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1.1. Einleitung

Die Arbeit umfasst die Etablierung einer neuen Methode zur Isolierung zirkulierender
Tumorzellen (CTC) im Blut von Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom
(NSCLC). Diese koénnen hier als Liquid Biopsy (Flussigbiopsie) dienen, die der
Feinnadelbiopsie als Alternative bzw. ergdnzend dient. Zum einen ist sie als nicht-invasive
Methode risikodrmer, da eine Anasthesie obsolet wird und Stichkanalmetastasen
vermieden (Sawabata et al. 2000). Zum anderen spiegeln sie die groRe genetische
Heterogenitat des Karzinoms wieder, da im primaren Tumorgewebe sowie den Metastasen
verschiedene genetische Subtypen vorherrschen (vgl. Schmid et al. 2009). Diese
Tumorheterogenitat macht das NSCLC enorm interessant fur Ansatze der personalisierten
Medizin, welche zielgerichtete Therapien wie niedermolekulare Inhibitoren und Antikdrper
umfasst, die bestimmte genetische Aberrationen eines Tumors angreifen. Dieses Jahr
werden in Deutschland etwa 50000 Manner und Frauen an Lungenkrebs erkranken, wovon
ca. 85% in die pathologische Untergruppe des nicht-kleinzelligen Karzinoms fallen und
wiederrum 80% im bereits metastasierten, also nicht-operablen, Status diagnostiziert
werden (vgl. Griesinger et al. 2019). Personalisierte Ansatze, wie Tyrosinkinase-Inhibitoren
gegen bestimmte Mutationen, sind neben der Chemotherapie deshalb im Fokus
akademischer und industrieller Forschung. Leider entwickelt ein GroR3teil der Patienten
durch weitere Mutationen Resistenzen gegen diese zielgerichteten Therapeutika, welche
einer Umstellung bedarf. Valide Biomarker, die serielle Informationen bieten und
Resistenzmutationen detektieren, ggf. bereits vor dem klinischen Progress, haben einen
auBerst bedeutenden Effekt auf individuelle Therapieentscheidungen (vgl. Joosse und
Pantel 2016). Die Liquid Biopsy, die den blutbasierten Nachweis von zirkulierenden
Tumorzellen (CTCs), Fragmenten von freier Tumor DNA (cfDNA), microRNA und
Exosomen beinhaltet, kdnnte genau dies liefern (vgl. Levy et al 2016). Neben den
Fortschritten in der translationalen Medizin, kann in der Erforschung zirkulierender

Tumorzellen Wissen Uber wichtige Grundlagen der Tumorbiologie erlangt werden.

In der oben genannte Tumorheterogenitat des NSCLC liegt auch die Herausforderung fir
die Detektion zirkulierender Tumorzellen dieser Krebsidentitat begriindet (vgl. De Bruin et
al. 2014). Die Detektionsraten mittels des etablierten und meistverwendeten
Detektionssystem CellSearch, welche ausschliel3lich den epithelialen Marker EpCam nutzt,
sind weiterhin sehr gering in NSCLC, wodurch die Sensitivitdit des Assays stark
eingeschrankt ist (vgl. Manicone et al. 2017, Hanssen et al. 2015). Der so genannte
epithelial-mesenchymaler Ubergang (EMT) der Krebszellen im Ubergang zum Blutkreislauf

fuhrt zu einer Herunterregulierung von EpCam der einzelnen Tumorzelle im Blut (vgl.



Bednarz-Knoll et al. 2014; Gorges et al. 2012; Thiery 2002). So verfolgten wir die
Hypothese, dass eine Verwendung mehrerer Oberflichenmolekile, die spezifisch fir das

Tumorgewebe sind, die CTC-Isolierung verbessern kdnnte.

Um diese Hypothese zu untersuchen wahlten wir die Oberflaichenmarker der Familie der
,Epidermal Growth Factor” (ERBB)-Rezeptoren. Diese Rezeptor-Tyrosinkinasen sind von
grofer biologischer und Klinischer Bedeutung fir NSCLC. Etwa 15% der kaukasischen
Patienten mit Lungenkarzinom tragen eine aktivierende Mutation des EGF-Rezeptors
(EGFR) (vgl. Tokumo et al. 2002), welche mit verschiedenen niedermolekularen Inhibitoren
(Tyrosinkinase-Inhibitoren) behandelt werden konnen (vgl. Paz-Ares et al. 2010). Viele der
Resistenzmechanismen gegen die Erstlinientherapie sind in ihrer genetischen Grundlage
identifiziert. Es ist heute bereits moglich einige dieser Sekundarmutationen mit einer
weiteren Generation der Inhibitoren zu behandeln, was eine friihe Testung auf Resistenzen
voraussetzt. Eine frilhe und haufige Testung macht wiederum die Liquid Biopsy mdglich.
Als weiteren Marker konzentrierten wir uns auf HER3, auch ERBB3 genannt, dessen
Hochregulation in Tumorzellen als ein Mechanismus identifiziert wurde, die die EGFR-

Resistenz antreibt (vgl. Wang et al. 2015; Yonesaka et al. 2016).

Mehrere Studien haben gezeigt, dass primédres Tumorgewebe von Lungenkrebs eine
Uberexpression von EGFR und HER3 auf Proteinniveau aufweisen (vgl. Berghoff et al.
2015; Sharma et al. 2007). Uber die Expression im metastasierenden Gewebe ist weniger
bekannt (Berghoff et al. 2015; Li et al. 2016). Fiur eine weitere Eingrenzung der oben
genannten Oberflachenmolekiile als potenzielle Marker zur CTC-Isolierung hat Dr. A.
Hanssen EGFR- und HER3-Expression in primarem und metastasiertem NSCLC-
Tumorgewebe untersucht (vgl. Hanssen 2016). Eine positive (mittlere oder starke) Farbung
fir EGFR wurde bei 52,3% der Primartumore, 40,0% der Lymphknotenmetastasen und
62,7% der Hirnmetastasen beobachtet. Der Anteil der Tumore mit starker EGFR-
Expression stieg von 18,2% bei Primartumoren auf 29,4% bei Hirnmetastasen, was auf eine
Hochregulation von EGFR im metastasierenden Gewebe hinweist. 82,7% der
Primartumore, 86,6% der Lymphknoten und 91,2% der Hirnmetastasen waren positiv auf
die HER3-Expression. Die starke HER3-Expression stieg von 9,1% bei Primartumoren auf
35,3% bei Hirnmetastasen. Die HER3-Expression in Hirnmetastasen war signifikant mit
einem oligo-metastasierten Zustand der Hirnerkrankung verbunden, d.h. dem Gehirn als
einzigem metastasiertem Ort (p = 0,028; n = 31). Basierend auf den eindricklichen
Ergebnissen ihrer Arbeit haben wir eine CTC-Detektionstechnik mit diesen beiden Markern
entwickelt, die in ,Material und Methoden® genauer erlautert wird. Des Weiteren wollten wir

feststellen, dass eine direkte Kombination mit dem EpCAM-basierten System einen



signifikant gréReren Anteil an CTCs bei NSCLC-Patienten erfassen kann. Als dritten Schritt

zeigen wir die Mdglichkeit der molekularpathologischen Analyse der gefundenen CTC

exemplarisch.

