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Calretinin — ein vielversprechender Biomarker fiir die Bestimmung
von Mesotheliomen in Blutproben von Asbest-Exponierten
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Die Produktion und Verwendung von Asbest ist seit langem verboten. Trotzdem ist die Zahl der asbestbedingten
Krebserkrankungen - in erster Linie bésartiger Lungentumoren und Mesotheliome — weiterhin sehr hoch. Aufgrund
der langen Latenzzeit wird hier in den néchsten Jahren noch keine wesentliche Anderung erwartet. Durch eine ver-
besserte Friiherkennung der Tumoren — moglichst noch in klinisch symptomfreien Entwicklungsstadien — kénnen die
Chancen fiir eine kurative Therapie wesentlich gesteigert werden. In Zusammenarbeit mit verschiedenen Instituten
und Forschergruppen haben Wissenschaftler des IPA jetzt eine vielversprechende Methode fiir den Einsatz des Bio-
markers Calretinin fiir die Friiherkennung speziell von Mesotheliomen entwickelt.

Infolge derlangen Latenzzeit sind die Zahlen asbestbedingter Krebs-
erkrankungen weiterhin sehr hoch, obwohl die Produktion und
Verwendung von asbesthaltigen Produkten in Deutschland schon
vor Jahrzehnten eingeschrankt beziehungsweise in 1993 schlief-
lich vollstandig verboten wurde. Die Latenzzeit fiir Mesotheliome
betrdgt im Mittel 36 Jahre mit einer Standardabweichung von 25
Jahren. Daher wird erwartet, dass die Zahl der jahrlich neu auftre-
tenden Mesotheliome auch in den kommenden Jahren auf einem
hohen Niveau verbleibt. Derzeit sind es jahrlich knapp 1000 Félle
mit einer anerkannten BK 4105. Obwohl beispielsweise der Asbest-
Verbrauch in England eherals in Deutschland zuriick ging, wird hier
aktuell fiir Mesotheliome eine ,,Gauf3sche Kurve* mit Hohepunkt
der Fallzahlen in 2016/17 erwartet (Abb. 1). Vor dem Hintergrund
der langen Latenzzeit in Kombination mit der hohen Standardab-
weichung, die sich durch die GauBsche Kurve widerspiegelt, wird
das Thema der beruflich bedingten Lungen- und Pleuratumoren
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noch weit bis in die 20er Jahre des 21. Jahrhunderts eine grofle
Herausforderung fiir die entsprechende Sekundéarpréavention der
gesetzlichen Unfallversicherung darstellen.

Hinzu kommt das Problem ,,Krebs als Alterskrankheit®: Mit steigen-
dem Alter steigt die Krebsinzidenz, unter anderem auf Grund ver-
minderter DNA-Reparaturmechanismen. Dies gilt in der Konsequenz
natirlich auch fiir beruflich bedingte Tumoren. So ist beispielsweise
aus den diesbeziiglichen Daten des Statistischen Bundesamtes
erkennbar, dass das mittlere Sterbealter Mesotheliomerkrankter
von 66,9 Jahre im Jahr 1980 auf 72,9 Jahre im Jahr 2009, also um
sechs Jahre angestiegen ist.

Asbestexponierten Arbeitnehmern werden in Deutschland von den

Tragern der gesetzlichen Unfallversicherung regelmafiige nachge-
hende Untersuchungen angeboten. Trotzdem ist das friihzeitige
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Erkennen von Lungentumoren und Pleura-Mesotheliomen weiter-
hin sehr schwierig. Vielfach werden die Tumoren erst in weit fort-
geschrittenen Entwicklungsstadien diagnostiziert, wenn bereits
klinisch manifeste Beschwerden vorliegen, die Gesamtkonstitution
der Patienten verschlechtert ist und somit die Therapieoptionen
eingeschrankter sind. Trotz groRer Fortschritte bei den bildgeben-
den Verfahren hat auch die hochauflésende Computertomogra-
phie bisher nicht zu einem Durchbruch gefiihrt. Zudem wére hier
bei regelmaBigen Untersuchungen mit einer nicht unerheblichen
Strahlenbelastung zu rechnen. Daher besteht weiterhin ein grofier
Bedarf an einfach anzuwendenden minimal-invasiven Verfahren,
die ohne Belastung fiir den Patienten eingesetzt werden kdnnen.
Hier bieten die im Blut bestimmbaren Biomarker eine groe Chan-
ce, die bestehenden Verfahren zu ergdnzen und die Friiherkennung
zu verbessern.

