4 Diskussion

Das Ziel der Anwendung von RT-PCR-Ansitzen zum Nachweis zirkulierender Tumorzellen ist

die Definition einer Patientengruppe, die ein erhhtes Risiko fiir die Entwicklung himatogener

Metastasen aufweist. Dariiber hinaus kénnen mit dieser Methode die zirkulierende Tumorlast

beobachtet, die Antigenexpression in zirkulierenden Tumorzellen untersucht und die Effektivi-

tit einer bewihrten oder experimentellen Therapie abgeschitzt werden (Guadagni 2001). Zur

Etablierung dieser Methode miissen folgende Teilaspekte untersucht und optimiert werden:

1. Die Spezifitit der Methode: PCR-positive Ergebnisse reprisentieren mit ausreichender Wahr-
scheinlichkeit Tumorzellen.

2. Die Sensitivitit der Methode: Mit der Entnahme von ein bis zwei Blut- oder Knochen-
marksproben werden vorhandene Tumorzellen mit hoher Wahrscheinlichkeit erfafit.

3. Der Zusammenhang zwischen dem Nachweis zirkulierender Tumorzellen und dem Potenti-
al zur Entwicklung von Fernmetastasen.

4. Geeignete adjuvante Therapieméglichkeiten fiir Patienten mit einer minimalen Resterkran-
kung und die klinische Validierung im Rahmen von prostpektiven Studien.

Das Ziel dieser Arbeit bezieht sich auf die ersten beiden Punkte und umfafit die Evaluation

dieser Methode unter Verwendung der quantitativen RT-PCR fiir das kolorektale Karzinom.

4.1 Methodische Ergebnisse

4.1.1 RNA-Isolierung

Der Weg von einer Blut-, Knochenmarks- oder Gewebsprobe zum Meflwert eines PCR-
Laufs besteht aus vielen Teilschritten, die alle Einfluf§ auf das Ergebnis haben kénnen. Es konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden, daf§ die hier verwendete RNA-Isolierung aus Vollblut bzw. Kno-
chenmark eine sehr robuste Methode darstellt. Das im Vorfeld eine Rolle spielende Zeitintervall
zwischen Probenentnahme und —Stabilisierung wurde konsequent auf weniger als zwei Stunden
beschrinkt, so daf§ eine Beeintrichtigung der Probenqualitit durch lange und/oder unsachge-

mifle Lagerungszeiten ausgeschlossen werden konnte. Fiir die Isopropanolausfillung wurden
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verschiedene Zeiten und Temperaturen, die sich teils aus ortlichen Gegebenheiten, teils aus
Versuchs-praktischen Erwigungen heraus ergaben, getestet. Dabei ergab sich, daf§ es fur die
RNA-Ausbeute und Probenqualitit unerheblich war, ob die Isopropanolausfillung 2h oder 16-
24h bei —20°C erfolgte. Auch die Ausfillungstemperatur war dabei nur von geringem Einfluf,
solange —20°C nicht iiberschritten wurde und die Probe nicht gefroren war wie bei —80°C. Es
konnte ebenso gezeigt werden, dafs bei fast allen Proben die Verunreinigung durch genomische
DNA nach erfolgter RNA-Isolierung zu vernachlissigen waren, solange die PCR-Primer so ge-
wihlt wurden, dafd sie ein Intron von mehr als 1000bp einschlossen.

Die hier verwendete Methode beruht auf der Annahme, dafd die isolierte und in cDNA
umgeschriebene RNA ausschliellich zelluldren Ursprungs ist, d.h. daf die entsprechenden Zel-
len bis zum Zeitpunkt der Probenentnahme vital waren. Freie RNA wird bekanntlicherweise
durch die ubiquitir vorhandenen RNasen sehr schnell abgebaut. Allerdings gibt es Hinweise
darauf, dafy RNA auch aus Blutplasma isoliert werden kann (Silva 2001). Die Erklirung dieses
Phinomens bleibt unklar und wiirde den Vorteil des Nachweises von RNA- Sequenzen im Ge-

gensatz zu DNA in Frage stellen.

4.1.2 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese, d.h. das Umschreiben der RNA in die wesentlich stabilere DNA, sollte
unter Minimierung des Informationsverlustes erfolgen. Zum einen miissen die Konzentrations-
verhilnisse von Primern, Enzymen, Bausteinen und RNA optimiert werden, was nach den Emp-
fehlungen des Kit-Herstellers erfolgte, und zum anderen geeignete Primer gewihlt werden. Die
RNA-Konzentration der Ansitze sollte in einem bestimmte Bereich liegen, wobei die obere
Grenze durch die Enzymkonzentration (DNA-Polymerase) festgelegt ist. Fiir den Nachweis von
seltenen Transkripten kann es von Vorteil sein, die Probe so konzentriert wie moglich aufzuar-
beiten. Deshalb wurde in einem Teil der Proben die standardisierte Aufarbeitung verlassen und
die RNA- und parallel dazu die Enzymkonzentration erhéht. Es konnte gezeigt werden, das eine
dreifache Konzentrierung problemlos méoglich war, ohne die Probenqualitit zu beeinflussen.
Prinzipiell lassen sich folgende Primer unterscheiden: ein Gemisch aus random-Hexameren,
oligo-dT-Primer und Sequenz-spezifische Primer. Letztere zeigen die giinstigste Ausbeute fiir die
entsprechende Sequenz (Zippelius 2000b, Park 2001). Sequenz-spezifische Primer beschrinken
allerdings die Verwendbarkeit der entsprechenden Probe fiir den Nachweis von lediglich einem
Marker, womit die Anwendung von Markerkombinationen und die parallele Amplifikation ei-

nes HKGs ausgeschlossen sind. Ein Vergleich der unspezifischen Primer fiel in dieser Arbeit im
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Gegensatz zu anderen Studien (Zippelius 2000b) zugunsten der oligo-dT-Primer aus, obwohl
die Nachweissequenzen nicht alle in der Nihe der Poly-A-Region lagen.

