzellen
zunichst durch Filtration®” und Sedimentation®® im Blut zu detektieren. Die Methode, der heute
die meiste Aufmerksamkeit zukommt, die Inmunomagnetische Separation der CTC, wurde erst

im Jahr 1998 entwickelt.”® Die Entwicklungen der letzten Jahre lassen hoffen, dass die Detektion
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zirkulierender Tumorzellen ("liquid biopsy”) einen Fortschritt in der personalisierten Medizin

bringt.

Diese minimalinvasive Biopsiemethode hat viele Vorteile gegeniiber der herkémmlichen Gewe-
bebiopsie. Die Durchfithrbarkeit bzw. die Zuganglichkeit zu Patientenblut ist deutlich einfacher,

die Wiederholbarkeit der Untersuchung schneller und kosteneffizienter durchzufithren.®- 6!

Durch den Nachweis und Isolation der CTCs im Blut ist es aufSerdem méglich, molekulare Ver-
anderungen oder auch Mutationen patientenbezogen nachzuweisen.> ®* Daraus kann eine in-
dividuelle Therapie abgeleitet werden. Insbesondere bei Patienten mit Mammakarzinom ist die
Methodik bereits gut untersucht und zeigt ihren Nutzen in der Verlaufsdiagnostik. Ebenfalls

profitieren bereits Patienten mit Kolon-%* und Prostatakarzinom.®®

Bei der Detektion und Isolation st63t man jedoch auf vielerlei Problematiken. Das Hauptproblem
stellt dabei die Konzentration der CTCs im Blut dar, die mit einer CTC pro 10° - 107 Leukozyten
sehr gering ist. Daher liegt besonderes Augenmerk auf der Entwicklung geeigneter Methoden
zur Anreicherung und Detektion der CTC.%°

Basierend auf ihren physikalischen Eigenschaften werden die Tumorzellen nach ihrer Dichte,
Grofle, Verformbarkeit oder ihrer Membraneigenschaften aussortiert. Ebenfalls méglich ist ein
Isolation an Hand der biologischen Merkmale. Die immunomagnetische Anreicherung steht
mit dem Cell-Search®-System (Jannsen Diagnostic,LLC, Raritan) dabei aktuell im Mittelpunkt.®®
Dieses System wird momentan als einziges von der US Food and Drug Administration (FDA)
zur Isolation und Anreicherung von CTCs anerkannt. Aus einer Vollblutprobe (7,5ml) lassen

sich CTCs standardisiert und reproduzierbar nachweisen.

Die Detektion erfolgt im Anschluss an die Anreicherung proteinbasiert (Immunfluoreszenz-
tarbung, Durchflusszytometrie) oder mRNA-basiert {iber die Reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR).

In Deutschland ist die ,,liquid biopsy* aktuell durch die European Medicines Agency (EMA) fiir
die Therapiewahl beim nichtkleinzelligen Karzinom der Lunge zugelassen, soweit nicht ausrei-

chend Material fiir eine Gewebebiopsie zur Verfiigung steht.®”

1.6 Ezrin

Das zytoskeletale Membranprotein Ezrin ist Teil der Ezrin-Radixin-Moesin (ERM)-Proteinfamilie
und wird hauptsdchlich von Epithelzellen exprimiert. Es akkumuliert unterhalb der Plas-
mamembran, dabei interagiert das C-terminale Ende mit F-Actin und bindet mit seiner N-

terminalen Domine an die Plasmamembran.

Die Bindeafhinitit von Ezrin wird dabei {iber den Prozess der Phosphorylierung reguliert. Da-

bei spielt der Second Messanger PIP, eine regulierende Rolle. Er phosphoryliert einen spezifi-

10
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schen Threoninrest am C-terminalen Ende. PIP, erhoht dadurch die Affinitit von Ezrin zu den
Oberflichenadhisionsmolekiilen CD44 und ICAM1-/2.8 Ezrin sorgt dabei fiir den Verlust an
E-Cadherin, dies hat die Uberregulation von CD44 zur Folge.” CD 44 ist nachweislich an der
Entstehung von Tumoren beteiligt.”® Gleichzeitig beeinflusst Ezrin die Lokalisationsverinde-
rung von ICAM, wodurch dieses zu einem Pol der Zelle wandert.® Weitere Eigenschaften des

Proteins sind in Tab. 1.5 aufgefiihrt.

Synonyme Cytovillin, Villin-2
Gen Lokalisation 6q25.2-q26
mRNA 3155bp

Grof3e 81 kDA
Aminosduren 586

Tabelle 1.5: Eigenschaften Ezrin

Zusammenfassend reguliert Ezrin das Zelliiberleben, die Zelladhésion, die Zellmigration als
auch die Zellinvasion tiber verschiedene, noch nicht vollstindig gekldrte Mechanismen und Si-
gnalwege. Auf Grund dieser Eigenschaften wird davon ausgegangenen, dass Ezrin eine Rolle
in der Entstehung und Fortentwicklung von Krebs spielt. Mehrere Untersuchungen bestitigen,
dass Ezrin eine Schliisselrolle bei der Metastasierung von Tumoren spielt.”!~7¢ Es ist in neuesten

Untersuchungen gelungen, Ezrin in CTCs erfolgreich nachzuweisen.””- 78

1.7 Ziel der Arbeit und Fragestellung

Aufgrund der starken Durchblutung der Leber metastasiert das HCC vorzugsweise auf hama-
togenem Weg. Daher ist die Detektion von CTCs im Blut dieser Patientengruppe ein wichtiges,
kiinftiges diagnostisches Mittel. CTCs sind bereits, durch die Erosion des wachsenden Tumors

bedingt, im frithen Stadium der Karzinogenese nachweisbar.

Bisher sind eine Vielzahl von Methoden entwickelt worden, unter anderem die ex vivo und in
vivo Flow cytometry, die RT-PCR, das Fluorescence-activated cell sorting (FACS), das Magnetic-
activated cell sorting (MACS), Mikrofluidik-Chips, sowie weitere Methoden, die in Abhéngigkeit
von der Zellgrofle die Tumorzellen herausfiltern. Am weitesten verbreitet ist dabei aktuell die

Methode der immunomagnetischen Anreicherung (Cell Search”®).

In Kombination mit Zellanreicherung und Isolationstechniken weisen diese Methoden die Kon-
zentrationen der CTCs nach. Sie haben ebenfalls einen klaren prognostischen Aussagewert. Die
Detektion von CTCs kann im Laufe eines Behandlungszyklus zur Verlaufskontrolle dienen und

den Therapieablauf entscheidend beeinflussen.

11
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Dabei spielt vor allem die minimalinvasive Blutprobenentnahme ,liquid biopsy“ eine zentrale
Rolle. Sie ist im Gegensatz zu aufwendigen Gewebebiopsien einfach in den klinischen Alltag zu
integrieren und kann gleichzeitig beliebig oft wiederholt werden. Ebenfalls denkbar wire ein
Einsatz dieser Methodik im Rahmen eines Vorsorgeprogramms fiir die genannten Risikogrup-

pen.

In der vorliegenden Untersuchung soll nach Isolation der CTCs mit Hilfe des Oncoquick® -
Verfahrens das polare Expressionsmuster eines intrazellular befindlichen Proteins (Ezrin) nach-

gewiesen werden. Die Isolationsmethode der CTCs wurde in der Arbeitsgruppe bereits etabliert.

Ein Ziel dieser Arbeit ist es daher, zundchst CTCs mit der etablierten Methode zu detektieren.
In einem weiteren Schritt erfolgt die Etablierung der Methode zum Nachweis des Proteins Ezrin

in CTCs von Patienten mit hepatozellularem Karzinom.
Die Hauptfragestellung dieser Arbeit lautet:

»Ist ein Konzentrationsunterschied von CTCs mit und ohne Polarisierung unter dem Patien-

tenkollektiv mit HCC und der Kontrollgruppe feststellbar?“

Da die Arbeit explorativer Natur ist, sind zusdtzlich noch zwei weitere Fragestellungen zu beant-

worten:

1. Ergibt sich ein Zusammenhang aus den Detektionsraten mit der Einteilung des HCCs
nach Tumorgrofle, dem Differenzierungsgrad, dem BCLC-Stadium, der AFP- und IL-6

Konzentration?

2. Gibt es Unterschiede zwischen Patienten mit HCC und der Kontrollgruppe beziiglich bio-

metrischer Daten und Laborwerten?

12



2. Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

2.1.1 Ethikvotum

Die Studie wurde gemaf3 Ethikantrag vom 08.08.2016 (Nr. 321/16) mit Zustimmung durch die
Ethikkommission der Johann-Wolfgang-Goethe Universitit Frankfurt durchgefithrt. Den ein-

geschlossenen Patienten wurde vor Blutentnahme eine Einverstdndniserklarung vorgelegt.

Nach ausfithrlicher miindlicher und schriftlicher Information iiber den Inhalt und das Ziel der
Studie durch einen drztlichen Mitarbeiter des Universititsklinikums Frankfurt am Main sowie
nach ausreichender Bedenkzeit wurde die Einverstdndniserkldarung durch den Patienten schrift-

lich erteilt.

Darin erkldrte der Patient sich dazu bereit, sein Blut fiir wissenschaftliche Zwecke zur Verfii-
gung zu stellen und wurde zeitgleich {iber mégliche Risiken bei der Blutentnahme aufgekldrt. In
Bezug auf den Datenschutz wurden die Patienten dariiber aufgeklart, dass die Patientenidenti-
tat pseudo-anonymisiert wird und die wahre Identitit nur autorisierten Studiendrzten bekannt

wird.

2.1.2 Patientenkollektiv

Die im Rahmen dieser Pilotstudie verwendeten Blutproben stammen von Patienten aus der
Klinik fiir Allgemein- und Viszeralchirurgie des Universitdtsklinikums der Johann-Wolfgang-
Goethe Universitiat Frankfurt. Im Zeitraum von Juni 2018 bis Januar 2019 wurden konsekutiv

25 Patienten eingeschlossen.

Dabei handelt es sich um Patienten, die entweder eine Leberteilresektion erhielten oder aber
auf Grund des fortgeschrittenen Stadiums eines HCC tiber die onkologische Ambulanz zur
Beratung und Planung einer Alternativtherapie (Transarterielle Chemo-Embolisation (TACE),
Mikrowellen-Ablation (MWA), Sorafenib-Therapie) vorstellig wurden. Diese Patientengruppe
wird im weiteren Verlauf als HCC-Gruppe bezeichnet. Als Vergleichsgruppe dienten zehn Pati-
enten mit benigner Lebererkrankung. Diese Patientengruppe wird im weiteren Verlauf als Non

malignant liver disease (NMLD)-Gruppe bezeichnet.

13
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Einschlusskriterien

Zustimmungsfihigkeit

Alter >18 Jahre

Patient mit radiologisch oder pathologisch gesichertem Befund eines Hepatozellularen

Karzinoms

Verfiigbare Befunde aus Laboruntersuchungen, Rontgen-, Pathologie- und klinischen Un-

tersuchungen

Ausschlusskriterien

Lebermetastasen bei vorliegendem Zweitmalignom

Humane Immundefizienz Virus (HIV)

e HBV

e HCV

Da mit frischem Blut gearbeitet wurde mussten HIV;HBV und HCV Patienten, auf Grund der

Sicherheitsregulationen im Labor, von der Untersuchung ausgeschlossen werden.

2.1.3 Patientenproben

Die Blutentnahme von 5 ml EDTA-Blut und 4,9 ml Serum-Blut erfolgte im Rahmen medizinisch
indizierter prdoperativer beziehungsweise préinterventioneller Mafinahmen, sodass fiir die Pa-
tienten keine zusitzliche psychische oder physische Belastung entstand. Dadurch war es auch
moglich, alle weiteren bendétigten Blutparameter den im normalen Behandlungsumfang durch-

gefiihrten Laboruntersuchungen zu entnehmen.
e Albumin
e Bilirubin

e INR

Alkalische Phosphatase

Interleukin 6

e AFP

Préoperativ erfolgte die Entnahme unmittelbar vor OP-Beginn aus dem zentralen Venenver-

weilkatheter. Im Rahmen der onkologischen Sprechstunde erfolgte die venése Blutentnahme

14
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via Butterfly aus einer oberflichlichen Armvene. Die Serumproben wurden im Anschluss an das
Zentrallabor des Johann-Wolfgang-Goethe Universitdtsklinikums geschickt und auf den Tumor-
marker AFP und das Zytokin IL-6 hin untersucht. Die Verarbeitung der EDTA Proben erfolgte
innerhalb eines Zeitraums von maximal 60 Minuten im Forschungslabor der Allgemein- und
Viszeralchirurgie des Universitatsklinikums Frankfurt, wobei die EDTA-Réhrchen beim Trans-

port unterhalb einer Temperatur von 20 °C gelagert wurden.

