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Kurzreferat:

Tumorspezifische Biomarker sind fur Patienten mit malignen Erkrankungen von immenser
Bedeutung. Im Rahmen der personalisierten Medizin haben zirkulierende Tumorzellen (CTCs)
das Potential sowohl Stratifizierung als auch Monitoring einer zielgerichteten Krebstherapie zu
unterstltzen. Fur Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom (mPCa) ist diesbeziiglich
das prostataspezifische Membranantigen (PSMA) eine interessante Zielstruktur, insbesondere
vor dem Hintergrund neu aufkommender zielgerichteter PSMA-Therapien.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung und Verifizierung des PSMA-Nachweises auf CTCs
mittels CellSearch® sowie die ErschlieBung mdglicher Zusammenhange von PSMA-
Expressionen im Tumorgewebe und auf CTCs. Zudem wurde erstmals untersucht, inwiefern
sich Patienten hinsichtlich klinischer und laborchemischer Parameter bei unterschiedlichem
CTC-PSMA-Status unterscheiden. Diese Unterschiede wurden auch zwischen Patienten mit
prognostisch gunstiger (< 5) bzw. ungunstiger (2 5) CTC-Anzahl analysiert.

Im Rahmen der Studie erfolgte bei 30 Patienten mit mPCa eine CTC-Charakterisierung mittels
CellSearch®. Biopsiematerial des Primartumors und detektierte CTCs wurden auf PSMA
untersucht. Klinische und laborchemische Daten der Patienten wurden retrospektiv erhoben.

Die Studie zeigte, dass die individuelle PSMA-Expression von der Anzahl PSMA-positiver
Tumorzellen abhangt. Die PSMA-Expression im Primartumorgewebe korreliert negativ mit der
Expression auf CTCs im spateren Krankheitsverlauf. Mit steigender CTC-Anzahl nimmt
auBerdem die PSMA-Expression auf CTCs zu. Tendenziell hatten Patienten mit PSMA-
positiven CTCs oder prognostisch unglinstiger CTC-Anzahl hdhere Spiegel von alkalischer
Phosphatase und Laktatdehydrogenase. Diese Unterschiede waren jedoch aufgrund der
geringen Patientenzahl nicht signifikant.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Untersuchung von Primartumorgewebe
nicht geeignet erscheint, die PSMA-Expression auf CTCs im spateren Krankheitsverlauf
vorherzusagen. Die durchgefiihrte Studie bietet die Grundlage fur eine mogliche Stratifizierung
PSMA-gerichteter Therapien bei Patienten mit mPCa. Es ist mit dem CellSearch®-Verfahren
moglich CTCs zu detektieren und deren PSMA-Expression zu bestimmen. Patienten bei denen
Uberwiegend PSMA-negative CTCs nachgewiesen werden, profitieren mdglicherweise

weniger von PSMA-gerichteten Therapien.

Schlisselwdrter: Zirkulierende Tumorzellen (CTC), PSMA, Prostatakarzinom, Biomarker
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1. Einfihrung
1.1. Prostatakarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Das Prostatakarzinom (PCa) ist der haufigste maligne Tumor des Mannes in Deutschland. Im
Jahre 2014 betrug die Anzahl der Neuerkrankungen ca. 57.370 und soll prognostisch auf etwa
60.700 anwachsen (Jahr 2018). Die Anzahl an diagnostizierten Neuerkrankungen wird
vermutlich wegen des demografischen Wandels mit zunehmend alternder Bevolkerung in den
folgenden Jahren weiterhin steigen. Im internationalen Vergleich zeigen im europaischen
Raum Schweden und Finnland die hdochsten Inzidenzraten [1]. Weltweit kommt es jedes Jahr
zu uber 1,1 Millionen Neuerkrankungen, sowie 300.000 Prostatakarzinom-spezifischen
Todesfallen [2]. Innerhalb verschiedener ethnischer Gruppen eines Landes bestehen dabei
zum Teil Unterschiede in der Neuerkrankungsrate. In den USA beispielsweise, wo weltweit die
hdchste Inzidenzrate von 124,8 Neuerkrankungen pro 100.000 Manner besteht, konnte dieses
Gefélle gut gezeigt werden. Bei US-Birgern mit weiRem Hautkolorit konnte eine Inzidenz von
107,8 (pro 100.000 Manner) ermittelt werden, wéahrend die Inzidenz bei afroamerikanischen
US-Blrgern dagegen bei 185,4 lag [3]. Im Vergleich ist das PCa zwar ein eher langsam
wachsender Tumor, forderte allerdings aufgrund der absoluten Haufigkeit 13.704 Todesfalle
im Jahr 2014 und positioniert sich damit direkt hinter dem Bronchialkarzinom an zweiter Stelle
bei den Tumor-bedingten Sterbeféllen in Deutschland. Die altersstandardisierte Sterberate ist
in Deutschland in den letzten 25 Jahren zunehmend zurlickgegangen. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt derzeit bei 72 Jahren, wobei die relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei
ungefahr 91 % liegt [1]. In den westlichen Industrieldndern haben Manner ein Risiko von
40 % an einem PCa zu erkranken, wobei davon 10 % symptomatisch werden und etwa 3 %

tatséchlich daran versterben [4].

