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„Liquid biopsy“ in der
gastrointestinalen Onkologie:
Hype oder bald Realität?

Einleitung

Gastrointestinale Onkologie

Das Spektrum der gastrointestinalen
Onkologie umfasst Tumoren des Pan-
kreas, Kolons, Rektums, Magens, der
Speiseröhre, der Leber und der Gal-
lenwege/Gallenblase. Sie gehören zu
den häufigsten Tumorarten und welt-
weit zu den häufigsten krebsbedingten
Todesursachen [1]. Gastrointestinale
Tumoren insgesamt tragen weltweit
signifikant zur Gesamtzahl der neu di-
agnostizierten Krebserkrankungen bei
[2]. In Deutschland allein erkranken
jedes Jahr ca. 500.000 Männer und
Frauen an einer Krebserkrankung. Das
kolorektale Karzinom (KRK) stellt im
Bereich der gastrointestinalen Onkolo-
gie die dritthäufigste Krebstodesursache
in Deutschland dar, trotz sinkender In-
zidenz [3]. Im Gegensatz dazu zeigt das
Pankreaskarzinom („pancreatic ductal
adenocarcinoma“, PDAC) eine steigende
Inzidenz: Seit Endeder1990er-Jahre sind
die altersstandardisierten Erkrankungs-
und Sterberaten angestiegen, insbeson-
dere in den höheren Altersgruppen ab
65 Jahre. Die absolute Zahl der Neuer-
krankungs- und Sterbefälle hat für beide
Geschlechter über die Jahre in Deutsch-
land kontinuierlich zugenommen, auch
aufgrund der demografischen Entwick-
lung [3]. Schätzungen zufolge werden in
den 28 Ländern der Europäischen Union
(EU) bis 2025 etwa 111.500 Menschen
(55.000 Männer und 56.500 Frauen)
an einem PDAC versterben. Die Zahl
der registrierten Krebstodesfälle im Jahr

2010 wird um fast 50% bis zum Jahr
2025 zunehmen (45% bei Männern und
49% bei Frauen). Prognostiziert wird,
dass das PDAC die dritthäufigste Krebs-
todesursache in der EU werden könnte,
nach Lungenkarzinomen und dem KRK
[4]. Ähnliche Daten existieren für die
USA [5].

Allgemeines zur „liquid biopsy“:
zirkulierende Tumor-DNA,
zirkulierende Tumorzellen,
Exosomen und miRNA

Seit jeher stellt dieUntersuchungvonGe-
webe, gewonnen mittels Biopsie, einen
Eckpfeiler in der Diagnostik und Thera-
pie von diversen Krankheiten, nicht nur
in der Onkologie, dar [6] und gilt als
Goldstandard. Neben der histopatholo-
gischen Diagnosestellung ist mittels Tu-
morgewebeanalytik ebenso einemoleku-
lare Charakterisierung möglich, worauf
therapeutische Entscheidungen zuneh-
mend fußen [7]. Jedoch hat diese „Spot-
light-Diagnostik“ zu nur einem singu-
lären Zeitpunkt erhebliche Limitationen
(„single biopsy bias“ [8]), da z.B. thera-
piebedingte Veränderungen in der gene-
tischenZusammensetzung eines Tumors
nicht erfasst werden und eine sequenzi-
elle Anpassung von Therapiestrategien
nicht möglich ist, es sei denn die Biopsie
wird repetitiv wiederholt, was mit Kom-
plikationen und einer erheblichen Be-
lastung für die Patienten einhergeht. Die
moderne Präzisionsonkologie versucht,
eine Vielzahl an molekularen Informa-
tionen über den jeweiligen Tumor auch
in der zeitlichen Dimension zu erheben,

um letztlich ein optimales Outcome für
den jeweiligen Patienten zu erreichen.
Dazu sind wiederholte molekulare Ana-
lysen eines Tumors unabdingbar.

DieAufmerksamkeit richtet sichdabei
auf minimal-invasive Ansätze in Form
der „liquid biopsy“. Unter einer „liquid
biopsy“ versteht man dabei die Analyse
von tumorabgeleiteten Nukleinsäuren
aus Körperflüssigkeiten, insbesondere
aus Blut. Dabei können diese zellulär ge-
bunden sein in Form von zirkulierenden
Tumorzellen („circulating tumor cells“,
CTC)oder frei vorliegen inFormvonzir-
kulierender Tumor-DNA („circulating
tumor DNA“, ctDNA), nichtkodierender
RNA, sog. microRNA (miRNA) oder in
Form von Mikrovesikeln (Exosomen).
. Abb.1gibteinenÜberblicküberdieun-
terschiedlichenAnalyte einer blutbasier-
ten „liquid biopsy“ und deren Ursprün-
ge bzw. Methoden der Freisetzung.