2.2 Material

2.2.1 HepG2 Zelllinie

Die verwendete humane hepatozelluldre Karzinom-Zelllinie stammt aus dem Lebergewebe ei-
nes 15-jahrigen Kaukasiers. Die Zellen wachsen in einlagiger Zellschicht. Erworben wurde die
Zelllinie von CLS Cell Line Service GmbH (Heidelberg).

2.2.2 Antikorper

Name Hersteller/Firmensitz Herkunft =~ Konzentration
Antihuman CD 146 PE  Biolegend/San Diego (USA) Maus 200 pg/ml
Antihuman CD 45 APC  Thermofisher/ Waltham (USA) Maus 5 pl/Test
Alexa-Fluor 488° abcam/Cambridge (UK) Kaninchen 100 pl bei 0,5 g/ml

ProLong Gold Antifade Life technologies/ Eugene (USA)
Mountant with DAPI

Tabelle 2.1: Antikorper
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Pufter/ Losung

Zusammensetzung

4 % Formaldehyd methanolfrei

Blocking Solution

FACS Buffer 0,5 %

Permeabilisierungs Buffer

RBC Lysis Solution

Tween Buffer 0,01 %

10 ml Formaldehyd methanolfrei
30 ml PBS

1 ml FCS

0,5 g BSA

50 ml PBS

500 ml PBS
2,5gBSA

500 ml PBS

100 pl Triton X-100
8,02 g NH4C12
0,84 g NaHCOs3
0,37 g EDTA

100 ml Aquadest

500 ml PBS
50 pl Tween

Tabelle 2.2: Puffer und Lésungen

16



2.24 Chemikalien
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Name Hersteller / Firmensitz
Accutase Siga-Aldrich / St. Louis, MO,USA
Aceton J.T. Baker / Center Valley, PA, USA

Antifade Mountant mit DAPI

Bovine Serum Albumin (BSA)

Destilliertes Wasser

Ethanol

16 % Formaldehyd methanolfrei
Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (PBS)
Trypanblau

Triton X 100

FCS

Tween 20

Thermo Scientific / Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich / St. Louis, MO, USA
Fresenius Kabi / Bad Homburg v.d. Hohe
Sigma-Aldrich / St. Louis, MO, USA
Thermo Scientific / Rockford, IL, USA
Gibco/Invitrogen / Karlsruhe
Gibco/Invitrogen / Karlsruhe
Sigma-Aldrich / St. Louis, MO, USA
Gibco/Invitrogen / Karlsruhe

Sigma-Aldrich / St. Louis, MO, USA

Tabelle 2.3: Chemikalien
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2.2.5 Verbrauchsmaterial

Kapitel 2. Patienten, Material und Methoden

Name

Hersteller / Firmensitz

C-Chips

Eppendorf Cups lichtdicht
Greine Centrifuge Tubes
Kryobox

Kryotubes

Microscope Cover Slips

Microscope Slides Superfrost Plus
Pasteurpipette

Pipette Micro One

Pipette Tips Tip One

Pipettor Pipettus

Serological Pipette

S- Monovetten 4,9 ml K3 EDTA
Zellkulturflaschen

NanoEnTek / Seoul, Korea

Eppendorf / Hamburg

Greiner bio-one / Frickenhausen

Thermo Scientific / Wilmington, DE, USA
Starlab / Hamburg

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH
Sondheim v.d. Rhon

Thermo Scientific / Braunschweig
Sarstedt / Niimbrecht

Starlab / Hamburg

Starlab / Hamburg

Hirschmann- Laborgerite / Eberstadt
Sigma-Aldrich / St. Louis, MO, USA
Sarsted / Niimbrecht

Sarsted / Niimbrecht

Tabelle 2.4: Verbrauchsmaterialien
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2.2.6 Gerate

Gerat Name Hersteller / Firmensitz
Automatisierter Mirastainer VWR International / Radnor, PA, USA
Farbeautomat

Brutschrank Hera Cell Hereaus/ Hanau

Cell Imaging System Evos XL Core  Thermo Scientific / Waltham, MA, USA

Eismaschine Scotsman Scotsman/ Milan, Italy

Elektronen Mikroskop Carl Zeiss Microscopy GmbH / Jena

Fluoreszenzmikroskop  Zeiss Axio Carl Zeiss Microscopy GmbH / Jena
Observer.Z1

Lichtmikroskop VWR International / Radnor, PA, USA

Moist Chamber Strain Tray Sigma-Aldrich / St.Louis, MO, USA

Sterile Werkbank Antair BSK6 Mc Labor oHG / Albstadt

Vortex Vortex Mixer  Velp Scientifica / Usmate, Italy

Waage TB-124A Denver Instrument / Gottingen

Zentrifuge Rotana AP Hettich / Tuttlingen

Zentrifuge Heraeus Mul- Thermo Scientific / Waltham, MA, USA
tifuge X3 FR

Zentrifuge Picofuge II Thermo Scientific / Waltham, MA, USA

Tabelle 2.5: Gerite

2.2.7 Software

Die strukturierte Datenerhebung erfolgte unter Zuhilfenahme des Microsoft Office Programms
Excel. Die Grundlage fiir die patientenbezogene Datenerhebung bildet die elektronische Patien-
tenakte (NICE/Orbis).
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2.3 Methoden

2.3.1 Zellkultur

Kultivierung und Lagerung der Zelllinie

Die HepG2 Zellen wurden unter sterilen Bedingungen kultiviert und verwahrt. Dies erfolgte
stets in einer sterilen Sicherheitsarbeitsbank. Im Inkubator herrschte eine konstante Temperatur

von 37 °C mit wassergesittigter Atmosphére bei einem CO, — Gehalt von 5 %.

Auftauen der Zellen

Zur Rekultivierung der konservierten Zellen wurden diese bei 37 °C aufgetaut und rasch in 20
ml Zellmedium resuspendiert. Nach Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 5 min bei 4 °C wurde das
Zellpellet mit 15 ml Medium versetzt und in eine neue Zellkulturflasche gegeben, die dann im

Brutschrank inkubiert wurde.

Subkultivierung der Zellen

Die Passagierung der Zellen in eine neue Zellkulturflasche (Sarstedt; Niimbrecht) erfolgte nach-
dem eine Konfluenz von 80 % erreicht war. Hierfiir wurden die am Boden der Zellkulturflaschen
adhirenten Zellen nach Entfernung des alten Mediums mit 10 ml PBS (ohne Ca®* und Mg**) ge-
waschen und mit Hilfe von 10 ml Accutase gelost. Angepasst an die Zellteilungsrate wurden die
gelosten Zellen mit dem zugehorigen Zellmedium resuspendiert und in eine neue Kulturflasche

ausgesat.

Kryokonservierung

Zur Langzeitlagerung der Zellen wurden diese disloziert und anschlieflend bei 1500 rpm fiir 5
min bei 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in Einfriermedium resuspendiert (70 %
Zellmedium, 20 % FBS, 10 %9DMSO) und jeweils 1 ml der Zellsuspension in Cryotubes iiber-
fihrt. Mit Hilfe einer speziellen Einfrierbox, die fiir eine schonende graduelle Abkithlung von
-1°C pro Minute sorgte, wurden die Zellen {iber Nacht bei -80 °C eingefroren. Am Folgetag er-
folgte die Uberfithrung der Cryotubes in fliissigen Stickstoff (-196 °C).
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Bestimmung der Zellzahl

Um standardisierte Bedingungen bei der Durchfiihrung der Vorversuche zu gewiahrleisten, wur-
den die ausgesiaten HepG2 Zellen mithilfe eines C-Chips (Neubauer-Zihlkammer, C-Chip, Fa.
NanoEnTek, Seoul, Korea) gezdhlt. Dazu wurden die C-Chips mit ca. 20 pl der bei der Zellgewin-
nung erhaltenen Zellsuspension (10 ul Trypanblau + 10 ul Zellsuspension) befiillt. Dies geschah
durch Ansetzen der Pipettenspitze an der Kante der Zahlkammer, wobei die Suspension durch

Kapillarkrifte zwischen Deckglas und Kammer gesaugt wurde.

Die Zahlkammer konnte nun unter das Lichtmikroskop (Fa. VWR International, Radnor, PA,
USA) gelegt werden, welches bei 20-facher Vergroflerung so eingestellt wurde, dass die Eintei-
lungslinien der Kammer sichtbar wurden. Anschlieflend wurden vier der grofien Quadrate der
Neubauer-Kammer ausgezahlt. Die genaue Zellzahl konnte anschlieflend berechnet werden, wo-
bei ausschliefllich die vitalen Zellen gezdhlt wurden. Diese sind anhand ihrer hellen Farbe von

den toten, blau gefarbten Zellen zu differenzieren.

2.3.2 Isolation der CTCs mittels Oncoquick®

Die Isolation und Anreicherung der CTC basierte auf dem Oncoquick - Dichtegradientensystem
(Fa. Greiner bio-one, Frickenhausen). Das Funktionsprinzip dieser Isolationsmethode wird in
Abb. 2.1 schematisch dargestellt.

Die zu untersuchenden Blutproben wurden unmittelbar nach der Blutentnahme (siehe 2.1.3)
im Labor analysiert. Entsprechend des Standard-Protokolls wurden die Oncoquick Tubes bei
1500 g 5 min bei 4 °C zentrifugiert und anschlieflend die EDTA-Blutproben gemeinsam mit
dem Oncoquick Tube fiir 15 min auf Eis gelagert. Das Blut (5 ml) wurde vorsichtig aus dem
EDTA-Ro6hrchen (Fa. Sarsted, Niimbrecht) in ein neues 50 ml Tube umpipettiert und mit ca 10
ml PBS (ohne Ca®* und Mg**) auf 15 ml aufgeschiittet und verdiinnt.

Das vorgekiihlte und verdiinnte Blut wurde darauthin langsam auf den pordsen Filter pipettiert
und bei 1600 g 20 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer vorher bereits ange-
feuchteten Pipette (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in ein mit FACS-Buffer ausgewaschenes
neues 50 ml Tube gegeben und bis auf 50 ml mit FACS-Buffer aufgefiillt. Nach fiinfmaligem
Schwenken erfolgten die Waschschritte.
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Zentrifugation

Tumorzellen

Blut —
Tumorzellen und

Thrombozyten

Leukozyten
¢Erythrozyten

Abbildung 2.1: In Folge mehrfacher Zentrifugations- und Waschschritte reichern sich die im Blut befindlichen Zel-
len entsprechend ihrer Dichte entlang eines Dichtegradienten an. Ein spezielles Trennmedium und
eine eingebaute porose Trennscheibe tragen dazu bei, die enthaltenen Zellanteile entsprechend ih-
rer Dichte aufzutrennen. Dabei reichern sich die Zellen mit geringerer Dichte oberhalb der pordsen
Barriere an; diese Fraktion enthilt unter anderem die CTCs. Abbildung modifiziert nach Gebrauchs-
anleitung Oncoquick Greiner Bio One International GmbH

Leukozyten

Erythrozyten

Filterscheibe —

Trennmedium

Die Zellen wurden hierfiir 10 min bei 200 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand von 45 ml
wurde vorsichtig abpipettiert und 5 ml auf dem Tubenboden belassen. Es erfolgte ein erneutes
Resuspendieren des Zellpellets mithilfe des Vortex Mixers (Fa. Velp Scientifica, Usmate, Italy).
Der Waschschritt wurde nach erneutem Aufschiitten von FACS-Buffer auf 50 ml wiederholt.

Ein Lyseschritt wurde notwendig, wenn sich am Tubenboden ein kreisrunder roter Punkt, be-
stehend aus Erythrozyten, gebildet hatte (sieche Abb. 2.2). Hierfiir wurde dem 5 ml Uberstand 5
ml Red Blood Cell (RBC) Lysis Buffer zugegeben und bei 37 °C fiir 5 min im Brutschrank (Fa.
Hereaus, Hanau) inkubiert. Daran schloss sich ein erneuter Waschschritt wie bereits beschrieben
an. Abschliefend wurde der Uberstand dekantiert und fiir 3 min umgedreht auf einer sterilen
Unterlage stehen gelassen. Das Tube wurde erneut umgedreht und bei geschlossenem Deckel

noch einmal fiir 2 min stehen gelassen.

