Aus der Klinik fur Innere Medizin |l - Gastroenterologie und Endokrinologie
Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar

Leitung: Univ.-Prof. Dr. Frank Lammert

Zirkulierende tumorassoziierte Mikropartikel: Ein moglicher neuer
Ansatz in der Diagnose und Therapieuberwachung des Kolorektalen

Karzinoms und anderer epithelialer Neoplasien

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat
der UNIVERSITAT DES SAARLANDES

2018

vorgelegt von: Clara Muller

geb. am: 22.05.1993 in KoIn



Fir meine Familie

,,Miihsam néahrt sich das Eichhornchen*

Dr. Miroslaw Kornek



Erstgutachter/in: Junior Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Veronika Lukacs-Kornek

Zweitgutachter/in:



Inhaltsverzeichnis

1. ZUSAMMENTASSUNG ..ottt e ettt e e e e e e s bbb et e e e e e e e e e sannbbbeeeeeaaeeeeannnes 1
T ADSITACT. ... 2

P2 ] 1 =1 ([T PSRRI 4
2.1 Malignome gehdren weltweit zu den haufigsten Todesursachen......................... 4

2.1.1 Das Nicht-kleinzellige LungenkarzinOm.............ccccviieeinieiiiiniien 5

2.1.2 Das Kolorektale Karzinom............coooiiiiiiiiiiiece e 7

2.1.3 Das PankreasKarzinOm............coouiiiiiiiiiieee e 9

2.2 Diagnostische Verfahren zur Fruherkennung des NSCLC, des CrC und des

P A, .. 11
2.2.1 Verfahren zur Friherkennung des Lungenkarzinoms..............cccccc...... 11

2.2.2 Verfahren zur Friherkennung des Kolorektalen Karzinoms................. 12

2.2.3 Verfahren zur Friherkennung des Pankreaskarzinoms....................... 12

2.3 Extrazellulare Vesikel und ihr Stand in der Forschung..........cccccooiiiiiiiiiiinnnnn. 13
2.3.1 Stand der Mikropartikel in der Tumorforschung..............ceeeeeeeiiiiieeen, 15

2.4 Potenzielle Marker fir die Forschung mit tumorassoziierten Mikropartikeln...... 16
2.5 Ziele der ArDeit.... ... s 18
3. Material UNd MENOUEN..........uueiiiiii e e e e e e e e e e e eeenees 19
3.1 Gewinnung humaner SErumMpProDEN.............vvveiiiiiiiiiieeeieeeeee e 19
3.1.1 Untersuchungskollektiv..............coooiiiie e 19

3.1.2 Vorbereitung der humanen Serumproben............ccooooviiiiiiiiiiieeeeee, 19

3.2 Die Isolierung von zellabstammenden Mikropartikeln aus humanem Serum....21
3.2.1 Dialyse des humanen SErumS...........ccccceiiunniie e e e e 21

3.2.2 Isolierung der zellabstammenden Mikropartikel mittels Differential-

ZEeNTMTUGATION. ... 21
3.3 Anfarbung der Mikropartikel mittels Immunfluoreszenz................cccccooeeviiiennnnnn. 22

3.3.1 Die Inkubation der Mikropartikel mit Fc-Block zur Unterdrickung

unspezifischer BiNAUNGEN..........uu e 22
3.3.2 Farbung der Mikropartikel mit dem Oberflachenmarker AnnexinV.....23

3.3.3 Immunhistochemische Anfarbung der Mikropartikel mit tumor-
spezifischen ANtIKOIPEIN.........oiiiiiiieieeeeeeeeeee e 23

3.3.4 Charakterisierung der Mikropartikel mittels Durchflusszytometrie....25



3.4 Analyse der mittels Durchflusszytomertie erhobenen Daten.............................. 25

ey (o T=T o] 11T T 27
4.1. Die Detektion von tumorassoziierten Mikropartikeln mithilfe tumorspezifischer
Y 01 (] (o] = 27

4.1.1 Vergleich der Ergebnis-Auswertung pro 1000 AnnexinV positiver MP

mit der Ergebnis-Auswertung pro 1 ml Serum..............coeeeeeieiiiii e, 37
4.2 Der Einfluss des Geschlechts auf die Expression tumorassoziierter Mikropartikel
im Serum von Patienten mit CrC, NSCLC, PaCa und Struma.............coceovvevniennnenn.. 40
4.3. Das Verhalten der tumorassoziierten Mikropartikel bei Patienten mit CrC nach
chirurgischer RESEKLON............uiii e 45
4.4. Die Korrelation zwischen der Anzahl tumorassoziierter Mikropartikel im Serum
und dem Tumorvolumen von Patienten mit CrC und NSCLC.............coovviiiiiiiennnes 47

4.5. CEA und CA19-9 im Vergleich mit den tumorassoziierten Mikropartikeln als

diagnostische Tumormarker fir CrC und NSCLC............ooooiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 52
4.6. Der Unterschied zwischen metastasierten und nicht metastasierten
Phanotypen des CRC..... ... 55
B DISKUSSION. ... e e e e e eean 58

5.1 Die Isolierung von taMP aus humanem Serum und die Detektion mittels

Durchflusszytometrie stellen ein mégliches neues Verfahren zur Friherkennung von

TUMOrerkranKUNQGEN Tar.........ooii i e e 58
5.1.1 AnnexinV* EpCAM* und AnnexinV* EpCAM* CD147* taMP sind potente
Pan-Tumormarker fir das CrC, das NSCLC und das PaCa.............cc.......... 59

5.2 Klinisches Potenzial der Messung tumorassoziierter Mikropartikel.................... 62

5.2.1 Tumorassoziierte Mikropartikel in der Therapieuberwachung und
RezidivirlherkennuUNQ...........coooiiiiii e 62

5.2.2 Tumorassoziierte Mikropartikel in der Diagnostik und Vorsorge von

TUMOIErkranKUNGEN.........oooiiiiii e e e e et e e e e e eaaaas 65

5.3 Potenzial und Grenzen des Verfahrens...............oooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeecee e 69

I I (=T = L (U V=T =Y ol o 1 TP 73
7. ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS. .....cceeiiieiee et e e e et e e e e e e e e eana s 89
o T = T 0] €57 U] o o RSP 91



1. Zusammenfassung

Malignome gehdren mit ungefahr 8 Millionen Todesfallen pro Jahr zu den haufigsten
naturlichen  Todesursachen  weltweit.  Viele = Tumorerkrankungen, wie das
Pankreaskarzinom und das Nicht-kleinzellige Lungenkarzinom, zeigen erst spat
Symptome und werden deswegen oft nicht rechtzeitig erkannt. Eine frihe Diagnostik ist
jedoch ausschlaggebend fiir den Erfolg der Therapie und das Uberleben der Patienten.
Effiziente diagnostische Verfahren zur Vorsorge und Friherkennung von malignen
Neoplasien werden daher dringend gebraucht. Einen neuen Ansatz stellt die Isolation
tumorassoziierter Mikropartikel (taMP) dar, welcher in dieser Studie vorgestellt wird.
Mikropartikel sind von der Zellmembran abgeschnurte Vesikel, die wahrend Stress der
Zelle, Apoptose oder bei einem Anstieg der Ca2*-Konzentration in der Zelle entstehen und
in den extrazellularen Raum abgegeben werden. Sie haben einen Durchmesser von ca.
50-1000 nm und koénnen, da sie im Blut zirkulieren, aus humanen Serumproben isoliert
und mittels Durchflusszytometrie anhand ihrer Oberflachenproteine definiert und
untersucht werden.

Die Isolierung der taMP aus dem Serum von Patienten mit Kolorektalem Karzinom (CrC,
n=55), Nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC, n=43) und Pankreaskarzinom
(PaCa, n=9) sowie von Patienten mit Struma (n=40) als negative Kontrolle und gesunden
Kontrollpersonen (n=55) erfolgte mittels Zentrifugation, gefolgt von der Anfarbung der
Mikropartikel mit tumorassoziierten Antikorpern.

Auf diesem Wege konnte gezeigt werden, dass AnnexinV*EpCAM* taMP und
AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP im Serum der Tumorpatienten erhoht sind im Vergleich
zu gesunden Probanden. Die diagnostische Leistung wird durch die AUROC-Werte
unterstitzt, die fur die Messung der AnnexinV*EpCAM* taMP von 0,7965 (NSCLC), tber
0,8059 (CrC), bis 0,8675 (PaCa) reichen. Die Kombination der Antikorper EpCAM und
CD147 kann zudem erfolgreich die Tumorpatienten von Patienten mit anderen
Erkrankungen, in diesem Fall Struma, abgrenzen, und mit AUROC-Werten von 0,8672
(NSCLC), 0,8628 (CrC) und 0,9111 (PaCa) noch bessere diagnostische Akkuratesse
vorweisen. Weiterfuhrende Untersuchungen zeigen, dass AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP
mit der Tumorlast der Patienten mit CrC korrelieren (r=0.7461) und dass die Anzahl der
EpCAM* taMP im Serum von Patienten mit CrC nach einer Resektion des Tumors absinkt
(p=0,0052).



Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Isolierung AnnexinV*EpCAM* und
AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP aus humanem Serum sich als neues, minimal invasives
und kostengunstiges diagnostisches Mittel in der Vorsorge, Diagnose und eventuell der

Therapielberwachung von malignen Tumoren durchsetzen konnte.

1.1 Abstract

Circulating tumor-associated microparticles: a new approach in diagnosis and

therapy monitoring of the colorectal carcinoma and other epithelial neoplasia

Cancer is one of the major causes of death in the world with approximately 8 million
cancer-related deaths per year. Many cancer entities, such as non-small cell lung cancer
or carcinomas of the pancreas, are often first diagnosed at a late stage. This is because
the patients do not show typical symptoms in the early stages. However early diagnosis is
crucial for successfull treatment and survival. Hence there is an urgent need for diagnostic
tools that can detect cancer at an early stage.

This study presents tumor-associated microparticles (taMP) as a new approach for early
cancer diagnosis. Microparticles are cell derived extracellular vesicles that are formed by
the outward budding of the cell membrane during stress, early apoptosis or Ca2* increase
in the cell. They are 50-1000 nm in diameter and released into the extracellular space.
Therefore they can be isolated from human serum samples and characterised based on
their surface proteins by flow cytometry.

The isolation of the taMP from the serum of cancer patients with colorectal carcinomas
(CrC, n=55), non-small cell lung cancer (NSCLC, n=43) and pancreatic carcinomas (PaCa,
n=9), as well as patients with struma (n=40) as a negative control group and a control
group of healthy persons (n=55) was effected by means of centrifugation followed by
staining the microparticles with tumor-associated antibodies.

With this method it is possible to show that AnnexinV*EpCAM* taMP and
AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP levels are increased in the serum of cancer patients
compared to in that of healthy subjects. The diagnostic accuracy is supported by the
AUROC-values. The values for AnnexinV*EpCAM* taMP are 0.7965 for the patients with
NSCLC, 0.8059 for those with CrC and 0.8675 for the group with PaCa. The combination
of EpCAM and CD147 also successfully distinguishes patients with cancer from those with

struma. This combination shows an even better diagnostic performance with values of



0.8672 (NSCLC), 0.8628 (CrC) and 0.9111 (PaCa). Further analyses show that
AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP levels correlate with the tumor burdens of the patients
with CrC (r=0.7461) and that the AnnexinV*EpCAM* taMP level in the serum of patients
with CrC decreases after tumor resection (p= 0.0052).

In conclusion it can be said that the isolation of AnnexinV*EpCAM* and
AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP from human serum could prove to be a new, minimally
invasive, cost effective diagnostic tool for screening, early cancer diagnosis and therapy

monitoring.



2. Einleitung

2.1 Malignome gehoren weltweit zu den haufigsten Todesursachen
Maligne Tumorerkrankungen gehoren neben kardiovaskularen Erkrankungen, Diabetes
mellitus, chronischen Lungenkrankheiten und bestimmten Infektionen zu den haufigsten
naturlichen Todesursachen weltweit [112]. Den Studien von GLOBOCAN, einem Projekt
der Internationalen Agentur fur Krebsforschung, zufolge wurden im Jahr 2012 bei rund 4,1
Millionen Menschen weltweit maligne Neoplasien diagnostiziert und geschatzt 8,2
Millionen Menschen starben an Malignomen [130]. Tumore, mit ihrer groRen Spannweite
von Typen und Subtypen, gehen zurtick auf Mutationen proliferationsrelevanter Gene [71].
Diese Mutationen bewirken die Entstehung von defekten proliferationshemmenden oder
-férdernden Proteinen [71], deren Wirken in der Zelle zu einem Ungleichgewicht zwischen
Zellwachstum und Zellsterben fuhrt. Daraus folgend kommt es zum unkontrollierten
Zellwachstum mit zunehmender Entdifferenzierung [71]. Auf welche Weise die Mutationen
hervorgerufen werden ist genauso vielfaltig wie die Lokalisationen, an denen sie entstehen
konnen. Wichtig ist hierbei das Zusammenspiel zwischen den genetischen
Voraussetzungen eines Menschen und externen Faktoren der Tumorentstehung, die
physikalischer, chemischer oder biologischer Natur sein kdnnen [135]. Die Haufigkeit
bestimmter Arten maligner Neoplasien und deren Mutationen variieren innerhalb der
Weltbevolkerung [89]. So ist zum Beispiel in Europa die Inzidenz von Prostata- und
Brustkrebs zusammen mit malignen Neoplasien in der Lungen und den Kolorektalen
Karzinomen am hochsten, wahrend in  Sub-Sahara Afrika die Inzidenz von
Cervixkarzinomen bei Frauen gleichauf ist mit der Inzidenz von Brustkrebs und bei
Mannern die Inzidenz von malignen Lebertumoren neben der des Prostatakarzinoms am
hochsten ist [130]. Oft sind diese Unterschiede bedingt durch Lebens- und
Erndhrungsgewohnheiten sowie Umwelteinflisse und nicht nur durch Genetik [89].

Die Inzidenz von Tumoren, vor allem von malignen epithelialen Tumoren, steigt zudem mit
zunehmendem Alter an [89].

Dem World Cancer Report 2014 zufolge sind die funf malignen Neoplasien mit der
hdchsten Inzidenz weltweit die Tumore der Lunge, der Brust, des Kolons und des
Rektums, der Prostata und des Magens. Die hochste Mortalitat haben Malignome der

Lungen, der Leber, des Magens, der Brust und das Kolorektale Karzinom [130].
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Figur 1: Inzidenz- und Mortalitatsraten von malignen Tumorerkrankungen pro 100.000 Personen fir
Manner und Frauen weltweit. Dargestellt sind die Inzidenz (blau) und die Mortalitat (rot) der haufigsten

Malignomarten flr Frauen (rechts) und Manner (links)[130].

Durch viele Jahre der Forschung ist es heute moglich einige Tumorerkrankungen friiher zu
erkennen und besser zu behandeln, wie zum Beispiel das Kolorektale Karzinom, dessen
Inzidenz und Mortalitdt durch die Endoskopie und die Entfernung von prakanzeréosem
Gewebe zurlickgegangen sind [94][133]. Betrachtet man die trotz stetiger Forschung noch
hohe Inzidenz der malignen Neoplasien und besonders die hohe Mortalitat von Arten wie
dem Pankreaskarzinom [69], so wird die Notwendigkeit weitergehender Forschungen, vor

allem im Bereich der Vorsorge und Fruherkennung, deutlich.

2.1.1 Das Nicht-kleinzellig Lungenkarzinom

Die Lunge ist ein paariges Organ im Thorax und fur die Atmung zustandig. Sie liegt nach
kaudal dem Diaphragma auf und Uberragt kranial die Claviculae um ca. 1-2 cm. Sie ist
aufgeteilt in zwei Lungenfligel mit rechts drei und links zwei Lappen. Jeder Lappen
entspricht dem Abschnitt, der von einem Lappenbronchus mit Luft versorgt wird. Die linken
Lungenlappen sind weiterhin in 9 Segmente unterteilt, von denen jedes von einem
Segmentbronchus versorgt wird. Die rechten Lungenlappen teilen sich in 10 Segmente

auf. Die Segmentbronchien teilen sich weiter auf in Subsegmentbronchien, diese
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wiederum in die Bronchioli terminalis und diese dann in die Bronchioli respiratorii. Hier
beginnt der gasaustauschende Abschnitt der Lunge. Die Alveolen, welche die Ductus
alveolares umgeben, in welche die Bronchioli respiratorii minden, stellen die Barriere fir
den Austausch von Kohlenstoffdioxid aus dem Blut und Sauerstoff ins Blut dar [104].
Maligne Tumore in der Lunge, in der Trachea und in den Bronchien stellen die
funfthaufigste Todesursache weltweit dar [112]. Unter Mannern ist es die zweithaufigste
Malignomentitat in Deutschland und bei den Frauen die dritthaufigste [40]. Zudem sind sie
die haufigste Todesursache durch maligne Neoplasien bei Mannern und die zweithaufigste
bei Frauen [69].

Zu den wichtigsten Risikofaktoren fir die Entstehung eines Lungenkarzinoms gehdren
Rauchen (passiv [43] oder aktiv [86]), Strahlen- und Radonexposition [17] sowie berufliche
Exposition gegenuber kanzerogenen Stoffen wie zum Beispiel Asbest [40]. Typische erste
Symptome sind Hamoptysen, Dyspnoe und chronischer Husten [101]. Symptome, die
durch die Verdrangung von Gewebe durch die Tumorzellen entstehen wie Heiserkeit
(Parese des Nervus recurrens), Schluckbeschwerden (Verdrangung der Speiserdhre) oder
die obere Einflussstauung (durch das Abdrucken der Vena cava superior), treten meist erst
auf, wenn die Tumorerkrankung schon weit fortgeschritten ist [48][101]. Bei einem
Verdacht auf ein Lungenkarzinom wird eine Basisdiagnostik empfohlen, die neben einer
ausfuhrlichen Anamnese, Laboruntersuchung und einer koérperlichen Untersuchung vor
allem radiologische Verfahren wie ein Rontgen des Thorax, ein CT des Thorax [72] und
des oberen Abdomens sowie die Sonographie des Abdomens enthalt [40]. Zur
Diagnosesicherung ist eine histologische Beurteilung von Biopsiegewebe notwendig [40]
[101]. Dieses wird hauptsachlich mittels Bronchoskopie mit transbronchialer
Nadelaspiration gewonnen, eine zweite Maoglichkeit stellt die perkutane Nadelaspiration
dar [48].

Die Einteilung der Patienten in eines der vier Stadien nach UICC (Union for International
Cancer Control) erfolgt anhand der TNM-Klassifikation maligner Tumore.

Pathologisch unterteilt wird das Lungenkarzinom in die Gruppe der kleinzelligen
Lungenkarzinome, die etwa 15% der Lungenkarzinome ausmachen und in die Gruppe der
Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome, die etwa 85% ausmachen. Zudem gibt es
Sonderformen wie den Pancoast-Tumor, die Lymphangiosis carcinomatosa oder das
bronchioloalveolare Karzinom [48].

Das kleinzellige Lungenkarzinom zeichnet sich histopathologisch durch das

Vorhandensein kleiner Tumorzellen mit wenig Zytoplasma aus [89]. Es liegt meist zentral
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und hat die schlechteste Prognose unter den Lungenkarzinomen. Dies wird auf das
schnelle Tumorwachstum zurtickgeftihrt [48].

Das Nicht-kleinzellige Lungenkarzinom ist unterteilt in die Adenokarzinome, die meist
peripher liegen und den haufigsten Typ bei Nichtrauchern darstellen [126][110], die
Plattenepithelkarzinome, welche haufiger zentral liegen und von solider Konsistenz sind,
sowie die groRzelligen Karzinome, die jedoch nur ca. 10% der Nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinome ausmachen [48].

Die Therapie ist komplex und dem jeweiligen durch die Diagnostik gesicherten Stadium
angepasst. In den fruhen Stadien steht ein kurativer Ansatz im Vordergrund, wahrend in
UICC- Stadium 4 nur noch eine palliative Therapie moglich ist. Im Allgemeinen umfassen
die Therapieoptionen nicht-operative Verfahren wie die Chemotherapie, die Radiatio und
in bestimmten Fallen die Behandlung mit Biologicals wie Gefitinib, ein EGFR-Kinase
Inhibitor, welcher besonders bei NSCLC-Patienten mit bestimmten EGFR-Mutationen
Wirkung zu zeigen scheint [128][81], sowie operative Verfahren, von denen die
Lobektomie mit Lymphknotenresektion im Vordergrund steht [48].

Die schlechte Prognose mit hoher Mortalitdt, die Haufigkeit und die oftmals lange
Verzdgerung der Diagnosestellung, auch wegen des spaten Auftretens von Symptomen
[40], zeigen, dass neue, frihe diagnostische Verfahren fir das Lungenkarzinom, und
besonders das Nicht-kleinzellige Lungenkarzinom als haufigste Form, dringend gebraucht

werden.

2.1.2 Das Kolorektale Karzinom

Caecum, Colon und Rektum bilden zusammen den Dickdarm des Menschen. Das
Caecum ist hierbei am weitesten oral gelegen und schlie3t sich mit der lleocaecalklappe
dem letzten Abschnitt des Dinndarms, dem lleum, an. Es kann intraperitoneal liegen oder
mit der Rumpfwand verwachsen sein (sekundar retroperitoneale Lage) und ist
durchschnittlich 5-7 cm lang. Das Caecum geht Uber in den ersten Abschnitt des Colons,
bildet caudal jedoch ebenfalls einen kleinen Abschnitt, den Appendix vermiformis [104][11].
Der erste anatomische Abschnitt des Colons wird als Colon ascendens bezeichnet. Es ist
ca. 12-20 cm lang, liegt sekundar retroperitoneal und stellt den aufsteigenden Teil des
Darms vom rechten Unterbauch bis zur Flexura coli dextra dar. Dort geht es Uber in den
quer verlaufenden Teil des Colons, der bis zur Flexura coli sinistra reicht und als Colon

transversum bezeichnet wird. Mit ca. 45 cm stellt es den langsten Teil des Dickdarms dar



und liegt intraperitoneal. An der Flexura coli sinstra beginnt das Colon descendens, der
absteigende Anteil des Colons, der wie das Colon ascendens sekundar retroperitoneal
liegt und ca. 22-30 cm misst. Den letzten Abschnitt des Colons bildet das Colon
sigmoideum, das sich intraperitoneal ansiform bis ca. zum dritten Sakralwirbelkorper zieht.
Morphologisch zeichnen sich Caecum und Colon durch das Vorhandensein von Tanien,
Appendices epiploicae, Plicae semilunares und den durch sie ausgebildeten Haustren
aus. Die Funktion von Caecum und Colon besteht insbesondere in der Eindickung des
Chymus durch Wasserresorption aus dem Darm und der Produktion von Mucus, der die
Gleitfahigkeit des entstandenen Chymus verbessert [104][11].