1.2. Material und Methoden

Ethische Erklarung

Diese Studie wurde vom institutionellen Prifungsausschuss der Ethikkommission der

Hamburger Arztekammer (PV3779) genehmigt. Die Patienten wurden zwischen September

2015 und Mai 2016 eingeschrieben und es wurde die Zustimmung aller Teilnehmer

eingeholt. Alle Untersuchungen wurden nach den einschlagigen Richtlinien und

Vorschriften durchgefihrt.
Patienten

Wie in Scharpenseel et al (2019) beschrieben wurde
fur die Detektion zirkulierender Tumorzellen Blut aus
einer Kohorte von 45 Patienten im fortgeschrittenen
Stadium (Stadium 1l oder V) bei der Erstdiagnose
oder im Progress der Erkrankung entnommen. Die
Patienten wurden von der Abteilung fur Onkologie,
Hamatologie und Knochenmarktransplantation mit der
Abteilung  Pneumologie, der  Abteilung flr
Neurochirurgie oder der Abteilung fur
Strahlentherapie, die alle Teill des
Universitatsklinikums  Hamburg-Eppendorf  (UKE,
Deutschland) sind, in die Studie eingeschrieben. 15
Patienten wurden vor der Resektion von
Hirnmetastasen rekrutiert. Von der gesamten Kohorte
wurden 41 Patienten mit Adenokarzinom (AC)
diagnostiziert, drei mit Plattenepithelkarzinom und

einer mit grof3zelligem Karzinom. Sechs der AC-

Tabelle 1: Klinische Merkmale der Patientenkohorte

Histologie

Geschlecht

Alter

uiccC
Stadium

Metastasen

Mutations

Status

AC

SCC
Andere
weiblich
mannlich

Durchschnitt
(Bereich)

11

\Y
Oligo
Multipel

MO

EGFR mut
Wildtyp

n.a.

n
41
3
1
20
25

63 (41
- 85)

40
14

27

7
30

8

%
91,1
6,7
2,2
44,4

55,6

111
88,9
31,1
60,0

8,89

15,6
66,7

17,8

Patienten erhielten eine Anti-EGFR-Therapie. Genauere Angaben zu den Patienten sind in

Tabelle 1 dargestellt. Dartiber hinaus wurden 18 gesunde Spenderproben aus der Abteilung
fur Transfusionsmedizin (UKE) getestet. Fir die HER3/EGFR CTC-Anreicherung wurden

7,5 ml Blut in EDTA-R6hrchen (Sarstedt, Nurnberg, Deutschland) entnommen. Die




Blutproben wurden bei Raumtemperatur gelagert. Das EDTA-Blut wurde innerhalb von

sechs Stunden verarbeitet.
Etablierung des HER3/EGFR-basierten CTC-Anreicherungsverfahrens

Zunachst wurde die Spezifitdt verschiedener Biotin-markierter EGFR- und HER3-
Antikérper, bendétigt fur die Durchfihrung einer magnetischen Zellseparation, durch
Immunfluoreszenzfarbung auf zytozentrifugierten Tumorzellen aus der Zellkultur im
Gemisch mit gesundem Spender-Blut gepriuft. Es wurden entweder Zellen der EGFR-
positiven Zelllinie MDA-MB-468 oder der HER3-positiven Zelllinie SKBR3 verwendet. Fur
die EGFR-basierte CTC-Anreicherung wurden drei verschiedene biotinylierte monoklonale
Antikdrper getestet, darunter der Klon 14C8 (Acris Antibodies, Herford, Deutschland), der
Klon B1D8 und der Klon Hul (beide von Novus Biologicals, Littleton, Colorado). Fir HER3
wurden zwei verschiedene Antikérper getestet: der biotinylierte humane Anti-HERS3-
Antikdrper (Klon REA508; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) und der
biotinylierte humane Anti-HER-3-Antikdrper (Klon 1B4C3; BiolLegend, San Diego,
Kalifornien). Aufgrund der Intensitdt und Spezifitdt (bewiesen durch die Negativitat von
Leukozyten) der Farbung wurden zunéchst beide HER3-Antikdrperklone sowie der EGFR-
Antikérperklon B1D8 von Novus Biologicals (NBP2-34553B) ausgewahlt (vgl. Scharpenseel
et al. 2019).

Experimente fur die Etablierung eines CTC-Protokolls mittels magnetischer Beads
(Magnetic Cell Seperation — MACS) wurden durchgefihrt, indem Tumorzellen aus der
Zellkultur in Blutproben von gesunden Spendern Uberfiihrt wurden. Es wurden insgesamt
50 Zellen, entweder der SKBR3 Zelllinie (fir die HER3-Isolierung) oder der MDA-MB-468-
Zellen (fur die EGFR-Isolierung), manuell in 4 ml Blut transfundiert. Hiernach konnte fir den
HER3-Antikorperklon REAS509 eine Wiederfindungsrate der 50 Tumorzellen von 67%
(Bereich 58-82%; n = 3) erreicht werden, verglichen mit 44% (Bereich 34-52%) bei
Verwendung des HER3-Antikdrperklons 1B4C3. Um das Protokoll fir die EGFR-basierte
Anreicherung (Klon B1D8) zu optimieren, wurden zwei Konzentrationen (1:10 und 1:15
Verdinnungen) fir die Antikdrperinkubation (30 min bei RT) miteinander verglichen. Hier
zeigte die hohere Konzentration hohere Riickgewinnungsraten von 64% (Bereich 38-82%;
n = 3) im Vergleich zu 34% (Bereich 26-41%; n = 3). Nach Anwendungen des Protokolls an
30 Patientenproben wurde jeweils eine Kontrolle durchgefihrt, wobei fir den HERS3-
Antikérperklon REA509 Wiederfindungsraten der von 29 der 50 Tumorzellen (58%, n=1)
erreicht wurde und fir den EGFR-Antikérperklon B1D8 33 der 50 Tumorzellen aus dem

gesunden Blut zuriickgewonnen wurden (66%, n=1).



