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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die Anatomie der Prostata

Die Prostata ist die grof3te akzessorische Driise des Mannes. Sie ist etwa
kastaniengrof3, bis 20 g schwer und von einer derben Capsula prostatae umhiillt.
Anatomisch lasst sie sich in zwei Seitenlappen und einen Mittellappen gliedern.
Weiterhin lassen sich eine periurethrale Mantelzone sowie die zentrale und die
periphere Zone unterscheiden (siehe Abbildung (Abb.) 1). Letzt genannte
entspricht in etwa den Seitenlappen und ist die bevorzugte Lokalisation des

Prostatakarzinoms (PC) [58].

Ductus ejaculatorius

Periurethrale
Mantelzone

Innenzone

- J/.
Harnréhre
Prostata Frontalschnitt durch die
Ansicht von vorme Prostata

Abb. 1: Zoneneinteilung der Prostata [64]

Inzidenz und Mortalitdt des Prostatakarzinoms

Das PC stellte in Bayern im Jahr 2008 den haufigsten malignen Tumor in der
mannlichen Bevolkerung dar. Es machte 27% der Krebsfalle bei M&nnern aus und
war fur 11% der Krebssterbefélle verantwortlich. Das mittlere Erkrankungsalter lag
bei 70 Jahren. Dementsprechend erhielten in der Bundesrepublik Deutschland im
Jahr 2008 Uber 63000 Méanner die Diagnose eines PC. Somit erkrankt in

Deutschland einer von acht Mannern an einem PC, wobei einer von 31 Mannern
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daran verstirbt. Aufgrund des meist langsamen Fortschreitens der Krankheit sowie
aufgrund von FriaherkennungsmalRnhahmen und adéaquaten Therapieansatzen lag

das Sterberisiko mit 3,3% deutlich unter dem Erkrankungsrisiko von 13% [52].

Risikofaktoren der Entstehung eines Prostatakarzinoms

Das Risiko an einem PC zu erkranken ist wesentlich vom Alter abhéngig. Anhand
einer Datenanalyse aus dem Jahr 2008 betragt die Wahrscheinlichkeit flr einen
40-Jahrigen innerhalb der nachsten 10 Jahre an einem Prostatakarzinom zu
erkranken lediglich 0,1%. Fir einen 70-Jahrigen hingegen liegt das Risiko bei
6,6% [52]. Die seit Jahren ansteigende Inzidenz des PC in Deutschland und ganz
Europa erklart sich durch das stetig steigende Durchschnittsalter der Bevolkerung
und verbesserte Screeningmethoden mit frihzeitiger Diagnose des PC.
Epidemiologische Studien zeigen aufRerdem, dass auch die ethnische Herkunft
Einfluss auf die Pathogenese hat. So ist die Inzidenz des PC in den USA und
Nordeuropa viel hoéher als zum Beispiel in Sudostasien [80]. Dass jedoch die
Herkunft alleine nicht ausschlaggebend ist, zeigen Migrantenstudien. Ein
japanischer Immigrant, der in Kalifornien lebt, hat sogar ein héheres Erkrankungs-
risiko als ein in Kalifornien geborener Amerikaner [98]. Andererseits zeigen post
mortem Prostatabiopsien, dass so genannte latente Prostatakarzinome, also
Karzinome die zu Lebzeiten nie klinisch manifest wurden, in ihrer Haufigkeit kaum
geographische Unterschiede aufweisen [9]. Diese Erkenntnis legt nahe, dass
neben der ethnischen Herkunft auch &uRere Faktoren, im besonderen die
Ernahrung und der Lebensstil, den Ubergang des latenten zum klinisch relevanten

PC beeinflussen kdnnen.

Ein weiterer anerkannter Risikofaktor ist das Vorkommen von Prostatakarzinomen
in der Familienanamnese. Ist ein Verwandter ersten Grades erkrankt, so ver-
doppelt sich das eigene Risiko. Wurde das Karzinom bei zwei Verwandten ersten

Grades diagnostiziert, steigt es sogar um das funf- bis elffache an [37, 87].
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Bei etwa 9% aller PC handelt es sich um eine genetisch bedingte Form. Fir die
Diagnose eines familiaren Prostatakarzinoms werden die Kriterien nach Carter
angewendet. Hierfur missen mindestens drei Verwandte ersten Grades oder in
drei aufeinander folgenden Generationen oder mindestens zwei Brlder, deren
Karzinom noch vor dem 55. Lebensjahr festgestellt wurde, an einem PC erkrankt
sein [13]. Des Weiteren werden lokal entzindliche Prozesse, Vasektomie,
Diabetes mellitus und Adipositas als mogliche Risikofaktoren diskutiert [39]. Hohe
Testosteronserumwerte scheinen keinen pradiktiven Wert fur die Entstehung eines
PC zu haben [26].

Diagnostik des Prostatakarzinoms

Hinweise auf ein vorliegendes PC kénnen ein erhdhter Serumspiegel des
prostataspezifischen Antigens (PSA), eine auffallige digital rektale Untersuchung
(DRU) oder die transrektale Ultrasonographie (TRUS) liefern. Die Diagnose kann
jedoch erst gestellt werden, wenn das Karzinom histologisch durch eine Biopsie

nachgewiesen wurde [39].

Die DRU ist ein wichtiger Bestandteil des Screenings und der Friherkennung, da
die meisten Karzinome in der peripheren Zone der Prostata entstehen. Ab einem
Volumen von 0,2 ml kann ein Karzinom ertastet werden. Aufgrund einer auffalligen
DRU werden 18% der Erstdiagnosen gestellt [81]. Ist zusatzlich der PSA-Wert
grol3er 2 ng/ml, betragt der positiv pradiktive Wert 5-30% [15]. Eine suspekte DRU

ist eine absolute Indikation zur Stanzbiopsie [39].

Zusatzlich kann eine TRUS der Prostata durchgefiihrt werden. Die TRUS stellt
karzinomverdachtige echoarme Areale dar. Dies gelingt bei 60% der Karzinome
[41]. Eine wichtige Rolle spielt die TRUS bei der sonographiegesteuerten

Stanzbiopsie der Prostata.
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Ein weiterer Parameter bei der Diagnostik des PC ist der PSA-Wert. Das
prostataspezifische Antigen ist eine Serinprotease, die fast ausschliel3lich von
Epithelzellen der Prostata gebildet wird. Es wird dem Ejakulat beigemengt und
spaltet dort das Protein Semenogelin-1, wodurch sich das Ejakulat verflissigt.
Zwar ist dieses Enzym nahezu organspezifisch, jedoch nicht karzinomspezifisch,
da der Serumspiegel auch bei benignen Erkrankungen der Prostata, wie der
Hypertrophie oder einer Entziindung erhéht sein kann [73]. Ein unauffalliger PSA-
Wert schliel3t ein Prostatakarzinom jedoch nicht aus. Die Leitlinie der European
Association of Urology (EAU) empfiehlt deshalb eine erste PSA-Bestimmung bis
zum 40. Lebensjahr, um einen Ausgangswert fur kiinftige Kontrollen zu haben [7].
Liegt der Wert unter 1 ng/ml, ist ein Screeningintervall von 8 Jahren ausreichend
[83]. Bei M&nnern, die alter als 75 sind und einen PSA-Ausgangswert von unter
3 ng/ml hatten, macht ein PSA-Screening keinen Sinn mehr, da ihr Risiko, an dem
Prostatakarzinom zu versterben, aufgrund ihrer Lebenserwartung kaum mehr eine
Rolle spielt [14]. Als unabhéngige Variable ist der PSA-Wert im Vergleich zu einer
TRUS oder DRU der beste Screeningparameter fur ein PC [16].

Eine Stanzbiopsie bei erhdhtem PSA-Wert aber unauffalliger DRU und TRUS
sollte in der Regel erst durchgefihrt werden, wenn auch eine zweite Messung
einige Wochen spéter erhoht ist. Vor der Blutentnahme darf keine Manipulation
der Prostata, wie eine Tastuntersuchung oder das Legen eines Blasenkatheters,
stattgefunden haben. Auch ein Harnwegsinfekt muss ausgeschlossen werden, um
falsch hohe PSA-Werte zu vermeiden [25, 89].

Neben PSA-Wert, suspekter DRU oder TRUS sollte auch das Patientenalter, die
Komorbiditat und der therapeutische Nutzen in die Entscheidung, eine Prostata-
stanzbiopsie durchzufuhren, miteinbezogen werden. Um die falsch negativ Rate
gering zu halten, wird empfohlen, zehn bis zwdlf Stanzzylinder unter transrektal-
sonographischer Kontrolle vor allem aus den peripheren Anteilen zu entnehmen.
Mehr als 12 Stanzzylinder bringen keinen signifikanten Vorteil [27]. Ist kein
Karzinom nachweisbar, die DRU bleibt jedoch aufféllig oder der PSA-Wert hoch,

ist eine weitere Biopsie indiziert [40].

10
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Stadieneinteilung und Grading des Prostatakarzinoms

Therapie und Prognose des PC sind wesentlich vom Stadium der Erkrankung
abhangig. Daher ist die richtige Zuordnung des Stadiums bei der Diagnose von
grundlegender Bedeutung. Die Computertomographie (CT), die Magnetresonanz-
tomographie, die Sonographie und die Skelettszintigraphie sind gangige Staging-

methoden.
Um die Ausdehnung des Tumors zu beschreiben, empfiehlt sich die Tumor Node

Metastasis (TNM) Klassifikation, die in Tabelle (Tab.) 1 dargestellt ist.

Tab. 1: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms [103]

Tx Primartumor nicht beurteilbar oder positive Zytologie

TO Kein Hinweis auf Primartumor

Tis | Carcinoma in situ

T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor, der weder tastbar noch in bildgebenden Verfahren sichtbar ist

Tla | Tumor zufélliger histologischer Befund (“incidental carcinoma") in 5% oder weniger des resezierten
Gewebes

T1b | Tumor zufalliger histologischer Befund (“incidental carcinoma") in mehr als 5% des resezierten
Gewebes

T1c | Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert (z.B. wegen erhdhter PSA-Werte)

T2 | Tumor begrenzt auf Prostata
T2a | Tumor befallt die Halfte eines Lappens oder weniger
T2b | Tumor beféllt mehr als die Hélfte eines Lappens

T2c | Tumor in beiden Lappen

T3 | Tumor durchbricht die Prostatakapsel
T3a | Extrakapsulare Ausbreitung (einseitig oder beidseitig)

T3b | Tumor infiltriert Samenblase(n)

T4 | Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen als Samenblasen, z.B. Blasenhals,
Sphincter externus, Rektum, und/ oder Levatormuskel und/oder ist an Beckenwand fixiert

Nx | Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO | Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 | Regionare Lymphknotenmetastasen

Mx | Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden

MO | Keine Fernmetastasen

M1 | Fernmetastasen
M1a | Nichtregionare(r) Lymphknoten
M1b | Knochen

M1c | Andere Lokalisation(en)

11
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Bei der Konstellation T1-T2 NO MO handelt es sich um ein lokal begrenztes PC.
T3-T4 NX-0 MO werden unter dem Begriff des lokal fortgeschrittenen Prostata-
karzinoms (LAPC) zusammengefasst. Finden sich Absiedlungen des Karzinoms in
anderen Organen, spricht man von einem metastasierten Prostatakarzinom (mPC)
[42, 43, 44].

Neben der Tumorausdehnung hat auch die histologische Differenzierung des
Tumors eine therapeutische und vor allem eine prognostische Konsequenz.
Standard fur das Grading ist in Europa der sogenannte Gleason Score (GS). Er ist
die Summe der beiden am schlechtesten differenzierten Areale der Biopsate,
wobei Grad 1 sehr gut differenziertes und Grad 5 entdifferenziertes Gewebe
darstellt. Der GS ist einzeln betrachtet der beste Parameter zur Vorhersage von
klinischem Verlauf und Therapieansprechen und somit wichtiger Bestandteil so
genannter Nomogramme, die der Risikoabschatzung dienen [71].

Zusatzlich wird ein Grading gemal der World Health Organisation (WHO) genutzt
(Grad 1-3). Ein GS von 2 bis 4 entspricht in der WHO-Klassifikation einer G1
Differenzierung, ein GS von 5 und 6 einer G2 Differenzierung und ein GS von
7 bis 10 bedeutet eine G3/4 Differenzierung nach WHO [72] (siehe Tab. 2).

Tab. 2: Histopathologisches Grading nach WHO und Gleason Score [72]

WHO-Grading Gleason Score
G1 Gut differenziert 2-4
G2 MaRig differenziert 5-6
G3/4 Schlecht differenziert oder undifferenziert 7-10

12
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Therapieoptionen und Prognose des Prostatakarzinoms

Bei der Wahl der fir den Patienten geeigneten Therapie zeigt sich die grund-
legende Schwierigkeit, dass auch ohne Intervention lange Uberlebenszeiten
maoglich sind. Aufgrund des oft hohen Erkrankungsalters wére daher in vielen
Féllen keine Therapie notig. Es stellt sich daher die Frage, welche Patienten von
einer Therapie profitieren. Aus dieser Uberlegung heraus entwickelten sich zwei
unterschiedliche Behandlungskonzepte: das verzogerte Vorgehen und die

sofortige Einleitung einer aktiven Therapie.

Das verzogerte Vorgehen beinhaltet zum einen die Strategie des watchful waiting
(WW) und zum anderen das Konzept der active surveillance (AS). Die
Gemeinsamkeit besteht darin, den Therapiebeginn so lange wie mdglich hinaus-
zuzogern und somit einer aktiven Behandlung, die sehr belastend sein kann, unter
Umstanden ganz zu entgehen. Der Unterschied zwischen beiden Konzepten liegt
darin, dass beim WW nach Progress ein palliatives Therapieregime eingeleitet
wird. Hingegen ist das Ziel der AS, durch engmaschige Kontrollen und dadurch
rechtzeitigen Therapiebeginn weiterhin eine Heilung zu erzielen. Da sich gerade in
frhen Stadien die Frage stellt, ob das Karzinom fir den Patienten jemals klinisch
relevant wird, sollte auch die Moglichkeit des verzdgerten Vorgehens in Erwéagung
gezogen werden. Vor allem altere Patienten mit einer Lebenserwartung von unter

zehn Jahren und einem gut differenzierten Tumor kdénnten davon profitieren [74].

Im Gegensatz dazu steht das Behandlungskonzept der sofortigen aktiven
Therapie. Diese beinhaltet einerseits eine lokale Therapie, wie die operative
Entfernung oder die Bestrahlung der Prostata, andererseits systemische
Therapiemodalitaten, wie zum Beispiel die Hormontherapie. Hierbei missen die
individuellen Voraussetzungen und Winsche des Patienten bertcksichtigt werden.
Grundsatzlich ist zwischen einem kurativen und einem palliativen Therapieregime
zu unterscheiden, da eine Heilung derzeit nur in nicht metastasierten Stadien

maoglich ist.

Das lokal begrenzte PC stellt mit Gber 90% den weitaus gréf3ten Anteil der neu

diagnostizierten Tumore dar [54]. Aufgrund von meist fehlender Symptomatik ist

13
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dies vor allem auf verbesserte Screeningmethoden zurtickzufiihren. Die retro-
pubische radikale Prostatektomie (RRP) ist hier der Goldstandard der Therapie mit
einem 5-Jahres-Uberleben von 69-95% und einer 5-Jahres-Progressionsfreiheit
von 82-92% bei lokal begrenzten Tumoren [57]. Bei der RRP werden neben der
Prostata beide Samenblaschen und das umliegende Gewebe entfernt. Ziel ist die
RO-Resektion, das heif’t die komplette Entfernung im Gesunden. Wenn moglich
sollten Potenz und Kontinenz erhalten bleiben. Trotz kurativ intentionierter
Operation kommt es bei knapp einem Drittel der Patienten zu einem Rezidiv [55].
Die perkutane Strahlentherapie mit einem 5-Jahres-Uberleben von 51-93% oder
die Brachytherapie mit ahnlich guten Ergebnissen sind Therapiealternativen,

besonders fir Patienten, die ein hohes Operations- oder Narkoserisiko tragen [74].

Hat der Tumor die Organkapsel durchbrochen und eventuell Nachbarorgane
infiltriert, spricht man von einem lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinom (LAPC),
sofern keine Metastasen auszumachen sind. Durch die RRP mit einer
RO-Resektion kann eine 10-Jahres-Uberlebensrate von 50-60% erreicht werden
[97]. Aufgrund der erhbhten Gefahr von Lymphknotenmetastasen ist beim LAPC
eine regionale Lymphadenektomie entscheidend. Durch eine alleinige Strahlen-
therapie wird beim LAPC eine 10-Jahres-Uberlebensrate von lediglich 34% erzielt
[84], ahnlich dem Ergebnis einer WW-Therapie mit einer 9-Jahres-Uberlebensrate
von 37% [1].