Das Colon sigmoideum geht Uber in das Rektum, welches ca. 12-18 cm lang ist und viele
Krimmungen aufweist. Durch die Krimmungen entstehen abgrenzbare Falten und unter
der mittleren dieser Falten liegt die Ampulla recti. Kaudal geht das Rektum in den 3-4 cm
langen Analkanal Uber, welcher sich im oralen Bereich durch viele Schleimhautfalten und
im aboralen Bereich durch die Zona alba auszeichnet. Durch ein spezielles muskulares
Sphinktersystem in Rektum und Analkanal werden Kontinenz und Defakatation gesteuert
[104][11].

Das kolorektale Karzinom hat neben Brust-, Prostata- und Lungentumoren die hdchste
Inzidenz in Europa [130]. Weltweit ist es das dritthaufigste Karzinom des Mannes und das
zweithaufigste Karzinom der Frau [130]. Obwohl in Deutschland die Mortalitat ricklaufig
und die Inzidenz in den Altersgruppen uber 55 in den letzten 13 Jahren gesunken ist [102],
ist das CrC noch immer die zweithaufigste Todesursache durch Tumorerkankungen in
Deutschland [20].

Das Leitlinienprogramm Onkologie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (AWMF), Deutschen Krebsgesellschaft e.V. und
Deutschen Krebshilfe e.V. empfehlen in ihrer 2014 herausgegebenen Leitlinie flir das
Kolorektale Karzinom koérperliche Tatigkeit, Gewichtsreduktion bei Ubergewichtigen,
Verzicht auf Tabakkonsum, ballaststoffreiche Ernahrung, niedrigen Alkoholkonsum und
den eingeschrankten Verzehr von rotem Fleisch als evidenzbasierte Malinahmen zur
Pravention des Kolorektalen Karzinoms [75]

Ebenso werden regelmalige Vorsorgeuntersuchungen (Koloskopie als vorrangiges
Diagnosemittel) ab dem 50. Lebensjahr bei asymptomatischen Individuen empfohlen [75],
bei Risikopatienten sollte bis zum 45. Lebensjahr die erste Koloskopie erfolgt sein [75]. Als
pradisponiert gelten Menschen mit familidaren Polyposis-Syndromen oder hereditarem

nicht-polypésen Kolonkarzinom-Syndrom (HNPCC) [82], mit kolorektalen Karzinomen in
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der Familie [48] oder gastrointestinalen chronischen Vorerkrankungen wie beispielsweise
Morbus Crohn [56] und Colitis ulcerosa, wobei hier die Dauer der Erkrankung
entscheidend ist, da mit langerer Krankheitsdauer das Risiko ein Kolorektales Karzinom zu
entwickeln steigt [29].

Wie die malignen Tumore der Lunge bleibt das Kolorektale Karzinom lange symptomlos.
Oft entstehen Symptome erst, wenn der Tumor blutet oder er so grol} ist, dass er das
Darmlumen einengt. Dann kann es zu Veranderungen der Defakation kommen wie zum
Beispiel Obstipationen oder Hamatochezie [48]. Andere mdgliche Symptome wie Fieber,
Gewichtsverlust, Nachtschweil® sowie Mudigkeit und Abgeschlagenheit sind unspezifische
Anzeichen maligner Erkrankungen.

Bei Symptomen, auffalligen digital-rektalen Untersuchungen oder positiven fakalen
Occultbluttest sollte eine weiterfUhrende Diagnostik erfolgen. Goldstandard ist hier die
komplette Koloskopie sowie die Abtragung von Polypen mittels Schlingenektomie (Polypen
>5 mm) oder Zangenektomie (Polypen <5 mm) um eine eindeutige histologische
Zuordnung zu erhalten [75]. Sollte sich in der Histologie ein Tumor bestatigen, werden
weitere diagnostische Mallnahmen in Form der abdominalen Sonographie, der
Untersuchung des Tumormarkers CEA und ein Rdntgen des Thorax empfohlen, beim
Rektumkarzinom zusatzlich eine starre Rektoskopie sowie ein MRT des Beckens [75]. Als
Rektumkarzinom gelten maligne Tumore mit Abstand zur Anokutanlinie von 16 cm, alle
malignen Tumore, die 16 cm oder mehr Abstand zur Anokutanlinie aufweisen gelten als
Colonkarzinome [48]. Die Einteilung des Kolorektalen Karzinoms in ein Stadium nach
UICC erfolgt anhand der TNM-Klassifikation. Histopathologisch handelt es sich in 95% der
Falle um Adenokarzinome [16].

Die Therapie unterscheidet sich nach Stadium und Lokalistation des Tumors. Allgemein
steht die chirurgische Entfernung des Tumors im Vordergrund [100]. Eine weitere wichtige
Therapieoption stellt die zytostatische Chemotherapie dar [48].

Wegen seiner hohen Inzidenz stellt das Kolorektale Karzinom immer noch eine der
haufigsten Krebstodesursachen dar. Durch neue fruhe Diagnoseverfahren konnte es

moglich sein, die Mortalitat des Kolorektalen Karzinoms weiter zu senken.

2.1.3 Das Pankreaskarzinom
Das Pankreas ist ein langliches, horizontal im Oberbauch retroperitoneal liegendes

Drusenorgan. Es ist unterteilt in das Caput pancreatis, welcher in der C-férmigen



Krimmung des Duodenums liegt, den Corpus pancreatis, der topographisch tUber die
Lumbalwirbel 1 und 2 zieht, und die Cauda pancreatis [11]. Der exokrine Teil des Pankreas
spielt eine Rolle in der Digestion und ist eine rein serdse DrUse, durch die Enzyme,
Elektrolyte und sekundar Wasser uber den Ductus pancreaticus, welcher das Pankreas
durchzieht, in den Dunndarm gebracht werden. Die Langerhans'schen Inseln, welche den
endokrinen Anteil des Pankreas darstellen, bestehen aus verschiedenen Arten von Zellen,
den A-, B-, D- und PP-Zellen, die unterschiedliche Hormone produzieren. Die wichtigsten
sind Insulin und Glukagon, Uber die der Blutzuckerspiegel gesteuert wird. Die Hormone
gelangen durch Exocytose ins Intersititum [80].

Das Pankreaskarzinom hatte 2013 in Deutschland eine Inzidenz bei Mannern von
14,3/100.000 Einwohnern und bei Frauen von 9,9/100.000 Einwohnern, wobei die
Haufigkeit mit dem Alter zunimmt [39]. Manner und Frauen sind also weitgehend
gleichmaldig betroffen. Es ist in Deutschland die vierthaufigste Todesursache durch
maligne Neoplasien [20]. Die Mortalitat ist fast genauso hoch wie die jahrliche Inzidenz
und lag bei den Mannern im Jahr 2013 bei 13,4/100.000 Einwohnern und bei den Frauen
bei 9,7/ 100.000 Einwohnern [39]. Weltweit rangiert das Pankreaskarzinom auf Platz 13
der haufigsten malignen Neoplasien [130].

Zu den wichtigsten Risikofaktoren gehéren Rauchen [69], weshalb der Verzicht auf Tabak
auch in den aktuellen Leitlinien empfohlen wird [74], Alkoholabusus [74][140], Diabetes
mellitus Typ 2 [5], Adipositas [74] und chronische Pankreatitis [22]. Ebenso spielen
genetische Pradisposition und familiare Belastung eine Rolle in der Entstehung des
Pankreaskarzinoms [48].

Symptome treten meist erst im sehr spaten Verlauf der Krankheit auf. Diese kbnnen neben
der allgemeinen Symptomatik bei malignen Erkrankungen, wie Gewichtsverlust und
Schwache, in Form eines schmerzlosen lkterus, Oberbauch- und/oder Ruckenschmerzen,
Ubelkeit und Erbrechen auftreten. Ebenfalls Symptom eines Pankreaskarzinoms kénnen
eine prall-elastische, schmerzlose Gallenblase mit lkterus sein, das sogenannte
Courvoisier-Zeichen, oder ein paraneoplastisches Syndrom in Form einer
Thrombophlebitis migrans oder rezidivierenden Thrombosen [48].

Bei neu auftretenden Symptomen sollte eine Diagnostik, und bei Verdachtsbestatigung
eine praoperative erweiterte Diagnostik, erfolgen. Mittel der ersten Wahl sind die
Sonographie des Oberbauchs, die Endosonographie, CT oder MRT/Magnetresonanz-
Cholangiopankreatikographie [74]. Wird durch diese Diagnostik eine Neoplasie im

Pankreas nachgewiesen, ist eine Blutuntersuchung auf den Tumormarker CA19-9
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empfohlen [74]. Auch hier erfolgt das Staging nach der TNM-Klassifikation fur maligne
Tumore. 60-70% der Pankreaskarzinome sind im Pankreaskopf lokalisiert, und der
Grolteil der Tumore sind duktale Adenokarzinome [89].

Die Resektion des Tumors ist bei Patienten ohne Fernmetastasen die effektivste Therapie
[125][25]. Neadjuvante Strahlentherapie wird nicht empfohlen [74], aber nach der
Resektion sollte eine adjuvante Chemotherapie erfolgen, da dies das Auftreten von
Rezidiven verzégern kann [95]. In der palliativen Behandlung sollte ebenfalls eine
Chemotherapie, moglicherweise in der Kombination mit ,targeted agents®, erfolgen [74].
Das Pankreaskarzinom hat eine sehr schlechte Prognose, auch nach einer operativen
Resektion liegt die 5-Jahresuberlebensrate nur bei ca. 40 % [48]. Inzidenz und Mortalitat
sind ahnlich hoch [130] und durch das spate Auftreten von Symptomen werden viele
Malignome spat erkannt. Ein effektives Verfahren zur Friherkennung gibt es derzeit noch

nicht.

2.2 Diagnostische Verfahren zur Fruherkennung des NSCLC, des CrC
und des PaCa

2.2.1 Verfahren zur Fritherkennung des Lungenkarzinoms

Das NSCLC hat in Deutschland eine 5-Jahresuberlebensrate von 13% fur Manner und 18
% fur Frauen [69], sie variiert jedoch je nach Stadium des Tumors bei Erstdiagnose [40].
Eine frihzeitige Erkennung konnte bei risikobehafteten Individuen einem Progress der
Erkrankung entgegenwirken [86].

Der begrindetem Verdacht auf ein Lungenkarzinom ergibt sich aus dem Zusammenspiel
von klinischen Erscheinungsbild des Patienten und einer auffalligen Réntgenuntersuchung
des Thorax [40]. Weiterfihrende bildgebende Verfahren sind das CT (Methode der ersten
Wahl) und das MRT [21]. Zur Diagnosesicherung werden je nach Lage des Tumors die
Bronchoskopie mit Biopsieentnahme oder eine Transthorakale Nadelaspiration mit oder
ohne Navigationshilfen empfohlen [40]. Zudem kann eine zytologische Diagnostik zur
Bestatigung eines NSCLC eingesetzt werden [40].

In einer Metaanalyse der Cochrane Collaboration, die 2013 verdffentlicht wurde, wurden
mehrere Studien zu Lungenkrebs-Voruntersuchungen analysiert. Hier lag der Fokus auf
der Frage, ob CT-Untersuchungen, Réntgenuntersuchungen oder Sputumuntersuchungen
die Mortalitat des Lungenkarzinoms senken koénnen. Zusammenfassend kamen sie zu

dem Ergebnis, dass eine Vorsorgeuntersuchung mittels Rontgen oder Sputumzytologie die

11



Mortalitat nicht senkt und dass niedrig dosierte CT-Untersuchungen zwar die Mortalitat des
Lungenkarzinoms senken kdnnen, dies aber nur fur Individuen mit sehr hohem Risiko gilt
[83]. In den aktuellen Leitlinen werden CT-Untersuchung, Réntgenuntersuchungen und
Sputumuntersuchungen aufgrund der Studienlage bei asymptomatischen Patienen, aber
auch bei Risikopatienten, nicht empfohlen [40]. Ebenso wenig empfohlen werden die
Bronchoskopie aufgrund ihrer Invasivitat und die Tumormarkeruntersuchung aufgrund der

Gefahr von vermehrten falsch positiven Ergebnissen [40].

2.2.2 Verfahren zur Friherkennung des Kolorektalen Karzinoms

Um die Sterblichkeit des Kolorektalen Karzinoms zu senken scheint die Koloskopie die
effizienteste Methode zu sein [32]. Sie hat sich, in Zusammenspiel mit der digital-rektalen
Untersuchung, als Standardmethode in der Fruherkennung des Kolorektalen Karzinoms
durchgesetzt, unter anderem, da man durch sie auch gutartige Tumore identifizieren kann
[75]. Bei der asymptomatischen Bevolkerung werden Vorsorgeuntersuchungen ab dem 50.
Lebensjahr alle 10 Jahre empfohlen, bei Individuen mit erhdhtem Risiko ist je nach Art des
Risikos eine andere Zeitspanne fur die Vorsorgeuntersuchungen empfohlen [75]. Eine
Sigmoidoskopie ist auch mdglich, vor allem bei Patienten, bei denen eine Koloskopie nicht
mdglich ist. Dass die Vorsorgeuntersuchung mit einer Sigmoidoskopie die Mortalitat senkt,
ist in Studien bewiesen worden [51]. Bei der Sigmoidoskopie als Untersuchungsmethode
wird jedoch zusatzlich die Durchfihrung eines fakalen occulten Bluttests empfohlen [75].
Auch bei diesem Friherkennungstest ist die Senkung der Mortalitat in Studien belegt [49].
Er wird jedoch nur empfohlen wenn ein Risiko besteht und die Koloskopie abgelehnt wird
[75]. Bei einem positiven Ergebnis im fakalen occulten Bluttest ist eine komplette
Untersuchung des Dickdarms obligat [75]. Obwohl es bereits vielversprechende
genetische Stuhluntersuchungen fur das Kolorektale Karzinom gibt [26] [111], sollten diese
aufgrund der hohen Kosten und der unzureichenden Studienlage noch nicht im Klinikalltag
angewendet werden [75]. Zur Zeit werden einige Biomarker als mogliche Tumormarker fur
das Kolorektale Karzinom untersucht, doch bis auf CEA, das pratherapeutisch bestimmt
wird und als Prognosefaktor bei Metastasen und Rezidiven gilt [73], haben sich noch keine

Marker im klinischen Alltag durchgesetzt.

2.2.3 Verfahren zur Friherkennung des Pankreaskarzinoms

Das Pankreaskarzinom weist mit einer relativen 5-Jahresiiberlebensrate von 10% flr
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Frauen und 9% fiir Manner in Deutschland die niedrigste Uberlebensrate unter allen
Malignomen auf [69]. Dies ist mitbegriindet dadurch, dass das Pankreaskarzinom oft erst
in fortgeschrittenen Stadien Symptome verursacht [69]. Fur lokale Neoplasien ohne
Fernmetastasierung ist die Resektion die effektivste Therapieoption [125], jedoch haben
bei der Erstdiagnose bereits viele Patienten Fernmetastasen.

Vorsorgeuntersuchungen mittels Bestimmung von CA19-9, molekularbiologischer
Verfahren oder bildgebender Methoden werden flr die asymptomatische Bevdlkerung
nicht empfohlen, da bisher keine wissenschaftliche Evidenz vorliegt [74]. Auch den
Menschen mit Risikofaktoren wird aul3er den auch fur die Normalbevdlkerung geltenden
PrimarpraventionsmalRnahmen keine weitere Vorsorgeuntersuchung empfohlen [74].

Die bildgebenden Verfahren haben sich aufgrund der hohen Kosten und der hohen
Falsch-positiv-Rate nicht in der Vorsorge durchsetzen kdnnen [99].

Es gibt bereits eine Vielzahl potenzieller Biomarker fur das Pankreaskarzinom [47], jedoch
kommen Klinisch bisher nur CA19-9 und CEA zum Einsatz.

CA19-9 kann als Prognosemarker dienen [114], ist jedoch aufgrund eines zu niedrigen
positiven pradiktiven Wertes zur Fruherkennung bei asymptomatischen Menschen nicht
geeignet [63], genauso wenig wie CEA, ein Marker, der bei gastrointestinalen Krankheiten

zum Einsatz kommt [99].

2.3 Extrazellulare Vesikel und ihr Stand in der Forschung

Extrazellulare Partikel oder extrazellulare Vesikel (EP/EV), zu denen auch die
Mikropartikel (MP) gehoren [121], sind Membranpartikel, die in den letzten Jahren an
Aufmerksamkeit gewonnen haben, da sie sowohl bei pathologischen als auch bei
physiologischen Vorgangen eine Rolle in der interzellularen Kommunikation spielen [118].
Diese Vesikel werden von vielen Zelltypen in die Umgebung abgegeben [15] und lassen
sich in vielen Korperflussigkeiten, wie beispielsweise Pleuraflissigkeit [88], Urin [97][98]
oder Blut [88] nachweisen.

Die Gruppe der extrazellularen Vesikel ist sehr heterogen, und die drei wichtigsten Typen
sind die Exosome, die Mikropartikel/Mikrovesikel, die zwar aufgrund ihrer Heterogenitat
von der Grofde nicht immer sicher von den Exosomen abgegrenzt werden kénnen [121],
jedoch aufgrund ihrer unterschiedlichen Genese klar von Exosomen zu unterscheiden sind
[92], und die apoptotischen Korperchen.

Exosome entstehen klassischerweise durch die Fusion von multivesikularen Endosomen
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mit der Plasmamembran und der damit verbundenen Freisetzung intraluminaler Vesikel in
den extrazellularen Raum [121]. Sie sind ca. 50-100 nm im Durchmesser grof3 und von
einer Phospholipid-Doppelschicht umgeben [42]. Sie enthalten unter anderem mRNA,
miRNA, zytoplasmatische und Membranproteine und MHC-Molekule [30].
Apoptosekdrperchen sind ca. 1-5 pm im Durchschnitt und entstehen wahrend des
Zelltodes. lhr Hauptunterscheidungsmerkmal zu den anderen Typen ist die Groe [121].
Zudem besitzen sie einen hohen Anteil an Phosphatidylserin in der auflieren Membran
[30].

Phosphatidylserin ist ein Phospholipid, das in der Zellmembran von Eukaryoten vorkommt.
Es zeichnet sich durch zwei Fettsauren aus, die uber Esterbindungen mit dem ersten und
zweiten Kohlenstoffatom des Glycerols verbunden sind, und eine Serin-Gruppe, die Uber
einen Phosphodiester an das dritte Kohlenstoffatom gebunden ist [77]. Da Serin neutral
geladen ist, ist Phosphatidylserin im Vergleich mit anderen in der Zellmembran
vorkommenden Lipiden anionisch [77]. Es befindet sich zum gréRten Teil in der inneren
Zellmembran und wird nur unter bestimmten Umstanden nach extrazellular transportiert.
Damit tragt es zur Asymmetrie der Zellmembran bei. Aufrechterhalten wird diese
Asymmetrie durch die Transportproteine Flippasen, Floppasen und Scramblasen.
Flippasen beférdern die Phospholipide von der extrazellularen Schicht zur zytosolischen
Schicht, Floppasen arbeiten gegenteilig [77]. Scramblasen kénnen die Phospholipide in
beide Richtungen beférdern und stellen so einen Ausgleich zwischen Flippasen und
Floppasen dar. Jeder dieser Lipidtransporter arbeitet ATP-abhangig [77]. Neben seiner
Funktion in der Gerinnungskaskade spielt Phosphatidylserin eine wichtige Rolle in der
Erkennung und Beseitigung von apoptotischen Zellen [77]. Wird eine Zelle aktiviert oder
tritt in die Apoptose ein, wird Phosphatidylserin durch die Aktivierung von Scramblasen
und der vermutlichen Inaktivierung der Flippasen vermehrt in die extrazellulare Schicht
beférdert und dient dort zum Beispiel als Target fur naturliche Killerzellen [77].

Aufgrund seines Vorkommens auf aktivierten und apoptotischen Zellen eignet sich
Phosphatidylserin, beziehungsweise AnnexinV, welches an Phosphatidylserin bindet [64],
auch als Marker fur Extrazellulare Vesikel, die als Abschnurungen der Zellmembran
Phosphatidylserin in ihrer au3eren Membran aufweisen [68].

So auch die meisten Subtypen der Mikropartikel oder Mikrovesikel, wie sie zum Tell
bezeichnet werden [14]. Sie entstehen durch Ausknospung der Zellmembran in den
extrazellularen Raum bei Stress der Zelle, Apoptose oder bei einem Anstieg der Ca?*-

Konzentration in der Zelle [42]. Sie haben einen Durchmesser von ca. 50-1.000 nm,
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obwohl vor allem die untere GroRengrenze noch umstritten ist, weswegen eine sichere
Abgrenzung von Exosomen trotz unterschiedlicher Entstehungsmechanismen
maoglicherweise nicht immer umsetzbar ist [121].

Da Exosome Ausknospungen der Zellmembran sind, tragen sie die selben
Oberflachenmerkmale wie die Zelle, von der sie stammen. Sie enthalten mMRNA, miRNA,

zytoplasmatische Proteine sowie Membranproteine [30].
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Figur 2: Charakteristik der Zellmembran von Exosomen, Mikropartikel und apoptotischen

apoptotic bodies

Korperchen. Phosphatidylserin kommt in der Zellmembran von Eukaryoten vor und befindet sich dort
groRtenteils in der inneren Membran, was eine Asymmetrie der Membran zur Folge hat. Aufrechterhalten
wird diese Asymmetrie durch Enzyme wie die Flippase und Floppase. Bei den Exosomen, Mikropartikeln und
apoptotischen Koérperchen stellt sich aufgrund der Inaktivierung der Flippase eine Symmetrie der Membran
ein, wodurch Phosphatidylserin vermehrt in der duferen Membran verkommt und Ca?'-abhangig an
AnnexinV bindet [68].

2.3.1 Stand der Mikropartikel in der Tumorforschung

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass Mikropartikel sowohl an physiologischen als
auch bei pathologischen Prozessen im Koérper beteiligt sind. Sie dienen unter anderem der
Zell-zu-Zell Kommunikation und kdnnen Rezeptoren, Proteine und RNAs an andere Zellen
weitergeben [54]. Sie kdnnen von verschiedensten Zellen abstammen und finden sich in
Korperflussigkeiten wie Blut [105][88] und Urin [98]. Vor allem das macht sie interessant in
der Erforschung minimalinvasiver Verfahren zur Erkennung von Krankheiten.