Abbildung 2.2: Eine Lyse wurde notwendig, wenn sich nach zweimaliger Zentrifugation ein dunkelroter Punkt
(Erythrozyten) am Tubenboden gezeigt hat.
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2.3.3 Fluoreszenzfarbung mittels Antikorpern

Das abgesetzte Zellpellet wurde in der tibrigen Fliissigkeit durch auf- und abpippetieren re-
suspendiert und 40 pl der Suspension auf einen positiv geladenen adhasiven Glasobjekttriager
(Fa.Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH, Sondheim v.d. Rhon) aufgebracht. Die Lufttrocknung
der Probe erfolgte tiber Nacht. Am néchsten Tag erfolgte die Fixierung der Zellen fiir 10 min mit
100 ul 4 % methanolfreiem Formaldehyd (Fa. Thermo Scientific, Rockford, Il, USA).

Zu Beginn des Fixierungsprozesses wurde die Probe mit einem hydrophoben Pen umbkreist. An-
schlieflend wurde die Probe im vollautomatisierten Farbeautomaten Mirastainer (Fa. VWR In-
ternational, Radnor, PA, USA) zweimal finf Minuten in PBS und einmal drei Minuten in Tween-
20 (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) gewaschen.

Die Probe wurde in einem ersten Schritt mit einem Antikérpercocktail aus 10 ul CD146-PE und
10 pl CD45-APC versehen. Nach einstiindiger Inkubation bei RT in der Moist Chamber (Fa.
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) wurden die Proben 2 min in PBS gewaschen. Es folgte die
Permabilisation der Probe durch Aufbringen von 100 ul 0,05 % Triton X- 100 (Fa. Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), welches 10 Minuten in der Moist Chamber inkubiert wurde.

Nach kurzem Abschiitten wurde die Blocking Solution (PBS, 1 % BSA, 2 % FCS) fiir 30 min auf
die Probe gegeben. Zuletzt wurde die Blocking Solution entfernt und 1,5 ul Anti-Ezrin-Alexa
Fluor 488 auf die Probe gegeben.

Die Inkubation erfolgte entweder iiber Nacht im Kiihlschrank oder zwei Stunden bei Raumtem-
peratur im Dunkeln. Die Probe wurde im Mirastainer fiir zweimal fiinf Minuten in PBS und
einmal drei Minuten in Tween-20 gewaschen und danach wurden 10 pl DAPI-Antifading So-
lution (Fa. Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) aufgebracht. Danach wurde die Probe mit

einem Deckglas versiegelt.

2.3.4 Detektion polarisierter CTCs mittels Fluoreszenzmikroskopie

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der Proben erfolgte mit dem Zeiss Axio Observer.Z1
Mikroskop unter Verwendung der in Tabelle 2.6 aufgefithrten Einstellungen bei 40-facher Ver-
groflerung in einem abgedunkelten Raum. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Axio Vision

Software 4.7 und wurde zudem fotografisch dokumentiert.
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Antikdrper Fluorophor EX/EM (nm) Belichtungszeit (ms)
CD 45 APC 488-561 80

CD 146 PE 488-561 180

Alexa Fluor Anti Ezrin 488° FITC 490-525 120

DAPI DAPI 340-488 2000

Tabelle 2.6: Fluoreszenzverhalten der Antikorper

Zur Identifikation der gesuchten polarisierten CTCs wurden Farbung, Zellmorphologie sowie
Zellgrofle, Gestalt und Zellkerngrof3e berticksichtigt.

Zellen, die folgende Kriterien erfiillten, wurden als polarisierte CTCs identifiziert:

e Positiv fiir CD146-PE und Alexa Fluor Anti Fzrin 488°

Negativ fiir CD45-APC

Zellgrofie > 30um

Zellkern vollstandig intakt

Polarisierung vorhanden

2.3.5 Spiking von Tumorzellen in Gesundblut

Fiir die Durchfithrung des Spiking-Experiments wurde EDTA-Blut eines gesunden, nicht an ei-
nem Tumor leidenden Spenders via Butterfly aus der oberflachlichen Armvene entnommen. Das

Blut wurde bei Raumtemperatur gelagert und innerhalb von einer Stunde verarbeitet.

Das Spenderblut wurde in 3 x 4 ml Ansitze aufgeteilt. Dabei wurden 2 x 4 ml der Probe mit je
200 HepG2 Zellen versetzt (vgl. 2.3.1). Eine der Proben diente als Negativkontrolle und wurde

daher nicht mit Tumorzellen versehen.

In allen Ansitzen erfolgte die Isolierung der Tumorzellen mittels der Oncoquick Methode wie in
2.3.2 beschrieben. Lediglich der Firbeprozess der Proben wurde zur gleichzeitigen Optimierung
der Methode auf zwei unterschiedliche Arten durchgefiihrt. Die Unterschiede dieser Farbeme-
thoden sind in Abb. 3.2 dargestellt.

2.3.6 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung und die grafische Visualisierung der Daten wurde die Software
GraphPad Prism Version 8.0.0 fiir Mac OS X, Graph Pad Software, San Diego, CA, USA genutzt.
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Auf Ebene der deskriptiven Statistik wurden Anzahlen, Mittelwerte mit Standardabweichung
(Stabw.), Prozentsatze, Mediane, Bereiche (maximaler-minimaler Wert) und Normalverteilun-

gen berechnet und dargestellt.

Um iiber passende Lage- und Streumafle zu entscheiden, wurde zuvor fiir jede Variable ein

Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung durchgefiihrt.

Um statistisch signifikante Unterschiede zwischen zwei Variablen zu ermitteln, wurden auf
Grund der geringen Fallzahl (n = 25) und meist Nicht-Normalverteilung der Parameter nicht-
parametrische Tests eingesetzt. Fiir unabhingige Stichproben kam der Mann-Whitney-U-Test

zum FEinsatz.

Das Signifikanzniveau betrug tiber alle durchgefiihrten Tests o = 0,05.
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3. Ergebnisse

3.1 Methodenetablierung im Zellinienversuche

3.1.1 Protokolloptimierung im Spiking-Experiment

Der in 2.3.3 beschriebene Farbeprozess wurde im Laufe der Arbeit in seiner Reihenfolge und im
Ablauf modifiziert, um eine bessere Fairbung der membranstindigen Antigene gegen CD45 und
CD146 zu erreichen.

Die Anderungen des Prozesses sind in Abb. 3.2 dargestellt. Es stellte sich heraus, dass eine deutli-
chere und scharf abgrenzbare Membranfarbung der Leukozyten dann méglich wurde, wenn man
den Permeabilisierungsprozess erst im Anschluss an das Aufbringen der CD45- und CD146-
Antikorper durchfiihrte. In Folge dessen war ein visueller Unterschied zwischen intrazelluldr
Ezrin-gefarbten CTCs und extrazelluldr gefirbten Leukozyten mit einer hoheren Genauigkeit
feststellbar.

Abbildung 3.1: Bild a zeigt die undeutliche Farbung vorher. Bild b zeigt die deutliche scharf abgrenzbare Membran-
farbung der Leukozyten nach der Protokolloptimierung. Maf3stabbalken = 50 um. 40-fache Vergro-
flerung.
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Vorher Nachher
Fixierung 10 Min
10 Min Fixierung
Waschen
Waschen

CD45 + CD 146 60 Min

10 Min Permeabilisierung
Waschen

30 Min Blocking Permeabilisierung | | 10 Min

Uber Nacht Anti Ezrin + CD146 + CD45 Blocking 30 Min
Anti Ezrin Uber Nacht
Waschen
Waschen
DAPI
DAPI

Abbildung 3.2: Darstellung der Anderungen im Firbeprotokoll

3.1.2 Nachweis der Polarisierung in HepG2 Zellinie

Polarisierte vs. nicht polarisierte Firbung

Ezrin CD146 CD45 DAPI Merge

Abbildung 3.3: A) Beispiel fiir polarisierte HepG2 Zellen. B) Beispiel unpolarisierter HepG2 Zellen. Anti Ezrin Far-
bung (griin), CD 146 (rot), CD 45/ Leukozyten (violett), DAPI/ Zellkernfirbung (blau) und Uberla-
gerungsbilder (Merge) der einzelnen Fluoreszenzkanile. Mafistabbalken = 50 pm. 40-fache Vergro-
flerung.
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Abbildung 3.4: Tumorzelllinie HepG2 mit Alexa Fluor Anti Ezrin 488/ FITC Farbung. Die Pfeile zeigen auf die
Polarisierung des Ezrin am apikalen Pol der Zelle. Maf3stabbalken = 50 um. 40-fache Vergrofierung.

3.2 Ergebnisse des Hauptversuchs

Insgesamt wurden 25 Blutproben (jeweils 5 ml) von insgesamt 25 Patienten bestehend aus ei-
nem Kollektiv mit HCC-Patienten (n=15) und einem Kollektiv Patienten mit nicht-maligner Le-
bererkrankungen (n=10), entnommen. Die Probenentnahme erfolgte aus dem ZVK. Ausnahme
bildete das Patientenkollektiv aus OA1-OA3. Diese Patienten wurden im Universitéatsklinikum
Frankfurt am Main ausschlieSlich zur Beratung vorstellig und haben sich keiner chirurgischen
Therapie unterzogen. Grund dafiir war das bereits sehr weit fortgeschrittene Stadium der Erkan-
kung (BCLC C und D).

Alle Patientenproben des HCC-Kollektivs wurden histopathologisch begutachtet.Eine Ausnah-
me bildete auch hier das Patientenkollektiv OA1, OA2 und OA3. Es erfolgte eine Klassifikation
nach dem TNM-System®® und Grading durch das Pathologische Institut des Universitsklini-
kums Frankfurt. Die Probenentnahme und Untersuchung erstreckte sich tiber den Zeitraum von

Mai bis Dezember 2018. Weitere Ergebnisse des Patientenkollektivs sind Tab. 3.1 zu entnehmen.

3.2.1 Patientendaten

Geschlecht

Die 25 entnommenen Patientenproben stammten zu 48% (n=12) von méannlichen Patienten und
zu 52% (n=13) von weiblichen Patienten. Dabei waren 16% (n=4) aller Proben von mannlichen
Patienten, die an einer nicht malignen Veranderung der Leber litten, und 24% (n=6) aller Proben

von weiblichen Patienten der besagten NMLD-Gruppe.
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Alter

Das mittlere Alter aller Patienten zum Zeitpunkt der Blutentnahme betrug 63,1 Jahre (Stabw. £
10,7). Dabei lag das mittlere Alter der HCC-Patienten bei 66,6 Jahren (Stabw. £ 7,9) und das
mittlere Alter der NMLD-Gruppe bei 57,9 Jahren (Stabw. + 12,5) .

Trotz einer niedrigen Fallzahl von n=25lief3 sich in der Gesamtverteilung des Alters der Patienten

graphisch eine Normalverteilung vermuten (s. Abb 3.5).

6 Altersverteilung

mm HCC

4
2- | |
0.] I

0-50 51-65 66-70 71-75 76-80 81 -

Kontrollgruppe

Anzahl der Patienten

Altersgruppe

Abbildung 3.5: Altersverteilung der untersuchten Patienten

29



Kapitel 3. Ergebnisse
Zugrunde liegende Lebererkrankung

Die auslosenden Erkrankungen verteilten sich wie in Abb. 3.6 dargestellt. Dabei war die haufigste
Grunderkrankung mit 30,43% (n=7) die Leberzirrhose, gefolgt von Alkoholmissbrauch mit 26%
(n=6) und der NASH mit ebenfalls 26% (n=6) am Gesamtanteil der HCC-Gruppe. Mit 13,04%
(n=3) war der DM Typ 2 auslosend.

Die Mischformen spielten ebenfalls eine Rolle. Bei 33,3% (n=5) der Patienten war die Kom-
bination aus Alkoholmissbrauch und einer Leberzirrhose auslosend. 13,3% (n=2) wiesen eine
Mischform aus édthylotoxisch bedingter Leberzirrhose und einem DM Typ 2 auf. Ein Patient litt
bei Vorliegen einer NASH gleichzeitg auch an einem DM Typ 2. Lediglich bei einem Patienten

war der Ausloser unbekannter Ursache.

