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Das Potenzial von Liquid Biopsy in der Diagnostik
und Fruherkennung des Pankreaskarzinoms

L.-M. Philipp, A. Brauer, M. Carstensen, S. Sebens, Institut fiir Experimentelle Tumorforschung, UKSH Kiel, Kiel

Das Pankreaskarzinom wird aufgrund unspezifischer Symptome und fehlender Friihdiagnostik haufig erst in fortge-

schrittenen Stadien diagnostiziert. Dieses tragt erheblich zur ungiinstigen Prognose dieses Tumors bei, sodass neue

Technologien zur Friiherkennung zwingend erforderlich sind. Liquid Biopsies (LB) aus verschiedenen Koérperfliissig-

keiten sind zunehmend in den onkologischen Fokus geriickt, da in diesen verschiedene Biomarker zur Tumordetektion

genutzt werden konnen. Trotz vielversprechender Ergebnisse weist die Nutzung von LB noch Limitationen auf, da

besonders in frilhen Krankheitsstadien oder bei geringer Tumorlast oft kein verldsslicher und spezifischer Tumornachweis

erfolgen kann. Aktuelle Forschungsprojekte arbeiten daran, verschiedene Biomarker in LB fiir die Friiherkennung des

Pankreaskarzinoms zu testen, um diese Technologie in die klinische Anwendung zu bringen.

Einleitung

Das duktale Pankreasadenokarzinom
(PDAC) ist die haufigste Form des Pan-
kreaskarzinoms. Im Jahr 2020 erkrank-
ten in Deutschland etwa 20.000 Per-
sonen an einem PDAC und aufgrund
der schlechten Prognose verstarben
auch fast ebenso viele an dieser Er-
krankung [1, 2]. Diese ungtinstige Pro-
gnose basiert auf der nahezu symp-
tomfreien Entwicklung des PDAC,
fehlender Frihdiagnostik sowie der
nach wie vor schlechten Therapierbar-
keit [3-6]. Eine Losung hierfir wirde
eine zuverlassige Methode zur Frih-
erkennung bieten, welche bereits in
fruhen Krankheitsstadien sowie bei
geringer Tumorlast spezifische Tumor-
marker detektieren kann. Dies ist auch
von besonderem Stellenwert bei der
Uberwachung und Risikostratifikation
von Personen mit einem hereditaren
Risikoprofil, von Patient:iinnen mit Vor-
lauferlasionen wie der intraduktalen
papillar-muzinésen Neoplasie (IPMN)
oder einer chronischen Pankreatitis
(CP) sowie Hochrisikopatientiinnen, wie
z.B. Patientiinnen mit einem neu dia-
gnostizierten Diabetes mellitus [7]. Des
Weiteren ist eine Uberwachung von
Tumormarkern bei PDAC-Patientiinnen
wahrend bzw. nach Krebstherapie not-
wendig, um Rezidive friiher erkennen
und damit besser behandeln zu kon-
nen. Auch bei der Therapieentschei-
dung konnen Tumormarker eine wich-
tige Rolle spielen [8]. Eine Technologie,

die diesbezlglich in den letzten Jahren
zunehmend an Aufmerksamkeit er-
langt hat, ist die der LB. Diese kdonnen
aus unterschiedlichen Korperflissig-
keiten wie Blut, Urin, Pankreassaft oder
Aszites gewonnen werden, wobei eine
Blutuntersuchung aktuell den groBten
Informationsgewinn bietet [9]. Ferner
hat diese Methode den Vorteil, mini-
malinvasiv zu sein und dadurch regel-
ma&Rig und ohne groBere Belastung fir
Patient:innen durchgefiihrt werden zu
konnen.