So finden sich beispielsweise erhdhte Mikropartikelwerte im Blut bei Patienten mit
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instabiler Angina pectoris und Myokardinfarkt [6], Diabetes mellitus Typ 2 [96],
inflammatorischen Erkrankungen wie rheumatische Arthritis [24], multipler Sklerose [24]
und Hepatitis C [67], aber auch bei Tumorpatienten. lhnen wird eine Rolle in der
Angiogenese von Tumoren und der Metastasierung zugesprochen, sowie Beteiligung beim
Uberleben der Tumorzellen und der Abwehr gegen Immunzellen [92][123]

Dass Mikropartikel die selben Oberflachenproteine tragen wie die Zelle, von der sie
stammen, lasst die Uberlegung zu, ob man durch die Isolierung von Mikropartikeln aus
dem Blut von Patienten und den Nachweis von Oberflachenantigenen spezifisch
Krankheiten nachweisen kann. So wurde unter anderem schon gezeigt, dass Patienten mit
chronischer Hepatitis C oder Nicht-alkoholischer  Steatohepatitis  vermutlich
krankheitsspezifische Mikropartikel-Signaturen haben [66], oder dass EpCAM*
Mikropartikel in Pleuraflissigkeit vorhanden sind [103][88].

Aufgrund ihrer Funktion in der Biologie von Tumorerkrankungen Ilasst sich
zusammenfassend sagen, dass die Detektion tumorassoziierten Mikropartikel ein neues,
nicht invasives, gunstiges Verfahren in der Friherkennung und Verlaufskontrolle von

Malignomen werden konnte.

2.4 Potenzielle Marker fir die Forschung mit tumorassoziierten
Mikropartikeln

Es gibt eine groRe Bandbreite von Proteinen, die mit Tumorerkrankungen in Verbindung
gebracht werden kénnen. Einige, wie CA19-9, CA125 oder CEA, finden bereits in der
klinischen Diagnostik und Verlaufskontrolle Anwendung. Aber auch Oberflachenproteine
wie das epitheliale Zelladhasionsmolekul (epithelial cell adhesion molecule, EpCAM) oder
Basigin (Synonym: extracellular matrix metalloproteinase inducer:EMMPRIN, CD147)
wurden schon bei Tumorerkrankungen nachgewiesen.

EpCAM gehort, wie der Name schon sagt, zu den Zelladhasionsmolekulen, lasst sich
strukturell aber keiner der vier Superfamilien (Cadherine, Integrine, Selektine und
Immunglobulin-CAM) zuordnen [116]. Es ist ein membranstandiges Glykoprotein,
bestehend aus 314 Aminosauren, und hat eine Grof3e von ca. 40 kDa. Es wurde erstmals
1979 als tumorassoziiertes Antigen beim Kolorektalen Karzinom beschrieben [65]. Es wird
nicht ausschlieBlich auf Tumorzellen exprimiert, sondern findet sich auch in gesundem
Gewebe [107]. Hier ist es jedoch nur auf das einfache Epithel beschrankt, was einen

weiteren Unterschied zu den anderen Zelladhasionsmolekulen darstellt, welche von
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nahezu allen Zellen exprimiert werden [116]

EpCAM ist typischerweise in schwankender Auspragung bei epithelialen Tumoren
Uberexprimiert, aber auch bei Entzindungen. Es wird nicht von Tumoren mesodermaler
oder ektodermaler Herkunft exprimiert [87]. Wahrend es in normalem Epithel groftenteils
auf der basalen oder basolateralen Zellmembran exprimiert wird, ist es in Tumorzellen
unterschiedlich verteilt [136]. Die Uberexprimierung kann sowohl mit einer schlechteren
Uberlebensrate einhergehen, als auch mit einer besseren. Dies ist vermutlich abhéngig
von der Mikroumgebung [120].

Die Funktion von EpCAM st vielfaltig und unterscheidet sich in einigen Bereichen von
denen der anderen CAMs, die vor allem flir den Zusammenhalt von Geweben
verantwortlich sind und die Kommunikation zwischen Zellen ermoéglichen [12]. Es scheint,
dass EpCAM in normalem Epithel, ebenso wie die anderen CAMs, die Zelladhasion
untertstitzt, in Tumorzellen jedoch sowohl die Zelladhasion lockern als auch starken und
je nachdem die Migration und Metastasierung fordern oder unterdricken kann [116]. Es
spielt daneben wunter anderem eine Rolle in der Signaltransduktion, in der
Zelldifferenzierung und -proliferation und in der Morphogenese [90][91].

CD147 ist ein Glykoprotein der Zellmembran und gehort zur Familie der Immunglobuline
[53]. Es gibt mehrere bekannte Isoformen, die sich in ihren Domanen voneinander
unterscheiden. Die extrazellulare Region des gangigen CD147 enthalt zwei C2-Typ-
Immunglobulin-Regionen,  die  Matrix-Metalloproteasen  aktivieren  [137].  Die
transmembrane und die cytosolische Region sind unter anderem zustandig fur die
Lokalisierung von Monocarboxylat-Transportern [57].In der cytosolischen Region befinden
sich zudem noch zwei Hypoxie-induzierende-Faktor Bindestellen [137].

CD147 wird von gesundem und pathologischem Gewebe exprimiert. Es spielt unter
anderem eine Rolle im Ok-Blutgruppensystem [10] und im physiologischen Gewebeumbau
[137], sowie im Transport von Laktat und anderen Monocarbonsauren [132].

In pathologischem Gewebe, wie zum Beispiel in Tumorzellen, unterstitzt CD147 unter
anderem die Invasion, den Wachstum und die Metastasierung indem es die Matrix-
Metalloproteasen hochreguliert und mit anderen Proteinen interagiert [137][57].

Obwohl CD147 auch in anderen pathologischen Prozessen eine Rolle spielt, so zum
Beispiel bei Entzindungsreaktionen, wirde es sich als Tumormarker eignen, da es von
vielen Tumorarten Uberexprimiert wird [79], darunter auch von Kolorektalen Karzinomen
[9], Lungenkarzinomen [139] und Pankreaskarzinomen [62].

Weiter in dieser Studie verwendete potenzielle Tumormarker sind das Hermesantigen oder
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CD44, dessen abweichende Isoform , das CD44v, vor allem von Tumorzellen und wahrend
Entziindungen exprimiert wird [138] und das Carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 6 (CD66¢c), ein Oberflachenprotein aus der Immunglobulin-
Superfamilie, welches zum Beispiel ein Potenzial als Prognosemarker fur das Kolorektale

Karzinom oder maligne PleuraerglUsse aufweist [3][106].

2.5 Ziele der Arbeit

In vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass die Detektion von Extrazellularen
Vesikeln, insbesondere Exosome und Mikropartikel, ein vielversprechendes, gunstiges
und minimalinvasives Verfahren in der Diagnostik und Verlaufskontrolle von Krankheiten,
darunter auch Tumorerkrankungen, darstellen kénnte. So wurde unter anderem bereits
gezeigt, dass Glypican1-positive Exosome einen potenziellen Marker fur die Detektion des
Pankreaskarzinoms darstellen [84], oder dass im Blut zirkulierende Mikropartikel bei
Patienten mit chronischer Hepatitis C und Nicht-alkoholischer Steatohepatitis ansteigen
und spezifische Charakteristiken aufweisen [66].

Da auch viele Malignomerkrankungen erst spat zu Symptomen fihren und damit meist
erst in fortgeschrittenen Stadien erkannt werden konnen, sowie die hohe Inzidenz und
Mortalitat von bestimmten Neoplasien, rucken Extrazellulare Vesikel als mdgliches Mittel
der minimalinvasiven Vorsorgeuntersuchung weiter in den Fokus der Aufmerksamkeit.

Die Ziele dieser Arbeit sind zum einen die Erstellung eines Isolationsprotokolls fur
Mikropartikel aus humanem Serum und die Zusammenstellung einer Tumormarker-
Kombination, die als Pan-Tumormarker fur tumorassoziierte Mikropartikel dienen kann,
sowie zum anderen die Erfassung der Moglichkeiten dieser markerpositiven
tumorassoziierten Mikropartikel in der Friherkennung und der Verlaufskontrolle bei den

untersuchten Tumorpatienten.
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3. Material und Methoden

3.1 Gewinnung humaner Serumproben

3.1.1 Untersuchungskollektiv

Die Durchfuhrung der in dieser Arbeit dargestellten Studie wurde von der Ethikkommission
bei der Landesarztekammer Rheinland-Pfalz genehmigt (Bearbeitungsnummer:
837.151.13 (8836-F)). Alle Probanden wurden hinreichend informiert und haben ihr
Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie gegeben.

Es wurden 55 Patienten mit Kolorektalem Karzinom (CRC), 43 Patienten mit Nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC), 9 Patienten mit Pankreaskarzinom (PaCa) sowie
55 Proben gesunder Kontrollpersonen in die Studie aufgenommen. Bei einem Teil der
Patienten wurde das Blut auf die Tumormarker Carcinoembryonales Antigen (CEA) und
Carbohydrate 19-9 (CA19-9) getestet und das Tumorvolumen bestimmt. Diese Daten,
sowie Geschlecht, Alter, das UICC-Stadium und Angaben zu vorgenommenen
Operationen sind in der folgenden Tabelle aufgelistet. Die Patienten sind nach ihrer
Tumorentitat in Gruppen unterteilt. Zudem wurden, mit der freundlichen Genehmigung von
Leutnant Niklas Klein, der die Versuche fur diese Gruppe durchgefuhrt und die Daten
analysiert hat, als Negativ-Kontrollgruppe 40 Patienten mit Struma der Studie hinzugefugt.
Alle Patienten wurden im Bundeswehrzentralkrankenhaus Koblenz behandelt und

erhielten die Blutentnahme als Teil der Standardversorgung.

3.1.2 Vorbereitung der humanen Serumproben

Die Blutentnahmen erfolgten im Bundeswehrzentralkrankenhaus Koblenz unter der
Leitung von Dr. Arnulf Willms. Es wurden Blutproben von Patienten mit Kolorektalem
Karzinom, Nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom, Pankreaskarzinom sowie von Patienten
mit Struma gesammelt.

Von allen teilnehmenden Patienten wurde Blut vor einer mdglichen Operation entnommen
und wenn mdglich an Tag 2, Tag 7 und Tag 10 postoperativ.

Das vendse Blut wurde in Standard S-Monovetten 7,5 ml, Serum Gel mit
Gerinnungsaktivatoren (Sarstedt AG&Co., Nimbrecht, Deutschland) gesammelt und fur 30
Minuten bei Raumtemperatur belassen, um die Gerinnung zu ermoglichen. Im Anschluss

wurden die Blutproben fur 20 Minuten bei Raumtemperatur mit 4000 g zentrifugiert, um
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das Serum von den zellularen Anteilen des Blutes zu trennen.

Tabelle 1: Zusammenfassung bevolkerungsstatistischer, biochemischer und histologischer
Merkmale der in die Studie eingeschlossenen Patienten. Fir die Populationen Kolorektales Karzinom
(CrC), Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (NSCLC), Pankreaskarzinom (PaCa), Struma, sowie fir die
Kontrollgruppe wurden die absolute Anzahl(#) der Patienten mit Alter und Geschlecht angegeben.

*Sowie vorhanden wurden zudem Tumor Volumen, das UICC Stadium, die durchschnittlichen Werte der

Tumormarker CEA und CA19-9, operative Behandlung und eventuelle Neoadjuvante Vorbehandlung

angegeben.
Kontroll-
CRC NSCLC PaCa Struma
gruppe
Patienten [#] 55 43 9 40 55
Weiblich [#] 18 10 6 32 17
Minnlich [#] 37 33 3 8 38
Alter [Jahre] 66,91 62,51 68,75 55,10 27,49
%
Tumor = 55 86 24,94 26,56 nv. 0,00

Volumen [cm’|
*CEA [ng/mL] 8,190 7,029 2,234 n.v. 0,4975
*CA19-9
[ng/mL] 24,18 n.v. n.v. n.v. n.v.
*UICCI 10 15 1 0 0
*UICC 11 15 9 3 0 0
*UICC 111 12 5 2 0 0
*UICC IV 11 7 1 0 0
*Kurativ
'(;gkologlsche 0] 1 28 6 0 0

. 10 9 3 43 55
Nein
*R0 Resektion 33 24 2 0 0
*Neoadjuvante
Radlo-{Chemo- 16 5 0 0 0
therapie

Bemerkung: #= absolute Zahl der Patienten in jeder Gruppe; Alter, Tumorvolumen, CEA- und CA19-9-Werte als
Mittelwert angegeben. CEA- und CA19-9-Werte in ng/ml angegeben; n.v. = nicht verflgbar; *= falls verfiigbar
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Das Serum wurde in 2 ml ReagenzgefalRe uberfuhrt und bis zur weiterfUhrenden

Mikropartikelisolierung bei -80°C gelagert.

3.2 Die Isolierung von zellabstammenden Mikropartikeln aus humanem

Serum

3.2.1 Dialyse des humanen Serums

Das Serum wurde Uber Nacht gegen 45 ml AnnexinV 1xBindepuffer, welchem Bovinem
Serum Albumin (BSA) mit einer Endkonzentration von 0,05% hinzugefugt wurde, in
Dialyseréhrchen (Slide-A-Lyser® MINI Dialysis Devices, 3,5k MWCO, 2 ml, Thermo
Scientific, Braunschweig, Deutschland) dialysiert. Die Zusammensetzung des AnnexinV
1xBindepuffers und der Dialyselosung ist im Folgenden erlautert. Das verwendete BSA
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) wurde zuvor fur 1 Stunde bei 20.000 g
zentrifugiert, um Artefaktbildung durch Aggregation vorzubeugen, und bis zur Verwendung
bei -20°C gelagert.

*AnnexinV 1xBindepuffer

Reagenz Bestand Einsatz Hersteller

PBS 1000 ml 9975 ml Sigma, Steinheim,
Deutschland

20x AnnexinV 25 ml 25 ml Miltenyi Biotec,

Bindepuffer Bergisch  Gladbach,

Deutschland

*Zusammensetzung der Dialysel6sung
*45 ml AnnexinV 1xBindepuffer
*2,5 ml BSA (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland)

3.2.2 Isolierung der zellabstammenden Mikropartikel mittels Differential-
zentrifugation

Die Serumproben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und dann jeweils 1 ml in neue
Reagenzgefalle uberfuhrt. Diese wurden im ersten Schritt bei 2000 g fir 30 Minuten
zentrifugiert um groRRere Partikel, wie zellulare Ruckstande und apoptotische Korperchen,

zu separieren. Diese setzten sich in Pellets ab, welche verworfen wurden, nachdem der
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Uberstand in weitere ReagenzgefaRe tberfiihrt wurde. Der Uberstand wurde daraufhin ein
weiteres Mal bei 20.000 g fur eine Stunde zentrifugiert. Dies entspricht Methoden, die
bereits von anderen Gruppen etabliert wurden [67][66][134]. Die Zentrifugation bei 20.000
g erlaubt eine Isolation von Mikropartikeln, welche bei dieser Beschleunigung pelletieren.
Die kleineren Exosome verbleiben im Gegensatz dazu im Uberstand [134]. Der besagte
Uberstand wurde verworfen und das entstanden Mikropartikel-Pellet in 300 pl AnnexinV
1xBindepuffer mit BSA resuspendiert. Die Zusammensetzung der Lésung wurde im
vorigen Abschnitt erlautert. Die Mikropartikel-Suspension wurde in einem weiteren Schritt

gefiltert. Hierzu wurde ein 100 ym Filter verwendet.

3.3 Anfarbung der Mikropartikel mittels Immunfluoreszenz

3.3.1 Die Inkubation der Mikropartikel mit Fc-Block zur Unterdriickung
unspezifischer Bindungen

Um unspezifische Bindung zu verhindern, wurden die zellabstammenden Mikropartikel vor
der Farbung mit Fc-Block inkubiert. Der Fc-Block wurde wie im Folgenden beschrieben
verdunnt und die Mikropartikelsuspension flr eine Stunde bei 4°C mit der Ldsung
inkubiert.

*Zur Herstellung der Fc-Block-Verdinnung verwendete Reagenzien

Reagenz Hersteller

Hu-FcR Bindungs-Inhibitor, gereinigt eBioscience, San Diego, CA, USA

PBS Sigma, Steinheim, Deutschland

20x AnnexinV Bindepuffer Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

BSA Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

*Protokoll zur Herstellung des Fc-Blocks fur 50 yl Mikropartikelsuspension
11,5 ul PBS
1 ul BSA
2,5 pl Hu-FcR Bindungs-Inhibitor
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3.3.2 Farbung der Mikropartikel mit dem Oberflachenmarker AnnexinV
Die inkubierte Mikropartikelsuspension wurde im weiteren Verlauf mit AnnexinV gefarbt.
Der unten angegeben Ansatz wurde der zuvor mit Fc-Block behandelten

Mikropartikelsuspension hinzugefugt und fur 30 Minuten im Dunkeln bei 4°C inkubiert.

*Auflistung der verwendeten Reagenzien fur die AnnexinV-Farbung

Reagenz Hersteller

AnnexinV-FITC Miltenyi  Biotec, Bergisch  Gladbach,
Deutschland

AnnexinV-PE-Cy7 eBioScience, San Diego, CA, USA

10x AnnexinV Bindungs Buffer eBioScience, San Diego, CA, USA

*AnnexinV-Farbung Ansatz

AnnexinV 5ul
10xAnnexinV Bindungs Buffer 5l

3.3.3 Immunhistochemische Anfarbung der Mikropartikel mit tumorspezifischen
Antikorpern

Alle verwendeten Antikorper sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 2: Zur Oberflichenfirbung mittels FACS verwendete Antikérper. Uberblick Uber die in dieser
Studie verwendeten Antikorper, ihre Konjungate sowie die Klone, Wirte und Isotypen. Weiterhin wurden die

Bestandskonzentrationen, die in dieser Studie verwendete Verdiinnungen und der Hersteller aufgelistet.

Antikorper Konjungat Kion Wirt, Isotyp Bestands- Verdiinnungen Hersteller

konzentration

(ng/pl)
CD326 VioBlue HEA-125 Maus, IgG1 0,0825 1:1000 Miltenyi
CD147 APC 8D12 Maus, IgG1, k 0,1 1:2000 eBioScience
CD66¢ APC- REA414 Rekombinant, 0,055 1:2000 Miltenyi
Vio770 Mensch,

IgG1/REA

Control(S)
CD44 eFluord50 IM7 Ratte, IgG2b 0,2 1:2000 ebioScience
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Fir diese Studie wurden verschiedene Antikdrper-Farbungen etabliert. Alle
korrespondierende Oberflachenproteine wurden in bereits veroéffentlichten Studien als
Tumormarker verwendet und auf Extrazellularen Vesikeln nachgewiesen. Zu Beginn der
Studie wurden in den Versuchen zusatzlich als Negativkontrolle die Antikorper durch ihre
passenden Isotypen ersetzt. Die Verdlinnungen der Isotyp-Kontrollen wurden ihren
korrespondierenden Antikorpern angepasst. Auf diesem Wege ist es mdglich, zwischen
unspezifischer und spezifischer Bindung zu differenzieren.

Es wurden verschiedene Einzel-Farbungen und spater Doppel-Farbung getestet, um
passende Antikorper fur einen Pan-Tumormarker zu finden. Die Antikérper wurden vor
Gebrauch zentrifugiert und in PBS (Sigma, Steinheim, Deutschland) und AnnexinV
1xBindepuffer (Herstellung siehe Kapitel 3.2.1.) verdinnt. Fir das Protokoll wurde ein
Antikorper-Ansatz von 25 ul verwendet. Alle im Folgenden angegebenen Antikorper-
Ansatze wurden der zuvor mit AnnexinV gefarbten Mikropartikelsuspension hinzugefugt
und fur 20 Minuten im Dunkeln bei 4°C inkubiert.

*Antikorper-Verdunnung

Antikorper 1l
PBS 9 ul

+CD66¢c-, CD44-, CD147- , EpCAM-Einzelfarbungen

Antikorper 1 ul
1xAnnexin V Bindepuffer 25 ul

*EpCAM/CD66¢c Doppel-Farbung

EpCAM 1 ul
CD66¢c 1 ul
1xAnnexin V Bindepuffer 25 ul

*EpCAM/CD147 Doppel-Farbung

EpCAM 1 ul
CD147 1 ul
1xAnnexinV Bindepuffer 25 ul
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Nach der Inkubation wurde bei den Proben 100 pl PBS (Sigma, Steinheim, Deutschland)
hinzugefligt, sodass ein totales Volumen von 200 ul entstand, von dem 150 ul

eingemessen wurden.

3.3.4 Charakterisierung der Mikropartikel mittels Durchflusszytometrie

Die gefarbten Mikropartikel wurden mit Hilfe von Durchflusszytometrie analysiert. Hierzu
wurden der MACSQuant® Analyzer 10 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland)
verwendet. Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das eine Analyse einzelner Zellen
mit Hilfe von Lasern erlaubt. Die Zellen bzw. in diesem Fall die Mikropartikel erzeugen
abhangig von GrofRe, Struktur oder Farbung mit Antikdrper-Konjugaten eine Emission
optischer Signale, die der Laser detektiert und auswertet. Durch eine Kuvette, deren
Inneres einen Mikrokanal bildet, flieRen alle Zellen bzw. Mikropartikel in einem
Fllssigkeitsstrom separiert am Laser vorbei. Dabei werden die Zellen bzw. Mikropartikel
nach ihren physikalischen Eigenschaften wie GroRe (gemessen mittels Vorwartsstreulicht,
FSC) und innere Zusammensetzung (gemessen mittels Seitwartsstreulicht, SSC)
aufgetragen.

Die Farbung mit verschiedenen Konjugaten, die an spezielle Antikérper gebunden sind
und dadurch an Oberflachenproteine der Mikropartikel binden kénnen, erlaubt eine
Unterteilung der Partikel in verschiedene Populationen. Der MACSQuant® Analyzer 10
kann zusatzlich zum Vorwarts- und Seitwartsstreulicht zwischen acht verschiedenen

Fluoreszenz-Kanalen unterscheiden.

3.4 Analyse der mittels Durchflusszytomertie erhobenen Daten

Die erhobenen Daten wurden mittels FlowJo 10.0.7® (Ashland, USA) ausgewertet. Die
Berechnungen und die Erstellung der Graphen wurden mit Prism 5 (GraphPad Software,
Inc., USA) und Microsoft Excel (Microsoft Cooperation, Redmond, USA) durchgeflhrt.