Das Progressionsrisiko des Tumors kann anhand der Risikostratifizierung nach
D'Amico abgeschatzt werden [19]. Hierfir werden das TNM-Stadium, der PSA-
Wert und der GS bericksichtigt. Eine weitere Moglichkeit die Wahrscheinlichkeit
der Progression nach RRP abzuschatzen ist das Kattan Nomogramm. Der Kattan
Score errechnet sich wiederum aus dem PSA-Wert, dem klinischen Stadium und
dem GS [50]. Um die Rezidivwahrscheinlichkeit zu minimieren, sollte das

Risikoprofil in die Therapieplanung miteinbezogen werden.

Streut das Karzinom, finden sich die Lasionen meist im Stammskelett und der
Leber, seltener auch in der Lunge. In einem primar metastasierten Stadium

werden etwa 10% der Patienten diagnostiziert, die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt

14



Einleitung

bei ca. 23% [90]. Kommt es nach einem kurativen Therapieansatz zu Metastasen,

betragt die mediane Zeit bis zum Tod funf Jahre [78].

Das PC ist in einem metastasierten Stadium nicht mehr heilbar. Durch eine
Hormontherapie kann jedoch das Fortschreiten der Erkrankung bei mehr als 75%
der Patienten temporér verhindert werden [5]. Nach im Durchschnitt 24 Monaten
reicht eine alleinige Hormonablation nicht mehr aus. Man spricht nun von einem
metastasierten kastrationsrefraktaren Prostatakarzinom (mCRPC). Die Uber-
lebenszeit liegt bei 12-24 Monaten und es werden drei Stadien durchlaufen. Zu
Beginn kommt es zu einem PSA-Anstieg ohne Auftreten neuer Metastasen.
Wichtig ist nun, die Méglichkeiten der Hormonmanipulation voll auszuschépfen.
Treten neue Metastasen auf, spricht dies fur die zweite und zugleich langste
Phase, der Patient ist typischerweise nach wie vor symptomlos. Die dritte Phase
ist gekennzeichnet durch Symptome, welche durch neue Filiae hervorgerufen
werden. Neben Miktionsstorungen auf3ern sich die Beschwerden haufig durch
Knochenschmerzen oder durch pathologische Frakturen aufgrund der Skelett-
metastasen. Spatestens hier ist die Einleitung einer Chemotherapie zur Ver-
besserung der Lebensqualitat indiziert [75]. Hierfur sind in Deutschland mehrere
Substanzen zugelassen, doch nur fur das Taxanderivat Docetaxel ist eine
Lebensverlangerung von im Median drei Monaten nachgewiesen. Bei etwa der
Halfte der Patienten kann unter einer Docetaxeltherapie eine partielle Remission
mit Verbesserung der Symptome erreicht werden. Aufgrund von zwei
Phase-llI-Studien (SWOG 99-16 und TAX 327) ist Docetaxel die Standardtherapie
in der Erstlinienchemotherapie des mCRPC [77, 91].

Kommt es unter der Docetaxeltherapie zu einem Fortschreiten der Erkrankung,
wurde bisher im weiteren Verlauf von einem metastasierten taxanrefraktaren
Prostatakarzinom (MTRPC) gesprochen. Therapieansatze mit anderen Chemo-
therapeutika oder speziellen Antikdrpern sind derzeit Gegenstand zahlreicher
Forschungsstudien. Seit kurzem ist ein neues Praparat namens Cabazitaxel, das
ebenfalls ein Taxanderivat ist, nach Versagen einer Docetaxeltherapie zugelassen
[23].
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Hintergrund der Studie

Das PC stellt die haufigste Tumorentitat in der mannlichen Bevoélkerung Deutsch-
lands dar. Deshalb bestehen hohe Anforderungen an die Friherkennung sowie
eine stadiengerechte und individuell angepasste Therapie. Hierfur werden Bio-
marker bendtigt, die einerseits eine hohe Sensitivitat und zugleich Spezifitat
aufweisen. Sie sollen Hinweise liefern, ob ein PC vorliegt, wie weit es bereits
fortgeschritten ist, ob eine Therapie erfolgreich ist oder gegebenenfalls ein
alternatives Therapieregime eingeleitet werden muss. Zudem soll durch einen

solchen Marker eine Aussage Uber die Prognose des Patienten moglich sein.

Bisher wurde fiur die Diagnose und Beurteilung des Therapieerfolges der PSA-
Wert als serologischer Tumormarker genutzt, obwohl er sich als nur bedingt
geeignet erwiesen hat. Vor allem zu Screeningzwecken hat sich die Bestimmung
des PSA-Wertes etabliert, wobei die hohe falsch positiv Rate von fast 75% in Kauf
genommen wird [31]. Gerade das lokal begrenzte PC betreffend, hat der PSA-
Wert einen nur geringen positiv pradiktiven Wert. Zudem sind keine Ruckschlisse
auf die Ausdehnung des Tumors moglich [21]. Nach radikaler Prostatektomie
jedoch ist der PSA-Wert ein sicherer Marker eines Rezidives. So zeigen zwei
konsekutive Anstiege des PSA-Wertes um 0,2 ng/ml ein Rezidiv an [6, 61]. In
metastasierten Stadien werden jedoch haufig diskrepante Befunde zwischen PSA-
Verlauf und den Ergebnissen in bildgebenden Stagingverfahren beobachtet [22],
sodass PSA-Veranderungen nicht zwingend die Tumoraktivitat widerspiegeln [67].
Wahrend der Therapie mit Docetaxel kann ein sogenanntes PSA Flare-up auf-
treten. Hierbei kann bei bis zu 13% der Patienten kurze Zeit nach Einleitung einer
Docetaxeltherapie ein PSA-Anstieg beobachtet werden. Dieser kann bis zu acht
Wochen andauern, bevor der PSA-Wert dann unter den Ausgangswert fallt. Das
Gesamtiuberleben der Patienten mit einem Flare-up Phdnomen entspricht dem der
Patienten mit einem sofortigen PSA-Abfall nach Einleitung der Therapie [63]. Folg-
lich ist der PSA-Wert zur Beurteilung des Frihansprechens bei Einleitung einer
Chemotherapie nur bedingt geeignet. Das gilt auch fir die Beurteilung des An-

sprechens im weiteren Verlauf, da weder der PSA-Wert, noch Verdnderungen in
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der Skelettszintigraphie den Kklinischen Benefit wahrend der Therapie wider-
spiegeln [30, 86]. Bildgebende Verfahren zur Verlaufskontrolle haben den grof3en
Nachteil einer geringen Sensitivitdt und Spezifitdt. Der Therapieerfolg oder Miss-
erfolg kann deshalb oft erst mit groRRer zeitlicher Verzogerung erkannt werden. Ein
neuer Marker fur die individualisierte Therapieplanung und Verlaufskontrolle ist
also dringend erforderlich, um durch eine exakte Diagnose das Therapieregime

anpassen zu konnen.

Bereits 1869 wurde der Zusammenhang zwischen einem Tumorleiden und tumor-
ahnlichen Zellen im peripheren Blut erkannt [3]. Bis heute ist nicht endgultig
geklart, wie zirkulierende Tumorzellen in den Blut- und Lymphstrom gelangen und
welche Voraussetzungen hierfir erfillt sein missen. Am Bekanntesten ist die
Seed-and-Soil-Hypothese. Diese geht von einer kleinen Subpopulation von Zellen
des Primartumors aus, die einer so genannten epithelial-mesenchymalen Trans-
mission (EMT) unterliegen. Hierbei durchlaufen die Tumorzellen eine Veranderung
von einem epithelialen zu einem mesenchymalen Phanotyp und erlangen so die
Fahigkeit, in der Blutstrombahn zu udberleben, angrenzende Strukturen zu
infiltrieren und Endothelgrenzen zu durchbrechen. Folglich ist die EMT als
Voraussetzung fir invasives Wachstum und Metastasierung zu verstehen. Daher
werden zirkulierende Tumorzellen (CTCs) als verlasslicher Marker der Tumor-

aktivitat und Tumorlast vermutet [70].

Grundsatzlich kénnen fur die Isolation der CTCs zwei Verfahren unterschieden
werden: das auf molekulargenetischer Basis mittels Polymerasenkettenreaktion
(PCR) funktionierende und die Anreicherung in biologischen Flussigkeiten. Hierzu
zéhlen zum Beispiel die Zentrifugation im Dichtegradient, die Filtration und die
immunomagnetische Selektion [70].

Das in dieser Arbeit verwendete CellSearch® System basiert auf immuno-
magnetischer Selektion (IMS). Es ist die einzige von der amerikanischen Food
and Drug Administration (FDA) zugelassene Methode zur CTC-Detektion. Die
Selektion der CTCs erfolgt hierbei Uber einen ferromagnetisch markierten

Antikbrper gegen das epitheliale Zelladhasionsmolekiul (EpCAM), ein
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epithelspezifisches Oberflachenmolekiil. EpCAM ist aufgrund der Uberexpression
bei soliden Tumoren und der fehlenden Expression auf Blutzellen, die

mesenchymalen Ursprungs sind, besonders geeignet [95].

CTCs konnen bei Patienten mit lokal begrenzten und metastasierten Tumorer-
krankungen, in der Regel jedoch nicht bei Gesunden nachgewiesen werden [2, 60,
62]. Sie stehen dadurch seit fast einem halben Jahrhundert im Interesse der
Forschung. Ihnen wird hohes Potential in vielerlei Hinsicht zugesprochen [18, 36,
96], so konnte die Bedeutung als prognostischer Marker beim metastasierten PC
bereits in mehreren Studien nachgewiesen werden [22, 60, 67]. Trotzdem hat die
CTC-Detektion das PC betreffend noch keine breite Anwendung im klinischen
Alltag gefunden. Lediglich beim Mammakarzinom ist das in spezialisierten Zentren
der Fall, da gezeigt werden konnte, dass CTCs fir die Verlaufskontrolle bessere
Ergebnisse erzielten als die konventionelle Bildgebung [12]. Fir die Etablierung
der CTCs im klinischen Alltag ist das Verstandnis tber den Zusammenhang und
die Ursache des Auftretens der CTCs entscheidend.

Die Studie wurde initiiert, weil sich zwar viele Studien mit der Detektion von CTCs
beschaftigt haben, dabei jedoch kontrare Ergebnisse erzielt wurden. Dies betrifft
besonders die Korrelation mit klinischen Parametern. Zudem wurde kaum auf die
CTC-Detektion in den unterschiedlichen Stadien des PC eingegangen. Besonders
das lokal fortgeschrittene PC (LAPC) betreffend wurde bisher der Nutzen der
CTCs als Prognosefaktor nicht ausreichend untersucht. Es wurde nun zum einen
die Anzahl von CTCs sowie der Anteil der prognostisch ungiinstigen CTC-Zahl =5
[59] im Kontinuum der verschiedenen Stadien des PC untersucht und zwar vom
lokal fortgeschrittenen PC (LAPC) Uber das metastasierte kastrationsrefraktare PC
(mCRPC) bis hin zum taxanrefraktdren PC (mTRPC). Zum anderen wurden
Schwellenwertanalysen zur Vorhersage eines metastasierten Stadiums sowie in
Bezug auf das Gesamtlberleben durchgefuhrt. Des Weiteren wurde der Zu-
sammenhang der CTC-Zahl mit Routinelaborparametern, dem Metastasierungs-
muster, der ossaren Tumormasse und der Anzahl osséarer Lasionen untersucht.
Auch der Zusammenhang der CTC-Zahl mit der Lebensqualitat und Leistungs-

fahigkeit wurde beleuchtet.
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1.1 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erhebung der CTC-Zahl in den verschiedenen
Stadien des Prostatakarzinoms. Die CTC-Detektion erfolgte mit dem CellSearch®
System der Firma Veridex. Auf folgende Endpunkte wurde in der Studie

eingegangen:
- Detektion zirkulierender Tumorzellen im Kontinuum der verschiedenen
Stadien des Prostatakarzinoms

+ Durchfiihrung einer CTC-Schwellenwertanalyse fir das Vorliegen von

Metastasen
« Assoziation der CTC-Zahl mit dem Metastasierungsmuster

« Assoziation der CTC-Zahl mit der ossaren Tumormasse sowie der Anzahl

ossarer Lasionen, ermittelt durch nuklearmedizinische Verfahren
« Assoziation der CTC-Detektion mit Routinelaborparametern

« Assoziation der CTC-Zahl mit der subjektiven Lebensqualitdt anhand der
Auswertung eines Fragebogens und mit der objektiven Leistungsfahigkeit
anhand des ECOG-Status

+ Durchfiihrung einer CTC-Schwellenwertanalyse fur das Gesamtiiberleben

« Assoziation der CTC-Zahl mit dem Gesamtiiberleben
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studiendesign

Die prospektive Studie wurde der Ethikkommission der technischen Universitat
Minchen, Klinikum rechts der Isar, am 09.12.2008 vorgelegt und unter der
Projektnummer 2265/08 bewilligt. Alle teilnehmenden Patienten wurden
ausfuhrlich vom Studienarzt Gber den Ablauf und das Ziel der Studie aufgeklart

und gaben ihr schriftliches Einverstandnis.

Insgesamt erklarten sich von Juni 2008 bis November 2010 15 gesunde Freiwillige
und 75 Manner mit einem histologisch gesicherten Adenokarzinom der Prostata
bereit, sich Blut aus einer peripheren Vene in der urologischen Abteilung des
Klinikums rechts der Isar, Technische Universitdt Minchen, entnehmen zu lassen.
Die Blutentnahme erfolgte bei Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen PC
(LAPC) vor einer geplanten retropubischen radikalen Prostatektomie (RRP).
Metastasierte Patienten wurden entweder vor der Einleitung einer Chemotherapie
mit Docetaxel (MCRPC) untersucht, oder vor Beginn einer Secondline
Chemotherapie, sofern es sich um docetaxel- und somit taxanrefraktare Patienten
(mTRPC) handelte. Im Zuge der Blutentnahme wurde zudem eine ausfihrliche

Anamnese erhoben.

Um die Ergebnisse der CTC-Detektion mit den Ergebnissen der Staging-
untersuchungen mittels Bildgebung vergleichen zu kénnen, wurde versucht, die
CTC-Entnahme bei allen Patienten mit einem PC mdoglichst zeitnah zu einer
Skelettszintigraphie und einer Computertomographie vorzunehmen. Die
genannten Staginguntersuchungen erfolgten entsprechend der klinischen

Notwendigkeit standardisiert im Therapieverlauf.
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2.2 Patientenkollektiv

Die Detektion von CTCs erfolgte bei Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen
Prostatakarzinom (LAPC), sowie bei metastasierten Patienten mit einem
kastrationsrefraktaren (MCRPC) oder einem taxanrefraktaren PC (mTRPC). Als
Kontrollen dienten gesunde Freiwillige. Als Einschlusskriterium fur die Kontrollen
galt ein maximales Alter von 35 Jahren oder ein stanzbioptisch ausgeschlossenes
PC.

Patienten wurden der LAPC-Gruppe zugeordnet, wenn sie ein neu
diagnostiziertes lokal fortgeschrittenes Prostatakarzinom mit einer hohen
Progressionswahrscheinlichkeit aufwiesen. Die Wahrscheinlichkeit der Pro-
gression nach RRP wurde anhand des praoperativen Kattan Scores ermittelt. In
unserem Patientenkollektiv sollte dieser mindestens 120 Punkte betragen. Dies
entspricht laut Kattan-Nomogramm einem Progressionsrisiko von mindestens 40%
in den folgenden funf Jahren nach RRP (siehe Abb. 2). Der Kattan Score
errechnet sich durch Punktaddition aus dem PSA-Wert, dem klinischen Stadium
und dem Gleason Score [50]. Patienten in dieser Gruppe sollten zuvor weder eine
andere Therapie bezlglich des PC, noch PSA senkende Medikamente erhalten

haben.

o 10 0 50 7
Points L 0 _# 3 & 5 80 70 40 80 10
PSA o1 1 23467 8 910 12 16 20 30 45 70 110

12a T2 T3a
Clinical Stage Tic Tiab T2b

s2ed 3es2 2d+E

Biopsy Gleason Sum <z+<2 3+3 e
Total Points 0 20 40 60 B0 100 120 140 160 180 200
60 Month Rec. Frea Prob. o 99 6 858 7 6 5432 105

Abb. 2: Kattan-Nomogramm zur Berechnung des Rezidivrisikos nach Prostatektomie [50]
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Entsprechend der EAU Guidelines wurden metastasierte Patienten als kastrations-
refraktar klassifiziert (NCRPC), wenn es trotz einer Androgenentzugstherapie mit
LH-RH-Analoga und Antiandrogenen oder einer chirurgischen Kastration zu einem
Progress kam [45]. Der Progress wurde entweder aufgrund neu aufgetretener
oder grolRenprogredienter Metastasen in der Bildgebung oder aufgrund eines
PSA-Anstieges diagnostiziert. Alle mCRPC-Patienten wurden im weiteren
Therapieverlauf einer Erstlinienchemotherapie mit Docetaxel zugefuhrt. Weitere
Ein-, beziehungsweise Ausschlusskriterien sind in Tab. 3 dargestellt. Als Haupt-

ausschlusskriterium galt ein Zweitmalignom innerhalb der letzten funf Jahre.