1.1.2. Risikofaktoren / Atiologie

Zu den anerkannten Risikofaktoren fur das PCa zahlen das Alter, die Zugehdrigkeit zu
bestimmten ethnischen Gruppen sowie eine familidre Disposition [3, 5-7]. Neben diesen
unbeeinflussbaren Risikofaktoren scheinen allerdings auch andere Faktoren wie Erndhrung
[8], korperliche Betéatigung und sexuelle Aktivitdt [9] bei der Tumorgenese des PCa eine Rolle
zu spielen.

Als wahrscheinlich wichtigster Risikofaktor gilt das Alter. Zwar bestehen international
Unterschiede beztiglich der Inzidenz in einzelnen Altersgruppen, doch konnte sehr konsistent
gezeigt werden, dass die Neuerkrankungsrate mit dem Alter weltweit zunimmt [3]. Aul3erdem
ist beim PCa die Erkrankungswahrscheinlichkeit bei familiarer Disposition erhdht. Dies zeigte
die Auswertung von Registerdaten. Der Sohn eines an einem PCa erkrankten Mannes hat im

Vergleich zur Allgemeinbevoélkerung ein Uber zweifach erhdhtes Risiko (HR 2,1), ebenfalls ein



PCa zu entwickeln [5, 7]. Ein &hnlicher Zusammenhang bezlglich des Auftretens von PCa
konnte auch unter Brudern festgestellt werden. Das relative Risiko ist dabei unter Bridern
geringflgig hoher als bei der Vater-Sohn-Konstellation [7]. Pathophysiologisch liegen hier
wahrscheinlich vererbte Polymorphismen und Mutationen einer Vielzahl von Genen vor. Zum
Beispiel ist die Variante G84E des Gens HOXB13 signifikant assoziiert mit der hereditaren
Form des PCa [10]. Zuséatzlich scheint die Hohe des Gleason Score proportional mit dem
Erkrankungsrisiko des Familienmitgliedes einherzugehen [6]. Weltweit betrachtet weist die
asiatische Bevolkerung die niedrigsten Inzidenzraten auf. Asiaten, die nach Nordamerika oder
Europa immigrieren, haben ein erhdhtes Erkrankungsrisiko. Da sich die Inzidenzraten
allerdings nicht vollstandig angleichen, scheint neben den Ubernommenen ,Life Style®
Faktoren, wie Ernahrung und weiteren Umwelteinflissen, die ethnische Zugehorigkeit ein
wesentlicher Einflussparameter zu sein [11, 12]. Wie auch bei anderen Tumorerkrankungen
liegt die Vermutung nahe, dass die Erndahrung bzw. einzelne Komponenten der Nahrung
ebenfalls das Risiko fur ein PCa beeinflussen kdnnen. Derzeit existieren diverse Studien, die
einen mdoglichen Zusammenhang von hohem Calcium- und Phosphatkonsum und dem
erhohten Risiko fur ein PCa vermuten lassen [13, 14]. Ein weiterer Faktor stellt eine chronische
Entziindung dar, wie sie beispielsweise im Rahmen einer STD (sexual transmitted disease)
auftreten kann. Hier scheint es eine positive Korrelation zwischen der Entstehung eines PCa

und einer chronischen Prostatitis zu geben [9].

1.1.3. Pathologische Aspekte

Bei dem PCa kann zwischen einem latenten, inzidentellen und okkultem PCa differenziert
werden. Das latente PCa stellt einen Zufallsbefund bei der Autopsie des Patienten dar und trat
vor dem Tod Kklinisch nicht in Erscheinung. Werden Patienten initial aufgrund anderer
Beschwerden der Prostata therapiert und hierbei eine Gewebeentnahme (z.B. wahrend einer
transurethralen Resektion der Prostata- TURP) durchgefiihrt, welche die Diagnose PCa ergibt,
handelt es sich um ein inzidentelles PCa. Okkulte PCa treten durch die Feststellung von
Metastasen in Erscheinung, wobei der Primartumor noch nicht erkannt wurde [15]. Mit ca. 70
bis 75 % liegt der bedeutende Grof3teil der PCa in der peripheren Zone der Prostata. Die
restlichen PCa treten normalerweise in der Transitionalzone (auch Ubergangszone genannt)
auf. Karzinome die von Zellen der periurethralen Zone ausgehen kommen nur sehr sporadisch
vor [16]. Zu 95 % handelt es sich beim PCa um ein epitheliales Adenokarzinom. Daneben
existieren eine Vielzahl von anderen malignen Neoplasien der Prostata, wie beispielsweise
das muzindse oder das duktale Adenokarzinom, das Plattenepithelkarzinom der Prostata
sowie Tumoren mit neuroendokriner Differenzierung [17]. Vorlaufer malignen
Prostatagewebes stellen die atypische adenomatdse Hyperplasie (AAH), die atypische
mikroglanduléare Proliferation (auch ASAP) und die prostatische intraepitheliale Neoplasie