Alle Werte wurden angegeben pro 1000 AnnexinV positive Mikropartikel und teilweise pro
ml Serum. Unterschiede zwischen unabhangigen Versuchsgruppen wurden durch einen
One-way ANOVA Test und dazugehorigen Post-hoc-Tests ermittelt. Die Ergebnisse sind in
den Graphen als p-Wert angegeben (*= p<0,05, **= p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht
signifikant). Die diagnostische = Genauigkeit der Ergebnisse wurde mittels
Grenzwertoptimierungskurve (Receiver-Operating-Characteristic-Kurve, ROC) zu erortern

versucht. Den Index der Genauigkeit stellt die Flache unter der Kurve dar (area under
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ROC curve, AUROC). Mit Hilfe der AUROC-Werte wurden die Cut-Off-Werte fur die
tumorassoziierten Mikropartikelpopulationen berechnet. AUROC-Werte, die gegen 1.0
streben, zeigen eine hohe diagnostische Genauigkeit [7]. Als weitere Tests zum Vergleich
der Mittelwerte wurden verschiedene Varianten des t-Tests verwendet.

Die Korrelationen wurden nach Spearman berechnet und mit ihrer linearen Regression
dargestellt. Der Korrelationskoeffizient gibt den Wert der Korrelation an, wobei ein Wert
von 1 eine absolute Korrelation bedeutet und ein Wert von 0, dass kein Zusammenhang

zwischen den verglichenen Werten besteht.
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4. Ergebnisse

4.1. Die Detektion von tumorassoziierten Mikropartikeln mithilfe
tumorspezifischer Antikorper

Die Isolierung von Mikropartikeln aus humanem Serum beinhaltete zwei
Zentrifugationsschritte. In der ersten Zentrifugation wurden groRere Zellreste wie
apoptotische Koérperchen aus der Probe entfernt und in der zweiten Zentrifugation die
Mikropartikel pelletiert. In einem weiteren Schritt war es moglich, diese mit an Farbstoffe
gekoppelte Antikorpern anzufarben und mittels FACS zu messen, um ihre Abstammung zu

bestimmten.
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Figur 3: Allgemeine Gatingstrategie fiir jede der folgenden Mikropartikel-Isolierungen. Zuerst werden
mittels eines Gates alle Zellreste und Artefakie ausgeschlossen und dann die AnnexinV* MP-Population
definiert. Im nachsten Schritt werden Gates fur die markerpositiven Mikropartikel gezogen. Die Daten wurden
mittels Durchflusszytometrie erhoben und mit FlowJo 10.0.7® (Ashland, USA) dargestellt.

In dieser Studie lag der Fokus auf Mikropartikeln, die mit hoher Wahrscheinlichkeit von

Tumorzellen stammen. Dazu wurden Antikdrper getestet, deren Antigene nachweislich von

Tumorzellen exprimiert werden.
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Alle Proben wurden vor der spezifischen Antikorper-Farbung mit AnnexinV gefarbt.
AnnexinV bindet an Phosphatidylserin, welches in der aulderen Membran der Mikropartikel
exprimiert wird. Fur die Analyse wurde ein fir alle Farbungen glltiges Gating-Muster
verwendet. Zu Beginn wurde ein Gate gezogen, welches alle positiven Events einbezieht,
um dann mittels Vorwartsstreulicht und Seitwartsstreulicht Zellreste und andere Artefakte
auszuschlief3en. In den nachsten Schritten wurden alle AnnexinV positiven Events weiter
analysiert. Eine Kontrollprobe ohne AnnexinV-Farbung diente der Darstellung der
negativen Events, um die AnnexinV positiven Mikropartikel zu definieren. Zu den als erste
getesteten Oberflachenantikdrpern gehorten CD66¢c und CD44, deren Assoziation mit
Tumorerkrankungen bereits gut belegt ist [138][3]. Mit CD66¢ gefarbte Mikropartikel aus
dem Serum von Tumorpatienten zeigen keine signifikante Anreicherung im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen. Die Abbildung zeigt die Anzahl tumorassoziierter Mikropartikel
pro 103 AnnexinV positive Mikropartikel fiir vier Patienten mit NSCLC, acht Patienten mit
CrC und drei Patienten mit PaCa im Vergleich zu der Kontrollgruppe, flr welche auch die
Isotypkontrollen dargestellt sind (n=13). Ebenfalls fir jede Gruppe angegeben sind der
Interquartilabstand und der Median, welcher fur die Kontrollgruppe bei 1,985 CD66¢c*
taMP/10% AnnexinV* MP, fiir die Patienten mit NSCLC bei 7,186 CD66c*taMP/103
AnnexinV* MP, flr die Patienten mit CrC bei 4,377 CD66¢c* taMP/103 AnnexinV* MP und
fur diejenigen mit PaCa bei 7,62 CD66¢* taMP/10% AnnexinV* MP, liegt. Zwar liegt damit
der Median bei den Patienten mit PaCa deutlich Uber dem der Kontrollgruppe, deren
Werte umfassen jedoch eine so groRe Bandbreite (Minimum: 0,3141; Maximum: 40,38),
dass bei einem Vergleich mittels Dunnets Test bei einer Probenzahl von n=3 flir das PaCa
keine Signifikanz besteht. Wegen der grol3en Bandbreite schon bei der Kontrollgruppe ist
der Marker CD66¢ nicht weiter als potenzieller allgemeinen Tumormarker in dieser Studie
berucksichtigt worden.

Ein weiterer untersuchter Marker, der ausgeschlossen wurde, ist CD44. Hier zeigen sich
zwischen den Patienten mit NSCLC (n=5), CrC (n=6) und PaCa (n=2) und der
Kontrollgruppe (n=8) kaum Unterschiede in der Anzahl der markerpositiven Mikropartikel
pro 103 AnnexinV positiven Mikropartikeln. Der Median der Kontrollgruppe liegt bei 152,4
CD44* taMP/103 AnnexinV* MP, der der Patienten mit NSCLC bei 58,3 CD44*taMP/103
AnnexinV* MP und bei Patienten mit CrC bei 175,1 CD44* taMP/10% AnnexinV* MP. Die
Tumorpatienten zeigen also eine ahnlich hohe Expression CD44 positiver Mikropartikel im
Serum wie gesunde Probanden. Daher eignet sich den Ergebnissen dieser Studie zufolge

auch dieser Antikdrper nicht als Marker flr tumorassoziierte Mikropartikel. Fur alle
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Farbungen wurden die Antikorper in den Experimenten zu Beginn gegen ihre passenden
Isotypen ausgetauscht. Isotypen sind Antikorper, die zur selben Immunglobulin-Klasse
gehoren wie der verwendete spezifische Antikorper, binden aber im Gegensatz zu ihm
nicht an das gewlnschte Antigen, sondern haben entweder eine unbekannte
Bindungsstelle oder binden an ein Antigen, das voraussichtlich nicht auf den in der Studie
verwendeten Zellen vorkommt [52]. Sie stellen also eine Kontrolle flr Hintergrundsignale
durch unspezifische Bindungen dar.

Eine weitere Farbung mit dem Antikorper gegen CD147, der neben seiner zentralen Rolle
in der Progression vieler Tumorarten auch eine wichtige physiologische Rolle in einigen
Organsystemen spielt [137], zeigt eine hohe Anzahl positiver Mikropartikel im Serum aller
in der Studie untersuchten Tumorentitaten. Wie bei der Farbung mit CD44 findet sich auch
hier eine relativ hohe Anzahl CD147 positiver Mikropartikel im Serum von gesunden
Probanden (n=49).
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Figur 4: Nachweis von CD66¢c* und CD44* taMP/10° AnnexinV* MP in humanem Serum. Es wurden MP
aus dem Serum isoliert von Tumorpatienten (NSCLC, CrC, PaCa) und von gesunden Kontrollpersonen
(Kontrolle). Um die positiven Mikropartikelpopulationen zu isolieren wurden Isotypen der verwendeten
Antikérper verwendet. Die Anzahl der taMP wird pro 10® AnnexinV* MP angegeben. Die Messung erfolgte
mittels Durchflusszytometrie, und die Auswertung und Berechnungen (OneWayANOVA mit Dunnets
multiplem Vergleichstest) wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefiihrt. Fir alle
Gruppen sind der Median und der Interquartilsabstand dargestellt sowie die p-Werte, die wie folgt

angegeben sind;*= p<0,05, **= p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant.

Nur bei Patienten mit NSCLC (n=40) ist eine signifikante Erhdhung im Vergleich zu den

Kontrollpersonen bei der Durchfihrung eines OneWayAnova Tests mit Dunnets post Test
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zu erkennen.

Eine leichte Erhohung im Vergleich zu den Kontrollpersonen zeigt sich auch bei den
Proben aus dem Serum von Patienten mit CrC (n=52) und PaCa (n=8). Der Median der
Kontrollgruppe liegt bei 49,58 taMP/103 AnnexinV* MP, wahrend der der Patienten mit CrC
bei 69,64 taMP/10% AnnexinV* MP und der der Patienten mit PaCa bei 118,7 taMP/103
AnnexinV* MP liegt. Der Median der Patienten mit PaCa ist mehr als doppelt so hoch wie
der der Kontrollgruppe, doch eine Signifikanz ist durch den OneWayAnova Test nicht
feststellbar, was durch die niedrige Anzahl der Proben bedingt sein kann. Die
Strumapatienten zeigen hingegen eine den Kontrollpersonen ahnliche Anzahl CD147
positiver Mikropartikel im Serum (Median=44,59 taMP/103 AnnexinV* MP). In der unten
dargestellten Tabelle sind die Ergebnisse der ROC-Kurven Berechnung und der damit
verbundenen Berechnung der AUROC-Werte aufgelistet. Der AUROC Wert soll Aufschluss
uber die Wahrscheinlichkeit geben, ob eine zufallig ausgewahlte Patientenprobe ein
héheres Testergebnis hat als eine zufallig ausgewahlte Kontrollprobe. Fur die mit CD147
gefarbten Mikropartikel ergeben sich hier keine ausreichend signifikanten Werte, auch
wenn durch die p-Werte gezeigt wird, dass der Test die kranken von den gesunden
Proben unterscheiden kann, doch nicht mit einer hohen Wahrscheinlichkeit, was die
niedrigen AUROC-Werte wiederspiegeln. Der AUROC-Wert fur die Patienten mit Struma
strebt gegen 0,5, ein Zeichen dafir, dass hier fast keine Wahrscheinlichkeit besteht, eine

gesunde Probe von einer kranken Probe abzugrenzen.

Tabelle 3: Diagnostische Leistung der CD147* taMP/10° AnnexinV' MP als Pan-Tumormarker.
Angegeben sind die Tumorentitaten und die Anzahl der gemessenen Proben mit ihrem Median, der AUROC-
Kurve, der Standardabweichung und dem p-Wert. Die Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad
Software, Inc., USA) durchgefiihrt.

Entitat Anzahl Median AUROC SD p-Wert
Proben taMP/10° MP

NSCLC 40 108,4 0,7490 0,05150 < 0,0001

CrC 52 69,64 0,6487 0,05438 0,01004

PaCa 8 118,7 0,7398 0,09137 0,03086

Struma 40 44,59 0,5097 0,06187 0,8755

Kontrolle |49 49,58

Diese Ergebnisse zeigen, dass CD147 zwar alleine nicht als Pan-Tumormarker verwendet

werden kann, aber er zur Diskriminierung zwischen Tumorpatienten und Patienten mit
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anderen nicht malignen Erkrankungen nutzlich sein kénnte. Ein bekannter Tumormarker,
dessen Beteiligung an kanzerogenen Prozessen schon von vielen Gruppen bestatigt
wurde, ist das epitheliale Zelladhasionsmolekil (EpCAM/CD326). Es wird zwar auch auf
dem Epithel gesunder Menschen exprimiert [120], ist aber vorrangig durch seine

Uberexpression bei vielen Tumorentitaten bekannt [129].
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Figur 5: Nachweis von EpCAM* und CD147* taMP/10° AnnexinV* MP in humanem Serum. Es wurden
MP aus dem Serum isoliert von Tumorpatienten (NSCLC,CrC,PaCa), von gesunden Kontrollpersonen
(Kontrolle) sowie von Patienten mit Struma (Struma). Um die positiven Mikropartikelpopulationen zu
isolieren, wurden Isotypen der verwendeten Antikérper verwendet. Die Anzahl der taMP wird pro 10°
AnnexinV* MP angegeben. Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie, und die Auswertung und
Berechnungen (OneWayANOVA mit Dunnets multiplem Vergleichstest) wurden mit Prism 5 (GraphPad
Software, Inc., USA) durchgefihrt. Fir alle Gruppen sind der Median und der Interquartilsabstand dargestellt
sowie die p-Werte, die wie folgt angegeben sind;*= p<0,05 **= p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht

signifikant.

Es zeigt sich eine signifikant erhohte Anzahl EpCAM* taMP/10° AnnexinV* MP bei den
Tumorerkrankten. Bei Patienten mit CrC sind sie im Vergleich zu denen im Serum
gesunder Probanden 2,3-fach erhoht (Median=54,84 EpCAM* taMP/10® AnnexinV* MP),
bei Patienten mit NSCLC 2,1-fach (Median=49,66 EpCAM* taMP/10® AnnexinV* MP).
Insgesamt wurden 109 Proben von Patienten mit CrC (n=55), NSCLC (n= 43) und PaCa
(n= 8) getestet. Die geringe Anzahl der Patienten mit PaCa konnte eine Erklarung sein,
warum hier keine Signifikanz festgestellt werden kann, obwohl der Median mit 54,40
EpCAM* taMP/10°® AnnexinV* MP deutlich Gber dem der gesunden Proben (Median=23,54
EpCAM* taMP/10° AnnexinV* MP) liegt. Uberraschenderweise zeigen auch die
Strumapatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe 1,8-fach erhdohte Anzahlen EpCAM*
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taMP/10° AnnexinV* MP.

Die diagnostische Relevanz wird auch durch die dazugehérigen AUROC-Kurven
verdeutlicht. Tabelle 4 stellt eine Zusammenfassung der berechneten Cut-off-Werte sowie
andere AUROC assoziierter Werte dar.

Tabelle 4: Diagnostische Leistung der EpCAM* taMP/10° AnnexinV* MP als Pan-Tumormarker.
Angegeben sind die Tumorentitadten mit der Anzahl der eingemessenen Proben und Cut-Off-Werten, ihre
berechneten Mediane, die AUROC-Kurve mit Standardabweichung und p-Wert sowie die Sensitivitat und
Spezifitat entsprechend der Cut-Off-Werte. Die Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc.,
USA) durchgeflihrt.

Entitdt |Cut-Off Median Sensitivitat | Spezifitait AUROC |SD p-Wert
taMP/10° MP  |taMP/10°* MP | (%) (%)

NSCLC [36,19 49,66 79,07 71,15 0,7965 |0,04655 |< 0,0001

CrC 36,70 54,84 74,55 73,08 0,8059 |0,04224 |< 0,0001

PaCa 37,20 54,40 88,89 73,08 0,8675 |0,04973 |0,0004731

Struma |28,01 44,61 80,00 63,46 0,7514 |0,05169 |< 0,0001

Kontrolle 23,54

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass EpCAM besonders fur Patienten mit CrC eine hohe
Wahrscheinlichkeit hat die Erkrankten von den gesunden Kontrollen zu differenzieren. Hier
zeigt sich auch fir die Gruppe der Patienten mit PaCa ein hoher AUROC-Wert. Daraus
lasst sich eine Tendenz ableiten, dass EpCAM fur diese Entitat ebenfalls als geeigneter
Marker fungieren kann, dies aber noch durch eine hdhere Fallzahl bestatigt werden muss.
Fir die Gruppe der NSCLC-Patienten zeigt sich trotz einer signifikanten Erhéhung der
Werte im Dunnets Test kein zu dem Ergebnis passender AUROC-Wert. Dies kdnnte damit
zusammenhangen, dass die Patienten mit NSCLC eine im Durchschnitt geringere
Erhéhung der EpCAM* taMP/10° AnnexinV* MP zeigen. Die Tabelle stellt zudem die
Sensitivitat und Spezifitat der Messung dar. Bei einem Cut-off-Wert von 36,19 EpCAM*
taMP/10°® AnnexinV* MP flr das NSCLC liegt die Sensitivitat bei 79,07% und die Spezifitat
bei 71,15. Bei einem &hnlichen Cut-off-Wert von 36,70 EpCAM"* taMP/10® AnnexinV* MP
liegen die Sensitivitat und Spezifitat bei 74,55 % und 73,08% fur die Erkennung des CrC.
Das PaCa hat einen hohen Cut-Off-Wert (37,20 EpCAM* taMP/10® AnnexinV* MP) bei
guter Sensitivitat (88,89%) und Spezifitat (73,08%). Die niedrigen p-Werte lassen zudem
die Vermutung zu, dass die Messung der EpCAM* taMP/10® AnnexinV* MP im Serum

zwischen Kranken und Gesunden unterscheiden kann.
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Interessant ist, dass auch die Gruppe der Strumapatienten eine signifikante Erhdhung der
EpCAM* taMP/10® AnnexinV* MP zeigt. Der AUROC-Wert betragt hier aber nur 0,7514,
sodass man ebenfalls von einer im Durchschnitt nur leichten Erhéhung im Vergleich mit
der Kontrollgruppe ausgehen kann.
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Figur 6: ROC-Kurven fiir die EpCAM* taMP. Dargestellt sind die ROC Kurven fiir Patienten mit NSCLC,
CrC, PaCa und Struma. Die Winkelhalbierende markiert die Identitatslinie, welche die untere Grenze der
diagnostischen Leistung darstellt. Ebenfalls angegeben sind die AUROC-Werte und die zugehdrigen p-
Werte. Die Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefinhrt.

Von den getesteten Oberflachenmarkern eignet sich fur diese Studie vor allem EpCAM
und unter Einschrankung CD147 als Pan-Tumormarker. Mit CD147* taMP/10® AnnexinV*
MP kann nicht effizient zwischen Kranken und Gesunden unterschieden werden, und auch
bei EpCAM entsteht eine Problematik durch die fehlende Abgrenzbarkeit der
Tumorerkrankten von den Strumapatienten, die ebenfalls eine hohe Anzahl EpCAM*

taMP/102 AnnexinV* MP im Serum aufweisen.

Eine weiterflihrende Uberlegung ist es daher, eine Kombination dieser beiden Marker zu
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benutzen. Im Vorfeld wurde eine Kombination von AnnexinV, EpCAM und CD66c¢ getestet,
diese ist aber nicht sehr vielversprechend (Figur 8A). Fir keine der Tumorentitaten lasst
sich ein signifikanter Unterschied zu den gesunden Proben feststellen. Die anschlielRende
Testung der Kombination AnnexinV, EpCAM wund CD147 ist dagegen sehr
vielversprechend. Das Gatingprotokoll wurde erweitert, um die EpCAM*CD147* taMP von

den Events abzugrenzen, die nur einen der beiden Marker exprimieren (Figur 7).

Figur 7: Erweiterung der Gatingstrategie fiir die

| i Detektion doppelt markerpositiver Mikropartikel.
4 Shsickaaivial Das in Figur 3 beschrieben Gating wird erweitert, um
I;l die EpCAM'CD66¢c* und EpCAM*CD147*° taMP-

Population zu definieren. Die Daten wurden mittels

Durchflusszytometrie erhoben und mit FlowJo
10.0.7® (Ashland, USA) dargestellt.

CD147

Y

FSC-wW

Alle drei untersuchten Tumorentitdten zeigen eine deutlich signifikante Erhdhung der
EpCAM*CD147* taMP/10® AnnexinV* MP im Serum im Vergleich zu den gesunden
Proben. Die Kontrollgruppe besitzt einen Median von 1,483 EpCAM*CD147* taMP/10°
AnnexinV* MP, die der Tumorpatienten liegen deutlich hoher. Fir das NSCLS liegt er bei
6,744 EpCAM'CD147* taMP/10® AnnexinV* MP, fur die Patienten mir CrC bei 5,518
EpCAM'CD147* taMP/10® AnnexinV* MP wund fir jene mit PaCa bei 10,52
EpCAM*CD147* taMP/10° AnnexinV* MP. Die Patienten mit CrC zeigen somit 3,7-fach
erhohte Werte, die Patienten mit NSCLC und PaCa 4,5- und 7,1-fach erhohte Werte im
Vergleich zu den gesunden Proben. Auch die Berechnung der AUROC-Kurven verdeutlicht
die diagnostische Signifikanz. Tabelle 5 zeigt einen Uberblick Uber die gemessenen
AUROC-assoziierten Werte sowie die Cut-Off-Werte mit Sensitivitat und Spezifitat fir den
Test.

Ein wichtiger Unterschied zu den Ergebnissen aus dem Test, in dem nur EpCAM®
tumorassoziierte Mikropartikel gemessen wurden, ist, dass bei der Kombination dieser drei

Marker die Strumapatienten keine signifikante Erhéhung der taMP gegenlber der
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Kontrollgruppe aufweisen. Der Median betragt 3,650 EpCAM*CD147* taMP/10% AnnexinV*
MP, und der AUROC-Wert von 0,7922 lasst darauf schlieRen, dass der Test
Strumapatienten nicht von Gesunden diskriminieren kann.

Vergleicht man im Dunnets Test die Strumapatienten mit den Tumorpatienten, so Iasst sich
auch hier ein signifikanter Unterschied in der Anzahl der EpCAM*CD147* taMP/103
AnnexinV* MP im Serum feststellen. Damit lassen sich durch die Kombination von
AnnexinV, EpCAM und CD147 die Tumorentititen auch von anderen Krankheiten
abgrenzen, was mit AnnexinV und EpCAM sowie mit AnnexinV und CD147 alleine nicht

moglich ist.

49  n=39 n=40 n=52 n=8 n=40

EpCAM* CD66c* taMP/1K AnnexinV MP
)
1 L

EpCAM* CD147* taMP/1K AnnexinV MP

Figur 8A: Nachweis von EpCAM*Cd66¢c* und EpCAM*CD147* taMP/10° AnnexinV* MP in humanem
Serum. Es wurden MP aus dem Serum isoliert von Tumorpatienten (NSCLC, CrC, PaCa), von gesunden
Kontrollpersonen (Kontrolle) sowie von Patienten mit Struma (Struma). Um die positiven
Mikropartikelpopulationen zu isolieren wurden Isotypen der verwendeten Antikdrper getestet. Die Anzahl der
taMP wird pro 10°® AnnexinV* MP angegeben. Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie und die
Auswertung und Berechnungen (OneWayANOVA mit Dunnets multiplem Vergleichstest) wurden mit Prism 5
(GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt. Fur alle Gruppen sind der Median und der
Interquartilsabstand dargestellt sowie die p-Werte, die wie folgt angegeben sind; *= p<0,05, **= p<0,005, ***=
p<0,0005, n.s.= nicht signifikant.
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Figur 8B: ROC-Kurven fiir die EpCAM*CD147* taMP. Dargestellt sind die ROC Kurven fiir Patienten mit
NSCLC, CrC, PaCa und Struma. Die Winkelhalbierende markiert die ldentitatslinie, welche die untere

Grenze der diagnostischen Leistung darstellt. Ebenfalls angegeben sind die AUROC-Werte und die
zugehorigen p-Werte.