CTC-Isolierung durch magnetische Zelltrennung

Wie in Scharpenseel et al. (2019) beschrieben, fuhrten wir die Zellseparation anhand
untenstehenden Protokolls durch. Dies orientiert sich an den Angaben des Herstellers
(Miltenyi, KoIn, Germany) und Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe (vgl. Hanssen 2016).
Die PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell)-Zellfraktion des Patientenblutes (7,5 ml
Blut) wurde mit den Leukosep-Tuben (Greiner Bio-One, Kremsmunster, Osterreich)
angereichert. PBMCs wurden in zweigeteilt und entweder bei 4 °C fur 10 Minuten (HER3-
Antikérper; Miltenyi) mit einer Verdinnung von 1:11 in 100 ul Zellsuspension oder fir eine
Stunde bei Raumtemperatur (EGFR-Antikérper; 1:10 Verdinnung; Novus Biologicals-
Antikorper in 100 pl Zellsuspension) inkubiert. Im Anschluss wurden die PBMCs mit MACS
Running Buffer gewaschen, gefolgt von einer 15-minitigen Inkubation mit 10 pl
Streptavidin-beschichteten Beads (beide Miltenyi) pro 1 x 107 Zellen fur den HER3 und 20
pl fir 30 min fur EGFR. Eine unspezifische Bindung von Magnetpartikeln wurde mit dem
Trennpuffer weggewaschen und die Zellsuspension auf eine magnetische Saule (Miltenyi)
aufgebracht. Nach dreimaligem Waschen mit 500 ul Trennpuffer wurden die magnetisch
markierten Zellen schlieBlich auf zwei Glastrager gesplilt, zentrifugiert und tber Nacht
getrocknet. Die Objekttréager wurden innerhalb von 3 Tagen immunfluoreszierend gefarbt.
Die Zellen wurden 10 Minuten lang mit 4% PFA fixiert, mit PBS gewaschen und in 10% AB-
Serum blockiert. Der Antikorpercocktail wurde 45 Minuten lang bei Raumtemperatur
appliziert. Die Immunfluoreszenzfarbung erfolgte mit dem Pan-Keratin-Antikdrper (AELAE3
eFluor570; 1:80; eBioScience, San Diego, Kalifornien) als CTC und CD45 (CD45-Alexa647;
1:150; Biolegend) als Leukozytenmarker. Hierzu wurde DAPI als Kernfarbstoff eingesetzt
(1:500; Sigma).

Statistische Auswertung

Assoziationen zwischen CTC-Status und klinischen Merkmalen wurden durch Chi-Square,
zweiseitigen Fisher's exact test und Kaplan-Meier-Analyse gemafll dem Logrank-Test
mittels SPPS getestet. Die Korrelation von Cell Search und MACS-System wurde mittels

Cohen-Kappa bewertet. P-Werte unter 0.05 gelten als signifikant.
Mutationsnachweis

Fur den gezielten Nachweis von somatischen Mutationen in CTCs wurden diese mit einem
Mikromanipulator isoliert und mittels Picoplex™ WGA Single Cell Whole Genome
Amplification Kit (Rubicon Genomics, Ann Arbor, Michigan) oder dem Amplil Kit (Silicon
Biosystems) amplifiziert. Fur diese sowie entsprechendes Gewebe haben wir die iPLEX
HS-Technologie in Verbindung mit dem MALDI-TOF-basierten MassARRAY-System



(Agena Bioscience, San Diego, Kalifornien) eingesetzt. Hier wurde das Lungenpanel
verwendet, das 70 Mutationen in funf Onkogenen (BRAF, EGFR, ERBB2, KRAS und
PIK3CA) abdeckt, die an der Progression der Erkrankung und dem Therapieerfolg beteiligt
sind. Ein mit der iPLEX HS-Chemie erzeugtes Mutationssignal kann vom MassARRAY -
System bei ca. 1% VAF23 zuverlassig nachgewiesen werden.

1.3. Ergebnisse

CTC-Detektion durch magnetische Zelltrennung

Um jene CTCs zu isolieren, die diese therapeutisch relevanten Proteine exprimieren, wurde
basierend auf diesen Ergebnissen die zuvor beschriebene magnetische CTC-
Anreicherungstechnik (Magnetic Cell
Seperation - MACS) mit biotinylierten

negativ Antikérpern etabliert.
33% CellSearch

33%
Blutproben von 45 metastasierten NSCLC-

Patienten und 18 gesunden Spendern (HD)

MACS
38%

kombiniert analysiert. Die EGFR/HER3-basierte Methode
67%

wurden mit dieser MACS-basierten Technik

war fur alle Proben der gesunden
Studienteilnehmer negativ. Bei 37,8% der

Abbildung 2: Detektionsraten der Methoden . .
(Karzinom-)Patienten konnten CTCs unter
Verwendung von entweder HER3- oder EGFR-Antikdrpern isoliert werden (Mittelwert: 3
CTCs; Bereich: 1-21 CTCs). In einem Patienten wurden 10 groBe CTC-Cluster und 21

einzelne CTCs beobachtet (beispielhaft in Abb. 3).

Dartber hinaus war die EGFR/HER3-Technik bei 44% (n = 24) der Patienten mit

Hirnmetastasen positiv.

In 39 parallelen Proben wurden in unserem Institut durch die AG Riethdorf CellSearch-
Analysen durchgefihrt und die Ergebnisse von der zwei Wissenschaftlern (SR und HW)
ausgewertet. Bei 33,4% der Patienten wurden 21 CTCs/7,5 ml Blut und bei 22,0% =3 CTCs
nachgewiesen. 12,8% der Patienten mit Hirnmetastasen hatten 21 CTC/ 7,5 ml Blut. Es
konnte keine signifikante Korrelation der CTC-Positivitat mit der Methode oder dem EGFR-
Mutationsstatus festgestellt werden. Die Kombination beider CTC-Detektionsmethoden (=1

CTC) ergab CTCs bei 66,7% der NSCLC-Patienten. Interessanterweise wurden bei nur vier



Patienten CTCs anhand beider Methoden nachgewiesen (signifikante negative Korrelation

mit Cohens kappa = -0,280).
Mutationsnachweis in CTCs

Im dritten Schritt der Studie galt es zu beweisen, dass der Ursprung der von uns
identifizierten zirkulierenden Zellen tatsachlich malignes Tumorgewebe ist. Hierzu wurden
wie in Scharpenseel et al (2019) beschrieben die zirkulierenden Zellen und das
entsprechende primare Tumorgewebe des Patienten, bei welchem zahlreiche zirkulierende
Zellen und Cluster isoliert wurden (Abbildung 3, Patient 3), auf molekularer Ebene
untersucht. Drei einzelne CTCs und ein Cluster sowie das primare Tumorgewebe wurden
auf 70 Mutationen in funf Genen analysiert. Das primare Tumorgewebe zeigte eine
heterozygote Mutation fir KRAS G12S. Die gleiche Mutation konnte im CTC-Cluster und in
einem der CTCs nachgewiesen werden, wahrend zwei CTCs eine niedrige
Amplifikationsrate hatten und keine Mutationen nachgewiesen werden konnten. Die oben
genannten Ergebnisse belegen, dass diese neue Methode weitere genomische Analysen

foum . om

Cytokeratin DAPI CD45

von CTCs ermdglicht

Patient 1

Patient 2

Patient 3

Abbildung 3: Représentative Bilder (DAPI+/CD45-/CK+) einer einzelnen zirkulierenden Tumorzelle (Pat 1), einer Doublette
(Pat 2) und eines Tumorzellclusters (Pat 3), die Uber eine Magnetzellseparation in NSCLC-Patienten isoliert wurden.