Potenzielle Tumormarker in LB sind
zirkulierende Tumorzellen (CTC), zirku-
lierende Tumor-DNA (ctDNA), RNAs,
extrazellulare Vesikel (EV) oder auch
Proteine. Zum gegenwartigen Zeit-
punkt konnte jedoch noch kein aus-
reichend sensitiver und spezifischer
Biomarker in LB flr die Frilherkennung
des PDAC identifiziert werden [10]. Der
aktuell klinisch genutzte Tumormarker
Carbohydrat-Antigen 19-9 (CA19-9) ist
fur die Diagnose eines PDAC nicht aus-
reichend spezifisch, sodass auch bei
einem CA19-9-Nachweis weitere Dia-
gnostik notig ist [11]. Ein grundlegendes
Problem bei LB ist jedoch, dass in fru-
hen Krankheitsstadien die Spiegel der
Tumormarker ggf. zu niedrig sind und
ein Tumor damit erst spezifisch in ho-
heren Tumorstadien detektiert werden
kann, wenn auch der/die Tumormarker
erhoht ist/sind. Die Tatsache, dass das
PDAC nur selten in frihen Krankheits-
stadien diagnostiziert wird, erschwert

die Identifikation eines geeigneten
Tumormarkers, da hierflir groBe Pati-
entenkohorten mit unterschiedlichen
Krankheitsstadien sowie Kontrollkohor-
ten bendtigt werden, um verlassliche
und spezifische Marker identifizieren zu
konnen. Bisherige LB-Studien im PDAC
brachten zwar neue Erkenntnisse,
zeigten jedoch auch die Limitationen
bei der Untersuchung einzelner Tumor-
marker auf und schafften es nicht, diese
in die klinische Routine flr die Diagnos-
tik und Tumormarker-basierte Therapie
zu integrieren [12-14].

Ein vielversprechendes Konzept
fir eine verlassliche Frihdiagnostik
konnte daher der Kombinationsnach-
weis von mehreren Tumormarkern in
(verschiedenen) LB darstellen.

In diesem Artikel werden verschie-
dene Arten von Biomarkern in Blut-
basierten LB und deren potenzieller
Nutzen flr die Friherkennung des
priméren PDAC sowie von Rezidiven
vorgestellt, das Potenzial und die Limi-
tationen von LB und den Biomarkern
aufgezeigt, sowie aktuelle Projekte vor-
gestellt, die diese vielversprechende
Technologie weiter in die klinische An-
wendung bringen sollen (Abb. 1).

Proteine als Biomarker in Liquid
Biopsies

Zahlreiche Proteine sind als Biomarker
fir die Detektion des PDAC getestet
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worden, wobei CA19-9 der aktuell kli-
nisch in der Diagnostik genutzte Bio-
marker ist [15]. Erhohte CA19-9-Werte
alleine lassen jedoch nicht ausschlieB3-
lich auf ein PDAC schlieBen, sondern
konnen auch ein Hinweis auf andere
maligne sowie nicht-maligne gastroin-
testinale Erkrankungen sein [11]. Daher
ist eine Erhohung dieses Wertes im-
mer im Zusammenhang mit klinischen
Befunden und bildgebenden Verfah-
ren zu betrachten. Beim lokalen PDAC
korreliert der CA19-9-Wert mit dem
Tumorstadium, einer erfolgreichen Re-
sektion des Tumors, einem erhohten
Risiko eines Rezidivs und dem Uberle-
ben der Patientinnen [16, 17]. AuBerdem
kann eine Uberwachung von CA19-9
Aufschluss tber die Therapieeffizienz
liefern, da z.B. eine therapiebedingte
Verringerung des CA19-9-Wertes mit
der Wahrscheinlichkeit einer erfolg-
reichen Tumorreduktion korreliert [18].
Jedoch gibt es auch Patientiinnen, die
kein CA19-9 sezernieren, wodurch
falsch-negative Testresultate entste-
hen [19]. Um daher eine eindeutige und
vor allem friihe Diagnose eines PDAC
stellen zu konnen, ist die Identifikation
und Nutzung anderer Tumormarker
notwendig.

Als weitere Proteinmarker fur die
Diagnose eines PDAC wurden u.a.
Galektine (Gal), Thrombospondin-2
(THBS2), Leucin-rich alpha-2 glyco-
protein 1 (LRG1) und Tissue inhibitor
of metalloproteinase 1 (TIMP-1) im Blut
getestet. Bisherige Studien zeigten,
dass diese Proteinmarker zur Dif-
ferenzierung zwischen gesunden
Proband:innen, Patientinnen mit einer
CP und Patientinnen mit verschie-
denen Stadien des PDAC beitragen
und in Kombination mit CA19-9 teils
eine hohere Spezifitat als CA19-9 al-
leine aufweisen [20-22].