Die ctDNA wird im Rahmen akti-
ver spontaner [9–11] und passiver Se-
kretion (Apoptose, Nekrose, insuffizien-
te Clearance; [12–15]) von Tumorzellen
in den Blutstrom abgegeben. Es ist wis-
senschaftlich erwiesen, dass „liquidbiop-
sies“ repräsentativ für das Tumorgenom
sind[16]undmolekulareVeränderungen
von gastrointestinalen Tumoren in Kör-
perflüssigkeiten abbilden [17]. Häufig ist
ctDNA stark fragmentiert [18] mit Frag-
mentlängen im Mittel von 166bp [19].
Die ctDNA ist durch das Vorhandensein
von (tumorspezifischen)Mutationen de-
finiert und kann durch einzelne Punkt-
mutationen ebensowie Amplifikationen,
Rearrangements und Aneuploidie nach-
gewiesen werden [20].

Journal für Gastroenterologische und Hepatologische Erkrankungen 2 · 2022 45

https://doi.org/10.1007/s41971-022-00129-w
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s41971-022-00129-w&domain=pdf


Originalien

Abb. 18 Schematische Darstellung einer blutbasierten „liquid biopsy“. Dargestellt sind einerseits die einzelnenAnalytewie
zirkulierendeTumor-DNAoderzirkulierendeTumorzellen.AndererseitssinddieUrsprungsortedieserZielmoleküleundderen
Freisetzung schematisch skizziert

Die individuellen ctDNA-Konzen-
trationen im Blut von Patienten sind
krankheitsstadien- und damit tumor-
lastabhängig [21]. In bestimmten Situa-
tionen, wie beispielsweise nach einer
kurativ intendierten Operation, sind die
nachweisbaren Konzentrationen sehr
gering. Der erfolgte Quantensprung bei
„liquid biopsies“ ist daher nicht zu-
letzt technologiegetrieben. Innovative
Analysemethoden, wie Next Generation
Sequencing (NGS) oder die Entwick-
lung neuer digitaler Technologien der
Polymerasekettenreaktion („polymerase
chain reaction“, PCR) bis hin zur Ein-
zelzellanalyse, erbrachte eine enorme
Sensitivitätssteigerung in der Detekti-
on von tumorspezifischen Varianten in
„liquid biopsies“, wenn diese in sehr
geringer Konzentration vorliegen [22].

In Bezug auf gastrointestinale Ma-
lignome wird über den Nachweis von
ctDNA bei 73% der KRK-Patienten,
57% der Ösophaguskarzinompatienten
und 48% der Patienten mit PDAC be-
richtet, während ctDNA bei mehr als
75% der Patienten mit fortgeschritte-
nem Tumorleiden nachweisbar war [21].
Einige Herausforderungen sind bei der
ctDNA-Analytik allerdings zu meistern,
dazu zählen:
1. die Diskriminierung von ctDNA und

physiologisch imBlut vorkommender
zellfreier DNA,

2. der Umgang mit teils sehr niedrigen
Konzentrationen von ctDNA und

3. die genaue Quantifizierung der
Anzahl von mutierten Fragmenten in
einer Probe [20, 23–25].

„Liquid biopsies“ können aufgrund ihrer
repetitiven Analysierbarkeit und ihrer
nicht- oder wenig invasiven Verfügbar-
keit die Limitationen des „single biopsy
bias“ überwinden und stellen somit
einen vielversprechenden Ansatz für die
Diagnostik, dasTherapiemonitoring, die
Prognoseabschätzung und für die Adres-
sierung prädiktiver Fragestellungen dar
[26]. . Tab. 1 gibt einen Überblick über
die verschiedenen Anwendungsgebiete
und die Vorteile einer „liquid biopsy“.

NebenctDNAwerdendieQuantifizie-
rung und molekulare Untersuchung von
CTC ebenfalls der „liquid biopsy“ zuge-
rechnet. Erstmals im späten 20. Jahrhun-
dert entdeckt sind CTC intakte Krebs-
zellen, die sowohl aus dem Primärtumor
als auch aus Metastasen stammen kön-
nen [27]. CTC kommen im Blut von Pa-
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„Liquid biopsy“ in der gastrointestinalen Onkologie: Hype oder bald Realität?