(PIN) dar. Die AAH beschreibt verdachtige Gewebeareale, die nach neueren Vermutungen im



Zusammenhang mit der PIN stehen [18]. Bei der ASAP (atypical small acinar proliferation)
handelt es sich um ein Areal mit suspekter Drisenarchitektur, welches nicht durch
mikroskopische und immunhistochemische Charakteristika konkret als benigne oder maligne
eingestuft werden kann [19]. Die PIN hingegen bezeichnet definitionsgemald einen
regelrechten Aufbau prostatischer Drisen mit vereinzelt dysplastischen Zellen. Je nach Anzahl
entdifferenzierter Zellen und deren Morphologie wird zuséatzlich zwischen einer low und einer
high-grade PIN unterschieden. Insbesondere die high-grade PIN gilt als direkte Vorstufe des
Adenokarzinoms der Prostata und wird daher als Prakanzerose eingeschatzt. Allerdings
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Karzinome auch ohne PIN entstehen kénnen [20, 21].
Werden in einer Stanzbiopsie high-grade PIN oder ASAP gefunden, wird spéter dringend zu
einer erneuten Biopsie geraten, da hier das Risiko bei bis zu 47 % liegt, dass ein PCa im
Verlauf diagnostiziert wird [22]. Morphologisch kommt es bei den entarteten Zellen des
Adenokarzinoms zum Verlust der Polaritat, d.h. es sind keine driisentypischen Basalzellen zu
finden, die sonst immunhistologisch tber Zytokeratine angefarbt werden kénnen [23].

Der Gleason Score (GS) stellt das weltweit am haufigsten verwendete Grading System des
Adenokarzinoms der Prostata dar. Er geht auf den amerikanischen Pathologen Dr. Donald F.
Gleason und Kollegen der Veterans Administration Cooperative Urological Research Group
(VACURG) zurlick, welche dieses prostataspezifische Grading in den 1960er und 1970er
Jahren entwickelten [24]. Es basiert auf den Anordnungsmustern von Tumorzellen
(Drisenmuster) im histologischen Schnitt, anhand derer auf den Differenzierungsgrad sowie
auf die Prognose der Erkrankung riickgeschlossen werden kann [25]. Der Grad der
Differenzierung wird zunachst nach morphologischen Gesichtspunkten beurteilt und einer
Ziffer von 1 bis 5 zugeteilt. Ein hoherer Ziffernwert bedeutet eine starkere Entdifferenzierung.
Durch die Addition zweier Werte wird letztlich der GS gebildet. Ab einem GS von 3 handelt es
sich um ein PCa. Es muss allerdings zwischen einer Stanzbiopsie und einer entfernten
Prostata nach radikaler Prostatektomie (RP) unterschieden werden. Im Falle einer
Stanzbiopsie werden bei Begutachtung der Proben der quantitativ am haufigsten
anzutreffenden Grad mit dem am starksten entdifferenzierten Grad addiert. Dagegen werden
nach RP die beiden quantitativ haufigsten Grade addiert [26]. Der GS hat eine hohe
Vorhersagekraft fur das krankheitsspezifische Uberleben nach Prostatektomie und ist einer
der wichtigsten prognostischen Faktoren fir den Krankheitsverlauf sowie das
Therapieansprechen [27].

Die lymphogene Metastasierung kann sowohl in regiondre als auch in extraregionare
Lymphknoten erfolgen. Hamatogen siedeln sich Tumorzellen als Fernmetastasen auch in
anderen Organen ab. Prostatakarzinomzellen gelangen haufig retrograd in den pravertebralen
Venenplexus und bilden daher in erster Linie osteoblastische Metastasenherde im

Knochengewebe von Becken, Wirbelsaule und Femur [15].



1.1.4. Diagnostik und klinisches Staging

Das PCa wird oft erst relativ spat symptomatisch [28]. Eine Friherkennung erfolgt haufig im
Rahmen der Vorsorgeuntersuchungen fir Manner ab dem 45. Lebensjahr. Dabei kénnen bei
der digitalen rektalen Untersuchung (DRU) zu Beginn tastbare, lokalisierte, derbe Areale an
der sonst prall-elastischen Prostata auffallen. Spater kann man eventuell eine derbe,
asymmetrische (schmerzlose) Prostata tasten. Mit Progredienz der Erkrankungen kommen
hingegen Symptome hinzu. Bei Wachstum mit einer Volumenzunahme im Bereich des
Urethralumens kann es zur Einengung kommen und somit zu dysurischen Beschwerden mit
Abnahme des Harnstrahls, Pollakisurie und Drangsymptomatik bis hin zum Harnverhalt mit
konsekutiver Harnstauung. Eine Infiltration der Sphinktermuskulatur des Miktionsapparates
geht mit einer Harninkontinenz einher. Auflerdem konnen erektile Dysfunktion sowie
Hamaturie und Hamatospermie infolge von GefalRarrosionen oder Nerveninfiltration auftreten.
Schmerzen im Bereich des Beckens oder der lumbalen Wirbelséule deuten auf eine bereits
stattgefundene ossére Metastasierung hin. Daneben kann es gelegentlich auch zu
Lymphodemen der unteren Extremitaten oder anderen Beeintréchtigungen wie Andmie und
Leistungsminderung kommen [29].