Zur Erstellung einer Prognose und
zur Uberwachung des Therapiean-
sprechens wurden weitere Studien
zum Nutzen von Carcinoembryonalem
Antigen (CEA) und dem Cancer-Anti-
gen 125 (CA125) durchgefuhrt. CEA
wird hauptséchlich fiir die Diagnose
des Kolonkarzinoms verwendet, je-
doch korreliert eine hohe CEA-Ex-
pression auch mit einem schlechten
Uberleben bei PDAC-Patient:iinnen
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[23], wobei CA19-9 eine hohere Sensi-
tivitat aufweist [24]. Eine andere Studie
zeigte weiterhin eine Korrelation von
CA125 und der Anwesenheit von Me-
tastasen [25].

Die meisten Proteinbiomarker, wie
auch der in der Klinik aktuell verwen-
dete Marker CA19-9, haben sich bisher
jedoch alleine nicht als spezifisch ge-
nug fur die Diagnostik des PDAC erwie-
sen, sodass die Detektion von mehre-
ren Proteinen sinnvoll erscheint, um die
Sensitivitat und Spezifitat der Diagnos-
tik zu erhohen. Eine multizentrische
Studie, die eine Identifikations- und
Validierungskohorte umfasste, zeigte,
dass 4 Metabolite in Kombination mit
CA19-9-Spiegeln im Serum mit einer
Sensitivitdt von 773% und Spezifitat
von 89,6% eine verldssliche Methode
zur Diskriminierung eines PDAC von ei-
ner CP ist [26]. Erste Studien, in denen
Zytokine und Entziindungs-assoziierte
Proteine im Serum analysiert wurden,
weisen darauf hin, dass bestimmte
Proteinsignaturen geeignet sind, frihe
PDAC-Stadien nachzuweisen und von
Kontrollproband:innen diskriminieren
zu kénnen [27] bzw. im Serum von ope-
rablen PDAC-Patientinnen prognos-
tische Aussagen flur den postopera-
tiven Verlauf zu erlauben [28, 29].

Vielversprechende Ergebnisse aus
einer aktuellen Studie zeigen, dass die
Blut-basierte Detektion einer Kombina-
tion aus 5 Proteinen und 3 mikroRNA
(miRNA) fur die Diagnose und Risi-
kostratifikation von Patientiinnen mit
IPMN genutzt werden kann [30, 31].
Die Detektion von tumorspezifischen
molekulargenetischen Faktoren in LB
stellt eine weitere Moglichkeit fiir die
Nutzung von Biomarkern in der PDAC-
Diagnostik und der -Rezidiviiberwa-
chung dar.

ctDNA und ctRNA als Biomarker
in Liquid Biopsies

Tumorzellen konnen zellfreie  DNA-
Fragmente (cfDNA) in die Blutbahn
abgeben. Ebenso kénnen DNA-Frag-
mente (ctDNA) durch Nekrose oder
Apoptose der Tumorzellen freige-
setzt werden [32]. PDAC-Zellen wei-
sen haufig Mutationen in Genen wie
KRAS, dem Epidermal Growth Factor

Receptor (EGFR), TP53, CDKN2A und
SMAD4 auf, welche durch Sequenzie-
rung der DNA aus LB nachgewiesen
werden konnen [33, 34]. Hierbei kor-
reliert das Auftreten von KRAS-Mutati-
onen mit dem allgemeinen Uberleben
der Patientiinnen und ist teilweise mit
dem Auftreten von Mikrometastasen
assoziiert [33, 35, 36]. Wahrend ca.
90% der PDAC-Gewebe zwar eine
KRAS-Mutation aufweisen, zeigten
bisherige Studien zum Nachweis die-
ser Mutation in cfDNA jedoch groRe
Variationen [37]. In der laufenden
PAC3-Studie werden daher Verdnde-
rungen der Genmutationen im Verlauf
der Chemotherapie untersucht. Dies
soll dazu beitragen, den Krankheitsver-
lauf anhand der Mutationen in cfDNA
zu Uberwachen [38]. Des Weiteren un-
tersuchen Studien wie die DYNAMIC-
pancreas (ACTRN12618000335291)
oder PROJECTION (ML40429; https://
www.aio-portal.de/studie/97--projection.
html) die Korrelation von ctDNA mit dem
Auftreten von Rezidiven innerhalb
von 2 Jahren bzw. der Korrelation von
praoperativer ctDNA mit einem PDAC-
freien Uberleben.