Zusammenfassung
In den letzten 10 Jahren sind „liquid biopsies“
bei gastrointestinalen Tumorerkrankungen
deutlich in den Fokus der Wissenschaft und
Forschung gerückt. Bei den neuen, blutbasier-
ten Biomarkern, die unter dem Sammelbegriff
der „liquid biopsies“ zusammengefasst
werden, geht es in erster Linie um die Analyse
von zirkulierender Tumor-DNA („circulating
tumor DNA“, ctDNA), zirkulierenden
Tumorzellen („circulating tumor cells“, CTC),
zirkulierendenMikrovesikeln (sog. Exosomen)
und nichtkodierenden RNA-Molekülen
(microRNA, miRNA). Für die klinische
Nutzbarkeit sind besonders die einfache und
flächendeckende Verfügbarkeit, aber auch
zeitnahes Vorliegen von Ergebnissen wichtig,

um auf dem Boden molekularer Analytik von
„liquid biopsies“ klinische Entscheidungen
treffen zu können. Hierfür bieten sich sog.
Targeted-sequencing-Ansätze für die Analytik
an, bei denen die Sequenzierung einzelner,
ausgewählter Gene im Fokus steht, u. a.
durch Nutzung hochsensitiver digitale
PCR-Technologien. Durch „liquid biopsies“
können eine Reihe relevanter Fragestellungen
adressiert werden. Neben der nichtinvasiven
Diagnostik, beispielsweise bei technisch
für eine Punktion schwierig zugänglichen
Tumoren, sind die Überwachung unter
Therapie und das Erkennen einer minimalen
Resterkrankung, beispielsweisenach kurativer
Therapie eines Pankreas- oder kolorektalen

Karzinoms, mögliche Einsatzgebiete. Der
aktuelle Stand der Wissenschaft zu „liquid
biopsies“ im Feld der gastrointestinalen
Onkologie mit besonderem Fokus auf das
Pankreas- und kolorektale Karzinom wird in
dieser Übersichtsarbeit adressiert. Handelt
es sich bei „liquid biopsies“ um einen
vorübergehenden Hype, oder könnte deren
Einsatz bald klinischer Routine werden?

Schlüsselwörter
Pankreaskarzinom · Kolorektales Karzinom ·
Zirkulierende Tumor-DNA · Zirkulierende
Tumorzellen · „Liquid biopsy“

Liquid Biopsies in Gastrointestinal Oncology: Hype or Soon to Be Reality?

Abstract
In the last 10 years, liquid biopsies in gastro-
intestinal cancer have received significant
attention in science and research. New blood-
based biomarkers, collectively known as liquid
biopsies, are primarily directed at the analysis
of circulating tumor DNA (ctDNA), circulating
tumor cells (CTC), circulatingmicrovesicles
(exosomes), and non-coding RNA molecules
(microRNA, miRNA). Important for clinical use
is not only these tests be readily availability,
but also that the results are provided in a
timelymanner so that clinical decisions can be
made based on themolecular analysis of liquid

biopsies. For this purpose, so-called targeted
sequencing approaches, which focus on the
sequencing of selected genes, e.g., by using
highly sensitive digital PCR technologies,
are available. Liquid biopsies can be used to
address a number of relevant questions. In
addition to noninvasive diagnostics using
liquid biopsies (e.g., in tumors where a biopsy
is technically difficult to obtain), therapy
monitoring and the detection of minimal
residual disease (e.g., after curative treatment
of pancreatic or colorectal cancer) are possible
areas of application. In this review, the current

state of the art of liquid biopsies in the field
of gastrointestinal oncology with a special
focus on pancreatic and colorectal cancer is
presented. Are liquid biopsies a temporary
hype or could their use soon be part of clinical
routine?

Keywords
Pancreatic neoplasms · Colorectal neoplasms ·
Circulating tumor DNA · Circulating neoplastic
cells · Liquid biopsy

tienten mit verschiedenen Tumoren in
unterschiedlichen Mengen vor, meist in
geringer Konzentration (1–10 Zellen pro
10ml Blut im Vergleich zu 107–108 Leu-
kozyten; [28]). Beispielsweise beim KRK
allerStadienwarenCTC innur36,2%der
Fällenachweisbar, imStadiumIVinbiszu
60,7% [29]. Durch Kombination unter-
schiedlicher technischer Isolations- und
Analyseverfahren von CTC könnten die
Detektionsraten gesteigert werden [30].

Ein weiterer Ansatzpunkt der „liquid
biopsy“ sind microRNA, sog. miRNA.
Dabei handelt es sich um kleine, nicht-
kodierende RNA, die die genetische Ex-
pression posttranskriptionell regulieren
und bei zahlreichen Tumorleiden fehl-
reguliert sind [31]. Die miRNA in Kör-

perflüssigkeitenwerden als zirkulierende
miRNA bezeichnet [32].

Auch die Analyse von Exosomen
stellt einen vielversprechenden Ansatz
der „liquid biopsy“ dar. Exosomen sind
kleine extrazelluläre Vesikel, die Nukle-
insäuren, Proteine und Lipide enthalten
und durch Exozytose sezerniert werden
[64]. Sie spielen eine wichtige Rolle bei
Proliferation, Metastasierung, Immun-
antwort und Arzneimittelresistenz von
Tumorzellen. Ihre technische Isolati-
on und Analytik ist komplex, für die
nichtinvasive Diagnostik von Tumor-
erkrankungen im Gastrointestinaltrakt
weisen sie, nach Optimierung der tech-
nischen Abläufe und Standardisierung

der Analytik, aber ein hohes Potenzial
auf.