Tabelle 5: Diagnostische Leistung der EpCAM*CD147* taMP/10° AnnexinV* MP als Pan-Tumormarker.
Angegeben sind die Tumorentitdten mit der Anzahl der eingemessenen Proben und Cut-Off-Werten, ihre
berechneten Mediane, die AUROC-Kurve mit Standardabweichung und p-Wert sowie die Sensitivitat und
Spezifitat entsprechend der Cut-Off-Werte. Die Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc.,
USA) durchgefihrt.

Entitat |Cut-Off Median Sensitivitat | Spezifitdt | AUROC |SD p-Wert
taMP/10° MP  |taMP/10° MP | (%) (%)

NSCLC [2,780 6,744 77,50 75,56 0,8672 |0,03876 |< 0,0001

CrC 2,382 5,518 84,62 71,11 0,8628 |0,03723 |< 0,0001

PaCa 2,242 10,52 87,50 71,11 0,9111 |0,05020 |0,0002384

Struma 2,023 3,650 82,50 64,44 0,7922 0,04994 (< 0,0001

Kontrolle 1,483
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4.1.1 Vergleich der Ergebnis-Auswertung pro 1000 AnnexinV positiver MP mit der
Ergebnis-Auswertung pro 1 ml Serum

In den bisher betrachteten Abbildungen wird die Anzahl der tumorassoziierten
Mikropartikel pro 1000 AnnexinV positiver Mikropartikel angegeben. Diese Darstellung ist
sinnvoll, da jeder Proband eine individuelle Anzahl Mikropartikel im Blut hat. Der Median
der Kontrollgruppe liegt bei 14917 AnnexinV* MP pro Mikropartikelisolation. Damit liegt die
Anzahl der Mikropartikel von gesunden Patienten etwas Uber der Anzahl der Mikropartikel
im Serum der Tumorpatienten und der Strumapatienten. Der Median der Patienten mit
NSCLC liegt bei 8626 AnnexinV* MP pro Mikropartikelisolation, der der Patienten mit CrC
bei 9355 AnnexinV* MP pro Mikropartikelisolation und der der PaCa-Patienten bei 7622
AnnexinV* MP pro Mikropartikelisolation. Die Strumapatienten weisen mit einem Median
von 1909 AnnexinV* MP pro Mikropartikelisolation die geringste Anzahl Mikropartikel im
Serum auf. Trotz der Unterschiede ist durch die grol3e Spannbreite der Mikropartikelanzahl
kein signifikanter Unterschied der Anzahl der taMP im Serum der einzelnen Patienten zu

der Anzahl der taMP im Serum gesunder Probanden zu erkennen.

Figur 9: Totale Anzahl AnnexinV* MP pro MP-

n=49  n=40  n=52 n=8 n=40 Isolation aus humanen Serumproben. Der
i 400000 | — ns. . | dargestellte  Scatterplot stellt die gemessenen
S %§§§§§: | ns___ . AnnexinV* MP Anzahlen der Tumorpatienten
© - n.s.
g 60000 ¢ ¢ * (NSCLC, CrC, PaCa), gesunder Kontrollpersonen
a :.g ‘ (Kontrolle) sowie Patienten mit Struma (Struma)
o Seoe o®
? 40000+ oo . ° dar. Die Auswertung und Berechnungen erfolgte
> ° o ) .
% 200004 .l . .';': ;;i e ” mittels Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA)
E (OneWayANOVA  mit Dunnets multiplem

Vergleichstest). Fir alle Gruppen sind der Median

und der Interquartilsabstand dargestellt sowie die

p-Werte, die wie folgt angegeben sind; *= p<0,05,
**= p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant.

Durch die grof’e Spannweite der Mikropartikel im Serum der einzelnen Probanden bedingt
zeigt eine Darstellung der Anzahl tumorassoziierter Mikropartikel pro 1 ml Serum nicht far
alle Tumorentitaten signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe (Figur 10).
Im Unterschied zu der Berechnung pro 1000 AnnexinV positiven MP zeigt sich hier flr das
Nicht-kleinzellige Lungenkarzinom keine signifikante Erhéhung der EpCAM* taMP im

Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch bei den Strumapatienten ist keine signifikante
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Erhdhung erkennbar, was dem eigentlich zu erwartenden Ergebnis entspricht, da EpCAM
nicht als Oberflachenmarker des thyreoidalen Gewebes bekannt ist. Aus den AUROC-
Kurven fur die signifikant erhéhten Gruppen (CrC und PaCa) ist ersichtlich, dass auch die
diagnostische Relevanz im Vergleich zur Darstellung pro 1000 AnnexinV positiven MP
sinkt. Die Ergebnisse der Berechnungen sind in Tabelle 6 dargestellt.

Fir die Anzahl EpCAM*CD147* taMP pro ml Serum fur die jeweiligen Tumorentitaten
sowie flr die Kontrollgruppe und Strumapatienten zeigt sich ein ahnliches Ergebnis. Die
Anzahl der tumorassoziierten Mikropartikel ist bei den Patienten mit CrC und Struma nicht
signifikant erhoht. Bei den Patienten mit NSCLC zeigt sich eine weniger signifikante
Erhéhung mit einem AUROC-Wert von 0,7950.

Tabelle 6: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die Messungen der markerpositiven taMP/ml Serum
fir Patienten mit NSCLC, CrC, PaCa und Struma. Gezeigt sind die Entitdt und die gemessene Anzahl der
Proben, die zugehoérigen Mediane, die AUROC-Werte, die Standardabweichung und der p-Wert. Die
Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt.

Entitat Tumormarker |Anzahl Median |AUROC SD p-Wert
Proben |taMP/ml
NSCLC |EpCAM 43 2734 0,6254 0,05756 0,03602
EpCAM/CD147 |40 402,3 0,7950 0,04851 < 0,0001
CD147 40 5766 0,6888 0,05583 0,002287
CrC EpCAM 55 3190 0,6626 0,05264 0,003768
EpCAM/CD147 |52 437,8 0,8064 0,04487 < 0,0001
CD147 52 4753 0,6350 0,05536 0,01945
PaCa EpCAM 5184 0,6987 0,1153 0,05865
EpCAM/CD147 1215 0,8667 0,05911 0,001047
CD147 9514 0,7219 0,09846 0,04569
Struma EpCAM 40 1128 0,6084 0,06264 0,07578
EpCAM/CD147 |40 96 0,5908 0,06237 0,1501
CD147 40 1280 0,5620 0,06210 0,3163
Kontrolle |[EpCAM 52 1995
EpCAM/CD147 |45 64
CD147 49 1584

Nur bei den Patienten mit PaCa ist eine deutlich signifikante Erh6hung im Vergleich zu den
Kontrollwerten zu erkennen. Der AUROC-Wert liegt bei 0,8667.

Fir die CD147* taMP pro 1 ml Serum zeigt sich nur bei Patienten mit PaCa eine deutliche
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Erhdhung der Werte. Zusammenfassend eignet sich die Messung der tumorassoziierten
Mikropartikel pro 1 ml Serum fur diese Studie nicht. Durch die Berechnung pro 1000
AnnexinV positiver Mikropartikel wird die Divergenz zwischen den Patienten ausgeglichen
und erlaubt einen besseren Vergleich zwischen den Gruppen. Aus diesem Grund sind in
den folgenden und vorangegangenen Teilen der Arbeit die Anzahl tumorassoziierter

Mikropartikel pro 1000 AnnexinV positiven Mikropartikel angegeben.
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Figur 10: Darstellung der bisherigen Ergebnisse fiir CD147*, EpCAM* und EpCAM*CD147* taMP pro
ml Serum. Die totalen Anzahlen CD147*, EpCAM* und EpCAM*CD147* taMP wurden fir 1 ml Serum
berechnet und mittels Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) verglichen (OneWayANOVA mit Dunnets
multiplem Vergleichstest). Fur alle Gruppen sind der Median und der Interquartilsabstand dargestellt sowie
die p-Werte, die wie folgt angegeben sind;*= p<0,05, **= p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant.
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4.2 Der Einfluss des Geschlechts auf die Expression tumorassoziierter
Mikropartikel im Serum von Patienten mit CrC, NSCLC, PaCa und

Struma

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit ist, ob das Geschlecht der Patienten einen
Einfluss auf die Anzahl der tumorassoziierten Mikropartikel im Blut hat. Die Proben wurden
zu diesem Zweck gekennzeichnet, sodass eine Zuordnung zu dem jeweiligen Geschlecht
madglich war. Es wurde eine statistische Analyse mittel Mann-Whitney-U Test durchgefihrt.
Es zeigt sich, dass zwischen Mannern und Frauen Uberwiegend kein signifikanter
Unterschied in der Anzahl der tumorassoziierten Mikropartikel besteht.

In der Kontrollgruppe (Figur 11) weisen Frauen bei der Messung von EpCAM* taMP eine
leichte Erhéhung im Vergleich zu Mannern auf (p=0,0383). Dies trifft aber nicht auf die
Messung der EpCAM*CD147* taMP und CD147" taMP zu.
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Figur 11: Anzahl der CD147', EpCAM' und EpCAM'CD147" taMP/10° AnnexinV* MP bei
Kontrollpersonen getrennt nach Geschlecht. Die Mediane der Gruppen wurden mittels Mann Whitney
Test (two-tailed) verglichen und die Berechnungen mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt.
Fir alle Gruppen sind der Median und der Interquartilsabstand dargestellt sowie die p-Werte, die wie folgt

angegeben sind;*= p<0,05, **= p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant.

Bei den Patienten mit NSCLC, CrC und Struma gibt es keinen signifikanten Unterschied in
den Mikropartikelanzahlen zwischen den Geschlechtern (Figur 12).

Bei Patienten mit PaCa (Figur 13) zeigen Frauen leicht erhdhte EpCAM* taMP-Werte
(p=0,0238). Bei der Messung der EpCAM*CD147* taMP und CD147* taMP gibt es jedoch
keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl zwischen Mannern und Frauen. Die
Aussagekraft des Test ist bei mannlichen Patienten aufgrund der niedrigen Fallzahl als

eingeschrankt zu betrachten.
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Figur 12A: Anzahl der CD147*, EpCAM* und EpCAM*CD147* taMP/10° AnnexinV* MP bei Patienten mit
NSCLC. Die Mediane der Gruppen wurden mittels Mann-Whitney-U Test (two-tailed) verglichen und die
Berechnungen mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt. Fir alle Gruppen sind der Median
und der Interquartilsabstand dargestellt sowie die p-Werte, die wie folgt angegeben sind;*= p<0,05, **=
p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant.
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Figur 12B und C: Anzahl der CD147*, EpCAM* und EpCAM*CD147* taMP/10°® AnnexinV* MP bei
Patienten mit CrC (B) und Struma (C). Die Mediane der Gruppen wurden mittels Mann-Whitney-u Test
(two-tailed) verglichen und die Berechnungen mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefiihrt. Fir
alle Gruppen sind der Median und der Interquartilsabstand dargestellt sowie die p-Werte, die wie folgt

angegeben sind;*= p<0,05, **= p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant.
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Figur 13: Anzahl der CD147*, EpCAM* und EpCAM*CD147* taMP/10° AnnexinV* MP bei Patienten mit
PaCa. Die Mediane der Gruppen wurden mittels Mann-Whitney-U Test (two-tailed) verglichen und die
Berechnungen mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefiihrt. Fir alle Gruppen sind der Median
und der Interquartilsabstand dargestellt sowie die p-Werte, die wie folgt angegeben sind;*= p<0,05, **=
p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant.

Betrachtet man die Ergebnisse getrennt nach Geschlecht im Vergleich zur jeweiligen
Kontrollgruppe zeigt sich, dass AnnexinV*EpCAM* taMP bei Mannern mit NSCLC (n=36)
und CrC (n=37) signifikant erhoht sind (Figur 14). Die Gruppen der Patienten mit PaCa
und Struma sind mit Fallzahlen von n=3 und n=8 sehr klein. Hier ist keine Signifikanz zu
erkennen, was auch an der eingeschrankten Beurteilungsfahigkeit aufgrund der zu
geringen Fallzahl liegen kann. Es ist aber ein Trend ersichtlich, dass sich bei beiden
Gruppen eine hdhere Anzahl taMP im Blut findet, wenn man die Mediane mit denen der
Kontrollgruppe vergleicht. Der der Patienten mit PaCa liegt bei 34,90 EpCAM* taMP/10°
AnnexinV* MP und der der Patienten mit Struma bei 41,70 EpCAM* taMP/10® AnnexinV*
MP.

Trotz einer hoheren Fallzahl (n= 32) zeigen auch Frauen mit Struma im Vergleich zur
weiblichen Kontrollgruppe keine signifikante Erhéhung der EpCAM* taMP/10® AnnexinV*
MP (Median=44,90 EpCAM"* taMP/10° AnnexinV* MP). Dies kann im Zusammenhang mit
den im Durchschnitt leicht hoheren Werten der gesunden weiblichen Probanden (n= 16)
stehen. Ebenfalls dadurch bedingt und durch die niedrigen Fallzahlen (NSCLC=10,
CrC=18, PaCa=6) zeigt sich auch flir die Tumorentitaten keine signifikante Erhéhung der
EpCAM* taMP/10° AnnexinV* MP im Serum weiblicher Patienten (Figur 15). Aber auch hier
ist anhand der Mediane ein Trend ersichtlich. Der Median der weiblichen Kontrollgruppe
betragt 31,84 EpCAM* taMP/10° AnnexinV* MP. Der Median der Patientinnen mit NSCLC
liegt bei 52,28 EpCAM* taMP/10° AnnexinV* MP, der der Patientinnen mit CrC bei 52,37
EpCAM* taMP/10% AnnexinV* MP und der der Patientinnen mit PaCa bei 66,46 EpCAM*
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taMP/10® AnnexinV* MP. Die Mediane sowie die ebenfalls berechneten AUROC Werte sind

in der unten stehenden Tabelle zusammengefasst.
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Figur 14: Anzahl der CD147*, EpCAM* und EpCAM*CD147* taMP/10®* AnnexinV* MP bei ménnlichen
Patienten mit NSCLC, CrC, PaCa und Struma im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse
wurden mittels OneWayANOVA mit Dunnett's Multiplen Vergleichs Test erhoben und die Berechnungen mit
Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt. Fir alle Gruppen sind der Median und der
Interquartilsabstand dargestellt sowie die p-Werte, die wie folgt angegeben sind; *= p<0,05, **= p<0,005, ***=
p<0,0005, n.s.= nicht signifikant.
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Figur 15: Anzahl der CD147*, EpCAM* und EpCAM*CD147* taMP/10°® AnnexinV* MP bei weiblichen
Patienten mit NSCLC, CrC, PaCa und Struma im Vergleich mit der Kontroligruppe. Die Ergebnisse
wurden mittels OneWayANOVA mit Dunnett's Multiplen Vergleichs Test erhoben und die Berechnungen mit
Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefiihrt. Fir alle Gruppen sind der Median und der
Interquartilsabstand dargestellt sowie die p-Werte, die wie folgt angegeben sind; *= p<0,05, **= p<0,005, ***=
p<0,0005, n.s.= nicht signifikant.

Betrachtet man nun die Messungen von EpCAM*CD147* taMP/10° AnnexinV* MP bei
Mannern und Frauen mit Tumorerkrankungen im Vergleich zu ihren Kontrollgruppen,
zeigen sich ahnliche Ergebnisse. Auch hier flhrt die Aufteilung der Geschlechter zu
niedrigen Fallzahlen in manchen Gruppen. Die Fallzahl mannlicher Patienten mit PaCa
betragt 3, und so zeigt sich trotz des im Vergleich zur Kontrollgruppe stark erhohten
Median (12,91 EpCAM*CD147* taMP/10° AnnexinV* MP) keine Signifikanz.
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Tabelle 7: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die Messungen der markerpositiven taMP/10°

AnnexinV* MP im Serum fiir Patienten mit NSCLC, CrC, PaCa und Struma getrennt nach Geschlecht.

Gezeigt sind die Tumorentitdten mit der Anzahl eingemessener Proben, die dazugehdrigen Mediane, die
AUROC-Werte, die Standardabweichung und der p-Wert. Die Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad
Software, Inc., USA) durchgefihrt.

Entitdt |Geschlecht| Tumormarker |Anzahl [Median AUROC |SD p-Wert
Proben [taMP/10° MP
NSCLC |Maénnlich EpCAM 33 45,43 0,8350 |0,05012 |<0,0001
EpCAM/CD147 |31 6,654 0,8836 |0,04309 |<0,0001
CD147 31 106,9 0,7503 |0,06184 |0,0007149
Weiblich EpCAM 10 52,28 0,7500 |0,1029 0,03506
EpCAM/CD147 |9 6,833 0,8497 |0,07412 |0,003950
CD147 9 113,8 0,7778 |0,09142 |0,02068
CrC Ménnlich EpCAM 37 54,84 0,8604 |0,04333 |<0,0001
EpCAM/CD147 |35 5,928 0,9082 |0,03593 |<0,0001
CD147 35 69,49 0,6737 |0,06650 |0,01548
Weiblich EpCAM 18 52,37 0,6736 |0,09371 |0,08456
EpCAM/CD147 |17 4,151 0,7889 |0,07911 0,004044
CD147 17 70,42 0,6144 [0,09721 |0,2481
PaCa Ménnlich EpCAM 3 34,90 0,6852 |0,1197 0,2919
EpCAM/CD147 |3 12,91 1,000 |0,0 0,005032
CD147 3 110,3 0,7849 |0,08703 |0,1077
Weiblich EpCAM 6 66,46 0,8958 |0,07020 |0,005108
EpCAM/CD147 |5 8,124 0,8118 |0,1045 0,03793
CD147 5 130,8 0,6889 |0,1514 0,2052
Struma | Ménnlich EpCAM 8 41,70 0,7847 |0,09321 |0,01262
EpCAM/CD147 |8 3,401 0,8080 |0,09564 |0,008678
CD147 8 40,93 0,5242 |0,09776 |0,8347
Weiblich EpCAM 32 44,90 0,6582 |0,08520 |0,07654
EpCAM/CD147 |32 3,650 0,7132 |0,08327 |0,01487
CD147 32 44,59 0,5608 |0,09514 |0,4794
Kontrolle | Méannlich EpCAM 36 21,00
EpCAM/CD147 |28 1,434
CD147 31 40,27
Weiblich EpCAM 16 31,84
EpCAM/CD147 |17 1,860
CD147 18 68,65
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Wie im vorangegangenen Test wurde auch hier ein OneWayANOVA Test mit
anschlieBendem Dunnets Test durchgeflhrt. Dieser ergab, dass, wie es auch das
Gesamtergebnis zeigt, bei mannlichen Patienten mit NSCLC (n= 31) und CrC (n=35)
signifikant hohere Anzahlen EpCAM*CD147* taMP/10° AnnexinV* MP im Serum zu finden
sind. Bei den Strumapatienten findet sich weder bei Mannern noch bei Frauen eine
signifikante Erhéhung der EpCAM*CD147* taMP/10°® AnnexinV* MP im Serum, was auch
dem Gesamtergebnis entspricht. Bei Frauen liegt, wahrscheinlich im Zusammenhang mit
der niedrigen Fallzahl, bei den Patientinnen mit NSCLC (n=9) und CrC (n=17) keine
signifikante Erhéhung der EpCAM*CD147* taMP/10°® AnnexinV* MP vor. Bei den
Patientinnen mit PaCa (n=5) zeigt sich indes eine signifikante Erhéhung. Hier zeigt sich
auch eine grolde Spannbreite der Werte mit einem Minimum bei 2,119 EpCAM*CD147*
taMP/10® AnnexinV* MP und einem Maximum bei 28,33 EpCAM*CD147* taMP/10°
AnnexinV* MP.

Wie beim Gesamtergebnis auch zeigen nur Patienten mit NSCLC eine signifikante
Erhohung der Anzahl CD147* taMP/10° AnnexinV* MP im Serum. An den AUROC-Werten
(0,7503 fur Manner und 0,7778 fur Frauen) zeigt sich aber auch hier wie bei den anderen
Gruppen eine eher niedrige diagnostische Relevanz. Die besten AUROC-Werte zeigen fur
alle Gruppen die Messung von EpCAM*CD147* taMP/10®° AnnexinV* MP.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Geschlecht die totale Anzahl

tumorassoziierter Mikropartikel im Blut nicht beeinflusst.

4.3. Das Verhalten der tumorassoziierten Mikropartikel bei Patienten mit

CrC nach chirurgischer Resektion

In einer Studie von 2015 wurde gezeigt, dass bei Patienten mit Pankreaskarzinom der
Median der Glypican-1 positiven Exosome sieben Tage nach einer Operation signifikant
sinkt [84]. Um zu Uberprufen, ob dies auch fur das Level der tumorassoziierten
Mikropartikel im Serum von Patienten mit CrC zutrifft, wurde bei Patienten mit CrC Blut vor
(n= 14), sieben Tage nach (n= 14) und wenn mdglich zehn Tage nach (n=3) einer
Operation mit kurativem Ansatz abgenommen und die Mikropartikel aus dem Serum
isoliert.

Bei 11 von 14 Patienten sinken die Anzahlen EpCAM* taMP von durchschnittlich 63,16
EpCAM* taMP/10® AnnexinV* MP preoperativ auf 51,24 EpCAM* taMP/10® AnnexinV* MP

an Tag 7 nach der Operation signifikant.
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Und auch an Tag 10 lasst sich trotz kleiner Fallzahl ein signifikanter Abstieg erkennen. Die
Anzahlen sinken jedoch nicht auf das Niveau der taMP bei gesunden Probanden. Es ist

mdglich anzunehmen, dass EpCAM taMP erst nach langerer Zeit abgebaut werden.
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Figur 16: Detektion von CD147*, EpCAM* und EpCAM*CD147* taMP/10° AnnexinV* MP im Serum von
Patienten mit CrC vor und nach einer chirurgischen Resektion. Es wurden Mikropartikel aus
Serumproben von Patienten mit CrC isoliert. Die Proben wurden vor der Operation (preOP, meist am Tag vor
der geplanten Operation), sieben Tage nach der Operation (Tag 7) und wenn mdglich zehn Tage nach der
Operation (Tag 10) gesammelt. Berechnungen wurden mittels Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA)
durchgeflhrt (One-tailed T-test). Fur die EPCAM* taMP/10°® AnnexinV* MP wurde neben der Darstellung als
vertikaler Scatterplot noch eine weitere Graphik hinzugefligt, die den taMP-Level-Verlauf der einzelnen
Patienten deutlich macht. Fur alle Gruppen sind der Median und der Interquartilsabstand dargestellt sowie
die p-Werte, die wie folgt angegeben sind;*= p<0,05, **= p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant.