4.1.3 qRT-PCR

Einen betrichtlichen Anteil an der teilweise widerspriichlichen Vielfalt der veroffentlichten Stu-
dien mit RT-PCR wird der nicht ausreichenden Optimierung bzw. Standardisierung der PCR-
Bedingungen zugesprochen (Zippelius 2000b). Noch uniibersichtlicher ist die Situation bei der
Auswahl geeigneter Primer, da die Primeretablierung noch einen groflen empirischen Anteil
enthilt, dessen Auswirkung auf die Qualitit des Endergebnisses schwer zu definieren ist. Die in
dieser Arbeit verwendete quantitative PCR hat u.a. den Vorteil, daff die PCR-Reaktion direkt
zeitgleich beobachtet werden kann. Daher kann die Optimierung der PCR-Bedingungen neben
der Sensitivitit die Kurvenform, die einen wesentlichen Einfluf§ auf die Quantifizierung der
Probenkonzentration hat und damit auch die Qualitit der PCR-Reaktion widerspiegelt, umfas-
sen. Mit den PCR-Bedingungen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, ist eine Quantifizie-
rung iiber einen breiten Konzentrationsbereich bis hin zu 10 Standardmolekiilen und ein Nach-
weis von bis zu einem Molekiil in der Glaskapillare moglich. Diese iiberzeugend hohe Sensitivi-
tit sowie die in dieser Arbeit durchgefiihrten Vergleichsuntersuchungen lassen das Konzept der
Ineinanderschachtelung von PCR-Liufen, welches zeitaufwendig und mit einem hohen Konta-
minationsrisiko verbunden ist, iiberfliissig werden. Entsprechende Ergebnisse wurden auch in
anderen Arbeiten zur qRT-PCR (Bustin 1998, Soong 2001, Straub 2001) sowie zur konventio-
nellen PCR (Zippelius 2000b) erhalten.

4.2 Haushaltsgene

Ein weiterer Vorteil der gRT-PCR ist die Méglichkeit, Variationen der RNA- und/oder cDNA-
Qualitit durch Quantifizierung von Haushaltsgenen und nachfolgender Normierung der Mar-
kerkonzentration auf die des HKGs zu beriicksichtigen. In dieser Arbeit wurde PBGD verwen-
det, welches die dazu nétigen Eigenschaften der konstitutiven Expression sowie des Fehlens von
Pseudogenen aufweist. Die Homogenitit der PBGD-Expression in dieser Arbeit ist mit einem
Verhiltnis der 90%- zur 10%-Percentile von 4,8 sehr iiberzeugend, was sowohl PBGD als geeig-
netes HKG sowie die gute Qualitit der Probenverarbeitung bestitigt. Beziiglich des zweiten
untersuchten HKGs, G6PD, ist die Situation komplexer. GO6PD variiert iiber einen wesentlich
grofleren Konzentrationsbereich, so dafd das Verhiltnis der 90%- zur 10%-Percentile 12 und der

Gesamtumfang mehrere Groflenordnungnen umfaft. Damit kénnen unter der Annahme, dafl
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die G6PD-Konzentration eine wesentlich hohere Variabilitit aufweist, falsch positive Marker/
HKG-Werte entstehen, da einige der Proben eine sehr geringe G6PD-Konzentration aufwiesen.
Dieses Phinomen kénnte zum Teil auf G6PD-Varianten zuriickgefiihrt werden, die allerdings
in unseren Breiten eher selten sind (Miwa 1996). Desweiteren konnte keine Korrelation zwi-
schen PBGD- und G6PD-Werten einer Probe gefunden werden, so daff man davon ausgehen
mufl, daf§ G6PD als HKG ungeeignet ist. Andere verwendete HKG sind z.B. GAPDH, £-
Aktin, £2-Mikroglobulin, Cyclophilin und 8-Aktin (Medhurst 2000, Bustin 2002, Lupberger
2002). Da wahrscheinlich keines der bisher untersuchten HKG als das ideale anzusehen ist,
wire es fiir weitere Arbeiten empfehlenswert, zwei geeignete HKG zu benutzen, um Kandida-
ten, die aufgrund von biologischen Schwankungen der HKG-Expression falsch positiv bzw.
falsch negativ sind, zu ermitteln.

Falsch negative Ergebnisse konnen auch aufgrund einer schlechten Aufarbeitungsqualitit
entstehen, da seltene Transkripte unterhalb einer bestimmten Menge nicht mehr nachweisbar
sind. Bei der Betrachtung des Nachweises von CEA, CK20, ProtM und WTT1 in allen unter-
suchten Blutproben ergab sich, daf lediglich neun Blutproben negativ fiir alle Marker waren.
Die HKG-Expression dieser Proben war gleichmifig iiber den gesamten PBGD-Bereich verteilt
und nicht, wie man es im Falle einer schlechten cDNA-Qualitit annehmen miif$te, auf den
unteren Breich beschrinkt.