Der immunhistochemische Marker Calretinin

In derinternationalen Fachliteratur wurden bisher nur wenige blut-
basierte Mesotheliom-Marker beschrieben. Zahlreiche Publikati-
onen beschreiben hingegen immunhistochemische Marker zur
Diagnose von Mesotheliomen in Gewebeschnitten. Einer der erfolg-
reichsten immunhistochemischen Marker ist das Calretinin. Dabei
handelt es sich um ein Protein, das vermehrt in den Tumorzellen
eines Mesothelioms produziert wird, wahrend es hingegen in an-
deren Tumoren, wie auch Pleura- Metastasen primdr anderenorts
lokalisierter Tumoren, nicht oder kaum nachweisbar ist.

Basierend auf diesen Erfahrungen wurde ein neuer Assay entwi-
ckelt, mit dem das Calretinin-Protein auch im Blut, das hei3t im
Plasma oder Serum, nachweisbar ist. Die Idee hinter dem blutba-
sierten Nachweis ist, dass standig einige der Zellen eines Mesothe-
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lioms entweder ins Blut gelangen oder die Inhalte abgestorbener
Mesotheliom-Zellen direkt ins Blut abgegeben werden und somit
detektierbar sind. Ziel ist letztendlich, mit einem empfindlichen
Nachweisverfahren auch die geringen Mengen an Calretinin im
Blut nachzuweisen, die bei fritheren Stufen der Mesotheliom-Ent-
wicklung zu erwarten sind.

Neuer Assay zum Calretinin-Nachweis am IPA entwickelt

Im Rahmen der Entwicklung des Testverfahrens wurden am IPA
zundchst eigene, neuartige Antikorper generiert und aus Kanin-
chenserum gewonnen, da mit kommerziell erhéltlichen Antikor-
pern (Schierle et al. 1997) nicht die notwendige Nachweisemp-
findlichkeit erreicht werden konnte. Im Folgenden wurde damit
ein sogenannter Sandwich-ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) aufgebaut (Raiko et al. 2010). Das Schema des ELISA ist in
Abb. 2a dargestellt. Der Nachweis beruht darauf, dass das Calreti-
nin in einerzugegebenen Plasma-Probe durch den ersten Antikor-
perzundchst ,eingefangen® wird und dann ein zweiter Antikdrper
bindet, an dem sich ein Adapter befindet. Uber diesen Adapter des
zweiten Antikdrpers kann schlieBlich ein Enzym angekoppelt wer-
den, welches eine Farbreaktion katalysiert, die den eigentlichen
Nachweis sichtbar macht. Der Assay hat einen Detektionsbereich
von 0,1 bis 9,0 ng/ml Calretinin und ist den Varianten mit kommer-
ziellen Antikérpern tiberlegen (Abb. 2b).

Da Plasma- oder Serumproben in der Praxis nicht immer unteride-
alen Bedingungen gehandhabt und gelagert werden kénnen, muss
das Calretinin-Antigen fiir den Einsatz als Biomarker eine hinrei-
chende Stabilitdt aufweisen. Im Rahmen der Entwicklung des Test-
systems wurden daher Plasmaproben mit definierten Mengen an
Calretinin verschiedenen widrigen Bedingungen ausgesetzt. Weder
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Abb. 1: Historischer Asbestverbrauch sowie zeitlicher Verlauf und Projektion der jahrlichen Mesotheliom-Neuerkrankungen in Grof3britannien.
Abbildung modifiziert nach Hodgson et al. 2005 mit eingefiigter, aktueller Neuberechnung der Projektion nach Tan et al. 2010 (einschlief3lich 90%
Vorhersageintervall). Der neue Hohepunkt der Fallzahlen wird fiir 2016/17 erwartet.
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mehrmaliges Einfrieren und Auftauen, noch fiinf Tage bei Raum-
temperatur, 4°Coder-80°C zeigten einen signifikanten Einfluss auf
die Nachweisbarkeit des Biomarkers Calretinin. Zudem kann der
Marker in verschiedenen Medien, wie Serum, EDTA-Plasma oder
Heparin-Plasma, bestimmt werden.