Der etablierte Tumormarker des PCa ist derzeit das prostataspezifische Antigen (PSA) und
wird sowohl beim Screening, als auch zur Verlaufskontrolle bei erkrankten Patienten
verwendet [30]. Es ist eine Serinprotease, die zu den Kallikreinen zéhlt (KLK3). Die Synthese
findet im Driusenepithel der Prostata statt und unterliegt einem androgenabhangigen
Synthesemechanismus. Aktivierte Androgenrezeptoren (AR) fungieren als
Transkriptionsfaktoren fur das KLK3-Gen und filhren so zur vermehrten Synthese des PSA
[31]. Die Hauptfunktion besteht in der Verflissigung des Ejakulates [32]. Da das PSA lediglich
in der Prostata produziert wird, ist es zwar organspezifisch, jedoch nicht tumorspezifisch. Es
ist daher logischer beim PSA von einem Organmarker zu sprechen und nicht von einem
Tumormarker. Erh6hungen des PSA-Wertes im Blut kdnnen demzufolge ebenso durch eine
benigne Prostatahyperplasie (BPH), eine Prostatitis oder eine mechanische Stimulation
provoziert werden [33]. Als allgemeiner Grenzwert fir das Gesamt-PSA gelten 4 ng/ml im Blut.
Werte dartber hinaus sollten nach 6-8 Wochen kontrolliert werden. Bei bestatigter PSA-
Erhéhung ist eine Prostata-Biopsie in Erwagung zu ziehen [34]. Bislang konnte die
Bestimmung des PSA-Wertes im Rahmen der Friherkennung keinen eindeutigen positiven
Einfluss auf das Gesamtiberleben und die prostatakarzinomspezifische Mortalitat zeigen,
wenngleich in diversen Studien der Anteil diagnostizierter PCa in der Screening-Gruppe
signifikant hoher war, als in der Kontrollgruppe [35, 36]. Daher kann es durch ein
unselektioniertes Screening zu einer Vielzahl von Uberdiagnosen und damit verbundenen
unnétigen Uberbehandlungen mit unerwiinschten Nebenwirkungen (Inkontinenz, Impotenz)

kommen [37]. Eine schwedische Studie zeigte eindricklich, dass der Nutzen der
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Friherkennung mittels PSA-Screening kritisch zu hinterfragen ist. Um einen Todesfall durch
PCa zu verhindern, mussten 293 Méanner gescreent werden, was aber gleichzeitig zu zwolf
Uberbehandlungen fiihrte [38]. Obwohl die Datenlage eher gegen den Nutzen des Screenings
mittels PSA spricht, wird es (auch aufgrund mangelnder Alternativen) routinemafig im
klinischen Alltag eingesetzt. Die Empfehlung der aktuellen deutschen Leitlinie bezuglich des
PSA Tests lautet, Manner ab dem 45. Lebensjahr mit einer Lebenserwartung von lber zehn
Jahren dahingehend kritisch zu informieren [34].

Um ein umfassendes klinisches Bild des Patienten hinsichtlich des Stadiums der Erkrankung
zu erhalten wird ein klinisches Staging durchgefuhrt, bei welchem die lokale
Tumorausdehnung (T), der Lymphknotenstatus (N) sowie eine stattgefundene (sichtbare)
Metastasierung (M) in Knochen oder anderen Organe beurteilt wird. Im Folgenden werden die
einzelnen diagnostischen Staging-Methoden naher erlautert.

Die digital rektale Untersuchung (DRU) kann bei auffélligem Befund erste Hinweise auf einen
Tumor der Prostata liefern. 18 % aller diagnostizierten PCa fallen zunachst durch eine DRU
auf (unabhangig vom PSA). Ab einem Volumen von mindestens 0,2 ml kann ein Tumor
maoglicherweise ertastet werden [39]. Bei suspekten Tastbefunden erfolgen genauere
Untersuchungen, wie zum Beispiel der transrektale Ultraschall (TRUS). Dieser wird
hauptséchlich bei suspekten Tastbefunden der Prostata oder nach mehreren erhéhten PSA-
Werten (> 4 ng/dl) in Vorbereitung der eventuell spater notwendigen Biopsie durchgefiihrt [40].
Bei fortgeschrittenem Krankheitsverlauf kann eine lokale Tumorinfiltration von
Nachbarstrukturen wie den Samenblaschen oder der Harnblase durch den TRUS erkannt
werden [41]. Die Biopsie dient zur Sicherung der Karzinomdiagnose und erfolgt in der Regel
transrektal. Mit mindestens 10 Stanzzylindern werden systematisch Gewebeproben aus allen
Bereichen der Prostata entnommen [40].