Bei der Untersuchung von Knochenmark sollte die Verwendung von PBGD mit gréflerer
Vorsicht erfolgen, da wihrend der Himatopoese ein Isoenzym von PBGD, welches durch alter-
natives Splicing entsteht (Chretien 1988), aktiv ist. In dieser Arbeit war zwar der Umfang der
PBGD-Expression im Knochenmark, obwohl eine Gréflenordnung iiber der des Blutes gelegen,
tiberraschend begrenzt, aber dafiir die Gruppengrofle mit 10 Patienten und 20 Referenzproben
noch nicht ausreichend grof3, um eine generelle Aussage zu erzielen. Das Problem liele sich mit
anderen Primern aus der 5’-nahen-Region, die nur die Sequenz eines Isoenzyms charakterisie-

ren, umgehen.

4.3 Nachweis von mRNA-Markern in Gewebsproben
und Zelllinien

Zum Zeitpunkt der klinischen Diagnose enthalten solide Tumoren ein breites Spektrum gene-
tisch und epigenetisch heterogener Zellen. Dies resultiert in einer Vielzahl funktioneller Abnor-
malititen, die die Zellstruktur und —funktion beeinfluflt und die grofle Vielzahl von Phinoty-

pen und Genotypen in diesen Tumoren erklirt (Bustin 1998). Trotz der hohen Expression von
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CEA und CK20 in Gewebsproben und von ProM in Zelllinien schwanken die Expressionsni-
veaus zwischen zwei und fiinf Groflenordnungen. Der Umfang dieser Schwankungen hat einen
offensichtlichen Einfluf§ auf die diagnostische Sensitivitit im Blut. Am Beispiel der manipulier-
ten, mit COLO205-Zellen-versetzten Blutproben wird klar, daff die Sensitivitit der Methode
grundsitzlich von der Markerexpression in zirkulierenden Zellen sowie von der entsprechenden
Hintergrundexpression im Blut oder Knochenmark abhingig ist. Grob orientierend lift sich
aus dem Sensitivititsexperiment ableiten, daf} fiir den Nachweis von weniger als 100 Zellen in
10ml Blut mindestens eine Markerkopie (in NSM) pro Zelle nach Abrechnung des Aufarbei-
tungsverlustes vorhanden sein muf.

Neben den verschiedenen Expressionsprofilen im Ursprungsgewebe, konnen auch zirkulie-
rende Tumorzellen ein verindertes Expressionsmuster aufweisen (Liefers 1998, Ghossein 2000).
Daher ist es nicht verwunderlich, daff unter Verwendung mehrerer Marker, auch Multimarker-
Ansatz genannt, die Sensitivitit erheblich steigt (Bustin 1999, Wharton 1999, Ghossein 2000,
Guadagni 2001, Kufer 2002). Allerdings lif3t sich auch damit aufgrund der Tumorzellheteroge-
nitit keinerlei quantitative Korrelation zwischen Markerkonzentration und Tumorzelllast im

Blut herstellen.

4.4 Hintergrundexpression in Blut und Knochenmark

Ein grofes Problem der gegenwirtigen Methode ist die Hintergrundexpression aller bisher ver-
wendeten Marker im Blut und Knochenmark, deren Ursache noch nicht vollstindig geklirt ist
(Hampton 2002). Es ist zudem bekannt, dafl diese Expression durch Zytokine beeinfluflt wird
(Jung 1998, Goeminne 1999), so daf z.B. entziindliche Erkrankungen oder eine Vorbehand-
lung des Patienten mit z.B. G-CSF einen Einfluf} auf die MefSwerte haben kénnen. In dieser
Arbeit wurde fiir alle Marker eine Hintergrundexpression in Blut und Knochenmark nachge-
wiesen. Fiir ReglV und A33 war die Hintergrundexpression in einem Konzentrationsbereich,
der den Nachwetis seltener Transkripte unméglich machen wiirde. Die Expression von CEA und
CK20 mRNA im Blut lag etwa eine Gréflenordnung iiber der von WT1 und ProtM. Auch die
Anzahl der Referenzblutbroben, in denen die erstgenannten nachgewiesen werden konnten, war
wesentlich hoher. Bis auf WT1, welches im Knochenmark eine grofiere Hintergrundexpression
als im Blut aufweist, waren die Verhiltnisse im Knochenmark vergleichbar. Die in der Literatur
kontrovers angegebenen Hintergrundexpressionen im Blut fiir CEA und CK20 rangieren von
0% (Weitz 1998) bis 100% (Van Eekelen 2000). Ursichlich dafiir ist zum einen die unter-

schiedliche Sensitivitit der angewandten Methoden sowie verschiedene Arten der Probenaufar-
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beitung vor RNA-Isolierung: Nutzung von Vollblut, Isolierung von weifien Blutzellen nach Lyse
der Erythrozyten oder Isolierung von mononuklearen Zellen durch Dichtegradientzentrifugati-
on (Vlems 2002). Verschiedene Arbeitsgruppen haben versucht, CK20 separat in Zellunterpo-
pulationen des Vollblutes nachzuweisen, um die Aufarbeitung zu optimieren. Allerdings waren
die Ergebnisse beziiglich der CK20-Expression in Granulozyten und mononuklearen Zellen
widerspriichlich (Champelovier 1999, Van Eekelen 2000, Vlems 2002), so daf§ die optimale
Aufarbeitungsmethode noch aussteht. Zum anderen kénnen bei Aufarbeitungsmethoden, wo
die Zellen vor RNA-Isolierung separiert oder Erythrozyten lysiert werden, Tumorzellen verloren
gehen (Keilholz 1998, Kriiger 2000, Zippelius 2000b), so dafl in dieser Arbeit die Isolierung aus
Vollblut priferiert wurde. Ein weiterer Vorteil fiir die RNA-Isolierung aus Vollblut ist, daff eine
mogliche aufarbeitungsbedingte Stimulierung von Leukozyten vermieden wird (Kruse 1997).