Bei der Messung von EpCAM*CD147* taMP/10°® AnnexinV* MP und CD147* taMP/10°
AnnexinV* MP dagegen lasst sich kein Absinken der Mikropartikellevel beobachten. An

Tag 7 in Vergleich zu Tag 10 lasst sich sogar ein Anstieg der taMP erkennen. Dies trifft
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auch besonders fur die CD147* taMP zu. CD147 wird nicht nur von Tumorzellen, sondern
unter anderem auch von T-Zellen und Epithelzellen exprimiert und spielt eine Rolle im
Gewebeumbau [137]. Daher kann man vermuten, dass auch CD147* Mikropartikel von

diesen Zellen wahrend und nach einem operativen Eingriff ins Blut abgegeben werden.

Tabelle 8: Verhalten der taMP/10° AnnexinV* MP im Serum von Patienten mit CrC vor und nach einer
chirurgischen Resektion. Angegeben ist der Zeitpunkt der Blutentnahmen und die Anzahl der gemessenen
Proben, die dazugehoérigen Mediane und der p-Wert des One-tailed t-Tests. Die Berechnungen wurden mit
Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgeflhrt.

Zeitpunkt Tumormarker Anzahl Proben Median p-Wert
Blutentnahme taMP/10°MP | (one-tailed t-Test
gegen pre-OP)

Pre-OP EpCAM 14 63,16

Tag 7 14 51,24 0,0052

Tag 10 3 42,95 0,0242

Pre-OP EpCAM/CD147 14 6,307

Tag 7 14 11,03 0,0453

Tag 10 3 12,80 0,2680

Pre-OP CD147 14 77,37

Tag 7 14 136,8 0,0052

Tag 10 3 71,80 0,1847

4.4. Die Korrelation zwischen der Anzahl tumorassoziierter Mikropartikel

im Serum und dem Tumorvolumen von Patienten mit CrC und NSCLC
Eine weitere Fragestellung der Studie ist, ob die Anzahl der tumorassoziierten
Mikropartikel auch mit dem Tumorvolumen der Patienten korreliert. Zu diesem Zweck
wurden die Daten, die im Rahmen des Stagings und Gradings bei den Patienten im
Bundeswehrzentralkrankenhaus Koblenz erhoben wurden, gesammelt und ausgewertet.
Mittels Prism wurden die Korrelation sowie die lineare Regression zwischen den
gemessenen Anzahlen EpCAM* taMP/10° AnnexinV* MP bzw. EpCAM*CD147* taMP/10?
AnnexinV* MP und den in cm® angegebenen Tumorvolumen von Patienten mit CrC und
NSCLC berechnet.

Fir die Patienten mit CrC (n=44) zeigt sich bei dem Vergleich der Anzahl der EpCAM*
taMP/10° AnnexinV* MP mit dem Tumorvolumen in cm? keine hohe Korrelation. Zwar zeigt
der p-Wert von 0,0027, dass sich die Anzahl der EpCAM* taMP/10°® AnnexinV* MP mit der
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GroRe des Tumors verandert, doch die Korrelation nach Spearman liegt bei 0,4413. Auch

durch die lineare Regression lasst sich hier kein Zusammenhang feststellen.
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Figur 17: Die Korrelation zwischen der Anzahl EpCAM* und EpCAM*CD147* MP/10° AnnexinV* MP und
dem Tumorvolumen von Patienten mit CrC. Angegeben sind zum einen der Spearman-
Korrelationskoeffizient und die dazugehdrigen p-Werte, die wie folgt angegeben sind; *= p<0,05, **=
p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant. Die lineare Regression ist als Linie im Graphen integriert.
Zum anderen gezeigt sind die Tumorvolumen in cm? der Patienten mit CrC eingeteilt in Gruppen nach GroRe
(1<10 cm?, 10<50 cm?, 50<100 cm?®, >100 cm?®) und in Abhéngigkeit von den gemessenen taMP-Werten.
Verglichen worden sind die Werte mit den Werten von Kontrollpersonen (Tumorvolumen= 0 cm?) und
untereinander mittels OneWayANOVA Test mit Dunnets multiplem Vergleichstest und Bonferronis multiplem
Vergleichstest. Die Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefuhrt.

Bei der detaillierten Analyse der Tumorvolumen-Bandbreite und einem Vergleich mittels
OneWayANOVA mit Dunnets Test zwischen der Anzahl EpCAM* taMP/10® AnnexinV* MP

von Gesunden mit einem Tumorvolumen von 0 cm?® und der Anzahl EpCAM*CD147*
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taMP/10® AnnexinV* MP von Patienten mit gemessenen Tumorvolumina von 1<10 cm?,
10<50 cm?, 50<100 cm?® und >100 cm?® zeigt sich eine signifikante Erhohung der
tumorassoziierten Mikropartikel bei den Patienten mit Tumoren, jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den verschiedenen GroRen der Tumoren im Bonferroni Test.

Ein anderes Ergebnis zeigt die Korrelation zwischen der Anzahl EpCAM*CD147* taMP/10°
AnnexinV* MP und dem Tumorvolumen bei CrC-Patienten (n=43). Hier betragt der
Spearman Korrelationskoeffizient 0,7461, und auch die lineare Regression zeigt mit einem
p-Wert von 0,0004 ein signifikantes Ergebnis. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9
zusammengefasst. Bei der detaillierten Analyse der Tumorvolumen-Bandbreite zeigt sich
auch hier eine signifikante Erhéhung der tumorassoziierten Mikropartikel bei Patienten mit
Tumoren aulier beim Vergleich der Kontrollgruppe mit den Patienten mit niedrigen
Tumorvolumen (1<10 cm?®), was die Annahme zuldsst, dass sich in diesem Bereich das
Detektionslimit fur die Mikropartikel im Serum befindet. Die Ergebnisse und die AUROC-
Werte sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Trotz positiver Korrelation und linearer
Regression findet sich zwischen den hier gewahlten Groeneinteilungen kein signifikanter
Unterschied im OneWayANOVA Test mit Bonferroni Test.
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Figur 18: Die Korrelation zwischen der Anzahl EpCAM* und EpCAM*CD147* MP/10° AnnexinV* MP
und dem Tumorvolumen von Patienten mit NSCLC. Angegeben sind zum einen der Spearman-
Korrelationskoeffizient und die dazugehdrigen p-Werte, die wie folgt angegeben sind; *= p<0,05, **=
p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant. Die lineare Regression ist als Linie im Graphen integriert. Die

Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt.

Bei den Patienten mit NSCLC konnte weder fir die Anzahl EpCAM* taMP/10° AnnexinV*
MP und die dazu gehdérigen Tumorvolumina noch fiir die Anzahl EpCAM*CD147* taMP/10°

AnnexinV* MP und die dazu gehdrigen Tumorvolumina eine Korrelation festgestellt
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werden. Der Spearman Koeffizient betragt fir die Messung von EpCAM* taMP/103
AnnexinV* MP 0,4965 und fiir die Messung der EpCAM*CD147* taMP/10° AnnexinV* MP
0,4967, also fast identische Werte. Die p-Werte zeigen jedoch an, dass es einen
Zusammenhang zwischen den Werten und den Tumorvolumina gibt. Eine signifikante
lineare Regression ist andererseits nicht nachweisbar. Auch bei der detaillierten
Betrachtung und der Testung mittels OneWayANOVA mit Bonferroni Test zeigen die
Tumore keine Unterschied der taMP Anzahlen nach Tumorgréf3e, obwohl eine signifikante

Erhohung im Vergleich zur Kontrollgruppe besteht.
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Figur 19: Die Korrelation zwischen der Anzahl EpCAM* und EpCAM*CD147* MP/10° AnnexinV* MP
und dem UICC-Stadium von Patienten mit CrC und NSCLC. Angegeben sind zum einen der Spearman-
Korrelationskoeffizient und die dazugehdérigen p-Werte, die wie folgt angegeben sind; *= p<0,05, **= p<0,005,
***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant. Die lineare Regression ist als Linie im Graphen integriert. Die

Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt.

Im Rahmen dieser Auswertung enthalten ist eine Betrachtung des Zusammenhangs
zwischen der Anzahl EpCAM* und EpCAM*CD147* taMP/10® AnnexinV* MP und der

50



Beurteilung der Erkrankung im klinischen Setting anhand der UICC-Stadien (Figur 19).

Fir die Patienten mit CrC zeigt sich keine hohe Korrelation trotz guter p-Werte und
signifikanter linearer Regression.

Fir die Patienten mit NSCLC betragt der Spearman-Korrelations-Koeffizient fur die
Messung der EpCAM* taMP/10°® AnnexinV* MP 0,5521 und fir die Messung
EpCAM'CD147* taMP/10® AnnexinV* MP 0,5402. Sie zeigen damit eine bessere
Korrelation als die Patienten mit CrC. Indes zeigt die lineare Regression flr die Patienten
mit NSCLC keine Signifikanz.

Zusammenfassend besteht ein Zusammenhang zwischen der TumorgréRe in cm?® und der
Anzahl EpCAM*CD147* taMP/10® AnnexinV* MP bei Patienten mit CrC, was vermuten
lasst, dass Patienten mit einem grélReren Tumor auch hdhere taMP-Level im Serum

zeigen.

Tabelle 9: Vergleich der EpCAM* und EpCAM*CD147* MP/10° AnnexinV* MP aus dem Serum von
Patienten mit unterschiedlichem Tumorvolumen. Angegeben sind die Tumorentitdten mit der Anzahl der
eingemessenen Proben, ihre berechneten Mediane, die AUROC-Kurve mit Standardabweichung und p-

Werte. Die Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt.

Entitat | Tumor Tumormarker |Anzahl |Median AUROC |SD p-Wert
volumen Proben |taMP/10° MP
[em’]
CrC 1>10 EpCAM 10 64,87 0,8714 |0,07460 |0,002340
EpCAM/CD147 |9 2,595 0,8413 |0,08117 |0,006777
10<50 EpCAM 14 55,45 0,8571 |0,07677 |0,001307
EpCAM/CD147 |14 7,285 0,9898 0,01352 |< 0,0001
50<100 EpCAM 5 63,83 0,9286 |0,06173 |0,005499
EpCAM/CD147 |5 16,80 0,9571 |0,04363 |0,003065
NSCLC | 71>10 EpCAM 11 45,43 0,8896 |0,07004 [0,001028
EpCAM/CD147 |11 11,20 0,9740 |0,02614 |< 0,0001
10<50 EpCAM 14 47,38 0,8724 0,07196 |0,0008019
EpCAM/CD147 |12 4,309 0,8274 0,08531 |0,004690
50<100 EpCAM 5 53,78 0,9143 |0,07139 |0,007280
EpCAM/CD147 |4 14,49 0,9643 |0,04374 |0,005780
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4.5. CEA und CA19-9 im Vergleich mit den tumorassoziierten
Mikropartikeln als diagnostische Tumormarker fiir CrC und NSCLC

Wie bereits beschrieben dienen im klinischen Setting unter anderem CEA und CA19-9 als
Tumormarker, die im Blut bestimmt werden. Das folgende Kapitel widmet sich dem
Vergleich dieser Marker mit den in der Studie untersuchten tumorassoziierten
Mikropartikeln.

Zu diesem Zweck wurden die im Bundeswehrzentralkrankenhaus Koblenz erhobenen
CEA- und CA19-9 Werte mit den gemessenen Anzahlen tumorassoziierter Mikropartikel

der jeweiligen Patienten und den Tumorvolumina in Verbindung gebracht.
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Figur 20A: Die Korrelation zwischen der Anzahl EpCAM* und EpCAM*CD147* MP/10° AnnexinV* MP
und den Tumormarkern CEA und CA19-9 bei Patienten mit CrC. Angegeben sind zum einen der
Spearman- Korrelationskoeffizient und die dazugehdrigen p-Werte, die wie folgt angegeben sind; *= p<0,05,
**= p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant. Die lineare Regression ist als Linie im Graphen integriert.

Die Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt.
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Figur 20B: Die Korrelation zwischen der Anzahl EpCAM* und EpCAM*CD147* MP/10° AnnexinV* MP
und den Tumormarkern CEA und CA19-9 bei Patienten mit und NSCLC. Fur die Patienten mit NSCLC
sind nur die Vergleiche mit den Werten des Markers CEA gezeigt. Angegeben sind zum einen der
Spearman- Korrelationskoeffizient und die dazugehdrigen p-Werte, die wie folgt angegeben sind;*= p<0,05,
**= p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant. Die lineare Regression ist als Linie im Graphen integriert.

Die Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt.

Vergleicht man die Anzahlen EpCAM* taMP/10® AnnexinV* MP bzw. EpCAM*CD147*
taMP/10® AnnexinV* MP von Patienten mit CrC mit den fir die Patienten gemessenen
CEA-Werten, zeigt sich kein Zusammenhang. Der Korrelationskoeffizient liegt flir den
Vergleich der EpCAM* taMP/10® AnnexinV* MP mit den CEA-Werten bei 0,1697 und fir
den Vergleich der EpCAM*CD147* taMP/10® AnnexinV* MP mit den CEA-Werten bei
0,3070. Bei den Patienten mit NSCLC zeigt sich ein ahnliches Ergebnis. Auch hier ergibt
die Testung keine signifikante Korrelation der taMP-Werte mit den CEA-Werten.

Far die Patienten mit CrC wurde die Testung weiterhin fur den Vergleich mit den CA19-19
Werten durchgefuhrt, woraus sich ebenfalls keine signifikante Korrelation ergab.

Uber die Werte der Marker CEA und CA19-9 kann man zudem nur eine maRige bis keine
Aussage uber die Tumorlast machen. Im Vergleich zeigt sich, dass zwischen dem
Tumorvolumen und dem CEA-Wert der Patienten keine hohe Korrelation besteht, weder
bei den Patienten mit CrC (r=0,4800) noch bei den Patienten mit NSCLC (r=0,2896). Fur
den Vergleich des Tumorvolumens mit den CA19-9 Werten der Patienten mit CrC liegt der

Korrelation-Koeffizient bei 0,1040 und zeigt so auch keinen Zusammenhang.
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Figur 21: Die Korrelation zwischen den Werten der Tumormarkern CEA und CA19-9 und dem
Tumorvolumen von Patienten mit CrC und NSCLC. Fir die Patienten mit NSCLC sind nur die Vergleiche
mit den Werten des Markers CEA gezeigt. Angegeben sind zum einen der Spearman- Korrelationskoeffizient
und die dazugehorigen p-Werte, die wie folgt angegeben sind; *= p<0,05, **= p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.=
nicht signifikant. Die lineare Regression ist als Linie im Graphen integriert. Die Berechnungen wurden mit

Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt.

Teilt man die Werte in Gruppen mit den Tumorvolumina 0<10 cm?3, 10<50 cm?, 50<100 cm?®
und >100 cm? ein und vergleicht die CEA-Werte der CrC-Patienten mit den Werten der
Kontrollgruppe (Tumorvolumen=0 cm?3), zeigt sich, dass die Patienten mit groReren
Tumoren im Allgemeinen keine signifikant hdheren CEA-Werte zeigen. Nur in der Gruppe
der Patienten mit einem Tumorvolumen von 50<100 cm?® (n=4) zeigt sich ein leicht
signifikanter Anstieg, was im Zusammenhang mit der niedrigen Fallzahl stehen kann. Auch

die CA19-9 Werte steigen bei Patienten mit grélRerem Tumorvolumen nicht signifikant an.
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Figur 22: Nahere Betrachtung der Korrelation zwischen den Werten der Tumormarkern CEA und
CA19-9 und dem Tumorvolumen von Patienten mit CrC. Gezeigt sind die Tumorvolumen in cm? der
Patienten mit CrC eingeteilt in Gruppen nach GréRe (1<10 cm?®, 10<50 cm?, 50<100 cm?, >100 cm®) und in
Abhangigkeit von den gemessenen CEA- bzw. CA19-9-Werten. Verglichen worden sind die Werte mit den
Werten von Kontrollpersonen (Tumorvolumen= 0 cm?®) und untereinander mittels OneWayANOVA Test mit
Dunnets multiplem Vergleichstest und Bonferronis multiplem Vergleichstest. Die Berechnungen wurden mit

Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt.

4.6. Der Unterschied zwischen metastasierten und nicht metastasierten

Phanotypen des CRC

Dass die Anzahl der taMP nur bedingt eine Aussage Uber die Tumorlast der Patienten
treffen kann wirft die Frage auf, ob es einen Unterschied in der Anzahl der taMP bei
Patienten mit bereits metastasiertem CrC gibt. Hierzu sind die Patienten mit CrC in zwei
Gruppen aufgeteilt worden. Eine Gruppe bilden die Patienten ohne Metastasen (n=42) und
die andere jene mit Fern- und/oder Lymphknotenmetastasen (n=11). Diese wurden mit
den gesunden Proben und untereinander erneut verglichen mittels OneWWayANOVA-Test
mit anschlieBendem Dunnets Test. Wie erwartet zeigen die Patienten mit CrC und mit
mCrC eine signifikante Erhohung der markerpositiven taMP/10® AnnexinV* MP. Es gibt
jedoch keinen signifikanten Unterschied der Anzahlen EpCAM* und EpCAM*CD147*
taMP/10°® AnnexinV* MP zwischen den Patienten mit CrC und mCrC. Anders verhalt sich
dies bei der Betrachtung der Marker CEA und CA19-9 (Figur 13B). Hier ist nicht nur kein

signifikanter Unterschied zwischen den Phanotypen des CrC zu sehen, sondern es fehlt
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auch eine signifikante Erhéhung im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Einzig die Patienten

mit metastasiertem CrC (n=7) zeigen leicht erhéhte CEA-Werte im Vergleich zu gesunden

Probanden.
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Figur 23: Der Unterschied zwischen metastasierten und nicht metastasierten Phianotypen des CRC.
Gezeigt sind zum einen die Anzahlen der EpCAM* und EpCAM'CD147* taMP/10°® AnnexinV* MP fir

Patienten mit metastasiertem CrC (mCrC) und nicht- metastasiertem CrC (CrC), und zum anderen die Werte

der Tumormarker CEA und CA19-9 Patienten mit metastasiertem CrC (mCrC) und nicht-metastasiertem

CrC (CrC) im Vergleich zu Kontrollpersonen. Die Berechnungen (OneWayANOVA mit Dunnets multiplem

Vergleichstest) wurden mit Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) durchgefihrt. Fur alle Gruppen sind der

Median und der Interquartilsabstand dargestellt sowie die p-Werte, die wie folgt angegeben sind; *= p<0,05,

**= p<0,005, ***= p<0,0005, n.s.= nicht signifikant.

Mittels der Berechnung der AUROC-Werte soll eine Aussage Uber die diagnostische

Akkuratesse der Auswertung gemacht werden. Hier zeigen sich gute Werte fur die
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markerpositiven taMP/10% AnnexinV* MP, aber auch fiir die Berechnungen der CEA-Werte.
Sie reichen von 0,7979 fir die EpCAM* taMP/10% AnnexinV* MP der Patienten mit CrC bis
zu 0,9464 fur die CEA-Werte bei Patienten mit mCrC.

Zusammenfassend zeigt sich zwischen Patienten mit bereits metastasiertem CrC und

Patienten ohne Metastasen kein Unterschied in der Anzahl der taMP.

Tabelle 11: Der Unterschied zwischen metastasierten und nicht metastasierten Phanotypen des CrC.

Gezeigt sind die Phanotypen und die eingemessene Anzahl der Proben, die Mediane, die AUROC-Kurve

sowie zugehdrige p-Werte und die Standardabweichung. Die Berechnungen wurden mit Prism 5 (GraphPad
Software, Inc., USA) durchgefiihrt.

Entitat | Marker Anzahl |Median* AUROC SD p-Wert
Proben

CrC EpCAM 42 52,53 0,7979 0,04579 < 0,0001
EpCAM/CD147 |41 5,430 0,8537 0,04157 < 0,0001

mCrC |EpCAM 11 54,84 0,8770 0,04426 < 0,0001
EpCAM/CD147 |11 6,134 0,8967 0,04694 < 0,0001

CrC CEA 40 1,960 0,9250 0,05045 0,0001703
CA19-9 40 7,743 0,5594 0,08630 0,5992

mCrC |CEA 7 6,850 0,9464 0,05478 0,003830
CA 19-9 5 9,190 0,7000 0,1783 0,2416

*EpCAM und EpCAM/CD147 angegeben als taMP/ 103 MP; CEA und CA19-9 angegeben in ng/ml
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5. Diskussion

5.1 Die Isolierung von taMP aus humanem Serum und die Detektion
mittels Durchflusszytometrie stellen ein mogliches neues Verfahren zur

Friherkennung von Tumorerkrankungen dar

Um mittels Durchflusszytometrie die Oberflache der Mikropartikel beurteilen zu kdnnen, ist
es notwendig ein standardisiertes Verfahren zur Isolation der Mikropartikel aus humanem
Serum zu verwenden [2]. Im Detail wurde in dieser Studie den Patienten vendses Blut
abgenommen und in Standard S-Monovetten 7,5 ml, Serum Gel mit
Gerinnungsaktivatoren (Sarstedt AG&Co., Numbrecht, Deutschland) gesammelt. Nach
dem Gerinnungsvorgang wurden die Blutproben mit 4000x g zentrifugiert, um das Serum
zu separieren. Dieses wurde dann bei -80°C bis zur Verwendung gelagert. Vor der
Isolation der Mikropartikel mittels Zentrifugation wurden die Proben bei Raumtemperatur
aufgetaut und Uber Nacht bei 4°C gegen 45 ml AnnexinV 1xBindepuffer mit BSA dialysiert
[131].

Die Zentrifugation erfolgt in zwei Schritten. Im ersten Schritt, der schwacheren
Zentrifugation, werden Zellrlickstande und andere groRere Partikel, wie die apoptotischen
Korperchen, entfernt [113]. Die zweite Zentrifugation erfolgt mit hoherer Beschleunigung,
sodass sich hier die groReren Mikropartikel absetzten kdnnen, die kleineren Exosome
aufgrund ihrer noch geringeren Grofde jedoch wahrscheinlich im Serum verbleiben [134].
Die Zentrifugation als Mittel zur Isolierung von Mikropartikeln wird in vielen Studien
beschrieben und ist inzwischen das gangige Verfahren[2][23]. Mikropartikel pelletieren bei
einer Beschleunigung von 10.000-20.000x g, wahrend sich kleinere EV erst bei hdheren
Beschleunigung (100.000-120.000x g) absetzen [134]. Doch die Gruppen der EV sind sehr
heterogen, und so ist es moglich, dass sich groRere Exosome auch schon bei
schwacheren Beschleunigung absetzen und so eine komplette Isolierung einer Gruppe
nicht immer madglich ist [134]. Beachtet werden sollte zudem, dass die Zentrifugation
vielleicht die Aggregation und PS-Exposition von Mikropartikeln induziert [141].