Fur das weitere Staging nach Tumordiagnose kénnen zuséatzlich bildgebende Verfahren
eingesetzt werden. Die Computertomographie (CT) eignet sich insbesondere zur Diagnostik
eines organuberschreitenden Tumorwachstums, der Infiltration von Nachbarorganen, einer
Fernmetastasierung in viszerale Organe (Leber, Lunge, Gehirn) sowie von Metastasen in
iliakalen, inguinalen und retroperitonealen Lymphknoten. Zur genaueren Darstellung der
Randbereiche der Prostata und des Beckens kann auch eine Magnetresonanztomographie
(MRT) durchgefuihrt werden. Eine Ganzkdrper-Skelettszintigrafie dient der Detektion von
Knochenmetastasen [41]. Bei Verdacht auf ein Tumorrezidiv nach priméar kurativer Therapie
(Operation, Bestrahlung) kann seit einigen Jahren auch die PSMA-PET/CT
(prostataspezifisches Membranantigen Positronen-Emissions-Tomographie) durchgefihrt
werden. Bei dieser Technik kann die Kombination aus Funktions- und Bildanalyse

Stoffwechselprozesse und PSMA-reiches Gewebe im Korper darstellen. Nach aktueller
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Leitlinie sollte ein PSMA-PET/CT nur eingesetzt werden, wenn sich eine therapeutische
Konsequenz daraus ergibt [34].
Das PCa wird abschliel3end in verschiedene Stadien anhand der TNM Klassifikation der Union

internationale contre le cancer (UICC) eingeteilt (siehe Tabelle 1).

1.1.5. Therapie des metastasierten kastrationsnaiven PCa

Das metastasierte kastrationsnaive PCa (mMCNPCa) erfordert per Definition das Vorliegen von
Metastasen in Lymphknoten, Knochen und/oder viszeralen Organen und stellt somit Stadium
IV nach UICC dar. In diesem Erkrankungsstadium ist die Therapie als palliativ anzusehen.
Nach aktueller Leitlinie kann mit einer Androgendeprivationstherapie (ADT) begonnen. Das
Prinzip der priméren hormonablativen Therapien stitzt sich darauf, dass die Drisenzellen der
Prostata u.a. testosteronabhangig wachsen. Adenokarzinome, die aus diesen Zellen
hervorgehen, kdnnen dieselbe Eigenschaft aufweisen und daher durch Testosteronentzug
gehemmt werden. Im Verlauf einer Therapie kann es jedoch durch Anpassungsmechanismen
des Tumors zu einer Resistenz kommen. Es konnte eine Korrelation zwischen Tumorprogress
und einem Anstieg der Androgenrezeptor- mRNA (messenger ribonucleic acid) mit
konsekutiver Zunahme intrazellularer Androgenrezeptoren (AR) beobachtet werden. Die
pathophysiologischen Mechanismen beruhen auf Mutationen, die zu veréanderten Funktionen
der AR flhren [42]. Bei den hormonablativen MaRnahmen ist das primére Ziel zunachst die
Kastration, wobei das Kastrationslevel bei einem Serumtestosteronwert von < 5 ng/dl liegen
sollte. Dies kann sowohl medikamentds als auch chirurgisch mittels Orchiektomie erfolgen
[29]. Die primare ADT kann Giber LHRH-Analoga (luteinisierendes Hormon Releasing-Hormon)
wie z.B. Goserelin, Buserelin, Leuproline oder Antagonisten (z.B. Degarelix, Abarelix) erfolgen.
Bei Gefahr von spinalen Komplikationen, wie einer Myelokompression, wird hingegen
aufgrund des schnelleren Erreichen des Kastrationslevels ohne vorherigen passageren
Anstieg des Testosterons die bilaterale Orchiektomie oder die Therapie mit LHRH-
Antagonisten empfohlen [27]. Die Gabe von LHRH-Analoga wird am haufigsten eingesetzt
und fohrt durch dauerhaft unphysiologisch hohe Spiegel des Hormons im Blut zur
Unempfindlichkeit korrespondierender Rezeptoren (Desensibilisierung) der Hypophyse und
damit zur Hemmung der Gonadotropin-Sekretion. Durch den Abfall der Testosteronproduktion
erklaren sich die Nebenwirkungen wie Osteoporose, Abnahme von Muskelmasse, Libido
sowie Sexualfunktion, Fatigue, Hitzewallungen und andere [29]. Mittels LHRH-Agonisten kann
durchschnittlich nach 2-4 Wochen das Kastrationslevel erreicht werden [43]. Dies gelingt bei
ungefahr 10 % der Patienten nur unzureichend [44]. Regelmalig kommt es durch den
vorribergehenden Testosteronanstieg zu Beginn der LHRH-Therapie zum flare-up
phenomenon. Dies wird insbesondere bei ausgedehnter Metastasierung durch vermehrten
Knochenschmerz, seltener durch Nierenversagen, spinaler Myelokompression, akuten

Harnverhalt, erhdhter Koagulabilitét oder kardiovaskulare Ereignisse bemerkbar [45].
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Tabelle 1 TNM Klassifikation des PCa [46]

Stadium

Beschreibung

Tx

Es kann keine Aussage zur Ausdehnung des Primartumors getroffen werden.