„Liquid biopsy“ als diagnos-
tischer, prognostischer und
prädiktiver Biomarker

Pankreaskarzinom

Früherkennung
KRAS-Genmutationen treten bei mehr
als 90% der PDAC-Fälle auf und sind
geeignet, um in ctDNA beim PDAC
hochsensitiv nachgewiesen und quanti-
fiziert zu werden [33]. Der limitierende
Faktor gerade in frühen Stadien eines
PDAC ist die geringe Menge an vorhan-
denerctDNA[34,35].Es ist jedochdavon
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Tab. 1 Übersicht über verschiedene Anwendungsgebiete einer blutbasierten „liquid biopsy“ in
der gastrointestinalenOnkologie

Anwendungund Vorteile

Kein „single biopsy bias“

Früherkennung von Malignomen des Gastrointestinaltrakts auf nichtinvasivemWeg

Detektion eines Frührezidivs nach kurativer Therapie, vor allem beim Pankreas- und kolorektalem
Karzinom

Blutbasiertemolekulare Charakterisierung, insbesondere RAS beim kolorektalen Karzinom

Dynamisches Therapiemonitoring, Beurteilung von Therapieansprechen bzw. -versagen

Beurteilung von Prognosekriterien wie rezidivfreiem und Gesamtüberleben

Identifizierung neuer Therapietargets durch sequenziellesmolekulares Monitoring

auszugehen, dass mit zunehmender Sen-
sitivität der ctDNA-Nachweistechniken
die Rolle dieser Biomarker an Bedeu-
tung gewinnen kann. Mittels digitaler
PCR konnte gezeigt werden, dass die
Gesamtmenge an ctDNA bei Patienten
mit PDAC signifikant höher ist als bei
Patienten mit benignen Pankreasneopla-
sien oder gesunden Kontrollen („healthy
controls“, HC; [36]). Auch die Nutzung
von NGS-basierten Genpanels für ande-
re Mutationen, wie SMAD4, CDKN2A,
ROS1, BRAF und TP53, könnte zu ei-
ner höheren Ausbeute in der ctDNA-
Diagnostik beim frühen PDAC führen
[37–39]. Die Kombination von tumor-
spezifischen Mutationen, wie GNAS
und KRAS, können helfen, Patienten
mit prämalignen intraduktalen papillä-
ren muzinösen Neoplasien (IPMN) von
gutartigen Pankreastumoren zu unter-
scheiden [36]. Auch Kombinationen von
unterschiedlichen Analyten bieten sich
an, um die diagnostische Aussagekraft
von „liquid biopsies“ zu verbessern.
Massenspektroskopische Analysen von
Proteinen früher PDAC-Stadien zeigen
Thrombospondin 2 (THBS2) als mög-
lichen Biomarker für die Frühdetektion
eines PDAC [40]. Ein kombiniertes Bio-
markerpanel, das die quantitative Menge
an ctDNA, CA 19-9 undTHBS2 umfasst,
konnte die diagnostische Aussagekraft
signifikant verbessern, insbesondere bei
der Erkennung eines PDAC im Stadi-
um I und derUnterscheidung von PDAC
zu chronischer Pankreatitis (CP) und
IPMN [41]. Es fehlen jedoch eindeu-
tige Standards in der ctDNA-Analytik
und es existieren unterschiedliche Cut-
off-Werte für THBS2 [41, 42]. Neben
der rein quantitativen Messung haben
verschiedene Ansätze versucht, spezi-

fische epigenetische Veränderungen in
der ctDNA als mögliches Instrument
zur nichtinvasiven Diagnose von PDAC
zu identifizieren. Beispielsweise wur-
den 5-Hydroxymethylcytosin-Signatu-
ren oder andere Methylierungsmuster
in ctDNA bei Patienten mit PDAC im
Vergleich zu HC untersucht [43, 44]. Vor
kurzem wurde auch die Methylierung
des Promotors von ADAMTS1- und
BNC1-Genen als Nachweisverfahren für
ctDNA in PDAC beschrieben [45].

Auch blutbasierte miRNA-Panels
können, im Gegensatz zu CA 19-9 al-
lein, helfen, Patienten mit PDAC von
HC zu unterscheiden [46]. Darüber hi-
naus wurde gezeigt, dass miRNA als
Biomarker für Vorläuferläsionen von
PDAC verwendet werden kann [47],
was sie als potenzielles Screening Tool
in der asymptomatischen Population in-
teressant macht. Insbesondere miRNA-
642b, miRNA-885-5p und miRNA-22
zeigten eine hohe Sensitivität (91%) und
Spezifität (91%) zur blutbasierten De-
tektion von frühen Stadien des PDAC
[34].