1.4. Diskussion

Zuverlassige blutbasierte Biomarker auf Basis zirkulierender Tumorzellen fur die gezielte
Behandlung von NSCLC-Patienten sind von grofem Nutzen fur die Therapieliberwachung
und prognostische Bewertung. Wéahrend die Untersuchung von frei zirkulierende Tumor-
DNA als Liquid Biopsy bereits in der Klinik im Rahmen der Indikationsstellung der EGFR-
Tyrosinkinase-Inhibition bzw. der Therapieumstellung bei Resistenzentwicklung
Anwendung findet, verbleiben Detektionsraten zirkulierender Tumorzellen und damit deren
Aussagekraft zu gering (vgl. Remon et al. 2017). Der perfekte CTC-Marker wirde
ausschlie3lich Tumorzellen vor dem grof3en hamatopoetischen Hintergrund isolieren und
sich an die Veranderung des biologischen Phanotyps der Krebszelle anpassen (Alix-
Panabieres, C. und Pantel, K. 2014). Leider existiert dieser perfekte Tumormarker nicht,
doch durch die Kombination von EpCAM-basierten Methoden mit EGFR- und HER3-
basierter Anreicherung konnten wir CTCs bei einem groRen Teil der NSCLC-Patienten
nachweisen. Durch die negative Korrelation der beiden verwendeten Methoden, zeigen wir
aulBerdem erneut die grofRe Heterogenitdt von zirkulierenden Tumorzellen im Blut von
Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom. Jedoch verblieb auch hier die
Gesamtzahl isolierter Zellen klein. Daher sollte gleichzeitig neben tumorspezifischen
Markern ein Ansatz verfolgt werden, der auf physikalischen Eigenschaften basiert, um die

Positivitatsraten sowie die Anzahl gefundener Zellen zu erhéhen (vgl. Kuske et al. 2016).

Es bleibt unklar, welche genetische und biologische Variation die Prognose und die
bestmogliche Behandlung eines Patienten bestimmt. Der Vorgang der Metastasierung,
welche meist entscheidend fur die Prognose ist, ist nicht vollstandig verstanden, aber
verschiedene CTC-Subpopulationen kénnten metastatische Stellen haben, die in ihrem
genetischen Profil vorprogrammiert sind (vgl. Massague und Obenauf 2016). Unsere
Ergebnisse in der Kohorte der Patienten mit cerebraler Metastasierung stimmen mit
unseren Daten aus der Gewebefarbung Uberein und unterstiitzt unsere These der
spezifischen Beteiligung der Mitglieder der ERBB-Familie an der Bildung von
Hirnmetastasen. Hier kann die Liquid biopsy also neben der Vermittlung von
translationalem Wissen auch die Grundlagenforschung uber klinische Studien erweitern.

Sogar der Einsatz CTC-abgeleitete Xenografts ist méglich (vgl. Morrow et al 2016).

Die Studie zeigt, dass die von uns isolierten CTCs fur eine molekulare Charakterisierung
durchaus geeignet sind und die Beschreibung von falsch-positiven Epithelzellen, die
beispielweise durch die Injektion wahrend der Blutabnahme in den Blutkreislauf gelangen,

ausschliel3t. Genetische Analysen kdnnen wichtige Informationen in der Biologie der



Zirkulierenden Tumorzellen sowie der Metastasierung im Allgemeinen liefern und sind somit
fur die Krebstherapie relevant. Unsere Methode beinhaltet zusatzlich die Mdglichkeit der
Detektion von Tumorzellverbé&nden (Cluster). Bei einem Patienten der Kohorte wurden
zahlreichen dieser Cluster und einzelnen CTCs beschrieben, die mit der EGFR/HER3-
basierten Anreicherung erkannt wurden. Cluster kdnnen ein bis zu 50-fach erhéhtes
hdheres metastatisches Potential besitzen und von pathophysiologischer Bedeutung fur die
Tumorausbreitung sind (vgl. Aceto et al. 2014; Gkountela et al. 2019). Leider bleibt auch
die Gesamtzahl der Cluster, die isoliert werden koénnen, zu gering, um folgereiche
Aussagen Uuber das Tumormikromilieu und potenzielle Metastasierungswege im

Spezifischen zu machen.

Der Weg der CTC-Forschung beim NSCLC scheint noch weit, doch sobald die
Tumorheterogenitat besser verstanden ist und automatisierte Verfahren in multizentrischen
Studien standardisiert, wird die Liquid Biopsy einen immer groReren Einfluss in der

personalisierten Therapie nehmen.
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3. Zusammenfassung (Deutsch/Englisch)

Die Arbeit umfasst die Etablierung einer neuen Methode zur Isolierung zirkulierender
Tumorzellen (CTC) im Blut von Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom
(NSCLC). Diese dienen zum einen als Liquid Biopsy (Fllssigbiopsien) und kénnen zum
anderen in weiterer Forschung Aufschluss Uber die Tumorbiologie geben. Da die
Detektionsraten mittels des etablierten CellSearch-Systems, welche den epithelialen
Marker EpCam nutzt, sehr gering verbleiben, folgerten wir den positiven Nutzen mehrerer
Oberflachenmarker. Die Expression auf Proteinniveau von EGFR und HER3 (ERBB-
Familie) mittels Immunhistochemie auf NSCLC-Gewebe von Primartumoren,
Lymphknotenmetastasen und Hirnmetastasen zeigten signifikante Positivitatsraten in
vorangegangen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe. Somit schloss sich eine
Untersuchung von 45 Blutproben einer Kohorte von NSCLC-Patienten mittels Magnetischer
Zellseparation unter dem Nutzen der genannten Marker im parallelen Vergleich zum
CellSearch-Assay an. Die EGFR/HER3-Methode detektierte CTCs in 37.8% der Patienten,
wahrend eine Kombination mit der EpCam-basierten Methode einen signifikant hoheren
Anteil von 66.7% aufweist. Dies unterstreicht unsere These und liegt in der
Tumorheterogenitat des NSCLC begriindet. Um den malignen Ursprung der Zellen zu
beweisen, sowie den klinischen Nutzen unserer Methode, wurde als letzten Schritt
exemplarisch  erfolgreich primares Tumorgewebe und CTCs eines Patienten

molekularpathologisch untersucht.