T1

Der Tumor ist klein und nicht tastbar. Er wird zuféllig im Rahmen einer
Prostataoperation wegen BPH oder erhthter PSA-Werte gefunden
(Inzidentaltumor).

Tla

Der Tumor befallt weniger als 5 % des Gewebes.

T1lb

Der Tumor befallt mehr als 5 % des Gewebes.

Tic

Der Tumor wurde durch eine Nadelbiopsie diagnostiziert.

T2

Der Tumor liegt noch innerhalb der Prostatakapsel.

T2a

Der Tumor beféllt weniger als 50 % eines Seitenlappens.

T2b

Der Tumor beféllt mehr als 50 % eines Seitenlappens.

T2c

Der Tumor beféllt beide Seitenlappen.

T3

Der Tumor hat sich Uber die Prostatakapsel hinaus ausgebreitet.

T3a

Der Tumor hat sich Uber die Prostatakapsel ausgebreitet ohne die Samenblase
zu befallen.

T3b

Der Tumor hat sich Uber die Prostatakapsel ausgebreitet und befallt die
Samenblase.

T4

Der Tumor hat Nachbarstrukturen befallen (infiltriert) oder ist fixiert (nicht
verschieblich).

NX

Es kann keine Aussage zu regiondren Lymphknotenmetastasen getroffen
werden.

NO

Keine Metastasen in den regionaren Lymphknoten.

N1

Metastasen in regionaren Lymphknoten.

MO

Keine Fernmetastasen nachweisbar.

M1

Der Tumor hat Fernmetastasen gebildet.

Mla

Metastasen in anderen Lymphknoten (nicht regionare Lymphkoten).

M1b

Metastasen in den Knochen.

Mlc

Metastasen in anderen Organen und/oder Strukturen.

Tabelle 2 UICC Stadium des PCa [46]

UICC - Stadium TNM
I Bis T2a
Il T2b oder T2c
1 T3
\% T4 oder N1 oder M1
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Zur Vermeidung dieses Phanomens kann insbesondere bei hoher Metastasenlast die parallele
Gabe eines nichtsteroidalen Antiandrogens (z.B. Bicalutamid) zur Blockung der
Testosteronwirkung am Androgenrezeptor erfolgen. Vielfach werden bei geringer
Metastasenlast auch nur Antiandrogene zur Therapie eingesetzt, da diese den
Testosteronspiegel im Blut erhalten und folglich im Vergleich zur Kastrationsmethode ein
geringeres Nebenwirkungsprofil bezlglich Leistungsfahigkeit und Sexualfunktion zeigen.
Nachteilig ist allerdings, dass es zu einer vergleichbar kirzeren progressionsfreien
Uberlebenszeit kommt [47]. Eine friihzeitige ADT wird insbesondere Patienten mit einem
symptomatischen metastasierten PCa (mPCa) empfohlen, da statistisch das progressionsfreie
Uberleben gesteigert sowie die therapiebedingten Langzeitkomplikationen reduziert werden
kénnen [48].

Ziel der bilateralen subkapsularen Orchiektomie ist es, das hormonaktive (Testosteron
bildende) Gewebe zu entfernen und dabei den Nebenhoden, Samenstrang und die Tunica
albuginea im Skrotum zu belassen. Abgesehen von allgemeinen Operationsrisiken, wie
Wundheilungsstorungen oder Infektionen, kann es hierbei zu einem Hamatom innerhalb der
Hodenhillen kommen [49]. Die Vorteile dieser Operation bestehen, wie bereits oben erwahnt,
in der besonders rasch einsetzenden Wirkung und der sehr geringen Operationsmorbiditat.
Zudem stellt sie eine zuverldssige und kostengunstige Option bei fraglich adharenten
Patienten dar [50]. Andererseits ist die Operation nicht umkehrbar und somit dauerhaft.
Abgesehen davon verbleibt eine Restproduktion von Androgenen in der Nebennierenrinde.
Neuere Studien wiesen einen deutlichen Uberlebensvorteil fir mCNPCa-Patienten mit
erhdhtem Risiko (hohe Metastasenzahl, viszerale Metastasen, hoher GS) nach, wenn diese
primar neben der ADT eine Chemotherapie mit Docetaxel (CHAARTED-Studie, STAMPEDE-
Studie) oder eine Therapie mit Abirateron, einem Androgensyntheseinhibitor der neuen
Generation, erhalten haben (LATITUDE-Studie) [51-53].