Exosomenanalysen zeigen vielver-
sprechende Ergebnisse in der Früh-
erkennung eines PDAC. Glypican-1-
positive (GPC+) zirkulierende Exoso-
men sind bei Patienten mit PDAC im
Vergleich zu HC nachweisbar [48]. Bei
PatientenmitPDACgelangderNachweis
von KRAS-Mutationen in zirkulieren-
der exosomaler DNA (exoDNA) im
Frühstadium [49]. Auch verschiedene
Formen exosomaler RNA (CCDC88A,
ARF6, Vav3 und WASF2) im Blut kön-
nen zur Früherkennung eines PDAC
herangezogen werden, ebenfalls exoso-
male kleine nukleoläre RNA-Moleküle
(sog. snoRNA: SNORA14B, SNORA18,

SNORA25, SNORA74A und SNORD22;
[50]). Spezifische exosomale miRNA-
Signaturen (miRNA-10b, miRNA-21,
miRNA-30c, miRNA-181a und miRNA-
let7a) können dabei sogar den exoso-
malen GPC1- oder Plasma-CA-19-9-
Spiegeln bei der Diagnose eines PDAC
undderDifferenzierung zwischenPDAC
und CP überlegen sein [51].

Überwachung nach Operation
Der Nachweis von ctDNA im Blut von
Patienten nach onkologischer Resektion
eines PDAC kann ein Rezidiv anzeigen
und ist ein Prädiktor für ein kürzeres re-
zidivfreies Überleben und Gesamtüber-
leben [52]. Das Überleben von Patienten
mit Nachweis von KRAS-Mutationen in
ctDNA war signifikant kürzer als bei
Patienten ohne Mutationen [53, 54].
Der Unterschied war besonders deutlich
bei Patienten mit einer KRAS(G12V)-
Mutation in ctDNA [55]. Rezidive kön-
nen durch ctDNA-Analytik 6,5 Monate
früher erkannt werden, als durch eine
Computertomographie [56]. Dabei ist
die Detektion von KRAS-Mutationen in
ctDNAein sensitiveres Tool imVergleich
zu CA 19-9 allein [57]. Bei Patienten mit
positivem ctDNA-Status vor und wäh-
rend einer adjuvanten Systemtherapie
kam es in 90% zu einer Krankheitspro-
gression während der Tumornachsorge
verglichen mit nur 25% der ctDNA-
negativen Patienten [58]. In einer Studie
mit inoperablen PDAC-Patienten, die
mit FOLFIRINOX (Folinsäure, Fluo-
rouracil, Irinotecan und Oxaliplatin)
behandelt wurden, war die fehlende
ctDNA-Nachweisbarkeit während der
Chemotherapie mit partieller Remission
oder stabiler Erkrankung assoziiert [59].

Therapiemonitoring
Die ctDNA-Nachweisrate bei metasta-
siertem PDAC variiert stark zwischen 40
und 80% [52, 60]. Auch in der pallia-
tiven Therapiesituation ist der Nachweis
von ctDNA zu Beginn einer Erstlinien-
therapie mit einem schlechteren Überle-
ben assoziiert [52, 58, 61–63]. Patienten
mit positiver ctDNA haben eine frühe-
re Progression nach Beginn einer Radio-
chemotherapie beim lokal fortgeschritte-
nen PDAC und ein kürzeres rezidivfrei-
es Überleben nach sekundärer Resektion
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im Vergleich zu ctDNA-negativen Pati-
enten [64]. In einer großen Kohorte mit
insgesamt 354 Patienten wurde in einer
multivariatenAnalyse (ctDNAund2me-
thylierte Marker: HOXD8 und POU4F1)
ctDNA als unabhängiger prognostischer
Marker für das progressionsfreie Überle-
ben und das Gesamtüberleben gefunden
[65].

Unter verschiedenen palliativen The-
rapielinien beim PDAC konnte gezeigt
werden, dass es sinnvoll sein kann, einen
kombiniertenScore ausKRASundTP53-
Mutationen in ctDNA zu generieren, um
die ctDNA besser quantifizieren zu kön-
nen. Die dynamischen Veränderungen
eines solchenScoresunterpalliativer Sys-
temtherapie spiegeln dabei einTherapie-
ansprechen respektive -versagen wider
[38].

Auch für die Analyse von CTC für
das Therapiemonitoring beim PDAC
gibt es Daten. Dabei gilt der Nachweis
von CTC als unabhängiger prognos-
tischer Parameter für ein schlechtes
Gesamtüberleben [66]. Bei Patienten

Hier steht eine Anzeige.