The work includes the establishment of a new method for the isolation of circulating tumor
cells (CTC) in the blood of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). These cells
serve as liquid biopsy and can also be used for further research in tumor biology. Since the
detection rates using the established CellSearch system, which uses the epithelial marker
EpCam, remain very low, we concluded the positive benefit of several surface markers. The
expression at protein level of EGFR and HER3 (ERBB family) by immunohistochemistry on
NSCLC tissues of primary tumors, lymph node metastases and brain metastases showed
significant positivity rates in previous studies of our group. This was therfore followed by a
study of 45 blood samples from a cohort of NSCLC patients by magnetic cell separation
using the aforementioned markers in parallel to the CellSearch assay. The EGFR/HER3
method detected CTCs in 37.8% of the patients, whereas a combination with the EpCam-
based method showed a significantly higher proportion of 66.7%. This underlines our
hypothesis and is based on the tumor heterogeneity of NSCLC. In order to prove the
malignant origin of the cells as well as the clinical benefit of our method, the second step

was the successful molecular analysis of primary tumor tissue and CTCs of one patient.
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. Although clinically relevant, the detection rates of EpCAM positive CTCs in non-small cell lung cancer

. (NSCLC) are surprisingly low. To find new clinically informative markers for CTC detection in NSCLC, the
expression of EGFR and HER3 was first analyzed in NSCLC tissue (n =148). A positive EGFR and HER3
staining was observed in 52.3% and 82.7% of the primary tumors, and in 62.7% and 91.2% of brain
metastases, respectively. Only 3.0% of the brain metastases samples were negative for both HER3 and

: EGFR proteins, indicating that the majority of metastases express these ERBB proteins, which were

. therefore chosen for CTC enrichment using magnetic cell-separation. Enrichment based on either EGFR

or HER3 detected CTCs in 37.8% of the patients, while the combination of EGFR/HER3 enrichment with

. the EpCAM-based CellSearch technique detected a significantly higher number of 66.7% CTC-positive

. patients (Cohen’s kappa = —0.280) which underlines the existence of different CTC subpopulations in
NSCLC. The malignant origin of keratin-positive/CD45-negative CTC clusters and single CTCs detected
after EGFR/HER3 based enrichment was documented by the detection of NSCLC-associated mutations.
In conclusion, EGFR and HER3 expression in metastasized NSCLC patients have considerable value for
CTCisolation plus multiple markers can provide a novel liquid biopsy approach.

The field of precision medicine is evolving rapidly. For non-small cell lung cancer (NSCLC), which is the most
common cause of cancer-related death world wide', personalized strategies using targeted therapies are already of
great benefit for a subset of patients harboring specific somatic aberrations. However, the occurrence of secondary
. mutations that drive resistance to targeted therapies, poses a big challenge in clinical oncology?. In addition to the
: prognostic power of circulating tumor cell (CTC) analysis, CTCs could also serve as a valuable real-time tool for
monitoring therapy and disease recurrence in cancer patients®>%. Due to the non-invasiveness of the procedure,
CTC analysis allows serial monitoring of patients and can provide information e.g. on the mutation burden from
different metastatic sites® or the occurrence of resistance mutations®. CTC detection is still challenging, espe-
cially for NSCLC patients, and numerous different CTC detection systems have been proposed’~’. With the most
: commonly used EpCAM based CTC detection systems the CTC detection rate in NSCLC patients is surprisingly
. low, especially when considering the aggressiveness of the disease'’. The reported low CTC numbers might be
© caused by an epithelial-mesenchymal transition (EMT) of the cancer cells reaching the blood stream, which could
entail downregulation of the epithelial marker EpCAM!'-13. Furthermore, the pronounced tumor heterogeneity,
a characteristic of NSCLC tumor tissue, creates an additional big challenge in liquid biopsy research®!*. Making
use of multiple surface molecules as antigens that are specific for the tumor tissue could improve CTC isolation'®.
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n %

AC 41 91.1
Histology scC 3 6.7

other 1 2.2
Gender Female 20 444

Male 25 55.6
Age Mean (range) 63 (41-85)

III 5 11.1
UICC stage

v 40 88.9

Oligo-met. 14 31.1
Metastatic state Multiple met. 27 60.0

Mo 4 8.89

EGFR mut. 7 15.6
Mutation status Wild type 30 66.7

n.a. 8 17.8

Table 1. Clinical characteristics of NSCLC patients from the MACS cohort. n.a.: data not available.

The Epidermal Growth Factor Receptor (ERBB)-family of receptor tyrosine kinases is of great biological and
clinical importance in NSCLC. In tumor cells the ERBB proteins regulate proliferation, differentiation and apop-
tosis'®. Approximately 10-15% of Caucasian lung adenocarcinoma patients and up to 40% of patients of Asian
origin carry an activating mutation of the EGF-receptor (EGFR)". These patients can efficiently be treated with
different small molecule inhibitors (tyrosine kinase inhibitors) targeting EGFR'®. However, most patients will
eventually develop resistance against these therapies. Upregulation of HER3 expression has been found to be one
of the mechanisms that drive EGFR resistance'>*.

Here, we first screened the EGFR and HER3 expression in primary and metastatic NSCLC tumor tissue. Based
on the results, we developed a CTC detection technique using these two markers and show that in combination
with EpCAM we could capture a larger fraction of CTCs in NSCLC patients.

Materials & Methods
Ethical statement. The institutional review board of the ethical commission of the Hamburger
Arztekammer (PV3779) approved this study. Patients were enrolled between September 2015 and May 2016 and
informed consent was obtained from all participants. All research was performed in accordance with relevant
guidelines and regulations.

Patients. Tissue microarrays (TMA) with 55 surgical tissue specimens from histologically proven NSCLC
primary tumors, 17 matched lymph node metastases and 76 non-matched lung cancer brain metastases were used
for immunohistochemistry (IHC) staining of EGFR and HER3 proteins. For each patient, tissue was analyzed in
duplicates with a core size of 1.0 mm. The primary tumor TMA has been described in detail before?!. 40.0% of the
samples were adenocarcinomas, 38.2% squamous cell carcinoma, and 21.8% of other subtypes. 58.2% were males
and 41.8% females. 31.5% were diagnosed with stage I disease, 29.6 with stage IT and 38.9 stage III. 98% of patients
were current or ex-smokers and only one patient was a non-smoker (5 patients had unknown smoking status). In
the brain metastases TMA (non-matched to the primary tumors), 75.4% of the samples were adenocarcinomas,
13.8% squamous cell carcinoma, and 10.8% other or unclear subtype. The average age of brain metastases diagno-
sis was 60.3 years (range: 32-78) and 56.6% were males and 43.4% females.