Neben ctDNA kann auch zirkulie-
rende Tumor-RNA (ctRNA) in LB nach-
gewiesen werden. Hier haben sich
Studien meist auf miRNAs fokussiert
[39]. Diese interagieren mit der mRNA
und kénnen auch in EV enthalten sein.
Wie oben erwdhnt, hat eine kurzlich
publizierte Studie ein Panel aus 5 Pro-
teinen und 3 miRNAs im Blut identifizie-
ren konnen, die eine Unterscheidung
eines PDAC von Vorlauferlasionen
bzw. gesundem Gewebe ermdglicht
[30]. Auch wenn diese Ergebnisse
noch in einer groBeren unabhangigen
Studie validiert werden mussen, stellt
dieser Ansatz eine vielversprechende
Strategie fur die Fruherkennung des
PDAC dar.

EV als Biomarker in Liquid
Biopsies

EV sind Partikel mit Lipiddoppelmem-
bran, welche Nukleotide, Proteine und
weitere bioaktive Substanzen enthal-
ten [40]. Physiologisch produzieren
alle Korperzellen EV, um mit benach-
barten Zellen kommunizieren und pha-
notypische Veranderungen auslosen
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zu konnen. Dies ist ebenfalls relevant
fur die Tumormikroumgebung (TMU)
des PDAC, in welcher EV produziert
werden, die sich von physiologischen
unterscheiden. Diese Tumor-assozi-
ierten EV spielen eine wichtige Rolle
in der Kommunikation der Tumorzellen
untereinander sowie mit Zellen der
TMU wie Krebs-assoziierten Makro-
phagen und Fibroblasten. Dies kann
zu einem aggressiven, invasiven und
immunsuppressiven PDAC flhren und
das Therapieansprechen beeinflussen
[41-43].

EV werden auch in das Blut abge-
geben und kdénnen daraus isoliert und
charakterisiert werden. lhre moleku-
laren und biochemischen Bestandteile
konnen als Biomarker genutzt werden.
EV haben aufgrund hoher Sensitivitat
groBes Potenzial in der Friiherkennung
des PDAC. Obwohl die geringe Abun-
danz der Krebs-assoziierten im Ver-
gleich zu physiologischen EV eine He-
rausforderung darstellt, sind EV stabiler
und einfacher als vergleichsweise CTC
zu isolieren. Da allerdings nur einige
bioaktive Molekule in den EV enthalten
sind, sind die ableitbaren Informatio-
nen limitierter.

Gerade die Analyse der in EV ent-
haltenen RNA hat hohes Potenzial
fur die Friherkennung von PDAC. In
einer multizentrischen Studie mit Vali-
dierungskohorte konnte ein Panel aus
8 EV-miRNA genutzt werden, um mit
hoher Sensitivitat und Spezifitat ge-
sunde Proband:innen von Patientiinnen
mit einem PDAC in Stadien 1 und 2 zu
unterscheiden. Dies gelang auch fir
einige Patientiinnen mit Tumoren, die
negativ fur freies CA19-9 oder ctRNA
waren [44]. Auch die Erkennung von Vor-
lduferldasionen gelang Uber die Analyse
der in EV enthaltenen Protease ADAMS8
[45]. Weiterhin konnten mithilfe derin EV
enthaltenen DNA auch Analysen von
genomischen PDAC-Mutationen wie
z.B. KRAS erfolgen, um dariiber nachfol-
gende Therapieentscheidungen steu-
ern zu kénnen [46].