K

mit fluorouracilbasierter Chemothera-
pie ging die Nachweisbarkeit von CTC
nach dem erstenTherapiezyklus deutlich
zurück und apoptotische CTC konnten
nachgewiesen werden, die als Marker
für Ansprechen auf die entsprechen-
de Therapie dienen können [67, 68].
CTC, die bestimmte Markerprofile von
tumorinitiierenden Zellen, wie CD133
und CD44, exprimierten, waren signifi-
kant mit einem schlechteren Überleben
assoziiert [69].

Zusammengefasst bieten Liquid-bi-
opsy-Analysen vielversprechende Werk-
zeuge zur Früherkennung, Prognoseab-
schätzung und Überwachung desThera-
pieansprechens beim PDAC. Die besten
Daten existieren hier für die ctDNA-
Analytik, insbesondere nach onkolo-
gischer Resektion, zur Früherkennung
eines Rezidivs. Es bleiben jedoch noch
viele Fragenoffenunddie „liquidbiopsy“
beim PDAC erfordert noch weitere Stu-
dienanstrengungen, um eine optimale
klinische Anwendbarkeit zu erreichen.

Kolorektales Karzinom

Früherkennung und Screening auf
„minimal residual disease“
Patienten mit einem KRK weisen hö-
here Mengen an im Blut frei zirkulie-
render Gesamt-DNA auf als Gesunde
[70]. Bei ca. der Hälfte (46%) der Patien-
ten mit Kolonkarzinom im Stadium I ist
ctDNAnachweisbar [71], beim lokal fort-
geschrittenen Rektumkarzinom bei über
70% [21]. Das unterstreicht das Poten-
zial, ctDNA in das KRK-Screening zu
integrieren.

Ist ctDNA im Blut bei Patienten
mit resektablem KRK präoperativ und
unmittelbar postoperativ nachweisbar,
ist dies mit einem kürzeren rezidiv-
freien Überleben assoziiert [72]. Es
gilt wissenschaftlich als erwiesen, dass
das Vorhandensein von ctDNA eine
minimale Resterkrankung („minimal
residual disease“, MRD) beim KRK an-
zeigen kann, die definiert ist als das
okkulte, in der Bildgebung nicht sicht-
bare Vorhandensein von Tumorzellen
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nach einer kurativen Therapie. Patienten
mit resektablem KRK im Stadium II
haben bei positivem ctDNA-Nachweis
postoperativ ein deutlich kürzeres re-
zidivfreies Überleben im Vergleich zu
Patienten mit negativem ctDNA-Status
[73–75]. Diese multivariaten Analysen
zeigten, dass ctDNA ein unabhängiger
Biomarker für ein Rezidiv nach kurati-
ver Therapie eines KRK war. Mehrere
klinische Studien, wie z. B. DYNAMIC II
(ACTRN12615000381583), COBRA
(NCT0406810), CIRCULATE (NCT
04120701)undC-TRAKTN(NCT03145
961), laufen derzeit, um die Frage zu klä-
ren, ob ctDNA als Surrogatbiomarker
für MRD in größeren Patientenkohor-
ten gesehen werden kann oder ob der
Nachweis von ctDNA nach einer (ei-
gentlich) kurativen operativen Therapie
eine zusätzliche (adjuvante) Therapie im
Stadium II nach sich ziehen sollte.

Bezogen auf miRNA als „liquid bi-
opsy“ konnte eine kürzlich publizierte
Arbeit zeigte, dass zirkulierende miRNA
möglicherweise zur Krebsfrüherken-
nungeinesKRKgenutztwerdenkönnten.
Die miRNA-21 konnte hier als ein inter-
essanter Biomarker für die nichtinvasive
KRK-Diagnose identifiziert werden und
miRNA-200a, miRNA-200b, miRNA-
200c und miRNA-141 waren mit der
KRK-Prognose assoziiert [76]. Patien-
ten mit metastasierter Erkrankung im
Vergleich zu Patienten ohne Metasta-
sen zeigen außerdem einen signifikan-
ten Anstieg von miRNA-141, miRNA-
200a, miRNA-200b, miRNA-203a und
miRNA-122 im Blut und eine erhöhte
miRNA-122 war mit einer schlechteren
Prognose assoziiert [77]. Auch miRNA-
31-, miRNA-141- und miRNA-16-Spie-
gel sind potenzielle Biomarker für die
Früherkennung einesKrankheitsrezidivs
in der Tumornachsorge eines KRK [78].