Blood was drawn from a cohort of 45 advanced stage (Stage III or IV) NSCLC patients at first diagnoses or
at disease progression for CTC isolation. Patients were enrolled from the Department of Oncology, Hematology
and Bone Marrow Transplantation with section Pneumology, the Department of Neurosurgery or from
the Department of Radiation Therapy, all part of the University Medical Center Hamburg-Eppendorf (UKE,
Germany). Fifteen patients were recruited prior to resection of brain metastases. Of the total cohort, 41 patients
were diagnosed with adenocarcinoma (AC), three with squamous cell carcinoma and one with large-cell carci-
noma. Six of the AC patients received anti-EGFR therapy. Patient characteristics are shown in Table 1. In addi-
tion, 18 healthy donor samples were enrolled from the Department for Transfusion Medicine (UKE). For HER3/
EGFR CTC enrichment, 7.5 ml of blood were collected in EDTA tubes (Sarstedt, Nuernbrecht, Germany) whereas
CellSave tubes (Janssen Diagnostics, Raritan, New Jersey) were used for CellSearch CTC analyses. Blood samples
were stored at room temperature. The EDTA blood was processed within 6 hours and the CellSave blood within
24h.

Immunohistochemistry staining of lung primary tumor and brain metastases tissue for
EGFR and HER3 protein expression. TMA slides were first baked for 1 hour at 60°C, followed by
a de-paraffinization in xylol and a decreasing ethanol series for rehydration purpose. Tissue was treated with
either proteinase K (DAKO/Agilent; Santa Clara, California; EGFR) or boiled in 1 mM EDTA (HER3) for antigen
unmasking. Peroxidase blocking solution or 5% goat serum in 1XTBST were used for EGFR (1:20; DAKO) or
HER3 (1:250; Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts) immunostainings, respectively and both incu-
bated overnight at 4 °C. For visualization, DAKO Envision Kit or Signal Stain Boost (Cell Signaling Technology)
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was used. The tissue was counterstained with hemalaun solution for 2 seconds and dehydrated with an increas-
ing ethanol series and a final xylol incubation step. Specimens were covered with Eukitt (ORSAtec, Bobingen,
Germany) and a cover glass.

Staining of TMAs was analyzed blinded by two independent scientists (AH and HW). Both signal intensity
and signal distribution were multiplied to a final value and grouped according to the final value into negative
(0-0.5), intermediate (0.6-2) and strong (>2) staining. Disconcordant evaluations were analyzed for a second
time.

Establishment of the HER3/EGFR based CTC enrichment method.  First, the specificity of differ-
ent biotinylated EGFR and HER3 antibodies was tested by immunofluorescence staining on cyto-centrifuged
MDA-MB-468 (EGFR) or SKBR3 (HER3) cells mixed with healthy donor PBMCs. For EGFR based CTC enrich-
ment, three different biotinylated monoclonal antibodies were tested, including clone 14C8 (Acris Antibodies,
Herford, Germany), clone B1D8 and clone Hul (both from Novus Biologicals, Littleton, Colorado). For HER3
we tested two different antibodies; the biotinylated human anti-HER3 antibody (clone REA508; Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany) and the biotinylated human anti-HER-3 antibody (clone 1B4C3; BioLegend, San
Diego, California). Cells were fixed with 4% PFA, washed with PBS and permeabilized by 0.1% Tween 20 in PBS.
After another washing step the samples were blocked in 5% goat serum in PBS and incubated with the antibodies
EGEFR (1:50) or HER3 (1:25) for one hour at room temperature (RT). The secondary streptavidin conjugated
antibody, life technologies (Carlsbad, California), was incubated for 45 min at RT and washed away with PBS. Cells
were additionally stained for CD45 (CD45-647, 1:150; Biolegend) and DAPI (1:500; Sigma, St. Louis, Misssouri)
for one hour at RT. Based on the intensity and specificity (negative leucocyte staining) of the staining we chose
both the tested HER3 antibodies and the EGFR antibody clone B1D8 from Novus Biologicals (NBP2-34553B) for
the establishment of a bead enrichment CTC protocol (Supplementary Information 1).

Experiments on recovery rates (Supplementary Information 2) were performed by spiking tumor cells into
blood samples from healthy donors (received from the department of transfusion medicine). 50 cells of either the
HER3 positive SKBR3 (for HER3 isolation) or 50 EGFR-positive MDA-MB-468 cells (for EGFR isolation) were
manually spiked into 4ml blood. For the HER3-enrichment, two different protocols were tested. The biotinylated
HER3-antibody, clone REA508, was incubated at 4 °C for 10 min with PBMCs followed by 15 min incubation
with the streptavidin coated magnetic beads. Second, the HER3-antibody clone 1B4C3 was incubated at room
temperature for 30 min followed by 60 min magnetic bead incubation. A recovery rate of 67% (range 58-82%;
n = 3) was obtained for the HER3-antibody clone REA509 compared to 44% (range 34-52%) when using the
HER3-antibody clone 1B4C3. To optimize the protocol for the EGFR- based enrichment (clone B1D8), we com-
pared two concentrations (1:10 and 1:15 dilutions) for the antibody incubation (30 min at RT). Here, the higher
concentration showed higher recovery rates; of 64% (range 38-82%; n = 3) compared to 34% (range 26-41%;
n=23). To allow larger studies with multiple sites involved in patient recruitment, ensuring that newly identi-
fied CTC isolation techniques are efficient also in blood preservative tubes is of high importance. Therefore, we
analyzed spiked blood samples in CellSave tubes (Janssen Diagnostics). Overnight incubation of the samples in
CellSave tubes showed a significant reduction on the CTC recovery rates for the EGFR antibody (clone B1D8)
with a mean recovery rate of 36% (Supplementary Information 2 C), whereas the HER3 enrichment was not
influenced by the blood collection tube. Given that this was a single center study, we therefore collected all patient
samples in EDTA tubes.

CTC Isolation via magnetic cell separation. The PBMC cellular fraction (7.5 ml blood) was enriched
using the Leucosep tubes (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria). PBMCs were divided into two parts
and incubated either at 4 °C for 10 minutes (HER3 antibody; Miltenyi) with a dilution of 1:11 in 100 pl cell
suspension or for one hour at room temperature (EGFR antibody; 1:10 dilution; Novus Biologicals antibody
in 100l cell suspension). When working with more than 1 x 107 cells, twice the volume of all indicated vol-
umes were used. The PBMCs were then washed with MACS running buffer followed by 15 min incubation with
10l streptavidin-coated beads (both Miltenyi) per 1 x 107 cells for the HER3 and 20 pul for 30 min for EGFR.
Unspecific binding of magnetic particles was washed away with the separation buffer and the cell suspension was
applied on a MS Column (Miltenyi). After washing three times with 500 ul separation buffer the magnetically
labeled cells were finally flushed onto two glass slides, centrifuged and dried overnight. Slides were immunoflu-
orescent stained within 3 days. Cells were fixed with 4% PFA for 10 min, washed with PBS and blocked in 10%
AB serum. The antibody cocktail was applied for 45 min at RT. Immunofluorescence staining was performed
using pan-Keratin antibody (AE1AE3 eFluor570; 1:80; eBioScience, San Diego, California) as CTC and CD45
(CD45-Alexa647; 1:150; Biolegend) as leukocyte marker. DAPI was applied as nuclear dye (1:500; Sigma). 12
samples were also stained for cMET protein expression (clone: C1D2, Cell Signaling, 1:3000, overnight at 4°C;
secondary antibody: anti-rabbit-alexa 488 (eBioScience, 1:1000, 60 min at RT).