Tab. 3: Ein- und Ausschlusskriterien der Studie fir mCRPC-Patienten [92]

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
» Unterschriebene Einverstandniserklarung » Zerebrale Metastasen
 Alter 218 Jahre « Andere maligne Erkrankungen innerhalb der
» ECOG-Status <2 letzten funf Jahre
« Histologisch gesichertes, hormonrefraktares | * Kontraindikationen fir die Therapie mit
Adenokarzinom der Prostata Kortikosteroiden
« Hormonrefraktiares PC nach therapeutischer | * Kontraindikationen fir die Therapie mit
Androgendeprivation Docetaxel
» Keine vorausgegangene oder begleitende * Aktive Infektionen
zytotoxische Chemotherapie » Schwerwiegende kardiale Funktionsstérung
e Serum Kreatinin <2 mg/dl oder eine « Schwerwiegende neurologische Erkrankung

kalkulierte Kreatininclearance von 250 ml/min
» Angemessene hamatologische und

hepatische Funktion gemaf den folgenden

Definitionen:

- Neutrophilenzahl 21500/l

- Thrombozyten =100000/pl

- Hamoglobin =8 g/dl

- Gesamtbilirubin <obere Grenze des
Normbereichs

- Alkalische Phosphatase <6 x obere Grenze
der Norm

- GOT und GPT <3,5 x obere Grenze der
Norm
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Als dritte Studiengruppe wurden Patienten eingeschlossen, die refraktar auf eine
Erstlinienchemotherapie mit dem Taxanderivat Docetaxel waren. Somit konnten
sie als Patienten mit einem metastasierten taxanrefraktdren Prostatakarzinom
(mTRPC) definiert werden. Die Anzahl vorheriger Therapien wurde dabei nicht als
Ausschlusskriterium beriicksichtigt. Die rekrutierten mTRPC-Patienten waren
aufgrund des Gesundheitszustandes zumeist keiner weiteren systemischen
Therapie zufiihrbar, sodass lediglich eine supportive palliative Therapie

durchgefuhrt wurde.

2.3 Detektion der zirkulierenden Tumorzellen mit dem CellSearch® System

2.3.1 Technischer Aufbau des CellSearch® Systems

Die Anzahl der CTCs wurde mit dem CellSearch® System (CSS) der Firma
Veridex (Veridex, Raritan, NJ, USA) bestimmt. Das CSS ist ein semi-
automatisiertes Verfahren, das die Detektion von CTCs mit Hilfe einer

immunomagnetischen Selektion erlaubt.

Hierfir benétigt man CellSave Preservative Tubes® (siehe Abb. 3A) zur
Gewinnung und Aufbewahrung der zu untersuchenden Vollblutprobe. Diese wird
mithilfe des CellSearch Epithelial Cell Kit®, das unter anderem Pufferldsungen
und die zur ldentifikation der Tumorzellen benétigten Antikérper enthalt, weiter

aufgearbeitet.

Das CellTracks AutoPrep® System (siehe Abb. 3B) ist eine automatisierte
Teilkomponente des CSS und wird zur Aufbereitung der Probe benutzt, indem
diese zentrifugiert, von Blutplasma getrennt und mit den Bestandteilen des
CellSearch Epithelial Cell Kit® vermischt wird. Die Probe wird anschlieRend in die

MagNest® Kammer pipettiert.
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Die MagNest® Kammer (siehe Abb. 3C) besteht aus einem Probenbehalter und
zwei parallel angeordneten Magneten. Sinn dieser Anordnung ist die magnetische
Ausrichtung und gleichmaRige Verteilung der Zellen, um Uberlagerungen beim
Abscannen zu verhindern. Die MagNest® Kammer wird in den CellTracks
Analyzer lI® eingelegt.

Der CellTracks Analyzer II® (siehe Abb. 3D) beinhaltet ein halbautomatisches
Vier-Farben-Fluoreszenzmikroskop, das eine computergenerierte Rekonstruktion
und ein Erkennen der Zellbilder erlaubt. Das resultierende Bildmaterial wird
abschlieBend benutzerdefiniert fir die endgultige Identifikation und Zahlung der
CTCs ausgewertet. In dieser Studie erfolgte die abschlieRende Auswertung des

Bildmaterials durch zwei unabhéngige, geblindete Untersucher.

Abb. 3: CellSave Preservative Tubes® (A), CellTracks AutoPrep® System (B),
MagNest® Kammer (C) und CellTracks Analyzer II® (D) [102, 105, 106]
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2.3.2 CTC-Detektion mit dem CellSearch ® System

Dem Patienten wird aus einer peripheren Vene Blut mit dem CellSave
Preservative Tube® entnommen. Diese Vakuumréhrchen, die maximal 10 ml Blut
fassen, enthalten zum einen Ethylendiamintetraacetat (EDTA) als Antikoagulans
und zum anderen einen Zellschutz, der von der Firma nicht weiter spezifiziert wird.
Dieser erlaubt, dass die Proben bei Raumtemperatur gelagert werden kénnen und
ermdglicht ein Zeitfenster von 96 Stunden, in welchem die Proben analysiert
werden konnen. Aus den CellSave Preservative Tubes® werden dann 7,5 ml Blut
mit 6 ml Pufferlésung aus dem CellSearch Epithelial Cell Kit® vermengt. Hierdurch
soll vor allem das Vermischen der Zellen mit den Reagenzien vereinfacht werden.
AulRerdem verhindern darin enthaltene Proteine das Anhaften der Reagenzien an
die Systemkomponenten [49]. Des Weiteren ist darin der Farbstoff 4,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) enthalten, der durch Anfarben des Zellkerns intakte Zellen
besser erkennen lasst. Die Probe wird nun in das CellTracks AutoPrep® System
plaziert und bei 800 g (mittlere Erdbeschleunigung) zehn Minuten zentrifugiert.
AnschlieRend wird die Schicht aus Plasma und Puffer aspiriert. Zu der ubrig
gebliebenen Zellmasse werden nun 6 ml Puffer und 100 ul des entscheidenden
Markers fur die CTC-Selektion zugegeben. Die Selektion der CTCs aus dem
vendsen Vollblut erfolgt durch einen EpCAM-Antikorper, der an magnetische
Nanopartikel gekoppelt ist. EpCAM ist ein transmembranes Glykoprotein, das auf
allen Zellen epithelialen Ursprungs exprimiert wird. Es spielt sowohl bei Zell-Zell-
Interaktionen, Zelladh&sion und nach neueren Erkenntnissen auch bei der
intrazellularen Signaltransduktion und Proliferationsregulation eine Rolle [11].
Wahrend einer Inkubationszeit von 20 Minuten bewegen sich sowohl die
gebundenen als auch die ungebundenen Ferropartikel entlang eines magne-
tischen Feldes an den Rand des Reagenzréhrchens. Eine Sonde, die langsam in
das Rohrchen gesenkt wird, entfernt nun ungebundene Zellen, Puffer und
eventuell verbliebenes Plasma. AnschlieRend werden wieder 3 ml Pufferlésung
hinzugeflgt und der magnetische Trennschritt wiederholt. Nach zehn Minuten wird

erneut durch eine Sonde EpCAM-negatives Material aspiriert.
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Um die tber den EpCAM-Antikdrper immunomagnetisch selektierten Zellen fur die
Fluoreszenzkamera sichtbar zu machen, werden Antikdrper bendtigt, die an
fluoreszierende Stoffe gekoppelt sind. Zum einen ist das ein an Phycoerythrin
gebundener Antikdrper gegen Zytokeratin 8, 18 und 19 (CK-PE), zum anderen ein
Antikdrper gegen CD45 (Cluster of differentiation 45), der an Allophycocyanin
gebunden ist (CD45-APC) [2]. CD45 wird nur von Lymphozyten exprimiert und
nicht von Zellen epithelialen Ursprungs und dient somit der Unterscheidung zu den
Tumorzellen (siehe Abb. 4).

Anti-EpCAM
Ferrofluid

- DAFI
B
._\ 4
t .
CK-PE
Zirkulierende Tumorzelle Leukozyt

Abb. 4: Schematische Darstellung einer Tumorzelle und eines Leukozyten mit den
jeweiligen Antikdrpern [104]

Im Folgenden werden 60 ul der fluoreszierenden Marker zusammen mit 200 pl
Immuniperm® der Probe hinzugefugt und vermischt. Bei Immuniperm® handelt es
sich um eine spezielle Losung, die die Permeabilitat der Plasmamembran der
Zellen erhoht, um das Eindringen der Marker in die Zellen zu erméglichen. Nach
15 Minuten Inkubationszeit wird der Uberschuss an Antikorpern und Flussigkeiten
entfernt. Daraufhin werden fir weitere zehn Minuten 250 ul einer zell-
stabilisierenden Lésung (Cellfix®) zugefiihrt, bevor die Probe in die MagNest®
Kammer gegeben wird. Dort erfolgt die magnetische Ausrichtung der Zellen. Die
MagNest® Kammer wird anschlieBend in den CellTracks Analyzer II® eingelegt
und von einem vier Farben Fluoreszenzmikroskop abgescannt. Die Informationen
werden anschlieBend an einen Computer weitergeleitet, der die Daten auf dem

Bildschirm visualisiert [49]. Nach einem Zeitaufwand von etwa vier Stunden sind
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alle Zellen und Zellfragmente, die mit Hilfe des CellSearch® Systems aus dem
Blut gefiltert und mit einem fluoreszierenden Antikdrper markiert werden konnten,

dargestellt.

Um falsch negative Ergebnisse zu vermeiden, wurden in regelmaldigen Abstanden
Kontrollansatze durchgefihrt. Fur die abschlieRende Zahlung der Tumorzellen be-
stimmt eine eigens geschulte Person, ob es sich bei dem jeweilig gezeigten
Gebilde um eine intakte Tumorzelle oder um einen Lymphozyten beziehungsweise
ein Zellfragment handelt. Dabei halt sich der Untersucher an festgelegte Kriterien,
die fur die Erkennung von Tumorzellen etabliert wurden. Die Morphologie der Zelle
muss rund bis oval sein und gréRer 5 um. Aul3erdem sollte die Zelle einen DAPI-
positiven Zellkern haben. Des Weiteren gilt eine Zelle nur dann als CTC, wenn sie
fur Zytokeratin positiv ist, fir CD45 jedoch keine Antikdrper aufweist [67]. Abb. 5

zeigt zwei Tumorzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop.

Abb. 5: Zwei zirkulierende Tumorzellen dargestellt mit einem Fluoreszenzmikroskop.
Der Zellkern reprasentiert sich rot (DAPI positiv), das Zytokeratin imponiert griin
(CK-PE positiv) [107].
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2.4 Bildgebung

Bei den LAPC-Patienten wurden aufgrund des klinischen Verdachtes auf ein lokal
fortgeschrittenes high-risk Prostatakarzinom erweiterte Staginguntersuchungen
durchgefiihrt. Die Blutentnahme erfolgte in Verbindung mit einer Ganzkorper-
skelettszintigraphie, sowie einer Computertomographie (CT) zum Ausschluss von
Fernmetastasen. Zusatzlich wurde fir eine lokale Ausdehnungsdiagnostik eine
Magnetresonanztomographie der Prostata mit einer Endorektalspule durchgefuhrt.

Die mCRPC-Patienten erhielten die Blutentnahme im Rahmen der routinemalfiigen
Staginguntersuchungen vor dem ersten Zyklus der geplanten Chemotherapie mit
Docetaxel. Es wurde eine CT des Thorax, Abdomens und Beckens, sowie eine

Ganzkorperskelettszintigraphie durchgefuhrt.

Die mTRPC-Patienten wurden ebenfalls mittels CT und Skelettszintigraphie
untersucht. Aufgrund der oft sehr schlechten Verfassung der mTRPC-Patienten
und des palliativen Therapieregimes wurden die Blutentnahmen teilweise nicht in
unmittelbarer zeitlicher Abfolge mit den Staginguntersuchungen vorgenommen. In
diesen Fallen wurde auf die letzten verfugbaren Aufnahmen zurtickgegriffen, um
das Ausmald und die Lokalisation der Metastasierung zu bestimmen. Lagen die
bildgebenden Untersuchungen zu lange zuriick, wurde der Patient nicht in die
jeweiligen Berechnungen miteinbezogen. Das maximale Zeitintervall wurde fur die
CT mit sieben Wochen und fur die Skelettszintigraphie mit sechs Wochen
festgelegt. Samtliche Ergebnisse der Bildgebung wurden von einem Radiologen

beziehungsweise einem Nuklearmediziner geblindet ausgewertet.
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2.4.1 Nuklearmedizinische Auswertung bei Skelettmetastase  n

Die Ganzkorperskelettszintigraphie wurde in der Nuklearmedizinischen Klinik im
Klinikum rechts der Isar Minchen mit den Gammakameras Forte oder Skylight der
Firma Philips mit einer Scangeschwindigkeit von 10 Zentimetern pro Minute
(Matrix 256x1024, Zoom 1) unter Verwendung des Radiopharmakons Technetium-
99m-Dicarboxipropandiphosphonat durchgefuhrt. In einzelnen Fallen wurden bei
den mTRPC-Patienten auf extern angefertigtes Bildmaterial zuriickgegriffen. Die
Auswertung der Untersuchung erfolgte durch einen Facharzt der Nuklearmedizin
in geblindeter Weise. Das Ausmal} der Knochenmetastasierung wurde anhand der
Skelettszintigraphie mithilfe des sogenannten Bone Scan Index (BSI) bestimmt.
Dieser beschreibt den Prozentanteil am gesamten Skelett, der metastatisch
verandert ist. Ein BSI <1,4% gilt in der Literatur als prognostisch gunstig, ein BSI

von >5,1% ist mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet [48].

AulRerdem wurden, unabhéngig von der Gro6f3e der L&sionen, die einzelnen
Knochenmetastasen jedes Patienten gezéhlt. Das Ergebnis wurde als Bone
Lesion Count (BLC) bezeichnet.

2.4.2 Radiologische Auswertung bei viszeralen Metastasen

In der Regel wurde die CT im Institut fir diagnostische und interventionelle
Radiologie im Klinikum rechts der Isar Minchen mit den Gerdten Siemens
Somatom Sensation Cardiac 64 oder Philips iCT 256 mit einer Schichtdicke von
5 Millimetern durchgefuhrt. Hatte der Patient bereits zeithah eine CT aul3erhalb
dieses Klinikums bekommen, wurden die Bilder angefordert und nochmals
befundet. Die Beurteilung der Bilder erfolgte von einem auf urologische Tumor-
erkrankungen spezialisierten Radiologen. Die Auswertung der CT-Schnittbilder fur

diese Studie diente der Zuordnung der Metastasenlokalisation.
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2.5 Routinelaborparameter

Neben der Probengewinnung zur CTC-Bestimmung wurde zusatzlich ein Routine-
labor abgenommen. Die Bestimmung der Routinelaborparameter erfolgte im
Institut fur klinische Chemie am Klinikum rechts der Isar Miinchen. Primar wurde
der PSA-Wert als Prostatakarzinom spezifischer Tumormarker evaluiert und in
Nanogramm pro Milliliter (ng/ml) angegeben. Die Bestimmung erfolgte mittels
Elektrochemilumineszenz-Immunoassay am Analyseautomaten Cobas e 411 des
Herstellers Roche. Bei Vorliegen von alteren PSA-Werten wurde aufl3erdem die
PSA-Verdopplungszeit (PSA-VZ) in Monaten berechnet. Sie gibt an, in welchem
Zeitraum sich der PSA-Wert verdoppelt hat und gibt einen Anhalt daftr, wie
aggressiv ein PC ist [8]. Die PSA-VZ wurde anhand eines Kalkulators des
Memorial Sloan-Kettering Cancer Centers aus allen verfiugbaren PSA-Werten der

letzten drei Monate ermittelt [101].

Zusatzlich wurden die Laktatdehydrogenase, die alkalische Phosphatase, das
Kalzium und der Hamoglobinwert bestimmt. Diese Parameter kdnnen in der
klinischen Routine fiir die Beurteilung des Tumorstadiums und gegebenenfalls des
Therapieverlaufs herangezogen werden. Die Laktatdehydrogenase (LDH) in Units
pro Liter (U/l) findet sich haufig bei malignen Erkrankungen im Serum erhoht [10].
Die alkalische Phosphatase (AP) in U/l und das Kalzium in Millimol pro Liter
(mmol/l) sind Marker des Knochenstoffwechsels. Man beobachtet erhohte
Serumkonzentrationen der AP bei lytischen Prozessen im Zuge einer Skelett-
metastasierung [56]. Erniedrigte Hamoglobin-Werte (Hb) in Gramm pro Deziliter
(g/dl) im Sinne einer Tumoranadmie sind haufig Ausdruck eines fortgeschrittenen
Tumorstadiums, zum Beispiel infolge einer Knochenmarksdepression bei Tumor-
infiltration [88].