Atiologie

[ Leberzirrhose
[ C2Abusus
B NASH

Bl DM Typ 2
EE Unbekannt

Abbildung 3.6: Atiologie der HCC-Erkrankung
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Variablen Werte
Alter (Jahre) 66,6 (49-80)
Geschlecht mannlich 8 (53,3)

weiblich 7 (46,7)
Atiologie Leberzirrhose 7 (30,43)

C2 Abusus 6 (26)

NASH 6 (26)

Diabetes Typ 2 3(13)

unbekannt 1(6,6)
Grading (Edmondson&Steiner) Gl 0 (0)

G2 11 (73,3)

G3 2(13,3)

unbekannt 2 (13,3)
Tumorgrofle(cm) <2 1(6,6)

2-5 7 (46,7)

>5 7 (46,7)
Laborwerte Albumin [g/dl] 3,967 (3-4,6)

Alkalische Phosphatase [U/I] 161,6(79-428)

Total Bilirubin [mg/dl] 3,793 (0,3-44,8)

Alpha Fetoprotein[ug/] 481,9 (2,6-4329)

IL-6 [ng/ml] 8,936 (1,5-25,7)
BCLC 0 1(6,6)

A 0 (0)

B 4 (26,6)

C 7 (46,6)

D 3 (20)
Portalvenenthrombose (V-Status) 3(20)

Tabelle 3.1: Die Angaben in der Tabelle beziehen sich auf die HCC-Gruppe. Variablen werden mit Mittelwert
(Spannweite) oder Anzahl (%) angegeben. NASH=Non Alcoholic Steatohepatitis, BCLC=Barcelona-
Clinic-Liver-Cancer
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3.2.2 Detektion polarisierter CTC in Patientenproben

Farbeintensitat

Bei der Erhebung der Anzahl polarisierter CTC wurde ein Scoring vorgenommen. Dieses Sco-
ring wurde von 2 Untersuchern (Doktorandin und Laborbetreuerin) unabhiangig voneinander
bestitigt. Dabei wurde die Férbeintensitat des Anti-Ezrin-Alexa Fluor 488 in drei Kategorien

aufgeteilt und in der weiteren Auswertung wie folgt tibernommen:

e Schwache Firbung [+]
e Moderate Farbung [++]

e Starke Farbung [+++]

Eine reprisentative Darstellung der Farbeintensititen finden sich in Abb. 3.7.

Abbildung 3.7: Darstellung der Farbeintensitit von Anti-Ezrin-Alexa Fluor 488 in den Tumorzellen. a) schwache
Farbung [+] b) moderate Farbung [++] ¢) starke Farbung [+++]

Patientenproben

Abb. 3.8 zeigt beispielhaft die Firbung polarisierter CTCs in Patientenproben im Vergleich zur
Farbung einer ebenfalls in Patientproben detektieren nicht polarisierten CTC. Im weiteren Ver-
lauf werden Zellen wie in (a) gezeigt als polarisierte CTC bezeichnet und Zellen wie in (b) dar-

gestellt als CTC ohne Polarisierung.
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Abbildung 3.8: Anti-Ezrin-Alexa Fluor 488 / FITC positiv, 40-fache Vergrofierung: a) Polarisierte Tumorzelle aus
Patientenprobe S75 b) nicht polarisierte Tumorzelle mit starker [+++] intrazelluldrer Anti-Ezrin
Farbung aus Patientenprobe E2.

Weitere Beispiele polarisierter CTCs finden sich in Abb. 3.9. In Vorarbeiten der Arbeitsgrup-
pe wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie CD146 (Melanoma cell adhesion molecu-
le (MCAM)) mit einer Sensitivitit von 99% in HepG2-Zellen als tumorspezifischer Marker
identifiziert. Daher dient die gezeigte positive Farbung der isolierten Tumorzellen mit CD146
auch in dieser Untersuchung dem Ausschluss einer Falsch-Positivitit. Eine weitere Negativkon-
trolle erfolgt durch den leukozytenspezifischen Marker CD45. So kann ausgeschlossen werden,

dass es sich bei der detektierten Zelle um einen Leukozyten handelt.
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Ezrin DAPI CD146 CD45 Merge
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S81

Abbildung 3.9: Beispielhafte Darstellung polarisierter CTC der einzelnen Patientenproben. Anti-Ezrin (griin), Zell-

kernfiarbung DAPI (blau), CD146 (rot), Leukozyten / CD45 (violett), Uberlagerungsbilder (Merge)
Zellen 40-fache Vergrofierung.
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3.2.3 Statistische Auswertung der Detektionsraten

In 14 der 15 HCC-Patienten (93,3&) konnten CTCs (1,2 CTCs/ml) detektiert werden.
Insgesamt konnten in 10 von 15 (66,6%) HCC-Patienten p-CTCs nachgewiesen werden.

In den positiven Blutproben lieflen sich zwischen minimal einer und maximal sechs p-CTC de-

tektieren. Damit wurden im Mittel 0,42 p-CTC pro Milliliter Blutprobe nachgewiesen.

4_

Bl CTC/ml
3] 1 p-CTC/ ml
o p=0,0002
.- __
0 ——

Abbildung 3.10: Wiederfindungsraten aller CTCs/ml vs. p-CTCs/ml in der Gruppe der HCC-Patienten
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Patienten # Alter pT pN pM V R CTCtotal polar CTC

S65 68 T2 Nx MO 0 O 15 4
E1l 68 T4 NI MO 0 O 9 0
S$71 65 Tib Nx MO 0 O 4 1
S72 72 T3 Nx MO 1 1 9 0
S73 68 Tlb Nx MO 3 1
OAl 71 MO 3 0
OA2 63 MO 2 1
S74 72 Tla Nx MO 0 O 2 1
OA3 69 MO 0 0
S75 55 Tib Nx MO 0 O 9 4
S76 49 T3 Nx MO 1 1 3 1
S77 57 T3 No MO 1 O 8 1
S79 74 Tla Nx MO 0 O 12 1
S81 67 Tib Nx MO 0 O 8 6
S83 80 T3 Nx MO 0 O 9 0

Tabelle 3.2: Ubersicht der Anzahl CTC total vs. p-CTC in der HCC-Gruppe.

Patienten # Alter Diagnose CTC total polar CTC
S66 77 Regeneratknoten 0 0
S67 54 Caroli-Syndrom 0 0
S68 74 Leberzyste 0 0
S78 53 Hepatolithiasis 3 0
S80 61 dysontogenetische Leberzyste 5 0
§82 34 Echinokkokus Zyste 0 0
OA4 55 Leberzirrhose 1 0
OA5 47 Leberzirrhose 2 0
OA6 61 Leberzirrhose 0 0
OA7 66 Leberzirrhose 0 0

Tabelle 3.3: Ubersicht der Anzahl CTC total vs. p-CTC in der NMLD-Gruppe.
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Patienten # Alter BCLC pT pN pM V R CTCtotal polar CTC

S65 68 B T2 Nx MO 0 O 15 4
S71 65 B Ib Nx MO 0 O 4 1
S73 68 C Ib Nx Ml 3 1
OA2 63 C 2 1
S74 72 0 la. Nx MO 0 O 2 1
S75 55 B Ib Nx MO 0 0 9 4
S76 49 C T3 Nx MO 1 1 3 1
S77 57 D T3 NO MO 1 O 8 1
S79 74 B Tla Nx MO 0 O 12 1
S81 67 C Tib Nx MO 0 O 8 6

Tabelle 3.4: Ausgewihlte Daten von Patienten, die mindestens eine polarisierte Tumorzelle aufwiesen.

3.2.4 Detektionsraten in Abhangigkeit von Tumorgro3e und T-Stadium

Elf von fiinfzehn Tumorpréparaten konnten hinsichtlich ihrer Tumorgrofie gemaf3 der TNM-
Klassifikation®® histopathologisch einem T-Stadium zugeordnet werden. Bei drei Patienten war
der Tumor nicht mehr lokal begrenzt, sondern verteilte sich diffus {iber das gesamte Leberpa-

renchym. Bei einem weiteren Patienten erfolgte die Gréfienbestimmung mittels CT-Diagnostik.

Tumorstadium

20-
mm p-CTC

15— CTC
5
N 10-
=]

5- |

o ; I -

T1a T1b T2 T3 T4

Abbildung 3.11: Detektionsraten der CTCs vs. p-CTCs geordnet in Tumorstadien.
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Abbildung 3.12: Verteilung der polarisierten CTCs nach Tumorstadium

In neun der elf (81%) Proben konnten polarisierte CTC detektiert werden. In beiden Proben, die
in einem relativ frithen Stadium (T1a) des diagnostizierten HCC waren (100%), wurden polari-

sierte CTC detektiert.

Das grofite Kollektiv in Bezug auf das Tumorstadium bildete die Gruppe mit Tumorstadium T1b

(n=4). In diesem Stadium waren drei von vier (75%) Proben positiv.
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Abbildung 3.13: Detektionsraten der CTCs vs. p-CTCs geordnet nach aufsteigender Grofie des Tumors.Eine genaue
Angabe der Anzahl detektierter CTCs und p-CTCs kann Tab. 3.5 entnommen werden
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100 Anteil der Tumorzellen
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Abbildung 3.14: Verteilung der polarisierten CTCs nach Tumorgréfle [cm]

Die Korrelationsanalyse ergab mit r=0,130 und p=0,685 keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen Tumorgrdéfie und der Anzahl and CTC ohne Polarisierung. Eine negative Korrelation
fand sich mit der Tumorgrofie und der Anzahl polarisierter CTC (r=-0,029, p=0,93).

Patienten # Tumorgrofle[cm] BCLC CTCtotal polar CTC Ezrin+ Ezrin ++ Ezrin +++

S74 0,70 0 2 1 0 1 1
S65 2,00 B 15 4 8 5 2
OA1l 2,00 C 3 0 0 3 0
S71 2,50 B 4 1 1 3 0
§79 3 B 12 1 0 3 9
S75 3,8 B 9 4 0 1 8
S76 3,80 C 3 1 0 0 1
S73 4 C 3 1 1 0 2
OA2 8,00 C 2 1 0 1 1
S81 10 C 8 6 0 0 8
S77 13 D 8 1 0 2 6
S72 14 D 9 0 1 7 1
E1l diffus C 9 0 1 3 5
OA3 diffus D 0 0 0 0 0
S83 diffus C 9 0 8 1 0

Tabelle 3.5: Anzahl detektierter CTC mit und ohne Polarisierung in Bezug auf die Tumorgrofie.
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3.2.5 Detektionsraten bei Patienten mit Fernmetastasen

Hinsichtlich Fernmetastasierung wurden bei drei der fiinfzehn (20%) HCC-Patienten vor Blut-
entnahme im Rahmen des klinischen Metastasenscreenings Metastasen nachgewiesen. In dieser
Patientengruppe konnten lediglich in einer Probe polarisierte CTCs detektiert werden. Absolute
Zahlenangaben finden sich zur Ubersicht in Tab. 3.6.

Patienten # CTCtotal polar CTCs total Ezrin Ezrin + Ezrin ++ Ezrin +++

§72 9 0 9 1 7 1
S73 3 1 3 1 0 2
OA3 0 0 0 0 0 0

Tabelle 3.6: Anzahl detektierter CTCs mit und ohne Polarisierung in Bezug auf den M1-Status

V-Status

Drei der fiinfzehn (20 %) Patienten mit HCC wiesen eine tumordse Infiltration der Portalve-
ne auf. Diese Patientengruppe wird hinsichtlich des signifikanten Einflusses dieses Faktors auf
die Prognose in Tab. 3.7 in Bezug auf die Anzahl vorhandener Tumorzellen mit und ohne Po-
larisierung genauer beleuchtet. Es wurden in zwei von drei (66,6 %) Patienten polarisierte CTC

nachgewiesen. In allen drei Proben (100 %) wurden CTCs detektiert.