Kiirzlich wurde eine Splice-Variante von CEA in weiflen Blutzellen nachgewiesen, die unter
Verwendung der Primer von Gerhardt (1994) ebenfalls amplifiziert wird und die zumindest
einen Teil der Hintergrundexpression von CEA kliren kénnte (Hampton 2002). Da in unserer
Arbeit sequenzspezifische Sonden verwendet wurden, wurde diese CEA-Variante mit unserem
Ansatz nicht nachgewiesen. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, das diese Splice-Vari-
ante ohne Sondenbindung vervielfiltigt wurde und somit mit der eigentlichen CEA-Sequenz
konkurrierte. Eine entsprechende Bande auf dem Gel konnte allerdings nicht nachgewiesen
werden.

Die kiirzlich entwickelte Methode der Tumorzellanreicherung mittels immunomagnetischer
Technik konnte einen Fortschritt fiir die Minimierung der Hintergrundexpression darstellen
(Denis 1997, Ghossein 2000, Hardingham 2000, Zhong 2000, Park 2001). Inwieweit die dabei
gewonnene absolute Anzahl von Transkripten aus einer Blutprobe ausreicht, um bessere quanti-
tative Ergebnisse zu erzielen, bleibt abzuwarten. Fiir die immunzytologische Untersuchung von

Knochenmarksaspiraten hat sich mit dieser Methode kein Vorteil ergeben (Kasimir-Bauer 2002).

4.5 Referenzbereich der Hintergrundexpression

Die Hintergrundexpression erforderte die Einfithrung von Grenzwerten. Fiir die Methode der
konventionellen PCR wurde dies indirekt iiber die Reduktion der Anzahl der PCR-Zyklen oder
des Probenvolumens realisiert (Park 2001). Fiir die quantitative PCR, wo HKG quantifiziert
werden konnen, wird der Grenzwert auf das Verhiltnis der Marker/HKG-Konzentrationen be-
zogen. Beide Methoden kénnen unterschiedliche Ergebnisse liefern, besonders fiir den Fall ei-

ner schlechten cDNA-Qualitit.
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Die Festlegung des Referenzbereiches der Hintergrundexpression erfordert die Kenntnis der
Verteilung der Hintergrundexpression in einer Referenzpopulation. Der Begriff Normalbereich
wird in der Medizin nicht verwendet, da der Begriff ,normal® nicht genau definiert werden
kann. Eine Referenzpopulation sollte ein Kollektiv mit einem besonders gutem Gesundheitszu-
stand darstellen, bei dem die fragliche Krankheit sehr unwahrscheinlich ist. Damit wird die
Wahrscheinlichkeit falsch negativer Befunde minimiert. Andererseits sollte die Zusammenset-
zung der Referenzstichprobe dem Kollektiv der Kranken so dhnlich wie méglich sein, um falsch
positive Befunde zu vermeiden. Desweiteren sollte die Referenzstichprobe groff genug sein, da-
mit der berechnete Referenzbereich dem der Refenzpopulation in etwa entspricht (Diagnostik
im Gesprich 3/2000, www.vdgh.de). Als Referenzbereich, dessen Grofie von den festgelegten
Fehlerwahrscheinlichkeiten fiir den Fehler erster und zweiter Art abhingig ist, wird tiblicherwei-
se der Anteil der Verteilung festgelegt, in dem 95% der Werte liegen. Je nach der Natur des
Meflwertes ergeben sich ein- oder zweiseitige Grenzen.

Das in dieser Arbeit untersuchte Referenzkollektiv erfiillt zwar nur teilweise die genannten
Anforderungen, ist aber fiir die Uberpriifung der prinzipiellen Anwendbarkeit der Methode
ausreichend. In anderen Arbeiten zur qRT-PCR wurde als obere Grenze des Referenzbereiches
das Maximum der gefundenen Hintergrundexpression in Referenzproben verwendet (Dimmler
2001, Ito 2002). Fiir ProtM und WT'1 war es aufgrund des seltenen Nachweises in Gesundblut-
proben nicht sinnvoll, die Daten einer Verteilung zuzuordnen. Da die Hintergrundexpression
fur beide Marker im Blut gering war, wurde das Maximum bzw. der doppelte Wert als Grenz-
wert verwendet. Fiir CEA und CK20 im peripheren Blut konnten empirische Verteilungen
ermittelt werden und iiber die Berechnung der Perzentilen ein Referenzbereich festgelegt wer-
den.

Die Festlegung des Grenzwertes bzw. des Referenzbereiches entspricht einer simultanen
Optimierung der beiden Variablen Sensitivitit und Spezifitit. Zur Vermeidung falsch positiver
Werte d.h. ein positiver Markernachweis im Referenzkollektiv, erwies sich fiir CEA und CK20
die 99%-Percentile als optimal. Die gegeniiber der Grenzwertstrategie II erhéhte Spezifitit war
allerdings mit einem Sensitivititsverlust verbunden.