Des Weiteren wurden unspezifische Blutwerte bestimmt, wie das Gesamteiweil3 in
g/dl, das Albumin in g/dl, die Leukozyten und die Thrombozyten jeweils mal
Tausend pro Mikroliter (x1000/ul).
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2.6 Lebensqualitat und Leistungsfahigkeit

2.6.1 Evaluation der Lebensqualitat

32 Patienten der mCRPC-Gruppe erklarten sich bereit, einen Fragebogen
auszufillen (siehe Tab. 4). Die ausgewahlten sechs Fragen entstammen dem
Quality of Life Questionnaire-Core 30 (QLQ-C30). Der QLQ-C30 Fragebogen
wurde von der European Organisation for Research and Treatment of Cancer
erstellt. Die von uns genutzte Version ist seit 1997 in Gebrauch. Der Fragebogen
wurde den Patienten am Tag der Blutentnahme ausgehandigt und noch am
gleichen Tag von den Patienten ausgefillt. Die Antworten sollten sich auf den
Zeitraum der letzten sieben Tage beziehen und wurden je nach Fragetyp dreistufig
kategorisiert in “gut”, “mittel” und “schlecht”, beziehungsweise in “Uberhaupt nicht”,

“mafdig” und “sehr”.

Die erste Frage sollte erortern, ob der Patient wéhrend der letzten sieben Tage
Schmerzen versplrte. Die zweite Frage lautete, wie der Patient selbst seinen
Gesundheitszustand einschatzt. Die dritte Frage bezog sich auf die subjektive
Einschatzung der Lebensqualitat. Die folgenden drei Fragen wurden gewahlt, weil
sie die Symptome der Tumor-assoziierten Fatigue widerspiegeln. Dieses nimmt
grol3en Einfluss auf die Lebensqualitdt von Tumorpatienten und ist sogar mit einer
erhohten Sterblichkeit verbunden [47]. Es wurde nach Midigkeit sowie nach
fehlender Energie und verminderter Leistungsfahigkeit gefragt. Fur die Auswertung
wurden die Ergebnisse dieser drei Fragen zusammengefasst, indem der Mittelwert

berechnet wurde.
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Tab. 4: Fragen zur Evaluation der Lebensqualitat

Verspurten Sie in den letzten sieben Tagen
Schmerzen?

Uberhaupt nicht O

maRig O

sehr

©)

Wie wirden Sie selbst Ihren Gesundheits-
zustand einschatzen?

gut O

mittel O

schlecht O

Wie wirden Sie selbst Ihre Lebensqualitat
einschatzen?

gut O

mittel O

schlecht O

Frage 1 zur Fatigue:
Verspirten Sie in den letzten sieben Tagen
Mudigkeit?

Uberhaupt nicht O

maRig O

sehr

©)

Frage 2 zur Fatigue:
Verspirten Sie in den letzten sieben Tagen
ein Fehlen an Energie?

Uberhaupt nicht O

maRig O

sehr

©)

Frage 3 zur Fatigue:
Versplrten Sie in den letzten sieben Tagen
eine verminderte Leistungsfahigkeit?

Uberhaupt nicht O

maRig O

sehr

O

2.6.2 Evaluation der Leistungsfahigkeit mittels ECOG-Stat  us

Zum Zeitpunkt der Blutentnahme bestimmte ein Studienarzt den ECOG-Status

(Eastern Cooperative Oncology Group). Dieser dient der Einschatzung der

Leistungsfahigkeit, den Alltag des Patienten betreffend. Der ECOG-Status reicht

von Grad 0 bis 5 (siehe Tab. 5).

Tab. 5: ECOG-Status zur Evaluation der Leistungsfahigkeit krebskranker Patienten [66]

Grad ECOG-Status

0 Normale uneingeschrankte Aktivitat wie vor der Erkrankung.

1 Einschrankung bei korperlicher Anstrengung, aber gehfahig; leichte korperliche Arbeit
bzw. Arbeit im Sitzen (z.B. leichte Hausarbeit oder Bliroarbeit) méglich.

5 Gehfahig, Selbstversorgung moglich, aber nicht arbeitsfahig; kann mehr als 50% der
Wachzeit aufstehen.

3 Nur begrenzte Selbstversorgung maoglich; 50% oder mehr der Wachzeit an Bett oder
Stuhl gebunden.

4 Vollig pflegebedirftig, keinerlei Selbstversorgung moglich; vollig an Bett oder Stuhl
gebunden.

5  Tod.
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2.7 Gesamtiiberleben

Ein Endpunkt dieser Arbeit war die Evaluation der prognostischen Bedeutung
zirkulierender Tumorzellen in den verschiedenen Stadien des metastasierten
Prostatakarzinoms fir das Gesamtuberleben. Der gewahlte Beobachtungs-
zeitraum begann am Tag der Blutentnahme zur CTC-Detektion und endete am
14. Februar 2011. Trat vorher der Tod ein, endete der Beobachtungszeitraum am
Todestag. Insgesamt erstreckt sich der Zeitraum somit von Juni 2008 bis Februar
2011. Da die Studie nicht auf die Beurteilung eines Therapieerfolges sondern
lediglich auf die prognostische Bedeutung der CTCs in Bezug auf das
Gesamtiiberleben zielte, war die Berechnung des progressionsfreien Uberlebens
kein Endpunkt dieser Studie.

2.8 Statistische Auswertung

Die Beurteilung und der Vergleich der CTC-Zahl im Kontinuum der verschiedenen
Stadien des Prostatakarzinoms war primares Ziel dieser Arbeit. Hierfur wurde die
mediane CTC-Zahl zwischen gesunden Kontrollen, LAPC-, mCRPC- und mTRPC-
Patienten verglichen. Die angegebenen CTC-Zahlen beziehen sich immer auf
7,5 ml Blutvolumen. Die in Prozent angegebene Detektionsrate beschreibt, bei wie
vielen Patienten mindestens eine CTC nachgewiesen wurde. Die erzielten
Ergebnisse wurden in Zusammenhang mit Art und Umfang der Metastasierung,
Routinelaborparametern, der Lebensqualitit sowie Leistungsfahigkeit der
Patienten und dem Gesamtuberleben betrachtet. Zusatzlich wurde mittels
Schwellenwertanalyse Uberprift, inwiefern CTCs eine Aussage Uber die
Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen von Metastasen in der Bildgebung erlauben.
Fur die Optimierung der prognostischen Aussagekraft der CTCs im metastasierten
Stadium des PC wurden Schwellenwertanalysen unter Bestimmung der jeweiligen
maximalen Sensitivitdt und Spezifitat durchgefihrt.
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Lineare Trendanalysen beziglich der Verteilung verschiedener Parameter in den
unterschiedlichen Gruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test durchgefthrt.

Dieser wurde zur Berechnung kontinuierlicher Messwerte verwendet.

Zusammenhange zwischen CTCs und kontinuierlichen Variablen wurden anhand
der Rangkorrelation nach Spearman untersucht. Zur Ermittlung eines best-
maoglichen Schwellenwertes wurde eine Receiver Operating Characteristic-Kurve
(ROC-Kurve) mit einem 95% Konfidenzintervall (KI) erstellt. Diese ROC-Kurve
stellt visuell die Abhangigkeit der Effizienz mit der Fehlerrate flr verschiedene
Parameterwerte dar [28].

Die Uberlebensraten und Uberlebenszeiten wurden mit Hilfe der Kaplan-Meier-
Methode dargestellt. Anhand dieser Lebenszeitanalyse lasst sich die Wahrschein-
lichkeit berechnen, mit der ein Ereignis bis zu einem bestimmten Zeitpunkt eintritt.
Dieses ist mit der Kaplan-Meier-Methode auch dann moglich, wenn nicht alle

Patienten identische Beobachtungszeitrdume haben [99].

Unterschiede beziiglich des Mortalitatsrisikos zwischen den einzelnen Gruppen
wurden anhand des Log-Rang-Tests ermittelt. Dieser ist ein Standardverfahren in
der Uberlebenszeitanalyse fiir einfache Gruppenvergleiche [100].

Fir alle Tests wurde ein Ergebnis von p<0,05 als statistisch signifikant betrachtet.
Die Analysen wurden mithilfe der SPSS Software Version 19 durchgefiihrt
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

34



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

3.1 Demographische Auswertung des Studienkollektivs

Insgesamt wurden 90 Probanden in die Studie zur Detektion zirkulierender Tumor-
zellen in den verschiedenen Stadien des Prostatakarzinoms aufgenommen. Alle
eingeschlossenen Patienten konnten beziglich der CTC-Detektion ausgewertet

werden.

Die Kontrollgruppe bestand aus 15 gesunden Freiwilligen, acht M&nnern und

sieben Frauen mit einem medianen Alter von 28 Jahren (Range 23-83).

Bei den Patienten mit einem histologisch gesicherten Adenokarzinom der Prostata
(n=75) wurden 20 Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen high-risk PC (LAPC),
sowie 55 Patienten mit einem metastasierten PC (mPC) eingeschlossen.

Bei den LAPC-Patienten lag das mediane Alter bei 70 Jahren (Range 52-77
Jahre), der ECOG-Status bei 0 (Range 0) und der GS in den Biopsiepraparaten
der Prostata bei 7,5 (Range 6-10), wobei 50% einen GS >7b (4+3) hatten (siehe
Tab. 6).

Die Patienten mit einem mPC wurden fur weitere Subgruppenanalysen in zwei
Fraktionen unterteilt. Zum einen 40 Patienten mit einem metastasierten
kastrationsrefraktaren Prostatakarzinom (mMCRPC), zum anderen 15 Patienten mit
einem metastasierten taxanrefraktaren Prostatakarzinom (mTRPC).

Die eingeschlossenen mCRPC-Patienten mit einem medianen Alter von 70 Jahren
(Range 52-82 Jahre), einem ECOG-Status von 1 (Range 0-2) und einem GS in
den Biopsiepraparaten der Prostata von 8 (Range 5-9), wobei 61% einen GS >7b
(4+3) hatten, zeigten einen PSA-Progress oder neu aufgetretene Metastasen trotz
einer hormonablativen Therapie, sodass eine weitere Therapie mit dem
Standarderstlinientherapeutikum Docetaxel geplant wurde. 6 der 40 mCRPC-
Patienten (15%) wiesen ausschliel3lich Weichteilmetastasen auf, wahrend 16
MCRPC-Patienten (40%) ausschlie3lich Knochenmetastasen hatten. Sowohl
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Weichteil- als auch Knochenmetastasen waren bei 18 mCRPC-Patienten (45%)

nachweisbar (siehe Tab. 6).

Handelte es sich um Patienten, die im Vorfeld einen Progress wahrend einer
Chemotherapie mit dem Taxanderivat Docetaxel aufwiesen, gehdrten sie der
MTRPC-Gruppe an. Das mediane Alter betrug 70 Jahre (Range 44-82 Jahre), der
ECOG-Status war 2 (Range 0-3) und der GS in den Biopsiepraparaten der
Prostata war 8 (Range 5-10), wobei 64% einen GS >7b (4+3) aufwiesen.
Ausschlie3lich Weichteilmetastasierung lag bei nur einem mTRPC-Patienten vor.
Zusatzlich ossare Metastasen fanden sich bei 7 von 15 mTRPC-Patienten (47%).
Alleinig Knochenmetastasen lie3en sich ebenfalls bei 7 mTRPC-Patienten (47%)
nachweisen (siehe Tab. 6). Die eingeschlossenen mTRPC-Patienten hatten keine
weitere systemische Therapieoption und erhielten somit eine palliative best

supportive care Therapie.
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Tab. 6: Patientencharakteristika der einzelnen Analysegruppen

mPC
LAPC MCRPC mMTRPC (MCRPC + mTRPC)
Anzahl an Patienten [n] 20 40 15 55
Alter [Jahre]
Median 70 70 70 70
Range 52-77 52-82 44-82 44-82
ECOG-Status
Median 0 1 2 1
Range 0 0-2 0-3 0-3
Gleason Score bei Diagnose
Median 7.5 8 8 8
Range 6-10 5-9 5-10 5-10
Priméare Therapie [n]
RRP i 12 6 18
perkutane Strahlentherapie 3 1 4
palliativ 25 8 33
Systemische Therapie [n]
Hormonablation - 40 15 55
Docetaxel 0 15 15
Metastasierungsmuster [n]
Weichteilmetastasen i 6 1 7
ossare Metastasen 16 7 23
osséare + viszerale Metastasen 18 7 25
Skelettszintigraphie
BSI [%]
Median 16,9 20,0 19,5
Range - 0,3-67,2 0,03-45,6 0,03-67,2
BLC [n]
Median 55 82 63
Range 4-280 1-220 1-280
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3.2 Detektion zirkulierender Tumorzellen im Kontinuum d er verschiedenen

Stadien des Prostatakarzinoms

3.2.1 CTC-Detektion bei gesunden Kontrollen

Bezogen auf 7,5 ml Vollblut wurden bei den gesunden Kontrollen mit einem
medianen Alter von 28 Jahren (Range 23-83 Jahre) keine zirkulierenden Tumor-

zellen nachgewiesen (siehe Abb. 6).

3.2.2 CTC-Detektion bei LAPC-Patienten

Die eingeschlossenen Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen, jedoch nicht
metastasierten PC (LAPC, n=20) zeigten einen medianen PSA-Wert von 21 ng/ml
und ein klinisches Tumorstadium von mindestens cT3a in 19 Fallen (95%). Der
mediane GS in der Stanzbiopsie der Prostata war 7,5 (Range 6-10), wobei der
Abstand von der Biopsie zu der CTC-Entnahme im Median 50 Tage (Range
20-239 Tage) betrug. Somit ergab sich in unserem Kollektiv ein medianer Kattan
Score von 170 (Range 125-200), was trotz kurativ intentionierter radikaler Prostat-
ektomie eine mediane Rezidivwahrscheinlichkeit von 90% (Range 45-95%)
prognostiziert. Obgleich ein lokal fortgeschrittenes Tumorstadium mit hoher
Rezidivwahrscheinlichkeit vorlag, konnte nur bei einem Patienten (5%) eine
charakteristische Tumorzelle gefunden werden (siehe Abb. 6). Folglich ergab sich
bezuglich der CTC-Detektion kein Unterschied zu den Kontrollen (p=0,657).
Korrelationsuntersuchungen der klinischen Tumorcharakteristika mit dem Auftreten

von CTCs liel3en keinen Zusammenhang erkennen (siehe Tab. 7).
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Tab. 7: Korrelation von CTCs und klinischen Parametern beim LAPC

Median Korrelation mit CTC-Zahl
Range . .. -
Korrelationskoeffizient r Signifikanz p
CTCs pro 7,5 ml 0,0
0,0-1,0
PSA [ng/ml] 21,3
0.5-260.0 -0,090 0,707
Gleason Score 8
6-10 0,067 0,779
Kattan Score 170
125-200 0,002 0,992
Tage Biopsie bis 50
CTC-Entnahme 20-239 031 0,182

3.2.3 CTC-Detektion bei Patienten mit metastasiertem PC

Bei den Patienten mit einem mPC (n=55) betrug die mediane CTC-Zahl 9 pro
7,5 ml Vollblut (Range 0-2347 CTCs). Die Detektionsrate lag bei 84%. Dabei
zeigten 58% eine in der Literatur als prognostisch unginstig beschriebene CTC-
Zahl =5 [59]. Im Vergleich der metastasierten Patienten zu den Kontrollen oder zu
den Patienten mit einem LAPC findet sich eine signifikant hohere CTC-Zahl
(p<0,001).

3.2.4 Subgruppenanalyse der CTC-Detektion bei mPC-Patient  en

Die metastasierten Patienten wurden fiir eine Subgruppenanalyse in Abhangigkeit
des Tumorstadiums in eine kastrationsrefraktdre chemotherapienaive (MCRPC)
und eine taxanrefraktdre (INTRPC) Subgruppe unterteilt.

Es zeigte sich bei den mCRPC-Patienten (n=40) eine mediane CTC-Zahl von
7,5 CTCs pro 7,5 ml Vollblut (Range 0-225 CTCs) bei einer Detektionsrate von
80%, entsprechend 32 von 40 Patienten (siehe Abb. 6). Eine prognostisch
ungunstige CTC-Zahl =25 lag bei 58% (n=23) der mCRPC-Patienten vor.
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Bei den mTRPC-Patienten (n=15) fand sich eine mediane CTC-Zahl von 14 CTCs
in 7,5 ml Vollblut (Range 0-2438 CTCs) mit einer Detektionsrate von 93% (siehe
Abb. 6). Dies entspricht 14 von 15 Personen. Die prognostisch ungiinstige CTC-
Zahl 25 fand sich bei 9 Patienten (60%).

Sowohl fur mCRPC- als auch fur mTRPC-Patienten ergab sich somit eine
signifikant hdhere CTC-Zahl im Vergleich zu den LAPC-Patienten (p<0,001) und
den Kontrollen (p<0,001). Im Vergleich der CTC-Zahlen der mCRPC- versus der
mTRPC-Patienten fand sich bei den TRPC-Patienten eine héhere mediane CTC-
Zahl und ein Anstieg der Detektionsrate, jedoch eine nahezu gleiche Rate an
Patienten mit einer prognostisch unginstigen CTC-Zahl 25. Die statistische
Auswertung erbrachte jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den
MCRPC- und mTRPC-Subgruppen (p=0,378).