Patienten # CTCtotal polar CTCs total Ezrin Ezrin+ Ezrin ++ Ezrin +++

S72 9 0 9 1 7 1
OA2 2 1 2 0 1 1
S77 8 1 8 0 2 6

Tabelle 3.7: Anzahl detektierter CTCs mit und ohne Polarisierung in Bezug auf den V-Status
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3.2.6 Detektionsraten in Abhangigkeit vom BCLC-Stadium

Es konnten insgesamt 15 Proben auf ihr BCLC-Stadium zuriickgefithrt werden. Dabei waren im

e Stadium 0: eine von einer (100 %) Probe
e Stadium B: vier von vier (100 %) Proben
e Stadium C: vier von sieben Proben (57,1 %)

e Stadium D: eine von drei (33,3 %) Proben

positiv im Sinne von gefundenen polarisierten CTC.

BCLC Stadium
15—
mm p-CTC
CTC
o T
£
|
< 5 T
o_‘ i i ==
0 A B C D

Abbildung 3.15: Detektionsraten der CTCs vs. p-CTCs geordnet nach BCLC-Stadien.

Die Abb. 3.16 stellt den prozentualen Anteil der Tumorzellen mit und ohne Polarisierung an der
Gesamtmenge aller detektieren Tumorzellen dar. Es gab in der Untersuchung keinen Patienten
mit dem BCLC-Stadium A. Daher liegen fiir diese Gruppe auch keine Zahlen vor. Auffillig ist,

dass der prozentuale Anteil der polarisierten CTCs mit steigendem BCLC-Stadium abnimmt.
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Abbildung 3.16: Prozentualer Anteil der Tumorzellen mit und ohne Polarisierung in Bezug auf alle detektieren Tu-
morzellen bei unterschiedlichen BCLC-Stadien

Eine statistische Uberpriifung der Ergebnisse, insbesondere der Korrelationsanalyse zwischen
BCLC-Stadium und Anzahl der CTCs mit Polarisierung, lief3 keine signifikante Aussage zu (r=-
0,511; p=0,067). BCLC-Stadium und die Anzahl der CTCs ohne Polarisierung ergab ebenfalls

eine negative Korrelation (r=-0,219, p=0,449).
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Patienten# BCLC CTCtotal polar CTC Ezrin+ Ezrin ++ Ezrin +++

S74 0 2 1 0 1 1
S65 B 15 4 8 5 2
§71 B 4 1 1 3 0
S75 B 9 4 0 1 8
S79 B 12 1 0 3 9
El C 9 0 1 3 5
S73 C 3 1 1 0 2
OAl C 3 0 0 3 0
OA2 C 2 1 0 1 1
S76 C 3 1 0 0 1
S81 C 8 6 0 0 8
S83 C 9 0 8 1 0
S72 D 9 0 1 7 1
OA3 D 0 0 0 0 0
S77 D 8 1 0 2 6

Tabelle 3.8: Anzahl detektierter CTCs mit und ohne Polarisierung in Bezug auf das BCLC-Stadium

3.2.7 Detektionsraten in Abhdngigkeit vom Differenzierungsgrad

Die zahlenmiflig am stérksten vertretene Gruppe waren G2 mit 73,3% aller Patienten. Patien-
ten mit dem Differenzierungsgrad G1 gab es nicht. Daten fiir diese Gruppe liegen entsprechend
nicht vor. Auffillig ist, dass die zahlenmif3ig kleinere Patientengruppe mit G3 einen prozentual

hoheren Anteil an polarisierten Tumorzellen aufweist als die Gruppe G2 (Abb. 3.18).

Ein moéglicher Zusammenhang zwischen der Anzahl detektierter polarisierter CTCs und dem

Differenzierungsgrad G3 lief8 sich jedoch statistisch nicht verifizieren (r=0,061; p=0,897).
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Abbildung 3.17: Detektionsraten der CTCs vs. p-CTCs in Bezug auf den pathologisch gesicherten Differenzierungs-
grad des Primartumors.
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Abbildung 3.18: Anzahl detektierter CTCs mit und ohne Polarisierung in Bezug auf den Differenzierungsgrad

44



Kapitel 3. Ergebnisse

Patienten # Grading CTCtotal polar CTC Ezrin+ Ezrin++ Ezrin +++

S65 G2 15 4 8 5 2
El G2 9 0 1 3 5
§71 G2 4 1 1 3 0
S72 G2 9 0 1 7 1
S74 G2 2 1 0 1 1
OA3 G2 0 0 0 0 0
S75 G2 9 4 0 1 8
S77 G2 8 1 0 2 6
S79 G2 12 1 0 3 9
S81 G2 8 6 0 0 8
S83 G2 9 0 8 1 0
S73 G3 3 1 1 0 2
S76 G3 3 1 0 0 1

Tabelle 3.9: Anzahl detektierter CTCs mit und ohne Polarisierung in Bezug auf den Differenzierungsgrad.

3.2.8 Assoziation der Detektionsraten mit der AFP-Serumkonzentration

AFP

Die AFP-Werte wurden am Tag der Blutentnahme im Rahmen der Laborroutineuntersuchung
bestimmt. Sie wurden fiir alle HCC-Patienten und Patienten der NMLD-Gruppe erhoben. Die
Werte der HCC-Gruppe zeigte eine Spanne von minimal 2,6 ng/ml bis maximal 60.500 ng/ml.
Der Mittelwert betragt 8484 ng/ml (Stabw.= 21147 pg/1). Dabei wurden bei zwei Proben mit >
60.500 ng/ml Wiederholungsuntersuchungen zur Bestdtigung der Messergebnisse durchgefiihrt.

Die Werte der NMLD-Gruppe variieren von 1,3 ng/ml bis maximal 4,1 ng/ml. Der Mittelwert
betragt 2,26 ng/ml (Stabw. & 0,8859 ng/ml).

Die statistische Uberpriifung mittels Mann-Whitney-U Test ergab einen signifikanten Unter-
schied zwischen den Gruppen (p < 0,0001).

Die Korrelationsanalyse ergaben weder fiir den Zusammenhang mit polarisierten CTC (r=-
0,286; p=0,300) noch fiir die Gesamtzahl aller CTC (r=-0,338; p=0,217) ein signifikantes Ergeb-

nis.
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Patienten # Gruppe AFP
[ng/ml]
S65 1 4,3
El 1 39,5
S71 1 147,6
S72 1 60.500
S73 1 5,9
OAl 1 935,6
OA2 1 60.500
S74 1 2,6
OA3 1 4.329
S75 1 6,3
S76 1 9,7
S77 1 22,6
S79 1 4,3
S81 1 753,9
S83 1 3,4
S66 2 2,5
S67 2 1,5
S68 2 2,2
S78 2 1,3
S80 2 1,4
S82 2 3,2
OA4 2 1,9
OA5 2 4,1
OA6 2 1,3
OA7 2 2,6

Kapitel 3. Ergebnisse

Tabelle 3.10: Erhobenen Serumkonzentrationen des AFP. Gruppe 1 entspricht der HCC-Gruppe und Gruppe 2 der

NMLD-Gruppe.
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Minimum Maximum Spannweite Mittelwert Stabw.

AFP [ng/ml] 2,6 4329 4326 481,9 1197

Tabelle 3.11: AFP-Werte HCC-Patienten

Minimum Maximum Spannweite Mittelwert Stabw.

AFP [ng/ml] 1,3 4,1 2,8 2,2 0,925

Tabelle 3.12: AFP-Werte NMLD-Gruppe

3.2.9 NMLD-Gruppe: Sensitivitat und Spezifitat der Methode

Zur Kontrolle der Leistungsfahigkeit der in der Arbeitsgruppe etablierten Methode wurde der
NMLD-Gruppe, bestehend aus 10 Patienten, jeweils 5 ml Blut entnommen. Die Patienten waren
an einer nicht malignen Verdnderung der Leber erkrankt (NMLD) (z.B. Leberzirrhose, Leber-
zyste, Caroli-Syndrom, Hepatolithiasis, Regeneratknoten, zystische Echinokokkose). Die Proben
wurde nach genau denselben Protokollen bearbeitet wie die Blutproben der Patienten mit gesi-
chertem HCC.

Bei keinem der 10 Patienten aus der NMLD-Gruppe konnten p-CTC nachgewiesen werden.
Die Falsch-Positiv Rate lag bei 0,2 isolierter Zellen /ml in der NMLD-Gruppe (p=0,0006).

In 10/14 (71%) der HCC Patienten konnten p-CTCs identifiziert werden. Damit wies die HCC-
Gruppe mit 0,42 p-CTCs/ml signifikant mehr p-CTCs als die NMLD-Gruppe auf (0 p-CTCs/ml;
p=0,002)
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Abbildung 3.19: Vergleich aller detektierten CTCs. HCC=Hepatozelluldres Karzinom, NMLD= Non malignant li-
ver disease

Die Abb. 3.19 zeigt die Anzahl aller detektierten CTC in der HCC Gruppe im Vergleich zur
NMLD Gruppe.

In der HCC Gruppe wurden im Mittel 6,4 (min.0, max.15) CTCs detektiert mit einer Standard-
abweichung von 4,29 CTCs

Die NMLD Gruppe zeigte eine mittlere Wiederfindungsrate von 1,1 CTCs (Stabw.11,73).
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Anzahl p-CTC total
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Abbildung 3.20:  Vergleich der Anzahl p-CTCs total in der HCC-Gruppe vs NMLD-Gruppe.
HCC=Hepatozelluldres Karzinom, NMLD= Non malignant liver disease
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Wie in Abb. 3.20 dargestellt konnten Zwischen 0 und max. 6 p-CTC in der HCC-Gruppe nach-
gewiesen werden. Im Mittelwert 1,4 CTC (Stabw.+1,85).

In der NMLD-Gruppe wurden keine p-CTC detektiert.
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4, Diskussion

Trotz erfolgreicher Forschung in den letzten Jahren und der Weiterentwicklung laboranalyti-
scher Verfahren zur Diagnosesicherung bleibt das HCC eine der Tumorerkrankungen mit der
weltweit hochsten Sterblichkeitsrate. Es entwickelt sich rasch und zeichnet sich durch eine hohe
Rezidivrate aus. Die Fritherkennung stellt nach wie vor einen Schwerpunkt in der erfolgreichen
Therapie dar, sodass sich die Untersuchungen der Tumorforschung weltweit auf eine Diagnose-

stellung in diesem Stadium konzentrieren.

Besonders relevant ist dabei die frithe Detektion zirkulierender Tumorzellen im Blut der betrof-
fenen Patienten. Im Rahmen der ,liquid biopsy*, der mehr und mehr Aufmerksamkeit zukommt,
konnen disseminierte Tumorzellen, die sich vom Priméartumor 16sen und zunichst im Blut des
Patienten verbleiben, um sich anschliefSend in peripheren Organen anzusiedeln, detektiert wer-
den. Bisher sind circa 40 Verfahren bekannt, die eine Isolation und Charakterisierung der CTCs

ermoglichen.

Die weitere molekularbiologische Analyse der CTCs im Anschluss an deren Isolation tréagt so
dazu bei, dass nicht nur eine quantitative Datenerhebung sondern auch eine qualitativer Art er-
folgen kann. Im Rahmen dessen konnen das Verhalten des Tumors und vor allen Dingen der
Metastasierungsprozess in Zukunft besser verstanden und im Umkehrschluss individuelle The-

rapieformen daraus abgeleitet werden.

Neben der Validierung der in der Arbeitsgruppe entwickelten Methode zur Detektion von CTCs
bei Patienten mit HCC war Ziel der vorliegenden Untersuchung, diese weiter zu charakterisieren.
Dabei sollte die Expression des zytoskelettalen Membranproteins Ezrin in den detektierten CTCs
qualitativ nachgewiesen werden. Im Mittelpunkt der Untersuchung stand dabei die Lokalisation

dieses Proteins.

Aktuelle Untersuchungen’” legen nahe, dass ein Zusammenhang zwischen der Polarisierung,
d.h. der Verschiebung und Akkumulation des Ezrins zu einem Pol der Tumorzelle und dem Me-
tastasierungspotential der CTCs besteht. Zwar gibt es Untersuchungen, die einen Zusammen-
hang zwischen der Expression von Ezrin und dem klinischen Verlauf des HCC darstellen konn-
ten, jedoch beziehen sich diese Arbeiten grofitenteils auf Gewebeuntersuchungen oder Gense-

quenzanalysen.

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnte eine Methode etabliert werden, die nach Detektion
der CTCs bei Patienten mit HCC einen Nachweis der Polarisierung dieser Zellen erméglicht.