1.1.6. Therapie des metastasierten kastrationsresistenten PCa

Kommt es zu einer bildmorphologischen (radiologischen) Progression der Erkrankung oder
einem Anstieg der PSA-Werte (biochemische Progression) trotz ausreichender ADT (d.h.
Serumtestosteronspiegel < 5 ng/dl) spricht man von einem metastasierten
kastrationsresistenten PCa (MCRPCa) [54]. Die biochemische Progression ist durch einen
dreimaligen PSA-Anstieg in wéchentlich aufeinanderfolgenden Messungen definiert, wobei ein
Wert Uber 50 % des PSA-Nadir bei einem PSA > 2 ng/ml liegt. Eine radiologische Progression
liegt vor, wenn zwei oder mehr neue L&sionen im Knochen oder eine Vermehrung von
viszeralen Metastasen gemal? RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors)
Kriterien in einer Bildgebung erkennbar sind. Die alleinige Zunahme einer

krankheitsbezogenen Beschwerdesymptomatik unter der ADT zahlt hingegen nicht als
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Charakteristikum fur ein mCRPCa [27]. Wahrend bis vor ungeféahr 10 Jahren kaum effiziente
Therapiemdglichkeiten flr solche Patienten existierten, gibt es heute eine Vielzahl von

Optionen. Zu den am haufigsten eingesetzten Substanzen zahlen

Sipuleucel T (in Deutschland derzeit nicht verfligbar),
Abirateronacetat,

Enzalutamid,

Docetaxel (sowie andere Taxane) und

Radium-223.

S

Die individuell optimale Therapiesequenz fiir den Patienten ist bislang, aufgrund mangelnder
Studiendaten und pradiktiver Marker, schwer zu ermitteln. Bei asymptomatischen oder gering
symptomatischen Patienten kann ein abwartendes Vorgehen indiziert sein, solange die
Tumorlast gering und die Progredienz sehr langsam ist. Andernfalls kann eine Therapie mit
Abirateron, Enzalutamid oder Docetaxel begonnen werden. Ist der Patient mit einem mCRPCa
bereits symptomatisch und bereits mit 2 Medikamenten vortherapiert, kann auch eine Therapie
mit Radium-223 bei ossarer Metastasierung erwogen werden. Zur Osteoprotektion
(Knochenschutz zur Vermeidung von Komplikationen ossarer Metastasen) wird die zusatzliche
Gabe von Bisphosphonaten (z.B. Zoledronsdure) oder Denosumab in Kombination mit Vitamin
D und Calcium empfohlen [34].

Auch wenn in Deutschland derzeit nicht zugelassen, ist Sipuleucel T ein interessanter
Therapieansatz. Das Medikament gehort zu den therapeutischen Krebsimpfstoffen und ist
allgemein den Immuntherapien zuzuordnen. Dazu werden dem Patienten aktivierte
mononukledre Zellen retransfundiert, welche zuvor dem peripheren Blut entnommen und mit
einem rekombinanten Fusionsprotein inkubiert wurden. Das Fusionsprotein beinhaltet ein
Prostataantigen (prostatische saure Phosphatase) sowie den Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-stimulierenden-Faktor. Dadurch sollen die Immunzellen des Kdrpers gezielt auf das
Karzinom aufmerksam gemacht werden. In einer Placebo-kontrollierten Phase Il Studie
konnte die Therapie mit Sipuleucel T die mittlere Uberlebenszeit um ca. 4,1 Monate verbessern
(25,8 vs. 21,7 Monate). Allerdings war kein Effekt auf die progressionsfreie Uberlebenszeit zu
beobachten [55, 56].

Abirateronacetat (kurz Abirateron) ist ein Pharmakon aus der Klasse der Steroide und fir die
Therapie des mCRPCa in Kombination mit Prednison bei asymptomatischen oder mild
symptomatischen Patienten zugelassen. Zunachst nur als Folgetherapie nach Chemotherapie
zugelassen, ist die Gabe des Medikamentes aufgrund neuer Studienergebnisse auch bei
chemonaiven Patienten madglich [34]. Das Wirkprinzip beruht auf einer irreversiblen Hemmung
des Enzymes Cytochrom P450cl17 (CYP17 - 17a-Hydroxylase/C17,20-Lyase), welches
Progesteron und Pregnenolon in die Androgene Dehydroepiandrosteron und Androstendion

umwandelt. Eine Blockade des CYP17-Enzyms filhrt somit zur Reduktion der extratestikularen
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Androgenproduktion. Prednison wird zur Hemmung der kompensatorisch einsetzenden
Uberproduktion an Mineralokortikoiden in der Nebennierenrinde gegeben [57]. Die Therapie
mit Abirateron konnte beispielsweise in einer grol3 angelegten prospektiven Studie (COU-AA-
302) mit 1088 Patienten verschiedene positive Effekte zeigen. Unter anderem konnte neben
einer Verbesserung des Gesamtiberlebens um 4,4 Monate eine Verlangerung der
progressionsfreien Uberlebensrate um 8 Monate verzeichnet werden [58]. Die Patienten der
Verumgruppe brauchten aulerdem erst spater im Krankheitsverlauf Opioide zur Kontrolle der
Tumor-assoziierten Schmerzen und zeigten eine geringere Einschrankung des Performance
Status (ECOG). Zudem konnte eine Verlangsamung der PSA-Progression und ein Aufschub
der Chemotherapie erreicht werden, was insgesamt in dem mit Abirateron behandelten
Patientenkollektiv eine hohere gesundheitsbezogene Lebensqualitdt zur Folge hatte. Im
Gegensatz dazu stehen unerwiinschte Nebenwirkungen, die hauptsachlich die Leber, das
Herz und den Mineralhaushalt (Hypokaliamie, periphere Odeme) betreffen [59].