250
200+
150+

100+ o]

1. _ b B

Kontrollen LAPC mCRPC mTRPC
Krankheitsstadium

CTC-Zahl pro 7,5 ml

Abb. 6: CTC-Zahlen im Kontinuum des Prostatakarzinoms
(Kreis: milder Ausreiler — Wert liegt 1,5-3 Interquartilsabstéande aulRerhalb, Sternchen:
extremer AusreilSer — Wert liegt >3 Interquartilsabsténde aul3erhalb)
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3.3 CTC-Schwellenwertanalyse fiir den Nachweis eines metastasierten PC

Aufgrund des signifikanten Unterschiedes der CTC-Zahlen zwischen den LAPC-
Patienten (n=20) und den mPC-Patienten (n=55) wurde eine Schwellenwert-
analyse fur das Vorliegen von bildmorphologisch nachweisbaren Metastasen
durchgefuhrt. Fir diese Analyse wurden sowohl Metastasen in der Skelett-
szintigraphie als auch Metastasen in der CT des Thorax, Abdomens und Beckens
gewertet.

Im Vergleich zu den LAPC-Patienten mit einer medianen CTC-Zahl von 0 (Range
0-1), zeigten Patienten in metastasierten Tumorstadien signifikant héhere CTC-
Zahlen (p<0,001) mit einer medianen CTC-Zahl von 9 (Range 0-2347 CTCs). Die
ROC-Schwellenwertanalyse ergab einen kalkulierten CTC-Wert von 0,6 pro 7,5 ml
mit einer Sensitivitat von 84% und einer Spezifitdt von 95% (AUC 0,900; p<0,001;
95% Kl 0,832-0,969) (siehe Abb. 7).
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Abb. 7: ROC-Kurve fiir die Wahrscheinlichkeit bildmorphologisch nachweisbarer
Metastasen

Da in der klinischen Anwendung die kalkulierte CTC-Zahl von 0,6 nicht praktikabel
ist, wurde in einer weiterfihrenden Untersuchung die prognostische Bedeutung
von 1 CTC pro 7,5 ml Blut untersucht. Es ergab sich hierfir eine Sensitivitat von
78% und eine Spezifitat von 95% (AUC 0,900; p<0,001; 95% KI 0,832-0,969).
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3.4 Assoziation der CTC-Zahl mit dem Vorliegen von Meta  stasen

3.4.1 Assoziation der CTC-Zahl mit dem Metastasierungsmus  ter

Um die Assoziation zwischen den CTCs und dem Metastasierungsmuster zu
untersuchen, wurden alle mPC-Patienten anhand des Vorliegens von lympho-
genen, ossaren und viszeralen Metastasen klassifiziert. Somit ergab sich die
Gruppe der Patienten mit ossaren und viszeralen Lasionen mit oder ohne
lymphogene Metastasen (n=25), die Gruppe mit alleinigen osséren Metastasen mit
oder ohne lymphogene Metastasen (n=23), sowie eine Gruppe mit alleiniger
Weichgewebsmetastasierung im Sinne von lymphogenen und/oder viszeralen

Metastasen (n=7).

Patienten mit ausschliel3lich ossédren Metastasen (n=23) zeigten im Median
6 CTCs (Range 0-2437 CTCs). Wiesen die Patienten zusatzlich viszerale
Metastasen auf (n=25), stieg die mediane CTC-Zahl auf 26 pro 7,5 ml Blut (Range
0-207 CTCs), jedoch ohne eine statistische Signifikanz zu erreichen (p=0,121).
Patienten mit ausschliel3lich Weichgewebsmetastasen (n=7) verfligten tber eine
mediane CTC-Zahl von 0 (Range 0-28 CTCs). Folglich ergab sich bei alleiniger
Weichgewebsmetastasierung kein signifikanter Unterschied zu den gesunden
Kontrollen (p=0,160). Im Gegensatz hierzu waren mit dem Vorhandensein von
Knochenmetastasen die CTC-Zahlen im Vergleich zu Patienten in nicht
metastasierten Stadien signifikant erhoht (p<0,001). Ebenso war die CTC-Zahl bei
Patienten mit ausschliel3licher Weichgewebsmetastasierung signifikant niedriger
im Vergleich zu Patienten mit Skelettmetastasen (p=0,029) oder zusatzlichen
viszeralen Metastasen (p=0,001). Der Zusammenhang der CTC-Zahl mit dem

Metastasierungsmuster ist in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8: CTC-Zahlen in Abhéngigkeit des Metastasierungsmusters
(Kreis: milder Ausreil3er — Wert liegt 1,5-3 Interquartilsabstéande aulRerhalb, Sternchen:
extremer AusreilSer — Wert liegt >3 Interquartilsabsténde aul3erhalb)

Die Untersuchung der Detektionsraten in Abhangigkeit des Metastasierungs-
musters zeigte die hochste Detektionsrate von 96% bei Patienten mit zugleich
Knochen- und Viszeralmetastasen, gefolgt von Patienten mit lediglich osséren
Lasionen mit einer Detektionsrate von 83% und schliel3lich 43% bei den Patienten

mit ausschlieRlich Weichgewebsmetastasen (siehe Abb. 9).
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Abb. 9: Detektionsraten in Abhéngigkeit des Metastasierungsmusters
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Ein ahnliches Bild bot sich beim Vergleich des Anteils der Patienten mit einer
prognostisch ungunstigen CTC-Zahl =5 [59]. Die niedrigste Rate an CTCs 25
zeigten Patienten mit ausschliel3lich Weichgewebsmetastasen mit 14%, gefolgt
von Patienten mit ausschlie3lich ossaren Metastasen mit 57% und schlief3lich
Patienten mit ossaren und viszeralen Metastasen mit 72% (siehe Abb. 10).
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Abb. 10: Anteil der prognostisch ungtinstigen CTC-Zahl 25 in Abhangigkeit des
Metastasierungsmusters

Eine weitere Subgruppenanalyse zeigte zudem eine nahezu gleichbleibende
Verteilung der CTC-Zahl <5 versus =5 bei den mCRPC- und mTRPC-Patienten
(siehe Tab. 8).
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Tab. 8: Prognostisch glinstige (CTCs <5) und ungtinstige (CTCs 25) CTC-Zahlen in
Abhangigkeit des Metastasierungsmusters in den unterschiedlichen Krankheitsstadien

. Metastasierungsmuster
Krankheits- G o
stadium lymphogen OSSAr ossar und viszeral ~Geésamt %
* viszeral * lymphogen + lymphogen
CTCs <5 5 7 5 17 42,5
mCRPC
CTCs 25 1 9 13 23 57,5
CTCs <5 1 3 2 6 40
mTRPC
CTCs 25 0 4 5 9 60
CTCs <5 6 10 7 23 41,8
mPC
CTCs 25 1 13 18 32 58,2

3.4.2 Assoziation der CTC-Zahl mit der ossaren Tumormasse

Um die Beziehung der erhobenen CTC-Zahlen mit der ossaren Tumormasse zu
untersuchen, wurden die Ganzkoérperskelettszintigraphien von einem Facharzt fur
Nuklearmedizin ausgewertet. Analysiert wurden Patienten, die in einer Skelett-
szintigraphie ossare L&sionen aufwiesen. Der Bone Scan Index (BSI) wurde
ermittelt, definiert als der prozentual von Knochenmetastasen betroffene Anteil des
gesamten Skeletts. In die Berechnungen wurden nur Patienten einbezogen, deren
Abstand von der CTC-Entnahme bis zur Skelettszintigraphie maximal 6 Wochen
betrug (n=42). Der Abstand von der CTC-Entnahme bis zur Durchfihrung der
Skelettszintigraphie betrug somit im Median 4 Tage. Es zeigte sich weder eine
Korrelation der CTC-Zahlen mit dem BSI bei Patienten mit ausschliel3lich ossarer
Metastasierung (n=19; r=0,061; p=0,805), noch bei Einbezug aller Patienten mit
Skelettmetastasen, unabhangig davon ob zusatzlich andere Metastasen vorlagen
(n=42; r=0,256; p=0,101).
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Zusatzlich zum BSI wurde die ossédre Tumormasse anhand des Bone Lesion
Count (BLC), also der Anzahl ossarer Lasionen in den angefertigten Skelett-
szintigraphien bestimmt. Ahnlich den Ergebnissen des BSI, fand sich auch fir den
BLC kein signifikanter Zusammenhang mit den CTC-Zahlen. Dies gilt wiederum
fur Patienten mit ausschlief3lich ossarer Metastasierung (n=19; r=0,150; p=0,540)

sowie flr alle Patienten mit Knochenmetastasen (n=42; r=0,226; p=0,151).

In einer weiterfihrenden Auswertung wurde die CTC-Zahl in Abhangigkeit der BSI-
Prognosegruppen nach Imbriaco et al. ausgewertet. Diese Gruppeneinteilung
differenziert Patienten mit guter, mittlerer und schlechter Prognose entsprechend
unten stehender Tab. 9. Interessanterweise ergab sich eine inkonsistente
Verteilung der medianen CTC-Zahlen in den unterschiedlichen Prognosegruppen,
jedoch eine nahezu gleiche Rate an prognostisch ungiinstigen CTCs >5.
Einschrankend fur diese Auswertung ist die sehr kleine Patientenzahl in den

ersten beiden Prognosegruppen.

Tab. 9: Korrelation der BSI-Prognosegruppen mit CTCs bei Patienten mit

Knochenmetastasen
CTC-Zahl pro 7,5 ml
BSI-Prognosegruppe n - 25 CTCs [%]
Median Range
<1,4% 3 13 1-2438 67
1,4%-5,1% 3 5 1-26 67
>5,1% 36 10 0-225 64
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3.5 Assoziation der CTC-Zahl mit Routinelaborparametern

Um die Zusammenhénge zirkulierender Tumorzellen mit Routinelaborparametern
zu untersuchen, wurde den Patienten unmittelbar mit der CTC-Entnahme auch
Blut fur ein Routinelabor entnommen. Da bei den LAPC-Patienten nur ein Patient
eine CTC aufwies und somit kein erkennbarer Zusammenhang mit klinischen
Parametern zu beobachten war, erfolgte die Korrelationsanalyse der CTC-Zahl mit
Laborparametern nur in der Kohorte der metastasierten Patienten.

Die Korrelationsanalysen von CTCs und Laborwerten bei Patienten mit einem
mPC (n=55) zeigten eine signifikant positive Korrelation der CTC-Zahl mit der
alkalischen Phosphatase (r=0,540; p<0,001) und der Laktatdehydrogenase
(r=0,536; p<0,001).

Eine negative Korrelation fand sich mit dem Hamoglobinwert (r=-0,385; p=0,004)
und der PSA-Verdopplungszeit, berechnet aus allen verfligbaren PSA-Werten der
letzten 3 Monate (r =-0,372; p=0,010).

Keine Korrelation konnte fur das Kalzium (r=0,016; p=0,907), das Gesamteiweil}
(r=-0,089; p=0,541), das Albumin (r=-0,218; p=0,183), die Leukozytenzahl
(r=0,140; p=0,310) und die Thrombozytenzahl (r=0,096; p=0,484) nachgewiesen

werden.

Fur den PSA-Wert fand sich ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang mit der
CTC-Zahl (r=0,059; p=0,667). Dies galt auch, wenn die Subgruppen mCRPC und
MTRPC getrennt voneinander betrachtet wurden. Weder fir mCRPC-Patienten
(r=0,124; p=0,446), noch fur mTRPC-Patienten (r=-0,168; p=0,550) konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe an CTCs und dem PSA-Wert

beobachtet werden.

Eine detaillierte Aufstellung der erhobenen Laborparameter in den verschiedenen
Stadien des mPC sowie der Korrelation zu den CTC-Zahlen ist in der Tab. 10

dargestellt.
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Tab. 10: Korrelation von CTCs mit Routinelaborparametern bei Patienten mit
metastasiertem Prostatakarzinom

Laborparameter

mCRPC

MTRPC

mPC
(MCRPC + mTRPC)

Median (Range)

127,5 (0,1-3378,0)

168,7 (4,5-2262,0)

155,2 (0,1-3378,0)

PSA
ng/mi] Korrelation r mit der CTC-Zahl r=0,124 r=-0,168 r=0,059
ng/m
Signifikanz p p = 0,446 p = 0,550 p =0,667
PSAZ Median (Range) 1,9 (-5,3-16,0) 3,4 (-13,5-20,7) 2,0 (-13,5-20,7)
- Korrelation r mit der CTC-Zahl r=-0,372
[Monate] o
Signifikanz p p =0,010
Alkalische Median (Range) 180,5 (50,0-1466,0) 289 (125-803) 211 (50-1466)
Phosphatase Korrelation r mit der CTC-Zahl r=0,540
[um Signifikanz p p <0,001
) Median (Range) 2,2 (1,6-2,4) 2,1(1,8-2,5) 2,2 (1,6-2,5)
Kalzium ) )
Korrelation r mit der CTC-Zahl r=0,016
[mmol/l]
Signifikanz p p = 0,907
L DH Median (Range) 337 (218-1900) 508 (179-1879) 365 (179-1900)
i Korrelation r mit der CTC-Zahl r=0,536
Signifikanz p p <0,001
Gesamt Median (Range) 7,0 (5,1-8,2) 6,4 (5,5-7,9) 6,9 (5,1-8,2)
Eiweild Korrelation r mit der CTC-Zahl r=-0,089
[g/d]] Signifikanz p p=0,541
Median (Range) 4,2 (3,2-4,7) 3,7 (3,3-4,1) 4,1 (3,2-4,7)
Albumin
[/l Korrelation r mit der CTC-Zahl r=-0,218
J Signifikanz p p=0,183
~ Median (Range) 11,6 (7,0-16,1) 9,7 (7,4-13,6) 11,0 (7,0-16,1)
Hamoglobin ) )
/il Korrelation r mit der CTC-Zahl r=-0,385
J Signifikanz p p = 0,004
Median (Range) 6,4 (1,8-14,6) 6,9 (2,6-16,9) 6,4 (1,8-16,9)
Leukozyten ) )
Korrelation r mit der CTC-Zahl r=0,140
[x1000/ul] o
Signifikanz p p=0,310
Thrombo- Median (Range) 229 (53-408) 266 (120-447) 235 (53-447)
zyten Korrelation r mit der CTC-Zahl r=0,096
[x1000/ul]  Signifikanz p p=0,484
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3.6 Assoziation der CTC-Zahl mit Lebensqualitat und Lei  stungsfahigkeit

3.6.1 Assoziation der CTC-Zahl mit der subjektiven Lebens  qualitat

Zum Zeitpunkt der CTC-Entnahme wurde allen mCRPC-Patienten ein
Fragebogen, bestehend aus selektierten Fragen des QLQ-C30 Fragebogens,
ausgehéandigt. Der Fragebogen wurde von den Patienten ohne Hilfe ausgefillt und
noch am selben Tag wieder eingesammelt. Insgesamt erklarten sich 32 Patienten

bereit, den Fragebogen vollstandig auszufillen.

Ein statistischer Trend zugunsten héherer CTC-Werte wurde beobachtet fur die
Frage nach Schmerz (p=0,028; siehe Abb. 11 A) und die Frage nach der Selbst-
einschatzung des Gesundheitszustandes (p=0,010; siehe Abb. 11 B). Hingegen
konnte dieser Zusammenhang fur die Frage nach der selbst eingeschéatzten

Lebensqualitat statistisch nicht belegt werden (p=0,242; siehe Abb. 11 C).

Eine typische und zugleich schwer belastende Begleiterscheinung bei Tumor-
patienten ist die Tumor-assoziierte Fatigue. Um deren Ausmal} zu erfassen,
wurden die drei Fragen mit den typischen Symptomen der Tumor-assoziierten
Fatigue zusammengefasst. Diese bezogen sich auf die fehlende Energie,
Mudigkeit und verminderte Leistungsfahigkeit wahrend der letzten sieben Tage.
Fur das Ausmall der Tumor-assoziierten Fatigue konnte ein signifikanter
Zusammenhang mit der medianen CTC-Zahl in einer linearen Trendanalyse

nachgewiesen werden (p=0,048; siehe Abb. 11 D).
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Abb. 11: Verteilung der CTCs bei den Fragen nach Schmerz (A), Gesundheitszustand
(B), Lebensqualitat (C) und Tumor-assoziierter Fatigue (D)
(Kreis: milder Ausreil3er — Wert liegt 1,5-3 Interquartilsabstande aufRerhalb, Sternchen:
extremer Ausreil3er — Wert liegt >3 Interquartilsabstédnde auRerhalb)

In einer Zusatzanalyse wurde die Verteilung der prognostisch unginstigen CTC-

Zahl =5 in Abhangigkeit der Lebensqualitatskriterien untersucht.

Patienten, die in den letzten sieben Tagen keine Schmerzen hatten, zeigten in
25% der Falle eine prognostisch unginstige CTC-Zahl =5. Bei Patienten mit

haufigen Schmerzen stieg dieser Anteil auf 80%.