Dies gelang sowohl in der Zelllinie als auch in 10 von 15 Patientenproben. Ein direkter statisti-
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scher Zusammenhang der Anzahl polarisierter CTCs mit Prognosefaktoren wie der Tumorgro-
3e, dem Differenzierungsgrad des Tumors oder dem Tumormarker AFP konnte nicht bestétigt
werden. Bestitigt werden konnte, dass die Polarisierung der CTCs spezifisch fiir Tumorerkran-
kungen ist. Offen bleibt, welchen Einfluss dies auf den Krankheitsverlauf oder die Prognose des

Patienten hat.

4.1 Begrenzungen der Methode

Die Detektion der CTCs erfolgte aus dem venosem Vollblut von insgesamt 25 Patienten. Davon
waren 10 Patienten an einer nicht-malignen Erkrankung der Leber (NMLD) erkrankt und bei
15 Patienten war die HCC-Erkrankung histopathologisch gesichert. Den Patienten wurden je-
weils 5 ml Blut entnommen, wobei die Probenentnahme entweder aus dem ZVK erfolgte oder
peripher iiber einen Butterfly. In beiden Fillen erfolgte die Lagerung der Proben zundchst in

EDTA-Roéhrchen, in denen der Transport ins nahe gelegene Labor erfolgte.

Verschiedene Faktoren tragen dazu bei, dass die Anzahl der CTCs im peripheren Vollblut der
Patienten relativ gering ist. Ein effektives Einschreiten des Immunsystems bei der Elimination
der CTCs fiihrt zu einer niedrigen Anzahl von CTCs. CTCs, die sich zundchst im geschiitz-
ten Umfeld des Tumorgewebes befinden,”” werden nach Austritt in die Blutbahn einem normal
funktionierenden Immunsystem ausgesetzt und durch natiirliche Killerzellen zerstort. Auf diese

Weise iiberleben nur wenige Tumorzellen.

Fidler konnte in einem Mausmodell nachweisen, dass weniger als 0,1 % der injizierten Tumorzel-
len im Anschluss iiberhaupt iiberlebten und dazu in der Lage waren, Metastasen auszubilden.®
Basierend auf den Erkenntnissen von Wong et al. gingen die meisten CTCs bereits nach 1-2 Ta-

gen zugrunde. Zuriickzufiithren ist dies auf die Apoptose der CTCs.!

Auch der mechanische Stress, dem die CTCs auf ihrem Weg durch das Geféifisystem im Rahmen
von Scherkriften an den Endothelwéinden oder durch das Hangenbleiben in schmalen Kapilla-
ren ausgesetzt sind, begiinstigt den intravaskuliren Untergang der CTCs.3? Eine Besonderheit
bei der Isolation von Tumorzellen des HCC stellt dabei die Filterung des Blutes durch die Por-

talzirkulation der Leber dar, auf Grund dessen die Anzahl von CTCs sich weiter erniedrigt.

Durch die Probenentnahme aus dem ZVK, der in unmittelbarer Ndhe zum rechten Herzen liegt,

kann das Blut abgefangen werden, bevor es den Lungenkreislauf passiert.

Fraglich ist, ob die abgenommene Blutmenge von 5 ml ausreichend ist. Die Menge des bendtigten
Blutes hiangt dabei auch von der angewandten Analysemethode ab. So variieren Angaben in der
Literatur zwischen 1-30 ml Blut. Dichtegradient-abhéngige Verfahren wie das in der Studie an-
gewandte Oncoquick®-Verfahren fordern demnach ein Blutmenge von mind. 10-30 m1.%% In der
hiesigen Untersuchung war eine hohere Blutentnahmemenge nach Ethikantrag nicht mdoglich.

Die Patienten leiden auf Grund der Tumorerkrankung bereits an einer Anamie.
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Festzuhalten ist, dass die Anzahl der detektierbaren CTCs eine Frage des richtigen Zeitpunkts,
des Orts und der Blutmenge ist.

Der Verlust weiterer CTCs ist im Verlauf der Probenbearbeitung unvermeidbar. Dabei stellen
vor allem die Waschgidnge im Rahmen der CTC-Isolation und die notwendige Erythrozytenlyse
ein Problem dar. So wurde in der vorliegenden Arbeit darauf geachtet, eine Erythrozytenlyse

schonend anzuwenden und nur in bestimmten vorgegeben Fillen zu verwenden.

Zur besseren Ubersichtlichkeit im IF-Mikroskop wurde eine Lyse durchgefithrt und dabei in
Kauf genommen, dass CTCs zusitzlich zu Grunde gingen.®* In Folge der individuellen Abwi-
gung, ob eine Lyse notwendig war oder nicht, variierte jedoch auch die Sensitivitit der Untersu-

chung.

Ebenfalls an dieser Stelle zu diskutieren ist die angewendete Methode zur CTC-Isolation, das
dichtegradienten-abhéngige Verfahren Oncoquick®. In diesem Verfahren werden die sich im Blut
befindlichen Tumorzellen nach ihrer Grofie und Dichte aufgetrennt, sodass die CTCs in einer
bestimmten Phase, der Interphase, zu liegen kommen und fiir weitere Immunfluoreszenzunter-

suchungen entnommen werden konnen.

Der Vorteil dieser Methode besteht in der einfachen Umsetzbarkeit und dem geringen Zeitauf-
wand fiir Wasch-und Isolationsschritte und der damit verbundenen schonenden Probenverar-
beitung. Die Effektivitit des Anreicherungsverfahrens wird in der Literatur mit einer Wieder-
findungsrate in Spiking-Experimenten von 87 % beschrieben. Rosenberg et al. untersuchte hier
Blutproben von Patienten mit gastrointestinalen Tumoren. Dariiber hinaus bestatigte diese Un-
tersuchung, dass es mit diesem Verfahren moglich ist, die gleichzeitig stattfindende Anreiche-

rung der Leukozyten signifikant zu reduzieren.®

Dem gegeniiber steht das Cell Search Verfahren, welches momentan als Goldstandard”von der
FDA zur Detektion und Anreicherung von CTCs zugelassen ist. Die Arbeit von Balic et al. ver-
gleicht die genannten Methoden und kommt zu dem Schluss, dass die Detektionsrate von CTCs
im peripheren Blut von Patienten verschiedener Tumorentitaten stark abweichen (25 % Onco-
quick, 60 % CellSearch).8® Dabei ist zu beachten, dass diese Untersuchungen nicht ausschlief3-
lich das Isolationsverfahren der CTCs beriicksichtigen, sondern immer eine Kombination aus
Isolations- und Anreicherungsverfahren darstellen. Eine reine Bewertung der Isolationsmetho-

dik von CTCs ist daher schwer moglich.

Ein groflere Bedeutung sollte daher dem Vergleich der Anreicherungsmethoden zukommen.
Die CTCs weisen Geno-/Phénotypen unterschiedlichster Art auf und exprimieren in Abhéngig-
keit von ihrer Herkunft ein grofles Spektrum verschiedener Antigene auf ihrer Zelloberflache.
Unabhiéngig von den Oberflachenantigenen galt es in der vorliegenden Untersuchung, das sich

intrazelluldr befindliche Protein Ezrin anzufarben.
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Das Cell-Search System stellt ein Epithelial Cell Adhesion Molecule (EpCAM)-basiertes Ver-
fahren zur Detektion und Anreicherung von CTCs dar. EpCAM ist jedoch in CTCs von HCC
Patienten nicht immer nachweisbar, da das HCC das niedrigste Expressionslevel an EpCAM im

Vergleich zu anderen epithelialen Tumoren zeigt.?”

Im Laufe der EMT verdndern die CTCs die Eigenschaften ihrer Oberfldchenmolekiile bis hin
zu deren Verlust.”> Daher wurde in der vorliegenden Arbeit ein Antikérpergemisch aus CD146,
CD45, DAPI und Anti-Ezrin-Alexa Fluor 488° genutzt, um die Sensitivitits- bzw. Spezifitétsra-
te durch Doppelpositivitit moglichst hoch zu halten. Hervorzuheben ist dabei der Nutzen von
CD146, welches die Moglichkeit zu einem nicht EpCAM-basierten Anreicherungsverfahren bie-
tet und so Subpopulationen der CTCs beriicksichtigt, die mesenchymale Eigenschaften aufwei-
sen. Ein weiterer Grund fiir die Verwendung von CD146 ist der in verschiedenen Arbeiten nach-
gewiesene Zusammenhang zwischen der Expression von CD146 und der daraus resultierenden

héheren Sterblichkeitsraten bei Tumorpatienten. 8-

CTCs sind CD45-Negative, nicht himatopoetische Zellen. Das Antigen CD45, welches auf der
Oberfliache von Leukozyten exprimiert wird, wurde in der Untersuchung dazu genutzt, CTCs
von Leukozyten differenzieren zu kénnen und somit {iber Negativselektion eine CTC auf Grund
ihrer CD146-Positivitdt und CD45-Negativitit eindeutig als eine Tumorzelle identifizieren zu

koénnen.”t 22

Dariiber hinaus wurde im Rahmen der Spiking-Experimente die Oberflichenfirbung der Leu-
kozyten optimiert, indem die Reihenfolge, in der die Antikorper auf die Objekttriger aufgebracht
wurden, so gedndert wurde, dass eine Farbung der Oberfldchenantigene CD45 und CD146 vor
dem Permeabilisierungsprozess erfolgte. Dadurch war es moglich, die Oberfliche der Leukozy-
ten deutlich und scharf zu firben. Eine anschlieflende visuelle Unterscheidung zu den umliegen-

den CTCs war so vereinfacht und reduzierte das Risiko der Falsch-Positivitit.

Zelllinien sind nur bedingt mit frischen, aus dem Blut von Patienten isolierten Tumorzellen zu
vergleichen. Sie bieten den Vorteil homogener Oberflichenmarkerexpression und unterschei-
den sich dadurch deutlich von den Leukozyten. Umgebungsbedingungen sowie Reaktionen der
CTCs auf Angriffe des Immunsystems konnen die Expressiosnmuster der Oberflichenmarker

verindern. Daher ist es méglich, dass die Validitit einer Methode in vitro hoher eingestuft wird.”?

Neben der Unterscheidung der CTCs von ebenfalls in der Probe vorhandenen Leukozyten wird
die visuelle Untersuchung unter dem IF-Mikrsokop zusdtzlich durch die Bildung von Tumor-
zellverbanden (Zellcluster) erschwert. Die Zellcluster konnen als Ganzes aus dem Primartumor
herausgeldst werden oder sich im Laufe der Zeit im Blut aus einzelnen CTCs zusammensetzen.”*

Dabei konnen diese Zellcluster bis zu 100 Tumorzellen pro Verband enthalten.”

Die CTCs neigen dazu gemeinsam mit den Leukozyten derartige Zellcluster auszubilden, um
sich vor den Angriffen des Immunsystem zu schiitzen. Das fithrt dazu, dass eine Untersuchung

der einzelnen CTCs in diesen Clustern auf bestimmte Merkmale hin wie z.B. deren Polarisierung
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praktisch nicht moglich ist. Bedauerlich ist dies vor dem Hintergrund, dass nach aktuellen Un-
tersuchungen vor allem die Ausbildung von Zellclustern im Verdacht steht, das Risikopotential

fiir die Metastasierung von Primirtumoren um ein 50-100 faches zu erhéhen.?> %

Eine Beriicksichtigung dieser bestimmten CTCs war in der Untersuchung leider nicht maoglich.
Der Einsatz eines PCR-basierten Verfahrens konnte hier weitere Detektionsmoglichkeiten er-
offnen. Eine unspezifische Bindung der genutzten Antikorper an die CTCs kann ebenfalls nie

vollstindig ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend steht die Forschung und damit auch diese Untersuchung vor verschiedenen
Herausforderungen bei der CTC-Isolation, Anreicherung und Detektion. Dazu kommt, dass die
vorhandenen Untersuchungsverfahren validiert werden miissen und eine Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse nur bedingt méoglich ist. Im Falle der vorliegenden Promotionsarbeit konnte auch
nur eine indirekte Standardisierung erfolgen, indem die Auswertung aller Proben durch ein und
denselben Untersucher erfolgte. Die Subjektivitit des Untersuchers kann dabei nicht vernach-

lassigt werden.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Das Hauptziel der Promotionsarbeit war, das zytoskelletale Membranprotein Ezrin und dessen
Lokalisation innerhalb der CTCs nachzuweisen. Wie bereits beschrieben war die Grundvoraus-
setzung dafiir, die CTCs entsprechend zu isolieren und zu detektieren. Bisher fanden Ezrin-
Nachweise bei Tumorpatienten ausschlief3lich in Gewebeproben statt. Die ersten spezifischen
Nachweise von Ezrin in CTCs gelangen Zhong et al. im Jahr 2017 bei Patienten, die an einem
Osteosarkom erkrankt waren. Jedoch erfolgte der Nachweis in dieser Studie ausschliefllich auf
Gen-Ebene.”