Therapiemonitoring und
Monitoring der Tumorevolution
BeimmKRKkorreliert dieDetektionvon
ctDNA stark mit demKrankheitsverlauf.
Bei initialer Diagnose im Stadium IV ist
ctDNA bei 80–90% der Patienten nach-
weisbar [79, 80] und die ctDNA-Level
sind mit der Tumorlast assoziiert [81].
Ebenfalls korreliert die initiale ctDNA-
Konzentration mit Lebermetastasierung

[82], progressionsfreiem Überleben [83]
und Gesamtüberleben [80, 84]. Ände-
rungen des ctDNA-Profils unter System-
therapie können einen Hinweis auf eine
Krankheitsprogression geben [80, 85]
und klonale Resistenz anzeigen [86–88].
Um den Zusammenhang zwischen mo-
lekularen Veränderungen der ctDNA
und dem Ansprechen auf die Erstlini-
entherapie beim mKRK zu untersuchen,
wird häufig auch die molekulare Mutati-
onslast („molecular mutational burden“,
MMB) zu Studienbeginn berechnet und
als Surrogatparameter benutzt. Patien-
ten mit niedriger MMB zeigen dabei ein
längeres Gesamtüberleben als solche mit
hoher MMB. Korrespondierend dazu
war die errechnete MMB (aus 6 Ge-
nen: TRIM24, SPEN, RNF43, PRKAR1A,
KRAS und KDM5C) im Vergleich zum
Therapiestart bei Patienten mit partiel-
ler Remission oder stabiler Erkrankung
signifikant niedriger als bei Patienten
mit progredienter Erkrankung [89].

Ein vielversprechender Einsatz der
„liquid biopsy“ ist die Detektion erwor-
bener Resistenzen unter EGFR-Blockade
[90]. Mittels ctDNA-Analytik kann die
Dynamik der klonalen Evolution mit
größerer Präzision im Vergleich zu Tu-
morrebiopsien erfasst werden [91, 92].
Insbesondere das Auftreten von initial
niederfrequenten molekularen Verände-
rungen (vor allem in RAS) unter dem
selektiven Druck einer Anti-EGFR-The-
rapie in initial „Ras-Wildtyp“-Tumoren
kannmitderExpansionbereitsbestehen-
der resistenter Tumorsubklone zusam-
menhängenundzueinerProgredienzder
Erkrankung durch erworbene Resistenz
führen. Ein Abfall dieser Veränderun-
gen in „liquid biopsies“ in anti-EGFR-
freier Therapiezeit hingegen kann unter
Umständen eine Situation anzeigen, die
eine Anti-EGFR-Reexposition ermög-
licht [93, 94]. Um den Nutzen dieser
ctDNA-basierten Reexpositionsstrategie
zu untersuchen, wurden in der Drittlini-
en-Phase-II-CRICKET-Studie ctDNA-
Analysen bei Patienten durchgeführt,
die eine Resistenz gegen die Erstlinien-
therapie mit Cetuximab und Irinotecan
erworben hatten [95]. In dieser Studie
wurden bei keinem der Patienten, die
auf eine erneute Anti-EGFR-Therapie
ansprachen, RAS-Mutationen in ctDNA

gefunden, was zu einem längeren pro-
gressionsfreien Überleben bei diesen
Patienten im Vergleich zu denen mit
RAS-mutierter ctDNA-Baseline führt.
Dies untersuchte auch die CHRONOS-
Studie (NCT03227926). Geeignete Pati-
entenmussteneinobjektivesAnsprechen
und dann eine Progression in einer be-
liebigen Behandlungslinie mit einem
Anti-EGFR-Antikörper gezeigt haben.
Darüber hinaus wurde vor Start der An-
ti-EGFR-Reexposition ein RAS-, BRAF-
und EGFR-Ektodomänen-Wildtyp-Sta-
tus in ctDNA dokumentiert. Eine Ge-
samtansprechrate von 30% führte zum
Erreichen des primären Endpunkts und
liegt deutlich über vergleichbaren Daten
in fortgeschrittenen Therapielinien. Die-
se Phase-II-Studie war die erster ihrer
Art, die „liquid biopsies“ interventionell
als Einschlusskriterium integrierte und
eindrucksvoll das prädiktive Potenzial
der ctDNA-Charakterisierung zeigte.
Parallel ließen sich in den sequenziel-
len ctDNA-Analysen neue interessante
Alterationen, wie beispielsweise MET-
Amplifikationen, zeigen, die unter Um-
ständen auch therapeutischen Nutzen
haben könnten [88].

Auch bei Patienten mit BRAF
(V600E)-mutiertem mKRK könnte
ctDNA ein relevanter Biomarker sein,
um Ansprechen einer Therapie mit dem
BRAF-Inhibitor Encorafenib vorher-
zusagen. Die ctDNA-Analysen zeig-
ten, dass die Mehrheit der Patienten
mit fortgeschrittenem mKRK in der
BEACON-Studie (NCT02928224) bei
Therapiestart eine im Blut nachweis-
bare BRAF(V600E)-Mutation aufwies.
Erhöhte Ansprechraten wurden bei mit
Triplett- (Encorafenib plus Binimetinib
plus Cetuximab) oder Dublett-Therapie
(Encorafenib plus Cetuximab) behan-
delten Patienten im Vergleich zur Kon-
trollgruppe beobachtet, unabhängig von
der detektierten Allelfrequenz. Patien-
ten mit einer höheren Allelfrequenz für
BRAF (V600E) zeigten allerdings eine
schlechtere Prognose [96].