Um die Reinheit der Proben zu gewahrleisten, wurde in dieser Studie zudem noch eine
Dialyse mit Filtern eingesetzt [131]. Die Isolierung von Mikropartikeln alleine nach der
Grolle mittels Filter wird als unzureichend gewertet und daher meist in der Kombination
mit Verfahren wie der Zentrifugation beschrieben [134], wie es auch in dieser Studie

gemacht wurde.

58



Neben der Zentrifugation scheint auch der Umgang mit den Proben einen Einfluss auf die
EV zu haben [122]. So wird zum Beispiel beschrieben, es sei wichtig, dass alle Proben
gleich behandelt werden [61] und gefrorene Proben nur mit gefrorenen Proben verglichen
werden sollten, da es noch keine eingangigen Studien gibt, die den Effekt des Einfrierens
auf die EV thematisieren [134]. Empfohlen wird die Lagerung bei -80°C [134]. Auch dies
wurde in dieser Studie berlcksichtigt.

Mikropartikel kénnen sowohl aus Serum als auch aus Plasma isoliert werden [38]. Und
obwohl die Isolierung aus Plasma empfohlen wird [134], wurde in dieser Studie gelagertes
Serum verwendet, unter anderem auf der Grundlage einer vorangegangenen Studie, die
gezeigt hat, dass zwar minimale bis moderate Unterschiede zwischen den MP-
Populationen in Serum und Plasma bestehen, dies aber keine Auswirkung auf das
Anlegen eines Profils fur die Studie hat [66].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine korrekte Isolation der Mikropartikel aus
humanem Serum moglich ist, unter anderem durch die Orientierung an bereits weit

verbreiteten Verfahren.

5.1.1 AnnexinV* EpCAM* und AnnexinV* EpCAM* CD147* taMP sind potente Pan-
Tumormarker fir das CrC, das NSCLC und das PaCa

Um eine passende Markerkombination zu finden, die als Pan-Tumormarker fungieren
kann, ist die Testung mehrerer Marker notwendig gewesen, unter anderem solcher, die
bereits mehrfach auf Tumorzellen und zum Teil auch auf Extrazellularen Vesikeln
nachgewiesen wurden. Um zu gewahrleisten, dass nur die Mikropartikelpopulation
betrachtet wird, wurden alle Proben in einem ersten Schritt mit AnnexinV gefarbt, welches
an Phosphadidylserin bindet und damit die Mikropartikelpopulation von anderen
Populationen abgrenzen kann [64]. Die AnnexinV* Population wurden in weiteren Schritten
mit verschiedenen Antikérpern gefarbt. CD66¢c und CD44 scheinen wenig potente Marker
fur die Detektion von taMP im Serum zu sein, da gesunde und kranke Proben ahnliche
taMP-Level zeigen (Kaptiel 4, Figur 4). CD44 ist nicht nur assoziiert mit vielen Tumoren,
wie zum Beispiel dem Kolorektalen Karzinom [4], sondern auch mit physiologischen
Prozessen und anderen Erkrankungen [58], was die Differenzierung von Tumorpatienten
alleine mittels CD44 erschweren konnte. CD66c, welches weder tumor- noch
organspezifisch zu sein scheint [124], konnte einen guten Pan-Tumormarker darstellen,

doch auch hier zeigen die gesunden Probanden ahnliche taMP-Level wie Patienten mit
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Tumoren. Auch die Kombination mit EpCAM zeigte keine signifikanten Ergebnisse (Kapitel
4, Figur 8A). Aufgrund dieser Ergebnisse sind die beiden Marker in dieser Studie
ausgeschlossen und das Augenmerk auf andere Marker gerichtet worden, was vor allem
CD66¢ als moglichen Tumormarker fur Mikropartikel jedoch weiterhin nicht ausschlieft.
Dies musste durch groRere Studien mit hdheren Fallzahlen untersucht werden.

AnnexinV*EpCAM* und AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP erweisen sich als sehr potente
Marker zur Diskriminierung von gesunden Kontrollpersonen und Tumorpatienten. Sowohl
AnnexinV*EpCAM* als auch AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP konnten im Serum von
Tumorpatienten identifiziert werden, wahrend sie bei Gesunden nicht, bzw. in kleineren
Mengen, vorhanden waren (Kapitel 4, Figur 5 und 8A). Mit der Messung von
AnnexinV*EpCAM* taMP konnten mittels der berechneten Cut-offs von insgesamt 107
Patienten 82 richtig als erkrankt erkannt werden, bei der Messung von
AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP wurden ebenfalls 82 von 100 Patienten als erkrankt
identifiziert. Auch der positive pradiktive Wert bestatigt das gute Ergebnis der Messung
von taMP im Blut. Der positive pradiktive Wert (positiv prediction value, PPV) zeigt an, wie
viele der positiv getesteten Personen tatsachlich krank sind und der negative pradiktive
Wert (negativ prediction value, NPV) gibt an, wie viele der negativ getesteten Personen
tatsachlich gesund sind [33]. Der PPV liegt fur die Messung der Annexin V*EpCAM* taMP
bei 85,42% und der NPV bei 60,32%. Auch Sensitivitat und Spezifitat zeigen gute Werte
(Kapitel 4, Tabelle 4). Die Spezifitat bei den berechneten Cut-Off Werten fur die Messung
AnnexinV*EpCAM* taMP reicht von 74,55 %(CrC) bis 88,89 % (PaCa). Wurde man
héhere Cut-off-Werte verwenden, wirde die Rate der Falsch-positiven ansteigen. Im
Zusammenhang mit der Sensitivitat und der Spezifitat wurden auch die AUROC Werte
betrachtet. Die AUROC-Werte spiegeln die diagnostische Akkuratesse des Test wieder [7],
und auch hier zeigt die Messung der AnnexinV*EpCAM* taMP gute Werte (Kapitel 4,
Tabelle 4 und Figur 6). Sie liegen bei 0,7965 (NSCLC), 0,8059 (CrC) und 0,8675 (PaCa).
Uberraschenderweise zeigten auch Patienten mit Struma ohne Tumorerkrankungen
erhohte AnnexinV*EpCAM*Werte. EpCAM kommt im einfachen Epithel des reifen
Gewebes vor [116], sodass eine Erhdhung bei Patienten mit Struma vielleicht durch
Gewebeumbau bedingt sein kénnte. Diese Einschrankung lasst sich bei der Detektion der
AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP nicht erkennen. Allgemein zeigt die Messung der doppelt
positiven taMP bessere Ergebnisse gegenuber der alleinigen Messung von
AnnexinV*EpCAM* taMP. Der PPV liegt hier bei 87,23% und der NPV bei 64,71%, die
Sensitivitat bei 77,50% (NSCLC), 84,62% (CrC) und 87,50 (PaCa) und die AUROC-Werte
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bei 0,8672 (NSCLC), 0,8628 (CrC) und 0,9111 (PaCa). Zudem kann man bei dieser
Messung wie bereits angedeutet keine Erhdhung der Parameter bei Strumapatienten
feststellen. AnnexinV+*CD147+* taMP wiederum eignet sich augenscheinlich schlechter, um
Patienten mit Tumorerkrankungen von gesunden Probanden zu differenzieren. Hier zeigen
auch die gesunden Probanden oft erhdohte Werte, was mdglicherweise daran liegen
kénnte, dass CD147 nicht nur von Tumorzellen exprimiert wird, sondern auch in
gesundem Gewebe und bei anderen Krankheiten wichtige Rollen Ubernimmt [137]. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Verwendung einer Markerkombination der alleinigen
Messung eines tumorassoziierten Markers Uberlegen ist. Nichtsdestotrotz kdnnte die
Messung sowohl der doppelt positiven als auch der nur AnnexinV*EpCAM* taMP als
gangiges Verfahren zur minimalinvasiven Friherkennung von Krebserkrankungen in
Betracht gezogen werden, wobei das Vorhandensein anderer Erkrankungen, die eine
Erhdhung der AnnexinV*EpCAM* taMP nach sich ziehen koénnte, ein mdgliches
Ausschlusskriterium sein muisste, da es zu mehr falsch positiven Ergebnissen kommen
kénnte und damit womdglich zu unnétigen Behandlungen. Eine ausfiuhrliche Anamnese ist
aus diesem Grund obligat und sollte am Anfang einer jeden Vorsorgeuntersuchung stehen.
In dieser Studie werden die taMP pro 1000 AnnexinV* Mikropartikel angegeben, da sich
die Darstellung pro ml Serum als unzureichend erweist. In der Darstellung per ml Serum
zeigen nicht alle Gruppen mit Tumorerkrankungen erhéhte Werte im Vergleich zu den
gesunden Kontrollen (Kapitel 4, Figur 10). Dies kdnnte zum einen darauf zurlickzufuhren
sein, dass alle Probanden individuelle Anzahlen Mikropartikel im Serum aufweisen, zum
anderen aber konnte es auch an schwankenden Ausbeuten bei der Mikropartikelisolierung
liegen. Da man aber davon ausgehen kann, dass keine individuelle
Mikropartikelpopulation bei der Isolierung verloren geht, kann man von einer
gleichmaRigen Verteilung ausgehen. Die relative Angabe per 1000 AnnexinV" Mikropartikel
eignet sich daher gut [131][60]. Wie bereits erwahnt handelt es sich bei Mikropartikeln um
eine sehr heterogene Gruppe, die in unterschiedlichem Malie von Zellen abgeschnurt
werden. So setzten nicht nur Tumorzellen Mikropartikel frei, sie sind auch vorrangig
Produkte von Erythrozyten, Thrombozyten und Epithelzellen [42]. Daher ist es nicht
Uberraschend, dass sich die Anzahlen der Annexin V* Mikropartikel im Serum der
einzelnen Probanden unterscheiden, jedoch nicht signifikant, sodass die Gruppen
vergleichbar bleiben (Kapitel 4, Figur 9). Der somit geringe Unterschied der Mikropartikel-
Anzahlen, der jedoch, wie die Darstellung pro ml zeigt, einen Einfluss auf die Ergebnisse

hat, lasst sich durch die Darstellung pro 1000 Annexin V* Mikropartikel weiter ausgleichen
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[131].

5.2 Klinisches Potenzial der Messung tumorassoziierter Mikropartikel

Nachdem sich mit EpCAM und EpCAM/CD147 aussagekraftige Pan-Tumormarker
gefunden haben, ist ein weiterer Ansatz der Arbeit, zu schauen, in wieweit das Verfahren
klinische Relevanz in der Diagnostik und der Therapieuberwachung hat. Als Grundlage flr
diese Beurteilung dienen die im Krankenhaus wahrend der Diagnostik und Therapie
erhobenen Daten. Darunter fallen die Messungen der Tumormarker CEA und CA19-9, die
Abschatzung der TumorgroRe sowie Angaben zur Therapie und Blutabnahmen nach

vorgenommenen Operationen.

5.21 Tumorassoziierte Mikropartikel in der Therapieuberwachung und
Rezidivfriiherkennung

Um eine Aussage daruber zu treffen, ob die Messung taMP in der Therapielberwachung
eine Rollen spielen kénnte, stellt sich am Anfang die Frage, ob die Anzahl der taMP im
Serum mit der Tumorlast der Patienten korreliert. Daflir wurden von den Patienten mit
NSCLC und CrC die Daten beziglich TumorgroRe ausgewertet und mit der Anzahl der
taMP im Serum verglichen (Kapitel 4, Figur 15+16). Wahrend bei den Patienten mit
NSCLC kein Zusammenhang zwischen den AnnexinV*EpCAM* oder
AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP und dem Tumorvolumen in cm3 gefunden werden kann,
korreliert die Anzahl AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP signifikant mit dem Tumorvolumen
von Patienten mit CrC (r= 0,7461), wobei das untere Detektionslimit der taMP
voraussichtlich bei ca. 10 cm? liegen kénnte, da die AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP
Werte dieser Patienten nicht signifikant erhoht sind im Vergleich zu gesunden Probanden.
Die Feststellung, dass die Anzahl der AnnexinV* EpCAM* CD147* taMP die Tumorlast der
Patienten widerspiegeln konnte, kdnnte das Verfahren zu einem nutzlichen Instrument fur
die Uberwachung der Therapie oder in der Nachsorge machen. Nach Tumorresektion
treten in 10-30% der Falle von CrC lokale Rezidive auf, davon die meisten bereits in einer
frihen postoperativen Phase [48][143]. Als Nachsorge flr Patienten mit kurativ operiertem
CrC werden unter anderem die Koloskopie, die Sonographie der Leber und die Abnahme
des Tumormarkers CEA empfohlen, wobei die zeitlichen Abstande nicht genau festgelegt
sind, da hierzu die Studienlage nicht genug Aufschluss gibt [75]. Bei Patienten in Stadium

UICC 1 wird sogar nur eine koloskopische Nachsorge empfohlen [75]. In einer 2009
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erschienenen Studie wurde auch fur Patienten mit CrC in Stadium 1 eine ahnliche
Nachsorge empfohlen wie bei Patienten mit CrC in spateren Stadien, basierend auf den
Resultaten eines chirurgischen Therapieverfahrens [117], dies wurde jedoch kritisiert unter
den Gesichtspunkten, dass eine ausgedehnte Nachsorge mit CEA und weiterer
Bildgebung wenig Nutzen hat im Vergleich zu den entstehenden negativen Auswirkungen
wie Stress der Patienten und hohe finanzielle Belastung durch mdgliche falsch positive
Ergebnisse [13]. Die Abnahme von CEA als Tumormarker in der Nachsorge bleibt daher
bisher nur bei Patienten in spateren Stadien empfohlen [75]. CEA zeigt in der Nachsorge
im Vergleich zu Koloskopie oder anderen bildgebenden Verfahren eine gute Sensitivitat fur
Rezidive, vor allem bei Metastasen in der Leber [28], ist aber auf der anderen Seite auch
fehleranfallig. In einem 2001 erschienenen Review von M.J. Duffy wurden einige Faktoren
zusammengetragen, die den CEA Wert beeinflussen kdnnen. Neben der Differenzierung
und dem Stadium des Tumors wurden dort auch nicht maligne Lebererkrankungen,
Rauchen und Darmverschlisse als mdgliche Grinde fur einen erhohten CEA Wert
angegeben [27]. Ebenso scheinen adjuvante Chemotherapien Einfluss auf den CEA-Wert
zu haben [75]. Wahrend die AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP mit der Tumorlast
korrelieren, konnte ein solcher Zusammenhang zwischen den CEA Werten von Patienten
mit CrC und der Tumorgrofte in cm? in dieser Studie nicht festgestellt werden (Kapitel 4,
Figur 19). Nichtsdestotrotz wird CEA in der Nachsorge verwendet, da es zur Zeit das
kostengunstigste und sensitivste Verfahren zur Erkennung von Rezidiven zu sein scheint
[27]. Ein preoperativ erhdhtes CEA sollte ca. 6 Wochen nach chirurgischer Entfernung des
Tumors wieder auf Normalniveau sein, andererseits konnte dies rezidivverdachtig sein
[27]. Im Vergleich dazu wird in dieser Studie dargestellt, ob auch die EpCAM* und
EpCAM*CD147*taMP im Serum der Patienten mit CrC nach einer chirurgischen Resektion
absinken (Kapitel 4, Figur 14). Dazu wurden Patienten mit CrC Serumproben, zusatzlich
zu den preoperativen Blutenthahmen, sieben und zehn Tage nach einer kurativen
Resektion abgenommen und eingemessen. Hierbei zeigt sich, dass nur die Anzahl
AnnexinV*EpCAM*taMP sieben und zehn Tage nach der Operation sinkt. Die Anzahl der
AnnexinV*EpCAM*CD147*taMP  sinkt  nicht  signifikant, ebenso  wie die
AnnexinV*CD147*taMP, die sogar einen Anstieg zeigen. Wie bereits besprochen kénnte
dies daran liegen, dass CD147 nicht nur eine Rolle beim Wachstum, der Verbreitung und
der Metastasierung von Tumoren spielt, sondern auch bei anderen Prozessen wie dem
Gewebeumbau [137]. Da eine Operation nicht ohne Gewebeschaden und -reizungen

vonstatten geht, kdnnte es zu erhohter Expression AnnexinV*CD147* taMP kommen.
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Obwohl bei 11 von 14 Patienten die Anzahl der Annexin V*EpCAM™* taMP sinkt, sowohl an
Tag 7 als auch an Tag 10, kann das gesunde Level nicht erreicht werden. Ein
hypothetischer Grund hierflir kdnnte sein, dass Mikropartikel mdglicherweise eine langere
Halbwertszeit besitzen, oder dass Exosome vielleicht schneller abgebaut bzw. in Zellen
aufgenommen werden. Diese Unklarheit konnte ein Problem in der Nutzung des
Verfahrens in der Rezidiverkennung darstellen, da man ohne das Wissen, wann die taMP
Level wieder auf Normalniveau zuriickgehen, keine Aussage dariiber machen kann, ab
wann eine postoperative Erhohung der taMP auf eine Metastase oder ein Rezidiv
zurtckzufuhren sein konnte. In einer weiterfihrenden Studie unserer Gruppe konnte
gezeigt werden, dass eine Antikdrperkombination aus AnnexinV, EpCAM, CD133 und
ASGPR1 leberspezifische taMP farbt, und dass AnnexinV*EpCAM*ASGPR1* taMP Level
nach einer RO Resektion schon an Tag 2 postoperativ absinken und auch an Tag 10
niedrig bleiben [60]. Dies lasst die Vermutung zu, dass Mikropartikelfarbungen mit
organspezifischen Antikérperkombinationen in der Nachsorge und Rezidivfriherkennung
bessere Ergebnisse zeigen konnten als die Verwendung eines Pan-Tumormarkers,
obwohl auch das Level der taMP, die mit dem Pan-Tumormarker gefarbt werden,
signifikant bei Patienten mit hepatozellularem Karzinom (HCC) und Cholangiokarzinom
(CCA) erhoht ist [60]. Neben CEA ist in dieser Studie auch CA19-9 im Vergleich zu den
taMP betrachtet worden. CA19-9 wird auch als Tumormarker fir das CrC verwendet und
konnte eine sinnvolle Erganzung zu der Messung von CEA in der Nachsorge sein [108].
Unseren Messungen zufolge besteht zwischen dem Tumorvolumen in cm® und den CA19-
9 Werten der Patienten mit CrC keine Korrelation (Kapitel 4, Figur 21) und auch nicht
zwischen der Anzahl AnnexinV*EpCAM* taMP oder Annexin V*EpCAM*CD147* taMP und
den CA19-9 Werten (Kapitel 4, Figur 20). Zusammenfassend zeigt sich, dass sich die
Verwendung von organspezifischen Antikbrperkombinationen zur Anfarbung der
Mikropartikel statt der in dieser Studie verwendeten Pan-Tumormarker Kombination aus
AnnexinV, EpCAM und CD147, als guter minimalinvasiver Test in der Nachsorge und
Fraherkennung erweisen kdnnte, AnnexinV*EpCAM* taMP jedoch fur die Nachsorge nur
unter Umstanden in Frage kommen kodnne, hierfur aber noch weitere Studien durchgefuhrt
werden mussten, die den Zeitraum festlegen kdnnten, wie lange nach einer OP die Anzahl
der AnnexinV*EpCAM* taMP wieder auf das Normalniveau sinken. Gegen eine
Verwendung des Verfahrens in der Nachsorge sprechen auch die Erhohungen der
AnnexinV*EpCAM* taMP bei anderen Erkrankungen wie dem Struma oder der
Leistenhernie [60]. Die Kombination mit den bereits bekannten Markern CEA und CA19-9
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scheint sich nicht zu empfehlen, da keine Korrelation zwischen den taMP und den CEA-
oder CA19-9 Werten besteht. Betrachtet man hierbei, inwieweit die Marker Aussage Uber
die Tumorgréle treffen kdnnen, scheinen unseren Ergebnissen zu Folge die Messung der
taMP der Messung von CEA und CA19-9 Uberlegen zu sein. Diese Aussage musste aber
noch durch Studien mit groReren Fallzahlen bestatigt werden und beschrankt sich zudem
auf den Vergleich mit der Tumorgrof3e in cm?® . Im Vergleich mit anderen diagnostisch
wichtigen Einflussfaktoren ist CEA wesentlich besser erforscht und auch aussagekraftiger,
wie beispielsweise im Zusammenhang mit dem Uberleben bei Chemotherapie, dem

Tumorstadium und der Tumordifferenzierung [27].