Die Arbeitsgruppe um Lorentzen et al. berichtete 2018 das erste mal iiber den erfolgreichen
Nachweis der Polarisierung des Ezrin in CTCs. Untersuchungen erfolgten im Zellmodell und in
Blutproben von an Brustkrebs, Pankreaskrebs sowie an Lungenkrebs erkrankten Patienten. Zur

Isolation der CTCs wurde das Cell-Search® System genutzt.””

Lorentzen et al. berichten ebenso wie in der vorliegenden Studie von auftretenden Zellclustern
und darin enthaltenen polarisierten CTCs. Angelehnt an diese Untersuchung war es méoglich,
die polarisierende Eigenschaft von CTCs bei Patienten mit HCC erstmals erfolgreich nachzu-

weisen.”’

Um Stérvariable zu vermeiden und eine homogene Patientengruppe zu generieren, erfolgte der
Einschluss der Patienten nach den in 2.1.2 aufgefiihrten strengen Kriterien. Folglich konnten nur
15 Patienten, die an HCC erkrankt waren und die Kriterien erfiillten, in die Studie aufgenommen

werden.
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Der Ausschluss HBV-, HCV-und HIV-infizierter Probanden, auf Grund der Sicherheitsregula-
torien im Labor, fiihrte zusitzlich zu einer reduzierten Probandenanzahl. Deshalb ist bei der
Betrachtung der Ergebnisse zu beriicksichtigen, dass diese Hochrisikogruppe, die immerhin zu
90 % ursichlich fiir die spatere Erkrankung an einem HCC ist, aus der Untersuchung ausge-
schlossen werden musste. Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass die ausgewéhlten Patienten sich
bereits in einem fortgeschrittenen Stadium ihrer Erkrankung befanden und ein Selektionsbias

nicht auszuschlieflen ist.

Eine statistische Signifikanz der Ergebnisse ist auf Grund der geringen Probandenzahl daher
nicht eindeutig nachweisbar. Fiir eine erste vorldufige Bewertung und die Erfassung eines kli-
nisch relevanten Unterschieds zwischen den beiden Gruppen (HCC vs. NMLD) sind die vorlie-
genden Daten jedoch ausreichend und kénnen im Sinne einer Pilotstudie die Basis fiir weitere

Untersuchungen der Arbeitsgruppe bilden.

Im Mittel wurden in der Untersuchung 2,1 polarisierte CTCs pro 5 ml Blut nachgewiesen. In
der Literatur liegen momentan ausschlieSlich Werte fiir CTCs als solche vor, ohne weitere Cha-
rakterisierung in Hinblick auf ihre Ezrin-Expression. Ou et al. beschreibt Detektionsraten von
CTCs von ebenfalls 2 CTCs/5 ml Blut.®” Man hat sich zwar indirekt darauf geeinigt, die CTC-
Zahl pro ml Blut anzugeben, in der Auswertung der verschiedenen Untersuchungen fehlt jedoch

eine einheitliche Definition, wann eine Blutprobe als CTC-positiv zu werten ist.

Die Cut-off-Werte variieren bei Untersuchungen, die der hiesigen Studie in Isolations- und De-
tektionsmethode #hneln, zwischen 1 CTC/5 ml Blut bis zu 3,5 CTCs/5 ml Blut.*® Ein Vergleich
dieser Zahlen mit den vorliegenden Ergebnissen ist auf Grund der vielen unterschiedlichen Ana-

lyseverfahren somit allenfalls mit Einschrankungen méoglich.

Postuliert wird, dass eine erhohte Anzahl an CTCs im Blut die Prognose eines Patienten ver-
schlechtert und ein Therapieversagen vorhersagen kann.”® Eine Metaanalyse von Fan et al. be-
statigt einen direkten Zusammenhang mit dem Vorhandensein von CTCs im Blut der HCC-
Patienten mit einer schlechteren Prognose, einem erhdhten Risiko an einem Rezidiv zu erkran-
ken und dem Tod der Patienten.!® Dem gegeniiber steht eine aktuelle Metaanalyse von Sun et
al., die nach Einschluss von 20 Studien und damit 998 HCC-Patienten zu dem Schluss kommt,

dass die rein nummerische Erhebung der CTCs keinen diagnostischen Vorteil bringt.”®

Die Reduktion der Tumorgrofie oder das ginzliche Vernichten des Tumors wird in der Krebs-
therapie momentan als das einzig wirksames Mittel gesehen, den Kampf gegen die Krankheit
zu gewinnen.'%! Zu erwarten wire daher, dass eine Vergrofierung des Tumors gleichzeitig mit
einem Anstieg der CTCs einhergeht, und somit als abhdngige Faktoren eine prognostische Aus-

sagekraft iiber den weiteren Krankheitsverlauf des Patienten haben.

Die eigenen Daten sind mit den Ergebnissen von Oklu et al. aus dem Jahr 2018 vergleichbar.

Er sieht keinen direkten Zusammenhang zwischen der Tumorgrofie beim HCC und der Anzahl
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der CTCs.! Ein Erklirungsansatz fiir dieses Phinomen wire, dass der Eintritt der CTCs in die

Blutzirkulation zu einem relativ frithen Zeitpunkt, namlich zu Beginn der Tumorgenese, erfolgt.

Das Modell der Parallelen Progression beschreibt das gleichzeitige Fortschreiten des Tumor-
wachstums mit der Ausbildung von Metastasen. Demnach muss der Metastasierungsprozess der
Tumorausbildung nicht zeitlich nachstehen.!% Der Aktivititszustand kleinerer Tumore in Hin-
blick auf ihre Freisetzung von CTCs scheint hoher zu sein. Kleinere Tumore kénnten auf Grund
ihrer iiberdurchschnittlich guten Durchblutung einen besseren Zugang zum vaskuldren System
besitzen und so die Freisetzung der CTCs erleichtern. An Hand der hier vorliegenden Daten
scheint es ebenfalls so, dass ein fritheres Tumorstadium, das mit einem kleineren Tumor gleich-

zusetzen ist, mit einer erhohten Anzahl an polarisierten CTCs einhergeht.

In Abhéngigkeit von ihrem histopathologischen Differenzierungsgrad zeigten die Patienten mit
einem gering differenzierten (G3) Tumor eine prozentual héhere Anzahl polarisierter CTCs als
die mittelgradig differenzierte (G2) Patientengruppe. In wie weit der zelluldre Differenzierungs-
grad iiberhaupt eine prognostische, klinisch relevante Bedeutung zukommt, steht offen. Er sollte

in erster Linie der Differentialdiagnostik dienen.!%4

Als ein weiteres diagnostisches Mittel wird der AFP-Wert herangezogen. Dieser stellt allerdings
mit einer sehr geringen Sensitivitdt nur einen suboptimalen Biomarker fiir die Diagnostik des
HCC dar. Die eigenen Daten bekriftigten jedoch das Vorliegen eines signifikanten Unterschie-
des zwischen den Gruppen (HCC vs. NMLD). Ein Zusammenhang zwischen erhéhten Detekti-
onsraten polarisierter CTCs und einem Anstieg der AFP-Werte konnte statistisch nicht bestatigt

werden.

Schulze et al. stellten zwar eine Korrelation zwischen erhéhten AFP-Werten (>400ng/ml) und
einer CTC-Positivitdt her, merkten jedoch an, dass einige Patienten der Studie trotz erhohter
CTC-Zahlen normale AFP-Werte aufzeigten.!?> Die Frage nach der Sensitivitit des AFP-Wert

in der Tumordiagnostik stellt sich nach wie vor.

Es gilt weiterhin zwischen der diagnostischen und prognostischen Aussagekraft zu unterschei-

den. Von groflerer Bedeutung konnte die Qualitdt der p-CTCs sein.

Die Rolle des ERM-Proteins Ezrin in den detektierten CTCs steht in der vorliegenden Untersu-
chung im Mittelpunkt. Eine Uberexpression an Ezrin wird mit verschiedene Tumorentititen in
Verbindung gebracht.”® Chen et al. konnten in einem Mausmodell feststellen, dass eine Phos-
phorylisierung von Ezrin an einem Thr567-Rest die Invasivitit des HCC und seine Tendenz,

Metastasen auszubilden, mafigeblich erhéhte. !0

Eine aktuelle Metaanalyse von Liang ef al. untersuchte den prognostischen Nutzen von Ezrin in
gastrointestinalen und kolorektalen Karzinomen und kam zu dem Schluss, dass die Expression
von Ezrin signifikant mit dem Tumorstadium und Lymphknotenstatus zusammenhingt.!?” Die

Studie von Yeh et al. mit 104 HCC-Patienten kam zu dem Ergebnis, dass eine Uberexpression an

56



Kapitel 4. Diskussion

Ezrin mit einer kleineren Tumorgrofie, einer schlechteren Differenzierung und einer erhéhten

vaskuliren Invasion einhergeht.!% Die eigenen Daten stiitzen diese Ergebnisse.

Die genannten Untersuchungen beziehen sich wie bereits erwédhnt ausschliefllich auf Gewebe-
untersuchungen. Die Anwendbarkeit dieser Erkenntnisse auf die Expression von Ezrin in CTCs,
insbesondere dessen Lokalisation, lasst sich nur eingeschrankt tibertragen. Lorentzen et al. konn-
te in Zellmigrationsassays nachweisen, dass ein Zusammenhang mit der Expression des ERM-

Proteins Ezrin in den Zellen und deren Tendenz besteht, in fremdes Gewebe einzuwandern.

Beobachtet werden konnte ebenfalls, dass diese Zellen eine Polaritat entwickelten, durch die es
erst ermoglicht wurde, den Metastasierungsprozess zu durchlaufen. An welcher Stelle des Pro-
zesses die Polarisierung der Zellen eine entscheidende Funktion einnimmt, konnte jedoch nicht
abschliefSend geklart werden. Fest steht, dass die Polaritdt der Zelle einen positiven Effekt auf
das Adhidsionsverhalten hat und eine Anheftung der CTCs an das Endothel der Blutgefafie und

folglich deren Transmigration erleichtert.

Die Befunde der vorliegenden Untersuchung stimmen mit der Erstbeschreibung von Lorentzen
et al. grofitenteils tiberein. So war es moglich, in den Blutproben von HCC-Patienten eine Pola-
risierung der CTCs nachzuweisen. Dies unterschied sich wesentlich vom Bild, dass die NMLD-
Gruppe zeigte. Die Befunde weisen darauf hin, dass eine Polarisierung vor allem in Patienten

mit einem aktiven Tumorgeschehen nachweisbar ist.

Die Verlust der Zell-Zell-Kontakte und die erhéhte Zellmotilitit sind Schliisselereignisse bei der
Metastasierung. Ezrin reguliert diesen Prozess, indem es direkten Einfluss auf die Regulation
der Zellform, das Adhidsionsverhalten und die Zellmotilitit nimmt. Es beeinflusst also das so-
genannte ,actin cytoskeleton remodeling!® Auch Peng et al. beschreiben diesen durch Ezrin

ausgeldsten Umbauprozess im Mausmodell. !

Weiterfithrend zu untersuchen gilt es, welchen Einfluss die Polarisierung der CTCs auf den wei-
teren Krankheitsverlauf hat und in welcher Verbindung sie mit der Expression von Ezrin steht.
Die Untersuchungen von Manneville et al. legen einen molekularen Zusammenhang zwischen
der Zellpolaritidt und dem Migrationsverhalten nahe. Nach ihren Erkenntnissen basiert die stabi-
le Verbindung benachbarter Zellen auf deren zunéchst baso-apikaler Ausrichtung. Nach Verlust

der Zell-Zell-Adhision kommt es automatisch zu einer Verschiebung der Zellpolaritit.!!!