Fiir die Ermittlung eines Referenzbereiches fiir Knochenmarksproben bestand die Schwie-
rigkeit, dafd ein Teil der Referenzknochenmarksproben von Patienten mit vorwiegend himato-
logischen Krankheiten gewonnen wurden, die eine verinderte Knochenmarksmorphologie auf-
wiesen. Die aufwendige Berechnung von Referenzbereichen auf dieser Basis ist demnach frag-

lich. Da auch nur eine kleine Anzahl von Patientenknochenmarksproben erhalten werden konn-
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ten, sollte der Vergleich zwischen Patienten- unf Referenzknochenmark lediglich der Aufde-
ckung eines Trends dienen. Fiir Knochenmark wurde deshalb der Maximalwert des Marker/
HKG-Verhilnisses im gesamten und im eingeschrinkten (ohne morphologische Verinderun-

gen) Referenzkollektiv als Grenzwert betrachtet.

4.6 Nachweis von mRNA-Markern im peripheren Blut
von Patienten mit kolorektalem Karzinom

Unter Verwendung der erarbeiteten Referenzintervalle wurden 13% der hier untersuchten Pati-
enten (17 von 129; (ProtM: 1, CEA: 11, CK20: 5)) als positiv fiir ,, Tumorzellen im peripheren
Blut® ermittelt. Bei Einschrinkung des Referenzbereichs (Strategie II) wurde die Spezifitit der
Methode deutlich geringer. Bemerkenswert war, daff nur ein geringer Anteil der Patienten im
Stadium IV, d.h. mit Fernmetastasen, positive Marker/HKG-Verhiltnisse aufwies. Dieser Um-
stand war auch unabhingig von der Tatsache, ob die Patienten zum Zeitpunkt der Untersu-
chung eine Therapie erhielten oder nicht.

Um noch einmal die Bedeutung der Normierung der Markerkonzentration auf die des HKGs
zu untersuchen, wurden fiir die absoluten Markerkonzentrationen ebenfalls Grenzwerte einge-
fiihrt, die auf der Verteilung im Gesundblut beruhen. Dabei ergaben sich fiir 25 Patienten er-
héhte Markerwerte im Blut, wobei die o.g. 17 Patienten in dieser Gruppe enthalten waren.
Unter der Annahme, daf§ unser HKG tatsichlich die Aufarbeitungsqualitit wiederspiegelt, wiir-
de diese Methode acht falsch positive Ergebnisse produzieren.

In Anbetracht des Ergebnisses stellt sich die Frage, ob Meflwerte, die den Grenzwert iiber-
schreiten, auch wirklich ein Korrelat in Form von Tumorzellen im peripheren Blut besitzen oder
lediglich falsch positive Meflwerte sind. Betrachtet man als erstes getrennt fiir jeden Marker den
Anteil der Probanden/Patienten, bei denen der Marker im peripheren Blut nachgewiesen wer-
den konnte, so war dieser fast identisch. Damit wurden die untersuchten Marker nicht hiufiger
bei Patienten nachgewiesen als bei Gesunden. Betrachtet man als nichstes die Marker/HKG-
Werte, die auflerhalb des Referenzbereiches lagen, so liegen diese Werte in 72% der Fille in der
Nihe der Grenzwerte. Dies galt fiir alle CK20-Werte und fiir einige der CEA-Werte. Ausnah-
men waren fiinf CEA-Werte und der eine grenziiberschreitende ProtM-Wert, die die Obergren-
ze um mehr als das Vierfache iiberschritten. Damit ist das Studienergebnis sehr empfindlich
gegeniiber der Festlegung des Refernzbereiches und nicht sonderlich robust. Als dritten Punkt
interessiert die Frage, ob eine Korrelation zwischen dem Krankheitsstadium und der Hiufigkeit

positiver Markerwerte relativ zum Grenzwert besteht. Wir fanden sowohl beim Kolon- als auch
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Rektumkarzinom kaumUnterschiede zwischen den verschiedenen Stadien. Diese Fakten unter-
streichen, dafd positive Marker/HKG-Verhiltnisse sowohl eine Hintergrundexpression als auch
Tumorzellen im Blut wiederspiegeln kénnen. Einen Beweis fiir das eine oder andere kann nur
unter Zuhilfenahme weiterer Methoden, wie z.B. der Fluffzytometrie (Racila 1998), gefiihrt
werden.

In dhnlicher Weise unklare Ergebnisse wurde bei der zytologischen Untersuchung CEA-
PCR-positiver Mesenterialblutproben (Koch 2001), morphologischen und Immunfluoreszenz-
Untersuchung von CK20-PCR-positiven Zellen des Knochenmark (Litle 1997) sowie beim
Nachweis von CK20-mRNA mittels qPCR im peripheren Blut (Bustin 1999) erhalten. Beziig-
lich der Nachweisraten von verschiedenen mRNA-Markern wurden sehr verschiedene Ergeb-
nisse in anderen Gruppen (Tab. 4.1) erzielt. Einige Autoren fanden dhnlich niedrige Nachweis-
raten wie in dieser Arbeit (Weitz 1999, Hardingham 2000, Koch 2001, Ito 2002). Hohe Werte
waren teilweise mit einer geringen Spezifitit korreliert, indem z.B. 55% der Patienten mit chro-
nisch entziindlichen Darmerkrankungen (Castells 1998) oder 23% der Referenzblutbroben (Jo-
nas 1996) positiv fiir CEA-mRNA waren. Eine Hypothese fiir die niedrigen Detektionsraten ist,

Tab. 4.1 Literaturdaten zum Nachweis von Tumorzellen im peripheren Blut von Patienten
mit kolorektalem Karzinom