CTC als Biomarker in Liquid
Biopsies

Bei der Metastasierung eines soliden
Tumors disseminieren einzelne Krebs-
zellen vom Primartumor in die lokale
TMU, kénnen dann in die Blutbahn
gelangen und sich in sekundéaren Or-
ganen ansiedeln. Dieser Prozess findet
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Liquid Biopsy-Verfahrens aus dem Blut einer Per-

son mit duktalem Pankreasadenokarzinom (PDAC). Die Abbildung zeigt eine Person mit

(metastasiertem) PDAC (links) und ein Beispiel fiir die heterogene Beschaffenheit eines

damit einhergehenden Tumors (Mitte). PDAC setzen sich aus unterschiedlichsten Krebs-

zellpopulationen und einem ausgepragten Tumorstroma zusammen, wodurch eine Viel-

zahl von Biomarkern in die Blutbahn abgegeben werden. Mithilfe einer Blutentnahme,

der Liquid Biopsy, kdnnen diese Biomarker, wie z.B. Proteine, zirkulierende Tumor-DNA

und -RNA, extrazelluldre Vesikel oder zirkulierende Tumorzellen analysiert und fir die

Friih- oder Rezidiverkennung sowie Therapieoptimierung genutzt werden (rechts).

mit BioRender.com erstellt

ausgesprochen oft statt, sodass jeden
Tag mehrere Millionen Krebszellen pro
Gramm Tumor in das Blut gelangen.
Die Uberwiegende Mehrheit dieser
CTC wird jedoch durch das Immunsys-
tem erkannt und eliminiert, oder durch
Scherkréafte in der Blutbahn zerstort,
sodass nur ein kleiner Anteil Uberlebt
[47]. Die resultierende Anzahl nach-
weisbarer CTC kann im fortgeschritte-
nem PDAC-Stadium bei tiber 100 Zellen
je Milliliter Blut liegen, befindet sich bei
den meisten Patientiinnen aber eherim
Bereich von weniger als 1 bis 10 [48].

Die Isolation von CTC kann uber
verschiedene Methoden erfolgen,
wobei das CELLSEARCH®-System
die bisher einzige von der U.S. Food
and Drug Administration (FDA) zuge-
lassene Komplettlosung fir die Isolie-
rung und Quantifizierung von CTC ist.
Tumorzellen werden hierbei Uber den
Oberflachenmarker EpCAM (Epithelia-
les Zelladhasionsmolekdl) sortiert und
anschlieBend uber Immunfluoreszenz-
und Kernfarbungen weiter charakteri-
siert. Die Anwendung dieser Methode
ist limitiert und bisher nur fir bestimmte
Krebserkrankungen zugelassen [49].
Zu berucksichtigen ist, dass einerseits
die EpCAM-Expression auf den Tumor-
zellen im Laufe der Tumorprogression
reduziert sein oder ganz verloren ge-
hen kann, andererseits das Protein kein
Tumor-spezifischer Marker ist, sodass
mit dieser Methode auch zirkulierende
Epithelzellen detektiert werden kon-
nen, die z.B. im Rahmen von benignen
Pankreaserkrankungen in die Blutbahn
gelangen [50]. Die Entwicklung ande-
rer Verfahren, Uber die CTC Marker-
unabhdangig isoliert werden kodnnen,
ist daher von groBer Bedeutung, da
CTC das groBte Potenzial fir die Cha-
rakterisierung der Krebseigenschaften
bieten, auf deren Basis Prognosen und
Therapieentscheidungen getroffen
werden konnen. Verschiedene Studien
konnten bereits zeigen, dass PDAC-
Patientiinnen mit einer hohen Anzahl
an CTC im Blut ein hoheres Risiko fur
Metastasen- und Rezidivbildung nach
Therapie sowie ein kirzeres Gesamt-
Uberleben haben [51-53]. Neben der
Quantifizierung der CTC, die im Verlauf
einer Therapie Anhaltspunkte Uber de-
ren Effektivitat liefern kann, kdnnen wei-
tere Analysen mitden CTC erfolgen, z.B.
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der Morphologie, des Transkriptoms,
Proteoms und Genoms, um eine bes-
sere Risikoeinschatzung und Auswahl
effektiver Immun- und Chemotherapien
zu ermdglichen [47]. Die Sensitivitat der
CTC zum Krebsnachweis ist jedoch, ge-
rade in friihen Stadien, geringer als tber
den Nachweis anderer LB-Biomarker.
Besonders im PDAC liegt selbst bei fort-
geschrittener Erkrankung die Detektion
von CTC im Blut bei lediglich 65% [51].
Gleichzeitig hat der Nachweis der CTC,
verglichen mit dem von EV, ctDNA oder
RNA, die hochste Spezifitat [9].