CellSearch analysis. In parallel, 41 patient samples were analyzed by the CellSearch system (Silicon
Biosystems, Bologna, Italy)*2. The CellSearch System is a semi-automated EpCAM-based CTC enrichment tech-
nique. It enriches tumor cells of epithelial origin (EpCAM+) and allows enumeration of CTCs (CD45- and kerat-
ins 8, 18, and 19+) in whole blood.

WGA and quality control. Whole genome amplification (WGA) of single cell CK-positive/CD45-negative
CTCs was performed with either the Picoplex™ WGA Single Cell Whole Genome Amplification Kit (Rubicon
Genomics, Ann Arbor, Michigan) or the Amplil Kit (Silicon Biosystems). Single cells were isolated by microma-
nipulation. 2 pl of Cell lysis buffer (Silicon Biosystems) was added on the cells and the lysate was stored at —80°C
until further usage. WGA was performed according to the manufacturer’s instructions, and DNA products were
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Figure 1. Protein expression and frequency distribution in primary and metastatic lung cancer tissue. EGFR
protein immunohistochemistry (A) and HER3 protein immunohistochemistry (B) was performed on tissue
microarray from primary NSCLC tumors and brain metastases. Representative strong (left), intermediate
(center) and negative (right) staining are shown in 200x magnification (Zeiss Axiovision).

stored at —80 °C until downstream molecular analysis. The DNA concentration after the WGA was measured by
the Qubit™ fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Pinneberg, Germany). The quality of the WGA product was
assessed by the Amplil™ QC Kit (Silicon Biosystems). Cells with good quality (three or four PCR bands) were
used for the next-generation sequencing (NGS) analyses.

Statistical analysis. Associations between protein expression (TMA) or CTC status and clinical character-
istics were tested by chi-square, two-sided Fisher’s exact test and Kaplan-Meier analysis in line with the logrank
test, respectively. The correlation of the Cell Search and the MACS system were assessed using the Cohen’s kappa.
P-values below 0.05 were considered significant.
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Figure 2. EGFR (A) and HER3 (B) expression distribution in primary lung, lymph node and brain metastatic
tissue and association between HER3 protein expression in primary and clinicopathological parameters

(C). HER3 is more frequently expressed in brain metastasis of oligo-brain metastatic patients (p=0.028)
compared to patients with other metastatic sites. HER3 expression in primary NSCLC tumors is significantly
associated with a decreased time to metastatic progression (p = 0.006; log-rank test) (D) and decreased
relapse-free survival time (p =0.013; log-rank test) (E).

Mutation detection. For the targeted detection of somatic mutations in CTCs and tissue we used the iPLEX
HS technology in conjunction with the MALDI-TOF based MassARRAY System (Agena Bioscience, San Diego,
California). Here we used the Lung Panel covering 70 mutations in five key oncogenes (BRAF, EGFR, ERBB2,
KRAS and PIK3CA) implicated in disease progression and therapy response. A mutation signal produced using
iPLEX HS chemistry can be reliably detected by the MassARRAY System at about 1% VAF*.

Results and Discussion

The prognostic value of CTC detection with the CellSearch System has already been demonstrated in many pre-
vious studies'’. However, for NSCLC patients in the majority of cases CTCs are undetectable with EpCam based
methods, suggesting that the sensitivity of the assay for this purpose might be too low. In this study, we analyzed
whether detection sensitivity could be increased by using other surface markers for CTC capture. Our assumption
was supported by previous results where we analyzed EpCAM expression in primary and metastatic NSCLC tis-
sues®!. Furthermore, others and we have previously shown that important tumor markers from the ERRB-family
can be specifically upregulated in CTCs and metastatic tissue compared to the primary tumor?4?*. Therefore,
we first screened the expression level of the clinically important target proteins EGFR and HER3 in primary and
metastatic tissue from NSCLC patients.

HERS3 and EGFR protein expression. Several studies have shown that approximately 60% of lung cancer
primary tumor tissue display overexpression of EGFR at protein level?*-%%. In addition, HER3 is often expressed
in lung tumor tissue*®??, whereas less is known about expression in metastatic tissue. Analyzing our TMA, we
classified EGFR and HER3 protein expression as either negative, intermediate or strong. Evaluable results were
obtained from 44 primary tumors, 15 matched lymph node metastases and 51 non-matched brain metastases.
Representative staining are shown in Fig. 1A. Evaluable results for HER3 were obtained from 44 primary tumors,
15 lymph node metastases, and 68 brain metastases samples (Fig. 1B). A positive (intermediate or strong) staining
for EGFR was observed in 52.3% of primary tumors, 40.0% of the lymph node metastases, and in 62.7% of brain
metastases (Fig. 2A). The proportion of tumors with strong EGFR expression increased from 18.2% in primary
tumors to 29.4% in brain metastases, indicating an upregulation of EGFR in metastatic tissue. Whether the higher
expression levels in the brain metastases are caused by a de novo expression cannot be assessed as non-matched
samples were analyzed. No association between EGFR expression in primary tumors and clinical status was found
(data not shown). In brain metastases, a significant inverse correlation between the size of the patients’ primary
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Figure 3. CTC positivity rates in NSCLC patients (n =45). (A) Significantly higher detection rates when
combining the methods in comparison to either single use CellSearch (p = 0.0023) or magnetic cell separation
with EGFR/HER3 (p=0.0109). (B) CTC enumeration detected by CellSearch and MACS.
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Figure 4. Representative images of two Circulating Tumor Cell cluster (DAPI*/CD45~/CK™) isolated via
magnetic cell separation with HER3-protein antibody in one NSCLC patient. Heterogeneous MET expression
was found within the cluster as well as CD45-positive leukocytes.
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tumors and EGFR expression was found (p =0.009). EGFR was also linked with a more frequently detection in
the brain metastases of squamous cell carcinomas (p =0.001). 82.7% of primary tumors, 86.6% of lymph nodes
and 91.2% of brain metastases were positive for HER3 expression (Fig. 2B). Strong HER3 expression increased
from 9.1% in primary tumors to 35.3% in brain metastases. HER3 expression in brain metastases was significantly
associated with an oligo-metastatic brain disease state, i.e. brain as the single metastatic site (p =0.028; n=31)
(Fig. 2C). Survival analyses revealed a significant association of HER3 expression in primary lung tumors with
a shorter time to metastatic progression (p =0.006; n=36) (Fig. 2D) and a shorter time of relapse-free survival
(p=0.013; n=36) (Fig. 2E). No further associations between HER3 protein expression and clinical patient char-
acteristics or outcome were found (data not shown). When both EGFR and HER3 staining results were combined,
only three brain metastases samples (3.0%) were negative for both HER3 and EGFR proteins, indicating that the
large majority of metastases express ERBB proteins. In contrast, we previously showed that 20.9% of brain metas-
tases were negative for EpCAM expression, thus supporting our approach to include additional surface markers
for CTC isolation in NSCLC?!'. Moreover, we previously showed that elevated amounts of HER3 mRNA tran-
scripts could be detected in the blood of metastatic NSCLC patients®'. Based on these results, the here described
magnetic CTC enrichment technique was established using biotinylated antibodies to isolate CTCs that express
these therapeutically relevant proteins.