Patienten, die ihren Gesundheitszustand als insgesamt gut einstuften, hatten in
keinem Fall eine prognostisch ungiinstige CTC-Zahl 25. Patienten hingegen, die
ihren Gesundheitszustand als mittel oder schlecht einstuften, hatten einen Anteil
einer prognostisch ungtinstigen CTC-Zahl =5 von 65% beziehungsweise 100%.
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Gaben die Befragten eine gute Lebensqualitdt an, lag der Anteil prognostisch

ungulnstiger CTC-Zahlen =5 bei 29%. Bei schlechter Lebensqualitat stieg dieser

auf 80%.

Wurde weder tber Mudigkeit, Energielosigkeit oder verminderte Leistungsfahigkeit

geklagt, hatte keiner der Patienten eine prognostisch unginstige CTC-Zahl 25.

Patienten, die diese Fragen mit “sehr” beantworteten, hatten einen Anteil

prognostisch unginstiger CTC-Zahlen =5 von 70-81% (siehe Tab. 11).

Tab. 11: Anteil an CTCs 25 der verschiedenen Antwortmdoglichkeiten

Frage Anzahl CTCs 25
Verspurten Sie in den letzten sieben Tagen Schmerzen?
Uberhaupt nicht 8 25%
MaRig 19 68%
Sehr 5 80%
Wie wirden Sie selbst lhren Gesundheitszustand einschatzen?
Gut 5 0%
Mittel 23 65%
Schlecht 4 100%
Wie wirden Sie selbst Ihre Lebensqualitat einschatzen?
Gut 7 29%
Mittel 20 65%
Schlecht 5 80%
Versplrten Sie in den letzten sieben Tagen Mudigkeit?
Uberhaupt nicht 3 0%
MaRig 22 64%
Sehr 7 71%
Versplrten Sie in den letzten sieben Tagen ein Fehlen an Energie?
Uberhaupt nicht 4 0%
MaRig 12 50%
Sehr 16 81%
Versplrten Sie in den letzten sieben Tagen eine verminderte
Leistungsfahigkeit?
Uberhaupt nicht 3 0%
MaRig 19 63%
Sehr 10 70%
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3.6.2 Assoziation der CTC-Zahl mit der objektiven Leistun  gsfahigkeit

Bei Abnahme der CTCs wurde jeder metastasierte Patient (n=55) durch den
betreuenden Studienarzt entsprechend des ECOG-Status klassifiziert, um diesen
nach Erhalt der Detektionsergebnisse mit der CTC-Zahl in Relation zu setzen. In
unserer eingeschlossenen Studienkohorte wiesen 18 Patienten einen ECOG-
Status von 0 auf, 22 Patienten einen ECOG-Status von 1 und 11 Patienten einen
ECOG-Status von 2. Ein ECOG-Status von 3 wurde bei lediglich 4 Patienten
festgelegt. Deshalb wurden die Patienten mit ECOG-Status 2 und 3

zusammengefasst (n=15).

Es zeigte sich bei den Patienten mit einem ECOG-Status von 0 eine mediane
CTC-Zahl von 1 (Range 0-35 CTCs). Patienten mit einem ECOG-Status von 1
wiesen eine mediane CTC-Zahl von 10 auf (Range 0-225 CTCs) und bei einem
ECOG-Status von 2 oder 3 eine mediane CTC-Zahl von 30 (Range 2-2438 CTCs)
(siehe Abb. 12).

Im Vergleich der CTC-Zahlen mit den verschiedenen ECOG-Gruppen fand sich
ein signifikanter Trend zugunsten hoherer CTC-Zahlen in hoheren Stadien des
ECOG-Status (p<0,001).

35
30
25
20
15

10
5 -
0

ECOGO ECOG1 ECOG 2/3

CTC-zahl pro 7,5 ml

Abb. 12: Mediane CTC-Zahl in Abhéngigkeit des ECOG-Status
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3.7 Assoziation der CTC-Zahl mit dem Gesamtiiberleben

Die Evaluation des Zusammenhangs zwischen dem Gesamtiberleben und der
CTC-Detektion war ein Hauptziel dieser Studie.

Da bei den Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen PC aufgrund einer
Detektionsrate von 5% keine Assoziation der CTC-Zahl mit klinischen Parametern
Uberprift wurde und da alle Patienten dieser Kohorte noch leben, konnte in dieser
Gruppe keine Analyse des Uberlebens in Abhangigkeit der CTCs durchgefihrt
werden. Daher beziehen sich die folgenden Untersuchungen lediglich auf die

Patienten mit einem mPC.

Die mediane Uberlebenszeit betrug in der Kohorte der mPC-Patienten (n=55)
284 Tage (95% KI 187-381 Tage). Zum Zeitpunkt der Auswertung im Februar 2011
waren 31 der mPC-Patienten verstorben, dies entspricht 56%. Die mediane
Uberlebenszeit betrug bei den innerhalb des Beobachtungszeitraumes ver-
storbenen Patienten 143 Tage (Range 6-469 Tage) und es wurden im Median
22 CTCs (Range 0-2437 CTCs) detektiert. Im Vergleich dazu fanden sich bei den
mPC-Patienten, die nach einer medianen Beobachtungszeit von 298 Tagen
(Range 97-980 Tage) noch am Leben waren (n=24), im Median 1 CTC (Range
0-225 CTCs) (siehe Abb. 13).

Im Vergleich der Detektionsraten wurden bei den verstorbenen Patienten in 97%
der Falle CTCs beobachtet und eine prognostisch ungtinstige CTC-Zahl =5 fand
sich bei 77% der verstorbenen mPC-Patienten. Hingegen zeigten die lebenden
Patienten eine geringere CTC-Detektionsrate von 67%, sowie eine CTC-Zahl 25
bei lediglich 33% der lebenden mPC-Patienten (siehe Abb. 13). Die daraufhin
durchgefiihrte Cox Regressionsanalyse fur die Kohorte der mPC-Patienten zeigte

einen signifikanten Zusammenhang der CTC-Zahl mit dem Uberleben (p=0,021).
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Abb. 13: Mediane CTC-Zahl und Anteil der prognostisch ungunstigen CTC-Zahl 25 in
Abhangigkeit des Uberlebens innerhalb des Beobachtungszeitraumes

In einer explorativen Analyse zeigten metastasierte Patienten, die innerhalb von
100 Tagen nach der CTC-Entnahme verstarben (n=12), im Median 30 CTCs
(Range 1-2437 CTCs). Betrug dieser Zeitraum 101-299 Tage oder war der End-
punkt der Studie in diesem Zeitfenster erreicht (n=26), fanden sich im Median nur
mehr 6 CTCs (Range 0-225 CTCs). Waren die Patienten nach mindestens
300 Tagen noch am Leben, beziehungsweise der Beobachtungszeitraum betrug
mindestens 300 Tage (n=16), konnten im Median 5 CTCs nachgewiesen werden
(Range 0-97 CTCs) (siehe Abb. 14).
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Abb. 14: Mediane CTC-Zahl in Bezug auf das Uberleben

Somit konnte in unterschiedlichen Untersuchungsmodalitdten ein Zusammenhang

der CTC-Zahl mit dem Gesamtiberleben beobachtet werden.
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In der Literatur ist ein Schwellenwert von =25 CTCs als prognostisch ungtnstiger
Faktor in Bezug auf das Gesamtiiberleben beschrieben [59]. Daher haben wir in
unserer Kohorte diesen Schwellenwert in Bezug auf dessen klinische Anwend-
barkeit Uberprift. Es zeigte sich eine Sensitivitdt von 74% und eine Spezifitat von
67% fur den Schwellenwert =25 CTCs. Die Kaplan-Meier-Analyse zeigte bei
mPC-Patienten, die weniger als 5 CTCs aufwiesen (n=23) eine signifikant langere
Uberlebenszeit als bei mPC-Patienten, die 25 CTCs hatten (n=32; p=0,003) (siehe
Abb.15).
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Abb. 15: Kaplan-Meier-Kurve fiir den Zusammenhang des Uberlebens mit der CTC-Zahl
bei mPC-Patienten: Patienten mit 25 CTCs (n=32) versus Patienten mit <5 CTCs (n=23)

In Bezug auf die Subgruppen des mPC (mCRPC und mTRPC) konnte eine
signifikant langere Uberlebenszeit bei Patienten mit weniger als 5 CTCs im
Vergleich zu Patienten mit einer CTC-Zahl =5 zwar bei den mCRPC-Patienten
aufgezeigt werden (p=0,026), nicht jedoch bei den mTRPC-Patienten (p=0,054;
siehe Abb. 16).
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Abb. 16: Kaplan-Meier-Kurve fiir den Zusammenhang des Uberlebens mit der CTC-Zahl
bei mCRPC- und mTRPC-Patienten: Patienten mit 25 CTCs versus Patienten mit
<6 CTCs in den jeweiligen Subgruppen

Aus diesem Grund wurden eigene Berechnungen zur Erfassung eines fur unsere
Kohorte optimalen Schwellenwertes zur Prognoseabschatzung erstellt. Dabei
ergab sich ein Schwellenwert von =23 CTCs mit einer Sensitivitdt von 87% und
einer Spezifitat von 67% (AUC 0,775; p<0,001; 95% KI 0,6-0,9; siehe Abb. 17).
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Abb. 17: ROC-Kurve zur Darstellung der Sensitivitat und Spezifitat der Schwellenwerte
23 CTCs und 25 CTCs als Prognosefaktor in Bezug auf das Uberleben bei
mPC-Patienten
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Die Kaplan-Meier-Abschatzung fiir das Uberleben zeigte eine signifikant kiirzere
Uberlebenszeit fiir Patienten, die 23 CTCs pro 7,5 ml Vollblut aufwiesen (n=35), im
Vergleich zu Patienten mit <3 CTCs (n=20; p=0,001; siehe Abb. 18).
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Abb. 18: Kaplan-Meier-Kurve fiir den Zusammenhang des Uberlebens mit der CTC-Zahl
bei mPC-Patienten: Patienten mit 23 CTCs (n=35) versus Patienten mit <3 CTCs (n=20)

Wurden die Subgruppen mCRPC und mTRPC einzeln betrachtet, konnte zwar ein
signifikanter Zusammenhang fir den Schwellenwert von 23 CTCs und dem Uber-
leben fur die mCRPC-Patienten (p=0,003), nicht jedoch die mTRPC-Patienten
(p=0,054) beobachtet werden (siehe Abb. 19).
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Abb. 19: Kaplan-Meier-Kurve fiir den Zusammenhang des Uberlebens mit der CTC-Zahl
bei mCRPC- und mTRPC-Patienten: Patienten mit 23 CTCs versus Patienten mit
<3 CTCs in den jeweiligen Subgruppen

57



Diskussion

4 DISKUSSION

4.1 Detektion zirkulierender Tumorzellen beim lokalisie rten PC

Patienten mit einem lokal begrenzten PC wurde vor der retropubischen radikalen
Prostatektomie eine Blutprobe zur Detektion zirkulierender Tumorzellen
entnommen. Trotz eines deutlich erhdhten PSA-Wertes und eines lokal
fortgeschrittenen Stadiums war die mediane CTC-Zahl auf dem Niveau von den
gesunden Kontrollen. Folglich ergaben Korrelationsanalysen zwischen klinischen
Parametern und den CTC-Zahlen keine signifikanten Zusammenhange. Dies war
insofern Uberraschend, da sich die Patienten am Ubergang von einem lokalisierten
zu einem metastasierenden Stadium des Prostatakarzinoms befanden und somit
die Wahrscheinlichkeit klinisch inapparenter Mikrometastasen hoch war. Das
mediane Progressionsrisiko in unserer Patientengruppe mit einem lokal
fortgeschrittenen PC wurde anhand des Kattan Scores auf 90% beziffert. Zudem
wurde in der Literatur Uber signifikant erhdhte CTC-Zahlen beim lokal begrenzten
PC berichtet [60]. Ein Systemfehler, der die negativen Ergebnisse in unserer
Kohorte erklaren kénnte, kann aufgrund regelmafig durchgefiuihrter Kontrollen
ausgeschlossen werden. Zudem kamen auch andere Studien zu dem Ergebnis,
dass mithilfe der immunomagnetischen CTC-Detektion durch das CSS bei LAPC-
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen keine erhdhten CTC-Zahlen

detektiert werden kénnen [21].

Unseren Ergebnissen zufolge scheint das CSS fir die Anwendung bei Patienten
mit einem lokalisierten oder lokal fortgeschrittenen nicht metastasierten PC
ungeeignet. Ob das Vorkommen von CTCs in diesem Kollektiv lediglich
stochastisch ist oder in Langzeitbeobachtungen zu fortschreitenden Erkrankungen

fuhrt, ist derzeit noch ungeklart.

58



Diskussion

4.2 Detektion zirkulierender Tumorzellen beim metastasi erten PC

Im Folgenden wurde die CTC-Zahl bei Patienten mit einem mPC untersucht. Fur
unser Studienkollektiv konnte ein signifikanter CTC-Anstieg bei mPC-Patienten im
Vergleich zu den Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen PC (LAPC) nach-
gewiesen werden. Auch die Detektionsrate sowie der Anteil der Patienten mit
einer prognostisch unginstigen CTC-Zahl =5 zeigte einen deutlichen Anstieg,
sodass sich unsere Ergebnisse in die bisherige Datenlage einfiigen [20, 67].

In Subgruppenanalysen wurde anschliel3end untersucht, ob sich die CTC-Zahl von
MCRPC- im Vergleich zu mTRPC-Patienten unterscheidet, was einen Anstieg im
Fortschreiten der Tumorerkrankung bedeuten wirde. Wiederum fanden sich in
den einzelnen metastasierten Subgruppen eine signifikant erhohte CTC-Zahl im
Vergleich zu den LAPC-Patienten. Zugleich zeigte sich in unserem Patienten-
kollektiv eine Tendenz fur steigende CTC-Zahlen von den mCRPC- zu den
MTRPC-Patienten, jedoch ohne statistische Signifikanz. Bereits in vorherigen
Studien wurde ein Zusammenhang steigender CTC-Zahlen mit der Anzahl an

bereits durchgefihrten Chemotherapien beschrieben [20, 33].

Zusammenfassend zeigt sich mit fortschreitenden Stadien des metastasierten
Prostatakarzinoms ein Anstieg der CTC-Zahl, auch wenn in unserem Kollektiv die
statistische Signifikanz verfehlt wurde.

4.2.1 Zusammenhang der CTC-Zahl mit dem Metastasierungsmu  ster

Die Erkenntnis, dass ein metastasiertes Tumorstadium meist die Voraussetzung
fur das Vorhandensein von CTCs im peripheren Blut ist, lie3 die Frage
aufkommen, ob auch die Art der Metastasierung in Bezug auf die CTC-H6he eine

Rolle spielt.

Die Assoziationsanalysen zeigten, dass Patienten mit alleiniger Weichgewebs-
metastasierung (lymphogen und/oder viszeral) bezlglich der CTC-Zahl keinen

signifikanten Unterschied im Vergleich zu den LAPC-Patienten oder der gesunden
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Kontrollgruppe aufwiesen. Lagen bei den Patienten Skelettmetastasen oder
zusatzlich Viszeralmetastasen vor, war die CTC-Zahl im Vergleich zu den
Patienten ohne Metastasen beziehungsweise Patienten mit ausschlief3lich

Weichgewebsmetastasen signifikant erhoht.

Die niedrige Detektionsrate bei Patienten mit alleiniger Weichgewebs-
metastasierung stimmt mit den Ergebnissen der bestehenden Literatur tberein
[20, 33]. Zum Beispiel fand sich die hochste mediane CTC-Zahl bei alleiniger
Knochenmetastasierung, eine kleinere mediane CTC-Zahl bei zusatzlich
viszeralen Metastasen und die niedrigste mediane CTC-Zahl bei alleiniger
viszeraler Metastasierung [85]. Interessanterweise war in unserer Kohorte das
Vorhandensein von viszeralen Metastasen zusétzlich zu Knochenmetastasen ein
Grund fur weiter erhdhte CTC-Zahlen mit einem steigenden Anteil an prognostisch
ungunstigen CTCs =5 im Vergleich zu Patienten mit ausschlie3lich osséren
Lasionen. Obwohl Chen et al. zu dem Ergebnis kamen, dass weder Knochen-
noch Weichgewebsmetastasen das Vorhandensein von CTCs vorhersagen
kbnnen [17], sind mehrere Arbeitsgruppen zu der Erkenntnis gelangt, dass
Skelettmetastasen eine Voraussetzung fur das Vorhandensein von CTCs sind [20,
33, 67, 85]. Dies wurde auch durch CTC-Detektionsmethoden mit auf PCR

basierenden Versuchsreihen belegt [46].