Patienten mit positiver UICC

Autor Blutprobe (%) Stadium Marker
Jonas 1996 84 v CEA
Mori 1996 35 (50) IV (IV) CEA
Guadagni 2001 69 (76) -1V (IV) CEA
Castells 1998 41 (60) I-IV (IV) CEA
Tto 2002 4 priop., 26 postop. 0-111 CEA
Patel 2002 69 -1V CEA, CK20
Weitz 1998 41 [-1T1 CK20
Wharton 1999 74 -1V CEA, CK20
Wyld 1998 48 v CK20
Soeth 1997 17 -1V CK20
Koch 2001 11 -1V CK20
Chausovsky 1999 63 v CK20
Weitz 1999 12.5 I-1I CK20
Hardingham 2000 20 [-111 CK20, CK19, MUCLII
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dafl Tumorzellen diskontinuierlich und in Zellhaufen ausgeschwemmt werden (Jonas 1996,
Castells 1998). Betrachtet man das relativ grofle Patientenkollektiv, daf3 in dieser Arbeit unter-
sucht wurde, sowie die Tatsache, dafl selbst bei der Entnahme von mehreren Blutproben zu
einem bzw. mehreren Zeitpunkten, die Nachweisraten eher spirlich waren, so muf die Steuung
von Tumorzellen ein seltenes oder diskontinuierliches Ereignis sein. Insbesondere entsteht daraus
die Frage, ob das periphere Blut fiir das kolorektale Karzinom ein geeignetes Kompartment fiir
den Nachweis von Tumorzellen ist. Eine andere Erklirung wire auch die Kaskadentheorie der
Tumorzellstreuung beim kolorektalen Karzinom. Hierbei wird angenommen, dafl die Tumor-
zellen, mit Ausnahme der Tumoren, die nicht im Einfluflbereich der Pfordader stehen, iiber
Mesenterialvenen und Pfordader in die Leber gelangen, die eine Filterfunktion ausiibt (Koch
2001). Das wiirde auch erkliren, daf§ himatogene Metastasen vorwiegend in der Leber entste-
hen und dafd andere Lokalisationen eher selten und wenn, dann zeitlich nach der Leber betrof-
fen sind. Argumente zugunsten dieser Hypothese wurden auch mit simultanen Untersuchun-
gen von Mesenterialvenen-, Zentralvenen- und peripherem Blut gesammelt (Ueda 1998, Koch
2001). Dabei war die Anzahl der Tumorzellen, die allerdings indirekt tiber eine CK20-RT-PCR
bestimmt wurden, im Mesenterialvenenblut signifikant iiber der der anderen beiden Komparti-
mente gelegen. Damit wire das periphere Blut zur Erfassung der Tumorzellstreuung in frithen
Krankkeitsphasen véllig ungeeignet. Mesenterialvenenblut, was nach dieser Theorie das Kom-
partment der Wahl wire, ist lediglich im Rahmen des operativen Eingriffes zuginglich, was
dessen Verfligbarkeit drastisch einschrinkt. Mehfachuntersuchungen wiren nicht méglich. Des-
weiteren kann der Zeitpunkt der Operation auch ungiinstig fiir ein objektives Bild der Tumor-
zellstreuung sein, da eventuell vermehrt Zytokine ausgeschiittet werden oder aber andere epithe-

liale Zellen in die Zirkulation gelangen.

4.7 Nachweis von mRNA-Markern im Knochenmark
von Patienten mit kolorektalem Karzinom

Die urspriinglichen Arbeiten iiber den Nachweis einer minimalen Resterkrankung beziehen
sich auf Untersuchungen von Knochenmarkaspiraten (Lindemann 1992, Miiller 2000, Jauch
1995). Es wird angenommen, dafl auch bei Tumoren, die nicht in erster Linie Knochenmetasta-
sen bilden, Tumorzellen vermehrt im Knochenmark verweilen (Lindemann 1992, Ueda 1998,
Weitz 1999, Koch 2001). Diese Vorstellung unterstiitzend, wurden in manchen Arbeiten hshe-
re Nachweisraten okkulter Tumorzellen im Knochenmark vergleichend mit peripherem Blut

erhalten (Soeth 1997).
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In dieser Arbeit konnten lediglich zehn Knochenmarkproben von Patienten mit kolorekta-
lem Karzinom gewonnen werden. Keine der Patientenknochenmarkproben zeigte erhéhte Mar-
kerkonzentrationen. Dies war in Ubereinstimmung mit den entsprechenden Blutproben, die
auch alle negativ beziiglich der Referenzintervalle waren. Die immunzytologischen Untersu-
chungen der entsprechenden Knochenmarkausstriche konnten auch keinen definitiven Tumor-
zellnachweis erbringen. Zellen, deren Zytoplasma nach Anwendung des Nexell-Kits gefirbt waren,
was lediglich bei zwei Patienten auftrat, konnten aufgrund der Morphologie oder des Firbever-
haltens nicht eindeutig Tumorzellen zugeordnet werden. Die immunzytologischen Untersu-
chungen sind allerdings aufgrund der hier verwendeten Ausfiihrung kritisch zu beurteilen. Ge-
wohnlicherweise werden aus Knochenmarkaspiraten Zytospins hergestellt, wobei ein Grof3teil
der Verunreinigungen durch Erythrozyten und diverse Plasmabestandteile vorher entfernt wer-
den. Damit werden unspezifische Reaktionen im Verlauf der Firbeprozedur vermindert, ein
optimaler Erhalt der Morphologie erzielt und die Quantifizierung erleichtert. Zum anderen gilt
auch fiir Knochenmarkuntersuchungen, daf§ bei jedem zusitzlichen Aufarbeitungsschritt Tu-
morzellen verloren gehen koénnen. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, daf der fiir Zyto-
spins ausgelegte Nexell-Kit prinzipiell auch fiir Knochenmarkausstriche angewendet werden
kann. Die Qualitit des Endergebnisses ist dabei allerdings sehr stark von der Qualitit der Kno-
chenmarksentnahme abhingig. Eine hohe Anzahl knochenmarkansissiger Zellen mit nur einer
geringen Beimischung von Blut gestattet auch hier ein qualitativ gutes Ergebnis.