5.2.2 Tumorassoziierte Mikropartikel in der Diagnostik und Vorsorge von
Tumorerkrankungen

Wahrend die Messung der tumorassoziierten Mikropartikel fir die Verwendung in der
Nachsorge zur Zeit noch zu wenig Potenzial aufzuweisen scheint, ist ein mdgliches
Potenzial fur die Anwendung als Diagnosemittel sichtbar. Zirkulierende Mikropartikel sind
inzwischen schon langst als potenzielle Biomarker fur maligne Tumore bekannt. Sie
spielen eine Rolle beim Wachstum von Tumoren und der Resistenz der Tumorzellen und
sind in Korperflissigkeiten wie Urin [97][98], Blut [88] oder Aszites [119] von
Tumorpatienten zu finden. Es wurden schon bei einigen Tumorarten erhohte
Mikropartikelanzahlen gefunden, wie zum Beispiel beim NSCLC [36] oder beim Brustkrebs
[78]. In dieser Studie wurde dabei der Fokus auf die Oberflachenantigene der Mikropartikel
gelegt. Mikropartikel scheinen dieselben Oberflachenmerkmale wie die Zelle zu tragen,
von der sie stammen [59][30], daher kdnnte man davon ausgehen, dass die Mikropartikel,
welche von Tumorzellen abgegeben werden, Oberflachenantigene tragen, die auf
Tumorzellen vorkommen. Die Messung von Annexin V*EpCAM*CD147* taMP im Serum
von Patienten kann wie bereits erwahnt mit einer Sensitivitat von 77,50% (NSCLC), tber
84,62% (CrC) bis hin zu 87,50% (PaCa) und einem PPV von 87,23% gut zwischen
Gesunden und Patienten mit Tumoren unterscheiden. Zudem besteht eine Korrelation
zwischen dem Tumorvolumen in cm?® und der Anzahl AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP im
Serum, sodass man vielleicht anhand der taMP-Anzahl auch eine Aussage daruber treffen
konnte, wie grol3 der Tumor voraussichtlich sein konnte. Damit konnte sich das Verfahren
nicht nur in der Diagnostik alleine als nutzlich erweisen, sondern auch als Prognosefaktor

dienen. Eine schon bekannte und zur Zeit stark erforschte Methode, die prognostisch
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Relevanz in der Diagnostik haben konnte, ist die Messung von zirkulierenden Tumorzellen
(circulating tumor cells, CTC). Auch hier wird unter anderem EpCAM als Marker verwendet
(CellSearch™ ) [46]. Es handelt sich um Zellen, die von einem soliden Tumor stammen
und im Blut zirkulieren [115]. Uber die Jahre gab es viele Versuche, die Detektion und
Analyse der CTC zu verbessern, da sie nur zu sehr geringen Zahlen im Blut vorhanden
sind, zugelassen von der amerikanischen Behorde fur Lebens- und Arzneimittel (Food and
Drug Administration, FDA) ist bisher jedoch nur das CellSearch™ System fiir den
metastasierten Brustkrebs, das metastasierte Kolorektale Karzinom und das metastasierte
Prostatakarzinom [35]. Hierbei wird mittels immunomagnetischer Separation 7,5 mi
peripheres Blut analysiert und Zellen dann als zirkulierende Tumorzellen bezeichnet, wenn
sie unter anderem zum einen im Streulicht oval bis rund erscheinen, und zum anderen in
der Farbung positiv fur Cytokeratin und 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) sowie negativ
fur CD45 sind [93]. Bei gesunden Personen werden nicht mehr als = 2 CTCs pro 7,5 ml
Blut gefunden [1]. Eine hdhere Anzahl von CTC Uber = 3 CTCs pro 7,5 ml Blut scheint
verbunden zu sein mit einer kirzeren Uberlebensdauer [93]. Die Messung von CTC wird
auch in der Diagnostik vorgeschlagen, beruhend auf der Vermutung, dass die Verbreitung
der Tumorzellen Uber den Blutweg zum Teil bereits im Stadium der frGhen Karzinogenese
geschieht, der primare Tumor also parallel zu moéglichen Metastasen wachst [34]. Dies
wurde jedoch nicht auf Karzinome zutreffen, die wenig oder spat metastasieren. Hier zeigt
die Messung der tumorassoziierten Mikropartikel moglicherweise groReres Potenzial, da
die Tumorzellen unabhangig von Metastasierungen Mikropartikel exprimieren. In dieser
Studie konnte kein Unterschied festgestellt werden zwischen der Anzahl
AnnexinV*EpCAM* und AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP pro 103 AnnexinV* MP im Serum
von Patienten mit CrC und metastasiertem CrC (Kapitel 4, Figur 23), jedoch waren bei
beiden Gruppen die Anzahlen der taMP pro 103 AnnexinV* MP im Vergleich zu gesunden
Probanden signifikant erhoht. Ein weiterer Vorteil des Verfahrens gegenltber der Messung
von zirkulierenden Tumorzellen ist, dass die Anzahl AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP viele
Tumorarten sicher detektieren kann. Darunter fallen nicht nur die in dieser Studie
betrachteten Entitdten NSCLC, CrC und PaCa, sondern auch das HCC und das CCA [60].
Ein weiterer Vorteil, den die Mikropartikel gemeinsam haben mit den CTC gegenuber
anderen Untersuchungen in der Friherkennung, wie beim CrC beispielsweise die
Koloskopie, ist die minimale Invasivitdt. Die Testung der Mikropartikel kdnnte so
moglicherweise im Zuge einer Routine-Blutabnahme erfolgen, wahrend zum Beispiel eine

Koloskopie im Durchschnitt 30 Minuten dauert (die Vorbereitungszeit nicht mit
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eingerechnet) und mit einigen Risiken behaftet ist wie Blutungen, Perforationen oder
Infektionen [85]. Aufgrund dieser Risiken muss vor der Durchfihrung einer Koloskopie
eine Aufklarung erfolgen. Vorteil der Koloskopie ist, dass man mdgliche Vorstufen des
Karzinoms in Form von Polypen direkt erkennen und abtragen kann. Eine Kombination der
Verfahren kénnte sich bewahren. Ahnlich wie beim okkulten Bluttest kdnnten positive
Ergebnisse bei der Messung der taMP eine Koloskopie obligat nach sich ziehen, um ein
CrC so friih wie mdglich zu erkennen. Vorraussetzung daflir ware jedoch, dass sich eine
Markerkombination fur die taMP finden wirde, die spezifisch ware fur das Kolorektale
Karzinom, ahnlich wie die Kombination von AnnexinV, EpCAM, CD133 und ASGPR1
leberspezifisch zu sein scheint [60]. Fur die Verwendung der Pan-Tumormarker kdnnte
man folgendes Vorgehen anstreben: Wenn bei den Routineblutentnahmen die
AnnexinV*EpCAM* taMP und besonders oder nur die AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP im
Serum erhoht sein sollten, konnte eine erweiterte Tumorsuche erfolgen, vielleicht in Form
von bildgebenden Verfahren oder der Untersuchung schon bekannter Tumormarker wie
CEA oder CA19-9.

Ein weiteres neues Verfahren, das in der Tumorforschung an Aufmerksamkeit gewinnt, ist
die Detektion von zirkulierender Tumor-DNA (cTDNA), einer Untergruppe der zellfreien
DNA (cfDNA), welche im Blut eines jeden Menschen vorkommt [142]. Diese DNA
Fragmente stammen wahrscheinlich von apoptotischen oder nekrotischen Tumorzellen
[55], und es wird vermutet, dass die Fragmente in ihrer Lange variabel sind im Gegensatz
zu jenen, die bei der Apoptose von normalen Zellen entstehen [45]. Sie kbnnen anhand
ihrer genetischen Abweichungen detektiert werden. Darunter fallen zum Beispiel das
Ungleichgewicht der Allele, Translokationen oder Mutationen [127]. Erhdhte totale Level
von cfDNA im Vergleich zu Kontrollgruppen wurden schon bei vielen Tumorarten
nachgewiesen [45]. Neben der Messung von totalen Konzentrationen hat auch die
Berechnung des DNA integrity index zugenommen, welcher erstmals von Wang et al.
verwendet wurde [127]. Dabei wird das Verhaltnis von langen zu kurzen cfDNA-
Fragmenten errechnet [45]. Neben malignen Tumoren wie dem Nierenzellkarzinom [19],
dem Prostatakarzinom [44] und Tumoren der Brust [109] gilt dies auch fur das Kolorektale
Karzinom [31][76]. Das Verfahren scheint zudem Potenzial als Prognosemarker und als
Mittel in der Therapieiberwachung aufzuweisen, da unter anderem Rezidive und
Metastasierung mit einem deutlich hdherem cfDNA Level verbunden zu sein scheinen [45],
was in dieser Studie fur die Messung der taMP nicht bestatigt werden konnte (Kapitel 4,

Figur 21). Dabei sind die im Rahmen der meisten Studien erhobenen Werte flr Sensitivitat
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und Spezifitat sehr hoch. Die Vermutung liegt daher nahe, dass sich die Messung der
cfDNA, entweder direkt im Serum/Plasma oder Uber den DNA integrity index, als potentes
Mittel in der Diagnostik und TherapielUberwachung bestimmter maligner Tumore
durchsetzten konnte. Aber auch hier gibt es einige negative Aspekte, die die klinische
Anwendbarkeit ahnlich wie die der taMP einschranken kdonnten und weiterer Forschung
bedurfen. Darunter fallt zum einen die groRe Bandbreite der Methoden zur Isolierung und
Messung der cfDNA, die ein Grund fir die grolen Unterschiede in Sensibilitat und
Spezifitat sein kdonnten [19]. So werden zum Beispiel in den Studien entweder Plasma
oder Serum verwendet, obwohl es Hinweise darauf gibt, dass es Unterschiede in der
Menge an cfDNA geben kénnte [19]. Dieses Problem zeigt sich wie bereits besprochen
auch bei der Messung der taMP. Eine andere Einschrankung ist die Vielzahl an
Moglichkeiten die DNA zu isolieren, die mit groflen Unterschieden in der Leistung
einhergehen [18]. Auch in der Mirkopartikelforschung gibt es viele Ansatze der Isolierung,
hier existieren jedoch erste Ansatze zur Vereinheitlichung [134]. Ein Vergleich zwischen
der Ergebnissen verschiedener Studien gestaltet sich unter anderem aufgrund der
genannten Probleme als schwierig, weswegen es nicht verwunderlich ist, dass es zu
teilweise gegensatzlichen Ergebnissen kommt. Ein Beispiel hierfur ist die Messung des
DNA integrity index fur das Prostatakarzinom. Wahrend eine Gruppe hier zu signifikanten
Ergebnissen kommt, welche vermuten lassen, dass die Messung der DNA-Integritat sich
in der Diagnostik des Prostatakarzinoms durchsetzten konnte [44], zeigt eine andere
Gruppe kontrare Ergebnisse, die cfDNA flr einen nicht geeigneten Marker des
Prostatakarzinoms halten [8]. Das in dieser Studie etablierte Verfahren und die daraus
resultierenden Ergebnisse hingegen konnten in weiterflihrenden Studien wiederholt
werden [60].

Wie bei der Messung der AnnexinV*EpCAM* taMP zeigt sich bei der Messung der cfDNA
auch das Problem, dass benigne Erkrankungen ebenfalls zu erhéhten Werten fuhren
konnen [19]. Vor allem im direkten Vergleich von malignen Erkrankungen zu ihren
benignen Korrelaten gibt es Hinweise darauf, dass eine Unterscheidung mittels cfDNA
nicht moglich ist, weder frei gemessen noch anhand des DNA integrity index [50]. Im Falle
des Kolorektalen Karzinoms zeigt eine Studie im Gegensatz dazu, dass sowohl die totale
Konzentration der cfDNA als auch die Mediane der Level des DNA integrity index
signifikant hoher sind als die von Kontrollpersonen und Patienten mit benignen Polypen im
Kolon [31]. Diese Ergebnisse sind aber beschrankt auf eine betrachtete Tumorentitat,

wahrend in dieser und weiterflhrenden veroffentlichten Studien gezeigt werden konnte,
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dass durch eine Kombination von EpCAM und CD147 eine Unterscheidung zwischen
benignen Erkrankungen und verschiedenen Formen von malignen Neoplasien moglich ist
[60][131].

Betrachtet man diese Ergebnisse zeigt sich, dass beide Verfahren Potenzial als
Tumormarker aufweisen, in Falle der cfDNA beschrankt sich dies je nach
Markerkombination jedoch auf eine Tumorentitdt, wahrend die Messung von
AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP eine grélkere Bandbreite von Malignomen in der
Fraherkennung abdecken konnte.

Zusammenfassen kann man sagen, dass sich die Messung des taMP Level im Serum als
minimalinvasives Verfahren in der Friherkennung von Tumorerkrankungen durchsetzten
konnte. Zur Fruherkennung von Tumorerkrankungen gibt es bis heute kaum Mittel, die
Bestimmung von taMP konnte also eine Lucke fullen und durch eine fruhe Diagnostik die
Mortalitat von Tumorerkrankungen senken. Durch die Eigenschaft als Pan-Tumormarker
ware es vielleicht mdglich, ohne vorherigen spezifischen Verdacht eine Grof3zahl von
Malignomen zu erkennen. Die prognostische Relevanz miusste noch durch grélere
Studien untersucht werden, vor allem in Hinblick auf die Frage, inwieweit das Level der

taMP im Serum die GroRRe des Tumors widerspiegelt.

5.3 Potenzial und Grenzen des Verfahrens

Bevor die Messung von taMP sich als Mittel in der Friherkennung und Diagnostik von
Tumorerkrankungen durchsetzten kann, mussen die Grenzen des Verfahrens und
mdgliche Ausschlusskriterien definiert, sowie mdgliche Fehlerquellen eingegrenzt werden,
um die Rate der falsch positiven Ergebnisse gering zu halten. Eine wichtige Frage ist hier,
ob das Geschlecht Einfluss auf die Expression der taMP besitzt. Eine Studie zu aus Blut
stammenden Mikrovesikeln von wahrscheinlich gesunden Probanden zeigte, dass es
Unterschiede in der Anzahl verschiedener Mikrovesikelpopulationen zwischen Mannern
und Frauen gibt [41], und ein Vergleich sollte sicherstellen, dass dies bei den taMP nicht
der Fall ist.

Hierzu wurden die Patientengruppen und die Kontrollgruppe aufgetrennt nach Geschlecht
und separat betrachtet (Figuren 11-13). In der Kontrollgruppe zeigen Frauen im Vergleich
zu Mannern leicht erhdhte Werte flir die AnnexinV*EpCAM* taMP, nicht jedoch fir die
AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP und AnnexinV*CD147* taMP. Bei den Patientengruppen

zeigen nur die weiblichen Patienten mit PaCa eine Erhdhung im Vergleich zu den Mannern
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mit PaCa, hier mussten jedoch weitere Tests mit hdheren Fallzahlen erfolgen, um diese
Ergebnisse zu bestatigen. Im Allgemeinen lasst sich aber sagen, dass es keine
ausschlaggebenden Unterschiede zwischen Mannern und Frauen in der Expression taMP
zu geben scheint.

Eine weitere Frage, die nahere Betrachtung verdient, ist, wo das Detektionslimit der
tumorassoziierten Mikropartikel liegt. Betrachtet man die Patienten mit CrC, deren
Tumoren eine GrofRe von <10 cm?® aufweisen, so fallt auf, dass diese Patienten keine
erhohte Anzahl AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP im Vergleich zu gesunden Probanden
aufweisen, obwohl die AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP mit der Tumorlast der Patienten
korrelieren (Kapitel 4, Figur 17). Diese Ergebnisse konnten ein Hinweis darauf sein, dass
kleinere Tumoren mit einem Volumen unter <10 cm? (entspricht einem Durchmesser von
ca. 2 cm) nicht mehr zuverlassig durch die Messung der taMP erkannt werden kdnnen.
Die geringe Anzahl an Patienten mit gemessenen Tumorvolumina <10 cm? I&sst jedoch
keine eindeutige Beurteilung zu. So zeigt zum Beispiel die Messung von
AnnexinV*EpCAM* taMP auch bei den Patienten mit Tumorvolumina <10 cm?® schon eine
signifikante Erhdhung. Es kann also aufgrund der bisherigen Studienlage keine Aussage
uber das Detektionslimit der taMP gemacht werden, wenngleich eine Tendenz dahin
sichtbar ist, dass kleine Tumoren mit einem Volumen <10 cm?® unter Umstanden nicht
erkannt werden kdnnen. Damit wirde das Verfahren jedoch nicht weniger sensibel sein als
andere Ansatze in der Fruherkennung von Tumoren. So betragt beispielsweise die
Sensibilitat der Messung von CEA zur Erkennung von Kolorektalen Karzinomen (nach
Dukes Klassifikation A und B) nur 36% [27]. Ausnahmen bilden invasive Verfahren wie die
Koloskopie, bei der bereits verdachtige Polypen <6mm entdeckt und abgetragen werden
konnen [48] und der daher bereits in der Fruherkennung des CrCs grof3e Bedeutung
zugesprochen wird [75][85]; ebenso Ausnahmen bilden manche bildgebende Verfahren,
welche jedoch bei keiner der in dieser Studie behandelten Tumorentitaten in der
Friherkennung empfohlen werden [40][75][74].

Wenn man uUber das Potenzial des Verfahren spricht, darf man nicht auRer Acht lassen,
wie gut anwendbar das Verfahren im Klinischen Alltag ware. Die Gewinnung der Proben
kann wie bereits besprochen aus venosem Blut im Rahmen einer Routineabnahme
erfolgen. Dafir benétigt wird eine Standard S-Monovette 7,5 ml, Serum Gel mit
Gerinnungsaktivatoren (Sarstedt AG&Co., Numbrecht, Deutschland). Fur die Isolierung
der Mikropartikel wird 1 ml Serum bendtigt, fur die Messung von anderen Tumormarkern
wie z.B. CEA oder CA 19-9 wird durchschnittlich ebenfalls 1 ml Serum bendtigt [70]. Bis
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hierher unterscheidet sich das Verfahren nicht von einer alltaglichen Blutentnahme flr das
Labor im Krankenhaus. Als Uber den normalen Aufwand hinausgehend hingegen kann die
Farbung der Mikropartikel und die Messung mittels FACS bewertet werden. Neben einem
geschulten Personal musste ein FACS-Gerat zur Verfugung stehen. Auf langere Sicht
wére es daher eine Uberlegung, das Verfahren so umzuarbeiten, dass eine Beurteilung
mittels Durchflusszytometrie nicht mehr notwendig ware.

Kostentechnisch gesehen ware das Verfahren unter den Tumormarkern teurer einzustufen
als die bisher gangigen Tumormarker. Mit ca. 25 Euro pro Messung (reine Materialkosten)
liegt der Preis hoher oder ahnlich hoch wie der der meisten Tumormarker, jedoch sind
diejenigen, die bisher beim CrC eingesetzt werden, glnstiger. So kostet eine Messung des
Tumormarkers CEA beispielsweise 14,57 Euro und von CA19-9 17,49 Euro (inbegriffen
sind die Verarbeitung des Probenmaterials durch Personal und die Auswertung und
Beurteilung durch einen Arzt) [37].

Einen Ausblick auf das groRe Potenzial der Messung taMP in der Fruherkennung und
Diagnostik von Tumorerkrankungen zeigen weiterfiihrende Studien unserer Gruppe, die
bereits zeigen konnten, dass auch bei Patienten mit HCC und CCA die Anzahl
AnnexinV*EpCAM* taMP und AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP im Serum erhdht sind, und
dass andere Markerkombinationen moglicherweise organspezifisch Tumorerkrankungen
detektieren kdonnen [60].

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass die Messungen von
AnnexinV*EpCAM* taMP und AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP mit einer hohen
Sensitivitat und Spezifitat, sowie einem guten PPV und die Ergebnisse unterstlitzenden
AUROC-Werten Patienten mit Tumorerkrankungen von gesunden Probanden
unterscheiden konnen. Dabei haben Merkmale wie Geschlecht, Alter und Metastasierung
keinen Einfluss auf die Anzahl der Mikropartikel, die Anzahl der AnnexinV*EpCAM*CD147*
taMP korreliert jedoch mit dem Tumorvolumen in cm® der Patienten mit CrC. Fur das
NSCLC konnten diese Zusammenhange nicht beschrieben werden. In der
Therapieuberwachung und Rezidiv-Fruherkennung weist das Verfahren ebenfalls
Potenzial auf, jedoch ist dies nicht als sehr hoch einzuschatzen. Nach RO Resektion sinkt
die Anzahl AnnexinV*EpCAM* taMP bei Patienten mit CrC zwar an Tag 7 postoperativ,
jedoch nicht auf das Level der Gesunden, und die Anzahl AnnexinV*EpCAM*CD147* taMP
sinkt nicht, was an der Erhohung der AnnexinV*CD147* taMP an Tag 7 postoperativ liegen
konnte. Einen positiven Ausblick bietet hier wiederum, dass die Anzahl
AnnexinV*EpCAM*ASGPR1* taMP nach Resektion von Lebertumoren schon an Tag 2
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signifikant abnimmt und auch an Tag 10 postoperativ niedrig bleibt [60]. So kann man
davon ausgehen, dass die Verwendung anderer Antikérperkombinationen flir die Messung
der taMP auch in der Therapieuberwachung angewendet werden konnte.

Zwischen den bereits in der Klinik verwendeten Markern CEA /CA19-9 und der Anzahl
taMP im Serum konnte in dieser Studie kein Zusammenhang festgestellt werden. Die
Marker CEA und CA19-9 konnten auch nicht in Zusammenhang mit der Tumorlast
gebracht werden, was flr die Anzahl der taMP mdglich war. Ein Vorteil des CEA
gegenuber den taMP ist, dass er mit einer hohen Sensitivitat Lebermetastasen des CrC
anzeigen kann [28] und damit in der Therapielberwachung ein besseres Potenzial
aufweist. In der Diagnostik und Friherkennung ist der Marker mit einer Sensitivitat von
36% [27] jedoch nicht in Gebrauch. Hier kénnten die taMP in Zukunft an Bedeutung
gewinnen, da sensitive Methoden zur TumorfrUherkennung weiterhin fehlen und die
Messung der taMP neben schon benannten Vorteilen ein minimalinvasives und wenig
kostenintensives Mittel in der Fruherkennung und Diagnostik von Tumorerkrankungen

darstellen kdonnte.
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7. Abkurzungsverzeichnis

°C

%
ANOVA
APC
APC-Vio770
ATP
AUROC
BSA
CaZ+
CA19-9
CA125
CCA
CD44
CD66¢c
CD147
CD326
CEA
cfDNA
cm

cm?
CrC

CT

CTC
ctDNA
e.V.
EMMPRIN
EP
EpCAM
EV
FACS

negative Population

Positive Population

Anzahl

Grad Celsius

Prozent

Analysis of variance (Varianzenanalyse)
Allophycocyanin

Allophycocyanin-Vio770

Adenosintriphosphat

Area under Receiver-Operating-Characteristic
Bovinem Serum Albumin

Calcium

Carbohydrate-Antigen 19-9

Cancer-Antigen 125

Cholangiokarzinom

Cluster of differentiation 44

Cluster of differentiation 66¢

Cluster of differentiation 147, sieche EMMPRIN
Cluster of differentiation 326, siehe EpCAM
carcinoembryonale Antigen

cell free DNA (zellfreie DNA)

Zentimeter

Kubikzentimeter

Kolorektales Karzinom

Computertomographie

Circulating tumor cells (zirkulierende Tumorzellen)
Circulating tumor DNA (zirkulierende Tumor-DNA)
Eingetragener Verein

extracellular matrix metalloproteinase inducer
Extrazellulare Partikel

epithelial cell adhesion molecule
Extrazellulare Vesikel

Fluorescence-activated cell sorting
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FITC
FSC

HCC
HDI
HPV
Hu-FcR
kDa
MHC
miRNA
mi

mm
MP
MmRNA
MRT
MS

nm
NPV
n.s.
NSCLC
n.v.

PaCa
PBS
PE-Cy 7
PPV

PS
ROC
SSC
TaMP
uiCcC
USA

Fluoresceinisothiocyanat

Forward Scatter (Vorwartsstreulicht)
Erdbeschleunigung

Hepatozellulares Karzinom

Human Development Index

Humanes Papillomavirus

Human fragment crystallisable rezeptor
Kilodalton

Major Histocompatibility Complex
micro ribonucleic acid

Milliliter

Millimeter

Mikropartikel

messenger ribonucleic acid
Magnetresonanztomographie

Microsoft

Anzahl

Nanometer

Negativ prediction value (negativer pradiktiver Wert)
Nicht signifikant

Nicht- kleinzelliges Lungenkarzinom
Nicht verfugbar

Signifikanzwert

Pankreaskarzinom

Phosphate Buffered Saline
Phycoerythrin- Cychrome 7

Positiv prediction value (positiv pradiktiver Wert)
Phosphatidylserin
Receiver-Operating-Characteristic (Grenzwertoptimierungskurve)
Side Scatter (Seitwartsstreulicht)
Tumorassoziierte Mikropartikel

Union for International Cancer Control
United States of America

Mal

Mikroliter
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