Die Grinde, warum CTCs vor allem bei osséaren Lasionen zu finden sind, werden
vielfach diskutiert. Mdglicherweise werden CTCs im Knochen gebildet. Eine
andere Theorie ist, dass die CTCs bei Lymphknoten- oder Viszeralmetastasen
kein EpCAM exprimieren und somit mit dem CSS nicht detektierbar sind. Die
Tatsache, dass der Metastasierungsweg bei Patienten mit ausschlie3lich Lymph-
knotenmetastasen Uber die Lymphabflusswege verlauft, bei Patienten mit
Knochenmetastasen hingegen (ber das Blut [67] wirde zwar die niedrigen
Detektionsraten bei alleiniger Lymphknotenmetastasierung, nicht jedoch bei
viszeralen Metastasen erklaren, da hier der Metastasierungsweg ebenfalls
hamatogen erfolgt. Mdoglicherweise filtern Weichgewebsmetastasen die CTCs

heraus und werden in ein anderes Kompartiment als das Blut abgegeben [33].
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Aufgrund unserer Ergebnisse in Zusammenschau mit bestehender Literatur
scheint die Detektion zirkulierender Tumorzellen mit dem CSS besonders fir

Patienten mit ossaren Metastasen mit oder ohne viszerale Filiae geeignet.

4.2.2 Zusammenhang der CTC-Zahl mit der ossaren Tumormass e

Aufgrund der Beobachtung, dass CTCs vor allem dann auftreten, wenn Skelett-
metastasen vorhanden sind, ware eine Korrelation von CTCs mit dem
prozentualen Anteil von metastatischen Lasionen am Gesamtskelett zu erwarten.
Diesen Anteil beschreibt der Bone Scan Index (BSI), der fur unsere Kohorte von
einem Facharzt fur Nuklearmedizin anhand der Skelettszintigraphie ermittelt
wurde. Auf diese Weise konnte die ossare Tumormasse quantifiziert werden, um
einen Zusammenhang mit den CTC-Zahlen zu untersuchen. Die Korrelations-
analysen wurden bei Patienten mit ausschliel3lich Knochenmetastasen durch-
gefuhrt, zudem wurden dann auch Patienten mit zusatzlich viszeralen Metastasen
in die Auswertung miteinbezogen. In beiden Féallen konnte kein signifikanter
Zusammenhang von CTC-Zahl und ossarer Tumormasse nachgewiesen werden.
Anhand des BSI ist es mdglich, die Patienten in drei Prognosegruppen einzuteilen
[48]. Auch in Bezug auf die BSI-Prognosegruppen konnte kein Zusammenhang mit
der CTC-Zahl beobachtet werden. Ahnlich zu unserem Ergebnis fand auch Danila

et al. eine nur schwache Korrelation zwischen den CTCs und dem BSI [20].

Zusatzlich zum BSI wurde in unserer Kohorte die Anzahl ossarer Lasionen (BLC)
bestimmt. Diese wurden vom gleichen Facharzt fur Nuklearmedizin fur jeden
Patienten mit Knochenmetastasen anhand der Bilder der Skelettszintigraphie
berechnet, unabhangig von der Grél3e der einzelnen Lasionen. Wiederum wurden
die Berechnungen zunéchst fur Patienten mit ausschliel3lich Skelettmetastasen
durchgefuhrt, dann wurden auch Patienten mit zusatzlich viszeralen Lasionen
miteinbezogen. In beiden Ansatzen konnte keine signifikante Korrelation zwischen

BLC und der Hohe an CTCs nachgewiesen werden.
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Fasst man die bisherigen Ergebnisse zusammen, ist der CTC-Nachweis zwar
abhangig von Knochenmetastasen, nicht jedoch von dem Ausmal3 der
Metastasierung, unabhangig davon ob dieses anhand der betroffenen Flache
(BSI) oder der Anzahl an Lasionen (BLC) bestimmt wird. Diese Beobachtung lasst
den Schluss zu, dass CTCs mdglicherweise ein Marker der Tumoraktivitat sein

konnten.

4.2.3 Zusammenhang der CTC-Zahl mit Routinelaborparameter  n

Zeitgleich zur Probenentnahme fur die CTC-Detektion wurde bei allen
metastasierten Patienten standardmé&iiig eine Blutentnahme fir die Bestimmung

gangiger Laborparameter durchgefuhrt.

Bei mPC-Patienten konnte eine signifikant positive Korrelation der CTCs mit der
AP und der LDH, sowie eine negative Korrelation mit dem Hb-Wert festgestellt
werden. Kein signifikanter Zusammenhang fand sich zwischen den CTCs und dem
Kalzium, dem Gesamteiweil, dem Albumin, den Leukozyten sowie den
Thrombozyten. Zudem konnte keine Korrelation von den PSA-Werten mit der
CTC-Zahl nachgewiesen werden. Dies galt auch, wenn die Subgruppen mCRPC
und mTRPC einzeln betrachtet wurden. Trotz fehlender Korrelation mit dem PSA-
Wert, beobachteten wir in unserer Kohorte einen signifikanten Zusammenhang der
CTC-Zahl mit der PSA-Verdopplungszeit, die aus allen PSA-Werten der letzten
drei Monate mithilfe eines Kalkulators des Memorial Sloan-Kettering Cancer

Centers berechnet wurde.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit bestehender Literatur, finden sich teilweise
Ubereinstimmungen, aber auch gegensatzliche Aussagen. Die Korrelation von
CTCs mit der AP, der LDH und dem Hb-Wert wird bestatigt [17, 33]. Den PSA-
Wert betreffend fand sich bisher jedoch eine mafdige [20] oder sogar eindeutige
Korrelation mit der CTC-Zahl [17, 33].
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Da niedrige Hb-Werte haufig Ausdruck einer fortgeschrittenen Tumorerkrankung
sind [88], bestatigt die Korrelation von Hb-Wert und CTC-Zahl unsere bisherigen
Ergebnisse beziglich dem Zusammenhang zwischen hdéheren CTC-Zahlen und
metastasierten Stadien. Ebenso unterstreicht die positive Korrelation der CTCs mit
der AP den vermuteten Zusammenhang von CTC-Zahl und dem Vorliegen von
Knochenmetastasen. Die AP liegt in hohen Konzentrationen in den fir osteo-
plastische Metastasen typischen Osteoblasten vor. Die AP ist demnach als Marker
der Osteoblastenaktivitat und somit indirekt der ossaren Metastasierung zu
verstehen [74].

Ebenso wie die AP ist das Kalzium ein Parameter des Knochenstoffwechsels. Die
fehlende Korrelation konnte durch eine Gegensteuerung des Korpers zur
Vermeidung einer Hyperkalzamie bedingt sein, zum Beispiel durch vermehrte
Ausscheidung oder verminderte Resorption, da die Serumkalziumkonzentration

strengen Regulationsmechanismen unterliegt.

Eine steigende Serumkonzentration der normalerweise intrazellular vor-
kommenden LDH spricht ebenfalls fir einen Zellverfall, zum Beispiel im Rahmen
einer malignen Erkrankung [10]. Eine positive Korrelation mit den CTCs passt

daher gut zu dem Vorliegen einer Metastasierung.

Da die PSA-VZ einen Hinweis auf die Aktivitdt und Aggressivitdt des Tumors
liefern kann [8], unterstreicht dieser Zusammenhang die Vermutung, dass die
CTCs weniger mit der Tumorgro3e als mit der intrinsischen Tumoraktivitat in
Zusammenhang stehen. Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass nach
radikaler Prostatektomie eine PSA-VZ <4 Monate auf Fernmetastasen hindeutet
[94].
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4.2.4 Zusammenhang der CTC-Zahl mit Lebensqualitat und
Leistungsfahigkeit

Zu dem Zeitpunkt der Blutentnahme fir die CTC-Detektion erfolgte durch den
Studienarzt die Erhebung des ECOG-Status bei allen metastasierten Patienten.
Dieser objektiviert die Leistungsfahigkeit der Patienten im Alltag und ist somit
indirekt ein Indikator fur die Lebensqualitat. Im Gegensatz zu Olmos et al. zeigten
sich in unserer Kohorte signifikant héhere CTCs bei steigendem ECOG-Status
[67].

Um auch die subjektive Lebensqualitat aus Sicht der Patienten in unsere
Auswertung miteinbeziehen zu kénnen, baten wir die Patienten, einen Fragebogen
auszufillen, der selektierte Fragen des QLQ-C30 Fragebogens enthielt. lhre
Antworten bezogen sich auf die letzten sieben Tage, die Bégen wurden am Tag
der CTC-Entnahme ohne fremde Hilfe ausgefillt. Hierbei zeigte sich, dass héhere
CTC-Werte signifikant assoziiert sind mit Schmerz und einem selbst ein-
geschatzten schlechten Gesundheitszustand. Ebenso wurde eine strenge
Assoziation der CTC-Zahl mit den Symptomen der Tumor-assoziierten Fatigue,
namlich fehlende Energie, Mdudigkeit und verminderte Leistungsfahigkeit,
beobachtet. Dieser Zusammenhang ist umso interessanter, da die Tumor-
assoziierte Fatigue mit einer erhdhten Sterblichkeit verbunden ist [47]. Lediglich
bei der Frage nach der selbst eingeschatzten Lebensqualitat konnte kein
signifikanter Zusammenhang mit den CTC-Zahlen nachgewiesen werden. Grund
hierfir konnte der Einfluss sehr vieler Faktoren auf die personliche Lebensqualitat

sein, wie zum Beispiel sozialer Rickhalt oder die eigene Erwartungshaltung.

Der statistische Zusammenhang zirkulierender Tumorzellen mit der Lebens-
qualitat, die einerseits objektiv anhand des ECOG-Status und andererseits
subjektiv anhand standardisierter Fragen erortert wurde, ist, soweit bekannt,
bisher nicht beschrieben.
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4.3 CTC-Schwellenwert fur den Nachweis eines metastasie rten PC

Aufgrund der Tatsache, dass erst in bildmorphologisch nachweisbar
metastasierten Stadien CTCs nachweisbar sind, stellte sich die Frage nach einem
Schwellenwert, der die Wahrscheinlichkeit fir Metastasen prognostiziert. Dieser
Frage gingen in ahnlicher Weise bereits Goodman et al. nach und legten einen
Schwellenwert von 4 CTCs pro 7,5 ml fest, der fiur radiologisch nachweisbare
Metastasen von 100 mCRPC-Patienten mit einer Sensitivitdt von 61% und einer
Spezifitat von 100% prognostisch sei [33]. In unserer Kohorte mit lokal begrenzten
und metastasierten PC-Patienten umfasste die Bildgebung neben der Computer-
tomographie zuséatzlich die Skelettszintigraphie. Diese fir Knochenmetastasen
sensitivere Methode konnte ein Grund fur die Differenz zu unseren Ergebnissen
sein. Die ROC-Analysen ergaben einen Schwellenwert von lediglich 0,6 CTC pro
7,5ml fir das Vorhandensein von Metastasen in der Bildgebung mit einer
Sensitivitat von 84% und einer Spezifitat von 95%. Unser Ergebnis stellt das friher
festgelegte Niveau von 1 CTC pro 7,5 ml bei gesunden Kontrollen in Frage [17,
60]. 1 CTC pro 7,5 ml wurde bei etwa 20% der Gesunden oder Patienten mit

einem lokalisierten PC ohne weitere klinische Auswirkung beschrieben [21].

Zusammenfassend ergibt sich kein eindeutiger Ansatz fir die Festsetzung eines
Schwellenwertes. Dieses Ergebnis konnte eine Folge unserer Patientenselektion
sein. Auch war die Studienkohorte nicht gro genug, um einen exakten
Schwellenwert bestimmen zu kénnen. Es sind daher weitere Untersuchungen
erforderlich, um zuklnftig bei neu diagnostiziertem PC gegebenenfalls eine
prognostische Aussage oder sogar eine individualisierte Therapieentscheidung

treffen zu kénnen.
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4.4 Prognostische Bedeutung der CTC-Zahl

Ob zirkulierende Tumorzellen fiir die Uberlebensdauer prognostische Bedeutung
in den verschiedenen Stadien des PC haben, war die leitende Fragestellung in
dieser Studie. Da lediglich in den metastasierten Stadien CTCs regelhaft
nachgewiesen wurden, beschrankten sich die Assoziationsanalysen zwischen den
CTCs und dem Uberleben auf die metastasierte Patientengruppe. Der Beobach-
tungszeitraum begann an dem Tag der Blutentnahme fir die CTC-Detektion und
endete am 14. Februar 2011, beziehungsweise am Tag des Todes, falls dieser
vorher eintrat. Fur unser Studienkollektiv konnte ein signifikanter Zusammenhang
der CTC-Zahl mit dem Uberleben nachgewiesen werden. Sowohl die Detektions-
raten als auch die Anzahl an prognostisch ungiinstigen CTCs =5 waren bei den
Patienten, die nach dem Beobachtungszeitraum noch am Leben waren, niedriger
als bei den Patienten, die vorher verstarben. Anschliel3end wurde der Beobach-
tungszeitraum in drei Intervalle aufgeteilt. Es zeigte sich ein deutlicher Trend hin
zu gréReren CTC-Zahlen bei kiirzeren Uberlebenszeiten. Unsere Ergebnisse
werden bestatigt durch andere Studien, die ebenfalls einen signifikanten Zusam-
menhang zwischen CTCs und Uberleben beim mPC ermittelt haben [33, 65, 67].

Obwonhl die CTCs als stetige Variable vorgeschlagen wurden, die mit erh6htem
Risiko zu sterben oder reduziertem Gesamtiberleben korrelieren [20, 85],
etablierte sich letztendlich ein Schwellenwert von =5 CTCs pro 7,5ml als
unglnstiger Prognoseparameter in Anlehnung an die FDA-Zulassung des CSS
[22]. Dieser Schwellenwert wurde in einigen Studien, die hormonsensitive PC-
Patienten [65] und mMCRPC-Patienten [20, 65, 67] einschlossen, bestatigt. Fur
unsere Patienten mit einem mPC ergab sich bei grol3tmdglicher Sensitivitat und
zugleich Spezifitdt ein Schwellenwert von 23 CTCs pro 7,5 ml als prognostisch
unglnstig. Metastasierte Patienten unserer Studienkohorte mit 23 CTCs hatten
eine signifikant kirzere Uberlebenszeit im Vergleich zu Patienten mit <3 CTCs.
Auch Goodman et al. schlug einen Schwellenwert von 3 CTCs pro 7,5 ml vor,
jedoch fiur Patienten im hormonsensitiven Stadium [34]. Dennoch sprechen unsere

Ergebnisse fur CTCs als stetige Variable in Bezug auf das Gesamtuberleben bei
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mPC-Patienten. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Goodman et al. tiberein, wo
ein Intervall von 2 bis 5 CTCs mit einem optimalen Wert von 4 CTCs fir mCRPC-

Patienten als Schwellenwert angegeben wurde [33].

Durch diese Arbeit konnte belegt werden, dass zwischen den CTCs und dem
Uberleben ein signifikanter Zusammenhang besteht. Die CTC-Detektion eignet
sich somit als Prognoseparameter bei der Behandlung des mPC. Ob und in
welcher Hohe die Etablierung eines Schwellenwertes sinnvoll ist oder CTCs doch
eher als stetige Grof3e zu verstehen sind, muss in weiteren Studien evaluiert

werden.

4.5 Kritische Betrachtung des CellSearch® Systems

Das CellSearch® System der Firma Veridex ist das einzige von der FDA
zugelassene Verfahren zur Detektion zirkulierender Tumorzellen. Trotz der
nachgewiesenen prognostischen Bedeutung der CTC-Zahl miusste die tatsach-
liche Anzahl der CTCs um ein vielfaches héher sein als die gefundene Anzahl mit
dem CSS. Dies wird dadurch verdeutlicht, dass etwa 0,01% der CTCs in der Lage
sind, Knochenmetastasen zu verursachen und dass mindestens 10000 CTCs

notig sind, um eine Metastase zu bilden [29, 53].

Ein Grund fir die relativ geringe Anzahl an detektierten CTCs kdnnte ein Verlust
von CTCs wahrend der Anreicherung sein [70]. Eine weitere Schwierigkeit besteht
in der Wahl des richtigen Markers. Dabei handelt es sich bei der immuno-
magnetischen Selektion unter anderem um einen Antikorper, der an ein
Oberflachenmolekil bindet. Die Zielstruktur sollte auf mdglichst allen Tumorzellen,
nicht jedoch auf physiologischen Blutbestandteilen vorkommen, um einerseits eine
hohe Detektionsrate und andererseits wenige falsch positive Ergebnisse zu
erzielen. EpCAM erflillt diese Anforderung weitestgehend. Es handelt sich dabei
um ein Glykoprotein, das auf Zellen epithelialen Ursprungs, nicht jedoch auf Zellen

mesenchymalen Ursprungs vorkommt [4]. Auf Tumorzellen unter anderem der
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Prostata wird EpCAM sogar haufig Uberexprimiert [62]. Histochemische
Untersuchungen des Oberflachenmolekiils zeigten eine Expression von 100% in
Geweben eines hormonsensitiven PC und von 98% in Geweben eines mCRPC
[95]. In LNCaP-Zelllinien, welche maliges Metastasierungspotential aufweisen,
fand sich mit einem EpCAM-Antikorper eine Detektionsrate bis 95%. Fur die PC3-
Zelllinie mit hohem Metastasierungspotential sank die Detektionsrate auf 69%
[65, 79]. Diese Versuche legen die Vermutung nahe, dass es mit Zunahme des
Metastasierungspotentials zu einer Abnahme der EpCAM-Expression kommen
konnte. Da es sich bei EpCAM um ein Adhasionsmolekil handelt, wiirde dies die
These des epithelial-mesenchymalen Ubergangs als Voraussetzung fur eine
Streuung des Tumors stiitzen. Diese besagt, dass durch Ablésung einzelner
Zellen vom Primé&rtumor als Folge eines Verlustes von Zelladhasionsmolekilen ein
Ubertritt dieser Zellen in die Blut- und Lymphbahnen ermdglicht wird. Eine
Hormontherapie kann ebenfalls zu einer Herabregulation der jeweiligen
Zielstruktur fuhren [70]. Demnach ist damit zu rechnen, dass jedes
Krankheitsstadium einen anderen idealen Marker erfordert. Ansonsten besteht die
Gefahr, die aggressivsten Tumorzellen aufgrund fehlender oder herabregulierter

Expression der Zielstruktur nicht detektieren zu kénnen [51, 93].