Meng et al. konnten in einer Pankreas-Tumorzelllinie beobachten, dass die Uberexpression an
Ezrin die Zellmotilitdt beeinflusst und es zu Verdnderungen im Zytoskelett (,,actin-cytoskeleton
remodeling“) der Zellen kommt. Gleichzeitig folgte aus der Ezrin-Uberexpression eine erhéhte

Anzahl metastatischer Foci im Mausmodell.!!2

Die verschiedenen Untersuchungen fiihren, gestiitzt auf den neuesten Ergebnisse von Lorentzen

et al., zu dem Schluss, dass die Lokalisation des Ezrin eine wichtigere Rolle spielt, als dessen Ex-
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pressionslevel.”” So hatte auch die in der vorliegenden Untersuchung vorgenommene Einstufung

der Firbeintensitdt des Ezrin in den CTCs keine signifikante Aussagekraft.

Eine weitere Beobachtung konnte im Rahmen der vorliegenden Untersuchung gemacht werden.
Die Zellpolarisierung ist nicht nur in der Ezrin-Farbung sichtbar zu machen, sondern paral-
lel auch in der CD146-Farbung. Zunichst konnte eine unspezifische Antikorperbindung dafiir
verantwortlich gemacht werden. Jedoch konnten auch Luo et al. davon berichten, dass es ein
Zusammenspiel der ERM-Proteine mit CD146 geben muss. Genauer vermuteten sie, dass die
ERM-Proteine es im Sinne eines Adaptors erméglichen, CD146 an die Aktinfilamentstruktur
der Zelle zu binden und es so zu einer Anhebung des Zytoskeletts an dieser Stelle kommt. Diese
Konformationsveranderung (,,actin-cytoskeleton-remodeling®) befahigt die Zelle im Anschluss

dazu sich fortzubewegen.!!?

Witze et al. konnten dieselbe Beobachtung machen und benennen diese als “CD146-Actin-
Myosin-Polarity Structure“!'* Es erscheint plausibel, dass ein Zusammenwirken aus ERM-
Proteinen, zu denen auch das Ezrin gehort, und CD146 eine gerichtete Zellbewegung zur Folge

hat, die den Metastasierungsprozess begiinstigen kann.

Es stellt sich nach wie vor die Frage, welche prognostische Aussagekraft die Polarisierung der
CTCs hat. Festzustellen ist, dass in der vorliegenden Untersuchung lediglich in der Gruppe der
HCC-Patienten polarisierte CTCs detektiert werden konnten. Dagegen wurden in der NMLD-
Gruppe keine polarisierten CTCs gefunden.

Im Gegensatz dazu konnten jedoch in 4 der 10 Patienten der NMLD-Gruppe nicht polarisierte,
normale CTCs nachgewiesen werden. Bei diesen detektierten CTCs konnte es sich um zirku-
lierende epitheliale Zellen handeln, die sich in Folge eines physiologischen EMT-Prozesses im
Blut befinden. Diese konnten auf Grund eines inflammatorischen Prozesses der Leber freige-
setzt worden sein. Tatsachlich lagen die IL-6 Werte der NMLD-Gruppe im Mittelwert hoher als
die der HCC-Patienten. Das Ergebnis passt zu der Vermutung, dass die Polarisierung der CTCs
einen direkten Zusammenhang mit der Aggressivitit und dem Invasionsverhalten dieser Zellen
hat und hochspezifisch fiir die Diagnostik des HCC ist.

Alles in allem kann man darauf schlieflen, dass die Ausbildung wie auch die Verdnderung der
Zellpolaritit eine Auswirkung auf das Migrationsverhalten der CTCs haben muss. Die vorlie-
gende Promotionsarbeit konnte diesen direkten Zusammenhang zwar nicht abschliefSend be-
stitigen. Jedoch war es moglich, die Polarisierung in den CTCs der HCC-Patienten eindeutig
nachzuweisen. Dies kann die Grundlage fiir weitergehende klinische Untersuchungen bilden.
Parallel dazu erscheint die weitere Forschung in Zelllinien fiir ein besseres Verstandnis der Vor-

gange unabdingbar.
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4.3 Schlussfolgerungen und Perspektiven

Diese Promotionsarbeit ist nur ein Schritt zur abschlieflenden Kldrung, welchen Effekt die Pola-
risierung der CTCs auf den weiteren Krankheitsverlauf hat. Durch eine Verlangerung des Unter-
suchungszeitraums mit einer Nachbeobachtungszeit iber mindestens 5 Jahre wire es moglich,

Zusammenhinge mit dem Voranschreiten der Krankheit aufzudecken.

Ebenfalls wire es wiinschenswert, das Studienkollektiv zu erweitern und dann auch HBV- und
HCV-Patienten in die Untersuchung mit aufzunehmen. So wire sichergestellt, dass die Studie
einen Durchschnitt der Grundgesamtheit der HCC-Patienten darstellt und statistische Signifi-
kanzen wiirden sich deutlicher abzeichnen. Wiinschenswert wire eine regional tibergreifende
Zusammenarbeit der Forschungszentren bei der Probensammlung, um die Ergebnisse im Rah-

men einer Multicenterstudie zu erweitern.

Die ,liquid biopsy“ bildet die Grundlage dieser Untersuchung und ist aktuell die grofie Hoft-
nung der Tumorforschung. Dabei spielt nicht nur die Isolation der CTCs eine Rolle, sondern im
Mittelpunkt steht deren molekulare Charakterisierung. In der vorliegenden Arbeit konnten aus
methodischen Griinden ausschliefdlich CTCs beriicksichtigt werden, die eine intakte Zellform
vorweisen konnten. Beobachtet werden konnte aber mindestens genau so haufig, dass die CTCs

zu Zellfragmenten zerfallen waren und keinen Zellkern mehr besafien.

Genau diese Zellfragmente, die in Folge apoptotischer Vorgange im Blut zirkulieren, gilt es mit-
tels geeigneter Methoden zusitzlich zu erfassen. Dafiir stehen momentan drei Moglichkeiten zur
Verfiigung: Die Analyse der cell-free DNA (cfDNA),!!® die Analyse exosomaler DNA!!® sowie
die Analyse der miRNA.!17

Die Arbeitsgruppe fokussiert sich momentan auf die funktionelle Rolle der Exosomen. Bei der
Vielzahl an vorhandenen Untersuchungsmethoden stellt sich nicht zuletzt die Frage nach der
Effektivitit.

Der Versuchsablauf der vorliegenden Promotionsarbeit nimmt nach Blutentnahme mehrere Ta-
ge in Anspruch und erfordert eine hochkonzentrierte Auswertung am Mikroskop. Eine sol-
che Auswertung ist zwangslaufig abhangig vom Untersucher. Der Einsatz von Cell-Imaging-

Software konnte die Subjektivitdt des Verfahrens in Zukunft minimieren.

Dem gegeniiber stehen die Vorteile der bereits angefiihrten Verfahren auf DNA-Basis, welche
keine mithsamen Anreicherungs-und Identifizierungsverfahren benétigen, da eine Extraktion
direkt aus Plasma oder Serum erfolgen kann. Jedoch wire eine molekulare Charakterisierung
bzw. der Ezrin-Nachweis bei dieser Methode ebenfalls nur auf Genebene moglich gewesen. Fiir
die Verbesserung der hier beschriebenen Versuchsdurchfithrung sollte der Fokus daher auf die

Optimierung der Isolationsmethoden gelegt werden, um méglichst viele CTCs zu erfassen.
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Auch wenn die Probengewinnung zunéachst einfach erscheint und eine Durchfiihrung der Ana-
lyse wiederholt werden kann, stellt die entnommene Blutprobe von 5 ml nur einen minimalen
Anteil des Gesamtblutvolumens dar. Vor diesem Hintergrund wire es interessant, das gesam-
te Blutvolumen auf CTCs hin filtern zu kénnen und diese im Anschluss auf ihre molekularen
Eigenschaften hin untersuchen zu kdnnen. Ein geeignetes Verfahren hierfiir wiirde eine Aus-
tauschtranfusion vorsehen. Dies scheint jedoch weder ethisch vertretbar noch durchfiithrbar zu

sein.

Galanzha et al. etablierten eine solche in vivo Methode und fiithrte mittels Photoakustik eine
Art Flow Cytometry intravasal durch. Jedoch st63t auch diese Methode bei der Untersuchung
tiefer liegender Gefdfie und auf Grund der vielen unterschiedlichen Bestandteile des Bluts an ihre
Grenzen.!!® Davon abgesehen ist eine Isolation der erfassten CTCs zur weiteren Untersuchung

so nicht moglich.

Die klinische Signifikanz der Ezrin-Expression der CTCs und deren Auswirkung auf die Zellfor-
mation wird kontrovers diskutiert. Wahrend Meng et al. in einer Pankreas-Zelllinie beobachten
konnten, dass eine Uberexpression an Ezrin zu einer erhéhten Zellbeweglichkeit fiihrt, berichten
Lin et al., dass niedrige Ezrin-Expressionsraten bei Patienten mit grofien Tumoren und Lymph-

knotenmetastasen gemessen wurden,!1% 119

Weiterhin bestitigten Lin et al., dass die 5-Jahres Uberlebensrate der Patienten mit einem niedri-
gen Ezrin-Expressionslevel signifikant niedriger lag und kamen zu dem Schluss, dass das Fehlen
von Ezrin mit einer schlechten Prognose einhergeht. Zu diesem Schluss kamen auch Hiscox und
Jiang bei Untersuchungen in Colon-Zelllinien.!?° Es gilt also in zukiinftigen Untersuchungen, ei-
nen Publikationsbias zu beriicksichtigen und daran zu denken, dass die Ezrin-Expression nicht

unweigerlich mit einem erhohten Metastasierungspotential einhergeht.

Die klinische Relevanz der CTC-Forschung begriindet sich vor allem in einem mdglichen Nut-
zen fiir die personalisierte Therapie bestimmter Tumore in der Zukunft. Die aktuelle Tumorthe-
rapie konzentriert sich vornehmlich auf bestimmte mutierte Onkogene oder aber auf einzelne

Signalwege, die eine Schliisselrolle in der Onkogenese einnehmen.

Diese herkémmlichen Therapieansitze entziehen sich jedoch CTCs, indem sie genetische und
epigenetische Veranderung in ihrer DNA vornehmen. Einzelne von den CTCs exprimierte Gene
konnten so als ein weiteres Therapietarget dienen. Folglich konnte auch das gezielte Ausschalten

des Ezrin-Gens in den CTCs eine Schliisselrolle in der Tumortherapie einnehmen.

Die Untersuchung von He et al. bestitigt, dass eine Herabregulation von Ezrin in einer Brustkrebs-
Zelllinie einen negativen Effekt auf die Expression von EMT-Markern und einzelnen Transkrip-
tionsfaktoren zeigt.!?! Da EMT-Marker wie CD44, welches direkt mit Ezrin interagiert, im
Rahmen des EMT-Prozesses von grofler Bedeutung fiir die Ausbildung von Metastasen und
die Freisetzung von CTCs sind, konnte dies einen moglichen Angriffspunkt darstellen. So steht

CD44 schon seit lingerem als molekulares Target der Krebstherapie im Focus.!*?
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Kapitel 4. Diskussion

Abschlieflend ldsst sich zusammenfassen, dass in Zukunft genauere Analysemethoden fiir den
Nachweis von Ezrin-Expression in CTCs bendtigt werden. Die vorgelegte Arbeit bereitet da-
tiir bereits den Weg und stellt eine Ergédnzung zur etablierten Methode der ,liquid biopsy* dar.
Weiterhin steht die Frage offen, welch ein Zusammenhang in der Polarisierung der CTCs, ge-
kennzeichnet durch die Akkumulation des Ezrin an einem Pol der Zelle, zum klinischen Verlauf
des HCC besteht.

In einem weiteren Schritt gilt es daher zu evaluieren, in wie Weit es moglich ist, diese Erkennt-
nisse dem klinischen Zwecke zu zufiihren und dadurch der Ausbildung von Metastasen vorzu-

beugen.
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Hepatitis C Virus
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Interleukin-6

International Normalized Ratio
Lebertransplantation
Magnetic-activated cell sorting
Melanoma cell adhesion molecule
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Nichtalkoholische Steatohepatitis
Non malignant liver disease
Phosphate Buffered Saline
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Reverse transcriptase polymerase chain reaction
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Transarterielle Chemo-Embolisation

World Health Organization
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