Insgesamt lasst sich sagen, dass sich
bisher die Nutzung von CTC in der Frih-
erkennung von Krebserkrankungen
und speziell des PDAC als schwierig
erweist. Die alleinige Anwendung die-
ser Methode zur sensitiven und spe-
zifischen Detektion eines PDAC, vor
allem im Frihstadium, ist bisher noch
nicht geeignet und erfordert die Weiter-
entwicklung dieser Technologie sowie
Erganzung durch weitere Biomarker.

Zusammenfassung und Ausblick

Die LB wurde in den letzten Jahren fur
die Nutzung fur Diagnose und Thera-
pieoptimierung von Krebspatientinnen
intensiv beforscht und es sind groBRe
Fortschritte gemacht worden, um diese
Technologie fir ihre unterschiedlichen
Einsatzgebiete weiterzuentwickeln.
Fir die klinische Anwendung sind ne-
ben der Identifikation eines Biomar-
kers bzw. einer Biomarkerkombination
mit hoher Spezifitdét und Sensitivitat
standardisierte Isolations- und Detek-
tionsmethoden sowie die Definition
von klinisch relevanten Markerkonzen-
trationen erforderlich. Diese miussen

Mutationsanalysen aus dem Blut

Die Liquid Biopsy ist eine elegante Methode. Ein Rohrchen Blut auf
Tumorzellen oder Tumorzell-DNA untersuchen und schon ist der{\
Krebs oder das Rezidiv entdeckt bzw. molekular charakterisiert?
So einfach es klingt, so komplex sind diese hochsensitiven Nach-
weismethoden. Welche Liquid Biopsy-Analysen in der klinischen
Praxis bereits einsetzbar sind, und wo es noch fehlt, verrat Prof. Dr.
Klaus Pantel, Hamburg, im Interview mit JOURNAL ONKOLOGIE.

www.med4u.org/29563
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in groBen multizentrischen Studien
(inkl. Validierungskohorten) ermittelt
und validiert werden. Der Einsatz von
LB in der Krebsfriiherkennung ist da-
bei besonders herausfordernd, da
aufgrund der niedrigen Tumorlast die
zu erwartenden Konzentrationen von
Tumor-spezifischen Markern niedrig
sind, gleichzeitig aber eine klare Ab-
grenzung zu nicht-neoplastischen Er-
krankungen notwendig ist. Im Fall des
PDAC konnte jedoch ein LB-basierter
Friherkennungstest eine gro3e Wende
in der Verbesserung der Prognose fur
PDAC-Patientiinnen bedeuten, da eine
friihzeitige Detektion des Tumors die
Chancen auf eine erfolgreiche Behand-
lung erheblich steigern wirde. In 2023
sind 2 groBe EU-geforderte Verbund-
projekte begonnen worden, in denen
unter Einbindung von mehreren Zentren
und Expertisen unterschiedliche Para-
meter im Blut von entsprechend groen
Patientenkohorten detektiert werden
sollen. Im Projekt GUIDEMRD wird un-
tersucht, inwiefern die Detektion von
ctDNA im Blut von Krebspatientiinnen,
u.a. mit PDAC, zu einer friheren De-
tektion von Rezidiven nach operativer
Entfernung des Primartumors und damit
einer Therapieoptimierung beitragen
kann (www.guidemrd-horizon.eu). Das
Projekt PANCAID hat zum Ziel, einen
Blut-basierten Frilherkennungstest fur
das PDAC zu entwickeln, woflr unter-
schiedliche Biomarkerarten (Proteine,
EV, cfDNA, CTC) bestimmt und ihre
klinische Wertigkeit allein und in Kom-
bination getestet wird (www.pancaid-
project.eu). Beide Projekte stellen einen
groBen Schritt dar, mithilfe der LB die
Friiherkennung und damit die Behand-
lungsmoglichkeiten und Prognose von
PDAC-Patient:innen zu verbessern.
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