(2019) 9:7406 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-43678-6


https://doi.org/10.1038/s41598-019-43678-6

www.nature.com/scientificreports/

A

120

80+

Intensity
2

7400 7450 7500 7550 7600 7650 7700 7750 7800
Mass

B) i o ©) i

gy

Intensit

H

20+ 20+
ok N , P A

! TN | L IR I TR
L ! | | L L N

;
; .
7400 7450 7500 7550 :fuosus 7650 700 S0 7800 7400 7450 7500 7550 7600 7650 7700 7750 7800

D) $ E) d

Intensity
g
Intensity

2 g

-l U G U U e S W I

I L L | | IR I A | ! ! | | Lt N !

7400 7450 7500 7550 7600 7650 7700 7750 7800 7400 7450 7500 7550 7600 7650 7700 7750 7800
Mass Mass

Figure 5. Molecular analysis of primary lung tumor tissue (PT), corresponding circulating tumor cell cluster
and three single CTCs. MassARRAY system (iPLEx Lung) shows heterozygous mutation for KRAS G128 in PT.
(A) Same mutation is seen in the CTC cluster (B) and in one single CTC (C), whereas two single CTCs (D,E)
show no mutation for KRAS.

CTC Detection by magnetic cell separation.  For detection of different CTCs subpopulations, a two-step
detection and identification protocol was established. In the first step, the CTCs were enriched out of the vast
amount of PBMCs via a positive selection based on HER3 and/or EGFR protein expression. This was followed
by a second step of immunofluorescence staining (pan-keratin and CD45) of the enriched cell fraction. A sample
was defined as CTC positive if at least one CTC (keratin positive/CD45 negative) was detected. Blood samples
from 45 metastatic NSCLC patients and 18 healthy donors (HD) were analyzed with this MACS based technique.
The EGFR/HER3-based method was negative for all HD samples and positive in 37.8% of the patients (mean: 3
CTCs; range: 1-21 CTCs) (Fig. 3). In one patient 10 large CTC clusters and 21 single CTCs could be observed
(Fig. 4). Furthermore, the EGFR/HER3-technique was positive in 44% (n=24) of patients suffering from brain
metastases, which is in line with our data obtained from tissue staining thus supporting the specific involvement
of ERBB pathway members in brain metastasis formation. Noteworthy, we have recently shown that patients with
brain metastases are less often CTC positive when analyzed by the CellSearch method™. This new method shows
a higher suitability when analyzing patients with brain metastases.

In addition to HER3 overexpression, also MET amplification is a known mechanism of acquired resistance
against EGFR tyrosine kinase inhibitors®'. We therefore analyzed MET expression of keratin positive CTCs
in twelve patients. In five of these patients keratin positive CTCs were detected. In three patients the detected
keratin-positive CTCs (1-2 CTCs) were negative for MET whereas in the fourth patient the one CTC was positive
for both MET and keratins. The fifth positive case with many single CTCs and clusters had a heterogeneous MET
expression in both single CTCs, as well as in the clusters (Fig. 4), indicating that MET can be neither used for CTC
isolation nor as identification marker of CTC.

In 39 parallel samples CellSearch analyses were performed. In 33.4% of the patients >1 CTCs/ 7.5ml blood
was detected and in 22.0% >3 CTCs were detected. 12.8% of the patients with brain metastases had >1 CTC/
7.5ml blood. There was no significant correlation in CTC positivity with either method or EGFR mutation status.
Combining both CTC detection methods (>1 CTC) revealed CTCs in 66.7% of NSCLC patients. Interestingly,
in only four patients CTCs were detected by both methods (significant negative correlation by Cohen’s
kappa = —0.280), underlining the vast heterogeneity of CTCs in NSCLC. Further research is needed to specifi-
cally characterize these subpopulations in order to draw a conclusion on their role in the disease and their clinical
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impact on the disease and treatment course. In one AC patient with numerous clusters and single CTCs detected
by EGFR/HER3 based enrichment method only two CTCs were found when analyzed with the CellSearch sys-
tem. Clusters have been described to possess an up to 50-fold increased higher metastatic potential®>** and are
of pathophysiological relevance for tumor spread. It remains unclear which genetic and biological variation
determines a patients’ prognosis and the best possible treatment. The number of single CTCs and clusters isolated
remain small though and further research is needed to characterize NSCLC subpopulations.

Mutation detection in CTCs. In order to prove the tumorigenic origin of CTCs detected by our new
approach, we analyzed CTCs and the corresponding primary tumor tissue from the patient where numerous
CTCs and clusters were isolated (Fig. 5). The success of the WGA was proven by a multiplex PCR. Based on the
WGA results three single CTCs and one cluster as well as the primary tumor tissue was analyzed for 70 hot spot
mutations in five genes using the MassARRAY system?*. The primary tumor tissue showed a heterozygous muta-
tion for KRAS G12S. The same mutation could be detected in the CTC cluster and in one of the CTCs, whereas
two CTCs had a low amplification yield and no mutations could be detected. The results above prove that this
new method allows further genomic analyzes of CTCs and precludes description of false-positive epithelial cells.

Conclusion

In conclusion, this study demonstrates the large heterogeneity of NSCLC CTCs and thus the benefit of the use
of multiple markers for both CTC enrichment and detection. By combining EpCAM enrichment with EGFR
and HER3 based enrichment, CTCs can be detected in a large proportion of patients, including brain metastatic
patients who were previously found to have only very few EpCAM positive CTCs?'. We further show that the
isolated CTC are suitable for downstream molecular characterization, which may provide important information
in CTC biology relevant to cancer therapy. However, for the feasibility of implementation multi-centered studies
further tests on using blood collection tubes with preservatives must be accomplished.

Data Availability
The datasets generated and analyzed during the current study are available from the corresponding author on
reasonable request.
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