Mesotheliome im Blut nachweisen

Die entscheidende Frage fiir einen neuen Biomarker ist jedoch, ob
dieserin Proben von Tumorpatienten auch erh6ht nachweisbar ist.
Zur Beantwortung dieser Frage wurden Plasma- beziehungsweise

Serumproben von 97 Gesunden, 35 ehemals asbestexponierten
Arbeitern (u.a. mit Asbestose oder Pleuraplagues) sowie 49 Me-
sotheliompatienten verglichen. Die Ergebnisse sind in Abb. 3 dar-
gestellt. Die Werte aller drei Gruppen zeigten jeweils signifikante
Unterschiede zueinander. Die Mesotheliom-Patienten unterschie-
den sich deutlich von den beiden tumorfreien Gruppen.

Eine weitere kritische Frage betrifft die Histologie der Mesotheli-
ome. Man unterscheidet hier epitheloide, sarkomatoide und bi-
phasische Tumoren. Letztere weisen sowohl epitheloide als auch
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Abb. 2: (a) Design des Calretinin-ELISA. Ein selbstentwickelter Anti-
korper (polyklonal, Kaninchen) gegen Calretinin dient als sogenannter
Fang-Antikorper. Derselbe Antikorper, mit Biotin als Adapter, fungiert
als Detektions-Antikdrper. An diesen bindet ein Streptavidin-Enzym-
Konjugat (HRP = horseradish peroxidase), das eine Farbreaktion ermég-
licht.
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Abb. 2: (b) Standardkurve des Calretinin-ELISA. Der neue Assay (rot)

ist empfindlicher als die kommerziellen Varianten (schwarz, blau) und
zeigt weniger Hintergrundsignal. Der Detektionsbereich des IPA-Calreti-
nin-ELISA liegt zwischen 0,1 und 9,0 ng/ml Calretinin. < 0,0001).
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Abb. 3: Nachweis von Calretinin in Plasma(e)- und Serum(c)-Proben

von 97 Gesunden, 35 Asbestexponierten (mit z.T. benignen Asbest-
assoziierten Erkrankungen wie Pleuraplaques und Asbestose) und 49
Mesotheliompatienten. Die entsprechenden Medianwerte betragen
0,20, 0,33 bzw. 0,87 ng/ml. Die Mesotheliompatienten unterscheiden
sich signifikant von den Gesunden und Exponierten (jeweils p < 0,0001).

sarkomatoide Tumoranteile auf. Bisherige Marker detektieren vor-
nehmlich epitheloide Mesotheliome oder epitheloide Anteile in
biphasischen Mesotheliomen. Die seltenere sarkomatoide Form
wird haufig weniger gut detektiert. Da die zur Verfiigung stehende
Probensammlung kein Material eines Patienten mit einem reinen
sarkomatoiden Mesotheliom enthielt, konnten nur Proben von epi-
theloiden und biphasischen Mesotheliompatienten verglichen wer-
den. Diese zeigten nahezu identische Medianwerte, was vermuten
ldsst, dass auch die sarkomatoiden Anteile in den biphasischen
Tumoren zum erh6hten Calretininwert in den Proben beigetragen
haben kénnten. Dies wurde durch immunhistochemische Unter-
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Abb. 4: Reprédsentative immunhistochemische Farbung des histolo-
gischen Schnittes eines Mesothelioms. Der neu entwickelte Antikdrper
farbt gleichermaBen epitheloide und sarkomatoide Tumorzellen.

suchungen bestétigt, bei denen der im neuen ELISA verwendete
Antikérper eingesetzt wurde. Sarkomatoide Mesotheliome sowie
sarkomatoide Anteile in biphasischen Mesotheliomen zeigten eine
starke Farbung mit dem neuen Antikérper (Abb. 4).

Calretinin-Nachweis vielversprechende Ergdnzung fiir Marker-Panel
Der neu entwickelte Calretinin-ELISA zeigt eine gute Empfindlichkeit
und erscheint hinreichend robust fiir den Feldeinsatz. Es konnen
sowohl Serum- als auch Plasmaproben zur Bestimmung verwendet
werden. Calretinin ist ein vielversprechender Biomarker, der im
Gegensatz zu den bisher verfligharen Biomarkern auch in Gewe-
beschnitten von sarkomatoiden Mesotheliomen gut nachgewiesen
werden kann. Calretinin hat daher das Potenzial, andere blutbasier-
te Marker als Teil eines Marker-Panels zu komplementieren. Fiir eine
mogliche Anwendung in der Mesotheliom-Friiherkennung wird der
neue Calretinin-ELISA derzeit mit mehr Fallen und verschiedenen
Kontrollen weiter evaluiert sowie im Rahmen der MoMar-Studie,
einer prospektiven Kohortenstudie mit geplanten 2000 ehemals
asbestexponierten Versicherten, validiert.
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