Aufgrund der nur kleinen Vergleichsgruppe kann keine Aussage iiber einen méglichen Vor-
teil des Kompartiments Knochenmark iiber den des peripheren Blutes gemacht werden. Ein
Nachteil ist die aufwendigere Zuginglichkeit sowie die grofleren Risiken fiir den Patienten.

Trotz der langjihrigen Erfahrungen, die fiir den Nachweis von Tumorzellen solider Tumo-
ren in Knochenmarkausstrichen mittels Immunzytochemie existieren, sind auch hier unter Zu-
hilfeneahme zusitzlicher Methoden Zweifel an der Herkunft der Zellen aufgetaucht. Es wurden
z.B. keine chromosomalen Verinderungen in CK20-positiven Knochenmarkzellen gefunden,
obwohl 40-60% der Zellen von Tumorgewebe und Metastasen entsprechende Verinderungen
aufweisen (Litle 1997). Ebenso problematisch war die Zuordnung der CK20-positiven Zellen
zu epithelialen oder himatopoetischen Zellen (Gerhard 1994). Beim Nachweis von epithelialen
Zellen mittels Antikorpern gegen CK18 waren bis zu 30% der gefirbten Zellen falsch positiv
(Litle 1996). Die Ergebnisse von RT-PCR und Immunzytochemie kénnen voneinander abwei-
chen, da mittels Immunzytochemie das fertige Protein und durch RT-PCR dessen Vorstufe

nachgewiesen wird. Paradoxerweise war in einer Arbeit die Anzahl der Marker-Positiven fiir die
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Immunzytochemie grofer als fiir die RT-PCR, was mit Anderungen auf dem posttranslationa-
len Niveau erklirt wurde (Dimmler 2001).

Ein neuer Ansatz betrifft die Untersuchung des proliferativen Potentials von epithelialen
Zellen in Knochenmarksaspiraten (Solakoglu 2002). Es konnte gezeigt werden, daf$ die Anzahl
der Zytokeratin-positiven Zellen nach Wachstum in Zellkultur wesentlich besser mit der Krank-
heitsprognose korrelierte als der Nachweis im Ausgangsmaterial. Allerdings wurden diese Ergeb-
nisse nur fiir eine Gesamtheit von verschiedenen epithelialen Tumoren erzielt, und die Relevanz
dieses Ergebnisses fiir das kolorektale Karzinom bleibt noch zu zeigen. Insgesamt scheint dieser
Ansatz attraktiv zu sein, da neben dem reinen Nachweis von epithelialen Zellen auch dessen
proliferatives Potential als mogliche Voraussetzung fiir eine Metastasierung mit einbezogen wird.
Neben dem immunzytologischen Nachweis in der Zellkultur, wire hier ein Versuch angebracht,
diese Zellen mit qRT-PCR nachzuweisen, da durch die Vermehrung der Tumorzellen die Hin-
tergrundexpression von Markern in noch vorhandenen himatologischen Zellen von geringerer

Bedeutung wire.

4.8 Einfluss der operativen Tumorentfernung auf den
Nachweis von epithelialen Zellen in peripherem
Blut

Himatogene Metastasen entstehen durch Invasion von Tumorzellen in das Gefif8system. Vor-
aussetzungen dafiir konnen aufgrund des lokalen Tumorwachstums oder auch wihrend der
Operation des Primirtumors in Abhingigkeit von der Operationstechnik geschaffen werden.
Die Ergebnisse iiber die Prognoserelevanz der Operationstechnik sind allerdings kontrovers (Weitz
2001). Standardtherapie ist die sogenannte no-touch-Technik, wobei der Tumor mit dem zuge-
hérigen Lymphabfluflwergen im Block entnommen wird. Die Fihigkeiten des Operateurs sind
dabei von nicht geringer Bedeutung (Herfarth 2001). Andere Faktoren, die das Schicksal von
zuriickgelassenen oder freigesetzten Tumorzellen ganz wesentlich beeinflussen kénnen, sind die
Gewebsverletzung, die in Abhingigkeit von ihrem Ausmafd die Freisetzung lokal oder syste-
misch wirksamer Faktoren bedingen. Von besonderer Bedeutung fiir die Kontrolle freigesetzter
Tumorzellen kénnte die Suppression der zelluliren Immunitit durch das operative Trauma,
damit verbundener Blutverlust, Bluttransfusionen, Hypothermie, Anishesie und Schmerzen sein
(Shakhar 2003). In mehreren Arbeiten gibt es Hinweise dafiir, dafy Tumorzellen wihrend der
Operation des Primirtumors in die Zirkulation gelangen (Weitz 1998, Ito 2002). In unserem