Eine Vielzahl an Daten existiert zum
prognostischen Stellenwert von miRNA
beimmKRK.Nebender bereits beschrie-
benen miRNA-200-Familie ist miRNA-
141amhäufigstenmitderKRK-Prognose
verbunden [76], aber auch miRNA-Pa-
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nels (miRNA-96, miRNA-203, miRNA-
141 und miRNA-200b) werden als Kan-
didaten mit potenziellem Wert für die
KRK-Prognose diskutiert [97]. Auch
ein Zusammenhang zwischen niedri-
geren Plasmaspiegeln von miRNA-96
und miRNA-200b und einem besse-
ren Gesamtüberleben beim mKRK ist
beschrieben [97]. Unter Hinzunahme
des KRK-Tumormarkers CEA konnte
die diagnostische Genauigkeit von KRK
im Stadium IV im Vergleich zu beiden
letztgenanntenMarkern allein verbessert
werden [98]. Herauszuheben ist noch
miRNA-200c, dessen Plasmaspiegel po-
sitiv mit Lymphknotenmetastasierung,
FernmetastasierungundPrognosekorre-
liert und einen unabhängiger Prädiktor
für Lymphknotenmetastasierung und
Tumorrezidiv darstellt [99].

Fazit

In vielerlei Punkten adressieren „liquid
biopsies“ klinisch relevante Fragestellun-
gen in der gastrointestinalen Onkologie.
Die ctDNAgilt für die „liquid biopsy“ als
der am intensivsten beforschte Ansatz-
punkt und hat aufgrund der relativen
Einfachheit der ctDNA-Isolation aus ei-
ner einfachenBlutentnahmeeine vielver-
sprechende Zukunft. Es ist wissenschaft-
lich erwiesen, dass ctDNA repräsentativ
für das Tumorgenom ist.

ZurnichtinvasivenDiagnostik gastro-
intestinaler Tumorerkrankungen gibt es
spannende und vielversprechende Da-
ten zum PDAC. Hier wissen wir inzwi-
schen, über die eigentliche Diagnostik
hinaus, dass der anhaltende Nachweis
von ctDNA nach „kurativer“ Resektion
mit einem schlechten progressionsfrei-
en und Gesamtüberleben vergesellschaf-
tet ist [52, 58, 61–65].AuchbeimKRKim
Stadium II gibt es gute Daten dafür, dass
ein positiver ctDNA-Status postoperativ
ein Warnsignal ist und als Argument für
eine adjuvante Weiterbehandlung nach
kurativer onkologischer Resektion gelten
kann. Internationale Studiendazu laufen.
Hier könnte aus dem Hype bald Realität
werden.

Vor Start einer Erstlinienchemothera-
pie beim mKRK soll u. a. der RAS-Sta-
tus bestimmt werden. Hier empfiehlt die
deutsche S3-Leitlinie „Kolorektales Kar-

zinom“ bereits dessen Durchführbarkeit
anhand von ctDNA als „Kann“-Empfeh-
lung, falls die Bestimmung des Mutati-
onsstatus aus demGewebe nichtmöglich
sein sollte. Hier ist „liquid biopsy“ bereits
Realität!

Unter Therapie können „liquid biop-
sies“ ein nichtinvasives Werkzeug zur
Therapieüberwachung sein, beispiels-
weise beim KRK, wo das Auftreten RAS-
mutierter Klone im Blut mit einer er-
worbenen Resistenz gegenüber Anti-
EGFR-Therapiestrategien verbunden zu
sein scheint [90–94]. Das Verschwinden
dieser Klone in „liquid biopsies“ kann
einenWildtypzustand anzeigen und eine
Reexposition von Anti-EGFR-Strategien
ermöglichen [90].

Auch unter Therapie in ctDNA neu
auftretende Alterationen, wieMET-Am-
plifikationen, zeigen eine Tumorevoluti-
onunter demSelektionsdruckderThera-
pie anundkönntendurch„liquidbiopsy“
neu entdeckte und therapeutisch nutzba-
re Zielstrukturen entschlüsseln [88].

Ein großes Hindernis ist nach wie
vor die international nicht standardisier-
te Technik der „liquid biopsy“, einerseits
zur Isolation, andererseits zur Quantifi-
zierung und molekularen Charakterisie-
rung der unterschiedlichen Liquid-biop-
sy-Analyte. Einige internationale Initia-
tiven,wieCANCER-ID[100], BloodPAC
[101] und SPIDIA4P [102], arbeiten an
der Standardisierung von Liquid-biopsy-
Verfahren, um sie einfacher und schnel-
ler in klinischen Labors durchführbar zu
machen.
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