Eine weitere Fehlerquelle des Systems ist, dass lediglich ein geringer Anteil des
gesamten Blutvolumens untersucht wird, namlich 7,5 ml Vollblut. Dies entspricht
ca. 0,15% des gesamten Blutvolumens einer durchschnittlichen Person [2]. Zudem
ist ungewiss, ob sich die Tumorzellen gleichméRig im Blut des Patienten verteilen
und somit das Ergebnis einer einzelnen Blutprobe reprasentativ ist. Es wird
diskutiert, ob nicht zum Beispiel das Knochenmark ein wichtiges Reservoir fur
CTCs darstellt, von wo aus CTCs dann aufgrund besserer Wachstums-

bedingungen in andere Organe streuen [69].

Trotzdem weist das CSS gegenuber einer anderen gangigen Methode zur CTC-
Detektion, der PCR, entscheidende Vorteile auf. Bei der PCR wird gezielt nach
bestimmten Genabschnitten auf der Erbinformation der Zellen gesucht. Zwar hat

die PCR im Vergleich zu anderen Verfahren eine enorm hohe Sensitivitat, namlich
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eine Tumorzelle in bis zu 10® zellkernhaltigen hamatopoetischen Zellen [32].
Gleichzeitig liegt hierin jedoch der grof3te Nachteil, da die falsch positiv Rate sehr
hoch ist [35]. Dies kann zum Beispiel an der ektopen Transkription liegen, was in
diesem Fall bedeutet, dass manche Nichttumorzellen ein bestimmtes
tumorzellenspezifisches Gen zwar tragen und transkribieren, das jeweilige Antigen
jedoch nie gebildet wird und es somit keine Relevanz flr zellulare Funktionen hat.
Dies trifft auf jede 500. bis 1000. Nichttumorzelle zu [76]. Des Weiteren gibt es
kein einheitliches Verfahren und jedes Labor verwendet andere Reagenzien,
weshalb die Ergebnisse letztendlich nicht vergleichbar sind.

Moreno et al. prasentierten eine exzellente Korrelation zwischen hinzugeftigten
und gefundenen Tumorzellen mit dem CSS [60]. In Versuchen mit kultivierten
Tumorzellen konnte mit dem CSS eine hohe Sensitivitdt, Linearitat und
Reproduzierbarkeit nachgewiesen werden. Mit dem CSS konnten Uber 85% der
zuvor in Blutproben gegebenen kultivierten Tumorzellen detektiert werden [2]. De
Bono et al. konnten mithilfe des CSS vergleichsweise hdhere Detektionsraten
verbuchen als mit der Realtime-PCR mit PSA-messenger-RNA [22]. Der
vermutlich grof3te Vorteil der IMS gegenuber der PCR ist aber, dass nicht Gene,
und somit sowohl lebende als auch tote Zellen, sowie freie DNA nachgewiesen
werden [70]. Lediglich Zellen, die bestimmte Kriterien erfullen, werden als CTC
gewertet. Dies verringert zum einen die falsch positiv Rate, zum anderen sind
Aussagen uber Morphologie und besondere Merkmale der Tumorzellen méglich.
Dennoch unterliegt gerade dieser Arbeitsschritt des CSS in gewisser Weise der
Subjektivitat des auswertenden Mitarbeiters trotz standardisierter Kriterien. Es
konnte aber gezeigt werden, dass Detektionsraten mehrerer Proben einer Person
sowohl im gleichen Labor als auch in verschiedenen Laboratorien sehr ahnlich
waren [82], was auf die Schulung der Mitarbeiter und die strengen Kriterien, wann

es sich um eine CTC handelt, zurtickzufihren ist.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die CTC-Detektion mittels
CellSearch® System zwar ein zeitaufwandiger und somit teurer Prozess ist, es

aber aufgrund der guten Reliabilitat, Objektivitdit und Validitdt als derzeitiges
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Standardverfahren durchaus seine Berechtigung hat. Von Vorteil erscheint jedoch
die Hinzufigung weiterer Detektionsmarker, zum Beispiel Antikdrper gegen das
PSA oder prostataspezifisches Membran Antigen, um einen etwaigen EpCAM-

Verlust auszugleichen.

4.6 Kritische Betrachtung der Studie

Der wohl groi3te Kritikpunkt an dieser Arbeit ist das relativ kleine Patientenkollektiv.
Besonders deutlich wurde dies in den Subgruppenanalysen, zum Beispiel bei der
Einteilung der Patienten nach der Metastasierungsart.

Ein weiterer Kritikpunkt an dieser Studie sind die in Ausnahmefallen langen Zeiten
von der CTC-Entnahme bis zur Bildgebung von bis zu sechs Wochen bei der
Skelettszintigraphie und sieben Wochen bei der Computertomographie, was die
Aussage der Korrelationsergebnisse einschrankt. Ein Grund hierfur war der oft
schlechte Gesundheitszustand der mTRPC-Patienten, weshalb in manchen Féllen
auf ein unmittelbares Staging verzichtet und auf bereits vorliegende Bildbefunde

zurlckgegriffen wurde.

Auch die Tatsache, dass zur Berechnung der PSA-Verdopplungszeit PSA-Werte
verwendet wurden, die in anderen Laboren und mdglicherweise anhand anderer

Methoden ermittelt wurden, ist als Kritikpunkt zu werten.

Zudem muss erwahnt werden, dass fur die Assoziationsanalysen der subjektiven
Lebensqualitat sowie der objektiven Leistungsfahigkeit anhand des ECOG-Status
keine multifaktoriellen Analysen durchgefiuihrt wurden. Das bedeutet, dass
maogliche Einflussfaktoren auf hohe CTC-Zahlen wie Metastasierungsart und
Metastasierungsausmal nicht beriicksichtigt wurden. In unserer Auswertung
haben wir uns lediglich auf das Blickfenster der CTCs und der Lebensqualitat

konzentriert.
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Der Verzicht auf eine multivariate Auswertung galt auch fir die Evaluation des
Gesamtuberlebens aufgrund der kleinen Fallzahl. Au3erdem wurden eventuelle
Folgetherapien nicht berlcksichtigt, weshalb eine Beurteilung des progressions-

freien Uberlebens nicht moglich war.

Trotz der Schwierigkeiten, welche vor allem in der relativ kleinen Studienkohorte
begriindet liegen, fligen sich die Ergebnisse dennoch fortfilhrend in die bereits

bestehende Literatur ein.

4.7 Ausblick

Unsere Ergebnisse bestétigen, dass das CSS aufgrund des zumeist fehlenden
CTC-Nachweises keine Anwendung fur das lokal begrenzte PC finden kann. Dies
kann darin begrindet sein, dass in diesem Stadium keine CTCs im peripheren
Blut existieren. Die Tatsache, dass mithilfe von Mikrochiptechnologie auch beim
lokal begrenzten PC hohe Detektionsraten erreicht werden [62] spricht jedoch fur
eine unzureichende Sensitivitdt des CSS in lokal begrenzten Tumorstadien. Soll
das CSS in Zukunft Anwendung beim lokal begrenzten PC finden, muss das
Verfahren Uberarbeitet werden. Die Sensitivitdt kdnnte zum Beispiel durch den

Einsatz zusatzlicher spezifischer Antikérper gesteigert werden.

Anders verhalt es sich bei Patienten mit einem metastasierten PC, wo regelhaft
mit dem CSS CTCs detektiert wurden. So konnte ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Vorliegen von Skelettmetastasen und CTCs gezeigt werden. Die
mit einer schlechten Prognose assoziierten Knochenmetastasen entwickeln 85%
der mPC-Patienten im Laufe ihrer Erkrankung [70]. Zugleich sind radiologische
Methoden oft nicht sensitiv genug, um diese friihzeitig darzustellen [22, 68]. Diese
Patienten gilt es jedoch so friih wie mdglich zu erkennen, um therapeutische
Schritte einleiten zu kénnen. Unser Ergebnis zeigt, dass die Detektion von CTCs

hierfir grundsatzlich ein richtiger Weg sein kann.
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Der grol3e Vorteil der IMS mit dem CSS gegenuber anderer Methoden zur CTC-
Detektion ist das Vorliegen von intakten, manchmal sogar lebenden Tumorzellen
am Ende der Prozedur. Der nachste Schritt liegt nun darin, mithilfe molekularer
Analysen die Biologie des Tumors anhand dieser Zellen zu erforschen. So
koénnten wertvolle Informationen zur Beurteilung der Erkrankung gewonnen
werden, wie zum Beispiel die Progressionstendenz oder die Langzeitprognose
[69]. Mithilfe von CTCs kodnnten weitere Zielstrukturen als Angriffspunkt neuer
Medikamente erforscht werden. So haben Target-Therapien mit EpCAM in
klinischen Studien bereits Anwendung gefunden. Das Ziel ist eine hochindividuelle

Therapie, die exakt den Eigenschaften des Tumors angepasst werden kann.

Neben den CTCs als Screening- und Prognoseparameter muss der Nutzen als
Verlaufsparameter evaluiert werden. Hierflr lauft in unserem Institut bereits eine
Studie, die klaren soll, wie sich die zirkulierenden Tumorzellen im Verlauf einer
Chemotherapie bei Patienten mit einem hormonrefraktdren PC verhalten.
Wichtiger Endpunkt der Studie ist die Evaluation der CTCs als Marker fur das
Frihansprechen der Chemotherapie.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

In Europa erkrankt jeder dritte Blrger an Krebs. Die dabei haufigste Tumorentitat
der mannlichen Bevolkerung Deutschlands ist mittlerweile das Prostatakarzinom.
Die Nachfrage bezuglich neuer Marker fir Friherkennung, Stadieneinteilung,
Verlaufskontrolle und Prognose ist demnach hoch. Zirkulierende Tumorzellen sind
schon lange bekannt und gelten als Voraussetzung fur invasives und metasta-
sierendes Tumorverhalten. Nachdem die zirkulierenden Tumorzellen bei der
Therapie des Mammakarzinoms bereits klinische Anwendung finden, haben sie
bezuglich des Prostatakarzinoms den Einzug in den klinischen Alltag noch nicht
erreicht. Ziel dieser Studie war die Evaluation der zirkulierenden Tumorzellen in
den verschiedenen Stadien des Prostatakarzinoms unter Miteinbeziehen klinischer
Parameter, der Metastasierungsart und Metastasenlast in metastasierten Stadien,
der Lebensqualitat sowie die Nutzbarkeit der zirkulierenden Tumorzellen als
Prognoseparameter. Hierfir wurde ein Studienkollektiv bestehend aus 15 gesun-
den Kontrollen, 20 Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinom,
40 Patienten mit einem metastasierten kastrationsrefraktaren Prostatakarzinom
und 15 Patienten mit einem metastasierten taxanrefraktaren Prostatakarzinom auf
zirkulierende Tumorzellen untersucht. Diese wurden mithilfe des CellSearch®

Systems durch immunomagnetische Selektion detektiert.

Zu den Ergebnissen z&hlt, dass das CellSearch® System in lokal begrenzten
Stadien des Prostatakarzinoms nicht anwendbar ist, da nur bei einem Patienten
mit einem lokal fortgeschrittenen Prostatakarzinom eine zirkulierende Tumorzelle
detektiert wurde. Ansonsten entsprach die Detektionsrate der der gesunden
Kontrollgruppe. Anders verhielt es sich bei den Patienten mit einem metastasierten
Prostatakarzinom, wo eine Detektionsrate von 84% erreicht wurde. Assoziations-
analysen zeigten einen Zusammenhang von zirkulierenden Tumorzellen mit dem
Vorhandensein von osséaren und viszeralen Metastasen, ohne dabei eine Aussage
Uber die Metastasenlast zu erlauben. Die einerseits fehlende Korrelation mit der
Tumorlast und die andererseits positive Korrelation mit der PSA-Verdopplungszeit
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lieRen uns darauf schlieBen, dass durch die H6he an detektierten Zellen eine
Einsicht in die intrinsische Tumorbiologie denkbar ist. Moéglicherweise spiegeln die
zirkulierenden Tumorzellen die Tumoraktivitdt wider. Darauf weist auch der in
dieser Arbeit nachgewiesene Zusammenhang der zirkulierenden Tumorzellen mit
der Laktatdehydrogenase und der alkalischen Phosphatase hin, die im Blut von
Patienten mit viszeralen und ossaren Metastasen erhoht vorliegen kénnen. Ein
weiteres Ergebnis dieser Arbeit ist der Zusammenhang der zirkulierenden
Tumorzellen mit der Lebensqualitat bei metastasierten Prostatakarzinompatienten.
Die Assoziation konnte zum einen fir die objektive Lebensqualitdt anhand des
ECOG-Status, zum anderen bezlglich der subjektiven Lebensqualitat mit
Schmerzen, dem selbst eingeschatzten Gesundheitszustand und der Tumor-
assoziierten Fatigue aufgezeigt werden. Ein Hauptziel dieser Studie war die
Evaluation der zirkulierenden Tumorzellen als prognostischer Marker fur das
Gesamtiuberleben. Es konnte gezeigt werden, dass bei einem Schwellenwert von
3 zirkulierenden Tumorzellen das Uberleben signifikant verkirzt war im Vergleich
zu Patienten mit weniger als 3 zirkulierenden Tumorzellen. Somit stellen die
zirkulierenden Tumorzellen fur Patienten mit einem metastasierten Prostata-

karzinom einen geeigneten Prognoseparameter dar.

Zusammenfassend konnte unsere Studie trotz einer relativ kleinen Patienten-
kohorte Belege dafur liefern, dass zirkulierende Tumorzellen als bedeutsamer
molekularer Marker fur Tumoraktivitat und Prognose, der zudem im klinischen
Alltag gut einsetzbar ist, geeignet sind. Unsere Daten stehen in Einklang mit friiher
veroffentlichten Ergebnissen, die letztendlich in den USA zur Zulassung des
CellSearch® Systems fur das metastasierte Prostatakarzinom gefuihrt haben. Fur
die Zukunft gilt es, die Informationen, die man aus den zirkulierenden Tumorzellen
gewinnen kann, fur die Entwicklung neuer hochindividueller Therapieanséatze zu
nutzen, um die Heilungschancen des haufigsten Tumors der mannlichen

westlichen Bevolkerung weiter zu verbessern.
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Abstract zur Publikation dieser Arbeit

6 ABSTRACT ZUR PUBLIKATION DIESER ARBEIT

Purpose To explore circulating tumor cell (CTCs) counts in different stages of
prostate cancer (PC) in association with tumor burden, metastatic pattern and
conventional serum biomarkers. Overall survival (OS) analyses were conducted

with respect to optimized CTC cutoff levels.

Methods CTC-counts were assessed in healthy controls (n=15) as well as in
locally advanced high risk (LAPC, n=20), metastatic castration resistant (INCRPC,
n=40) and taxan refractory (nTRPC, n=15) PC patients. CTCs were detected

using the CellSearch™System.

Results In mPC CTC-counts were significantly increased compared to LAPC
(p<0.001). In LAPC CTCs were at control level (p=0.66). Patients with both bone
and visceral lesions revealed the highest median CTCcount (p=0.004) whereas
patients with sole soft tissue metastases displayed CTC-counts comparable to
controls (p=0.16). No correlation was observed between CTC-counts and osseous
tumor burden assessed by bone lesion count (p=0.54) or bone scan index
(p=0.81). CTC-counts revealed a positive correlation with alkaline phosphatase
(p<0.001) and lactate dehydrogenase (p<0.001) as well as a negative association
with  hemoglobin (p=0.004) and PSA-doubling time (p=0.01). Kaplan-Meier
analyses demonstrated a cohort adjusted cutoff level of 3 CTCs with a shorter OS
in case of 23 CTCs compared to <3 CTCs (p=0.001), a cutoff level applicable in
MCRPC- (p=0.003) but not in mMTRPC-patients (p=0.054).

Conclusions CTC-counts are applicable as a prognostic molecular marker
especially in mCRPC-patients harbouring bone metastases with or without visceral
metastases. For clinical practice mPC patients with elevated CTC-counts in
combination with short PSA-DT, high AP- and LDH-levels as well as low
hemoglobin levels are at high risk of disease progression and limited OS.

Keywords Biomarkers; CellSearch™System; Circulating tumor cells; CTCs;

Prostate cancer; Immunomagnetic capture.
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