Fall hatten zwei der Patienten im postoperativen Blut erhéhte Markerwerte. Das kénnte Aus-
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druck der obengenannte These sein. Andererseits wire auch eine diskontinuierliche Tumorzell-
streuung unabhingig von der Operation oder aber falsch positive Meffwerte denkbar. An dieser
Stelle ergibt sich die Frage, falls der Nachweis tatsiichlich Tumorzellen entspriche, wie das Po-
tential dieser Zellen, Fernmetstasen zu bilden, einzuschitzen wire. Zellen in einem Primirtu-
mor durchlaufen verschiedene Entwicklungsstadien, wobei anfangs ihre Immunogenitit eher
gering ist und erst ab einer bestimmten Tumorgrofle Gefahrensignale wie endziindungsfordern-
de Zytokine, Hitzeschockproteine u.a. nach auflen gelangen und das Immunsystem in Alarmbe-
reitschaft setzen. Andererseits entwickeln Tumorzellen unter Selektionsdruck Escapemechanis-
men, um den Zellen des Immunsystems zu entkommen. Es ist demnach nicht unbedeutend, zu
welchem Zeitpunkt der Tumorentwicklung maligne Zellen die Blutbahn erreichen. Ein friiher
Operationszeitpunkt hat mehrere Vorteile: die freigesetzten Zellen sind noch ungeiibt in der

Auseinandersetzung und die systemische Immunsuppression ist geringer aufgrund eines gerin-

geren Traumas (Shakhar 2003).

4.9 mMRNA-Marker beim kolorektalen Karzinom

Ein wesentlicher Punkt betrifft die Eignung der hier verwendeten mRNA-Marker zum Nach-
weis von Tumorzellen im peripheren Blut. Die beiden schon vielfach verwendeten Marker CK20
und CEA werden in den meisten Tumorzellen ausreichend hoch exprimiert, aber in ihrer Eig-
nung durch die relativ hohe Hintergrundexpression in Blut und Knochenmark entwertet. Au-
Berdem kann angenommen werden, daf§ auch normale Mukosazellen im Rahmen entziindli-
cher Prozesse in den Blutkreislauf eingeschwemmt werden, was natiirlich auch bei einem gleich-
zeitig vorhandenem kolorektalen Karzinom der Fall sein kann. Demnach sind solche Marker
wie CEA oder CK20, deren Expression in normaler Mukosa ebenso hoch wie im Tumorgewebe
ist, die also eher gewebs- als tumorspezifisch sind, problematisch aufgrund der Gefahr von falsch
positiven Resultaten (Hardingham 2000). Der erstmals verwendete Marker ProtM zeigt mit
einer geringen Hintergrundexpression in peripherem Blut sowie geringer Expression in norma-
ler Mukosa ein giinstiges Profil. Trotz dieser hoffnungsvollen Parameter scheint die Expression
in Tumorzellgewebe nicht ausreichend zu sein. Dieser Fakt unterstreicht noch einmal, daf das
Expressionsprofil von Tumorzelllinien nicht unbedingt reprisentativ fiir zirkulierende Tumor-
zellen ist. Ahnlich gestaltet sich die Problematik bei WT'1, dessen Expression im Tumorgewebe
ebenfalls nicht ausreichend ist. Es bleibt damit die Aufgabe, weiterhin nach geeigneten Zielge-
nen zu suchen. Hoffnungsvolle Ergebnisse wurden mit CK19 erzielt (Denis 1997), wobei Im-

munobeads verwendet wurden, d.h. ein zusitzlicher Aufarbeitungsschritt. Bei normaler Aufar-
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beitung war CK19 ebenso im Gesundblut nachweisbar. Neuere Arbeiten beschiftigen sich u.a.
mit Mitgliedern der MAGE-Familie, die fiir eine Reihe tumorspezifischer Antigene kodieren
(Boon 1996) und die trotz Aufarbeitung von Vollblut in diesen Arbeiten nicht im Referenzblut
und —Knochenmark nachweisbar waren (Kufer 2002). Allerdings wurde in Vorversuchen unse-

rer Arbeitsgruppe fiir MAGE 3 und 6 eine erhebliche Hintergrundexpression nachgewiesen.

4.10 Ausblick

Zusammenfassend lif3t sich sagen, daf§ mit den Ergebnissen dieser Arbeit die Eignung des Kom-
partments ,,peripheres Blut“ zum Nachweis von Tumorzellen bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom hinterfragt wird. Es wurden iiberzeugende Argumente fiir die Annahme, daf} die
Problematik des Nachweises von disseminierten Tumorzellen vorwiegend ein System-imma-
nentes Problem ist, zusammengetragen. Dennoch kann fiir zukiinftige Untersuchungen nicht
ausgeschlossen werden, dafd sich die Situation durch Entwicklung neuer Markergene und durch
die Verfeinerung der Aufarbeitungstechniken und gezielten Isolierung von epithelialen Zellen
im Vorfeld der qRT-PCR, die die Spezifitit der Methode bei gleichbleibender Sensitivitit
moglicherweise ehdhen konnen, dndert. Ein anderer Ansatz, der die molekularbiologische Un-
tersuchung von Primirtumoren betrifft, die beim kolorektalem Karzinom zum Zeitpunkt der
Operation des Primirtumors problemlos méglich wire, gewinnt durch die Microarray-Technik
zunehmend an Bedeutung. Durch das sogenannte ,,Profiling mit Microarrays“, wo keine Einzel-
marker mehr, sondern Genexpressionsmuster dargestellt und verglichen werden, kann ein Gen-
expressionsmuster-Vergleich von Primirtumoren und Metastasen durchgefiihrt werden und ty-
pische Eigenschaften von metastasierungsfreudigen Tumoren herausgearbeitet werden. Letztlich
kann die Aussagekraft all dieser Nachweismethoden nur durch prospektive klinische Studien,

deren Erfolg auch von den vorhandenen Therapieméglichkeiten abhiingt, getestet werden.
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