Enzalutamid z&hlt zu den neuartigen nichtsteroidalen Antiandrogenen. Es inhibiert den AR-
Signalweg, indem kompetitiv die Bindung der Androgene an den AR Dblockiert, die
Translokation aktivierter Rezeptoren in den Nukleus unterbunden und deren Bindung an die
DNA gehemmt wird. Zugelassen ist es bei Patienten mit mCRPCa nach unzureichender ADT
oder einer progressiven Erkrankung trotz Docetaxel basierter Chemotherapie [60]. In diversen
Studien konnten Vorteile der Therapie mit Enzalutamid gegeniiber Placebo gezeigt werden.
Die Phase Ill - PREVAIL Studie ergab bei chemonaiven Patienten unter ADT eine signifikante
Verbesserung hinsichtlich des radiographischen progressionsfreien Uberlebens (nach 12
Monaten 65 % mit Enzalutamid vs. 14 % mit Placebo). Zudem konnte der Einsatz von
Chemotherapeutika durch Enzalutamid erheblich verzdogert werden (28 vs. 10,8 Monaten).
Weiterhin konnten positive Effekte in Bezug auf das Gesamtiiberleben bei Einnahme von
Enzalutamid nach vorangegangener Chemotherapie gegeniber Placebo gezeigt werden [61].
Im Verum-Arm kam es hingegen auch zu vermehrten unerwiinschten Arzneimittelwirkungen
(UAW). Zu den haufigsten UAW z&hlen Fatigue, Riickenschmerzen, Obstipationen/Diarrhden,
Arthralgien und Hitzewallungen [62].

Zu den Medikamenten mit zytotoxischer Wirkung, die beim PCa verwendet werden zahlen
Mitoxantron, Estramustin und Taxane. Mitoxantron gehort zur Gruppe der Anthrazykline und
hat zwei verschiedene Wirkmechanismen tber die es zum Zelluntergang fuhrt. Es kann mit
dem DNA-Strang interkalieren [63] und gleichzeitig das Enzym Topoisomerase Il hemmen.
Dieses wiederum besitzt eine Reparaturfunktion und lockert die DNA fir bevorstehende
Replikationsprozesse auf [64]. Bei Patienten mit symptomatischem mCRPCa konnte
Mitoxantron zusammen mit Prednison im palliativen Stadium das Serum PSA senken, die
Lebensqualitat verbessern und wurde (trotz bekannter Kardiotoxizitat) relativ gut vertragen.

Allerdings fuhrte die Applikation des Medikamentes nicht zu einer Lebensverlangerung [65].
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Estramustin ist chemisch betrachtet eine Kombination aus Ostrogenderivat und Alkylanz. Auch
die Gabe von Estramustin konnte gegentiber der Gabe eines Placebos einen PSA-Abfall
zeigen, bewirkte aber keine Lebensverlangerung und konnte den Krankheitsprogress nicht
verzdgern [66].

Die Gruppe der Taxane umfasst im Wesentlichen die fur die Therapie des PCa wichtigen
Substanzen Docetaxel, Paclitaxel und Cabazitaxel. Die Wirkung wird Uber eine Interaktion mit
dem Spindelapparat erzielt, welcher fur die Mitose unerlasslich ist. Der Abbau der Mikrotubuli
wird blockiert und damit die regelrechte Verteilung des Erbgutes in die Tochterzellen
verhindert. Es kann keine Zellteilung sattfinden. Folglich kommt es zur Apoptose, was
insbesondere sich schnell teilende Tumorzellen betrifft [67]. Docetaxel wird als Erstlinien-
Chemotherapie beim mCRPCa eingesetzt, da es eine signifikante Lebensverlangerung im
Vergleich zu den bisherigen Therapien erreichen konnte. In der Zulassungsstudie TAX 327
verglich man die wdchentliche und 3-wochige Applikation von Docetaxel/Prednison mit der
herkémmlichen Therapie bestehend aus Mitoxantron/Prednison alle 3 Wochen. Eine mediane
Uberlebenszeit von 16,5 Monate wurde in der Mitoxantron Gruppe erreicht, wahrend es bei
Patienten mit Docetaxel alle 3 Wochen 18,9 Monate bzw. Docetaxel wichentlich 17,4 Monate
waren. Zusatzlich konnte eine erhohte Rate an PSA Remissionen (250 % Reduktion des PSA-
Wertes Uber 4 Wochen), eine Reduktion von Schmerzen und eine bessere Lebensqualitat
verzeichnet werden [68]. Da entsprechende Studienergebnisse vorliegen, die die Gabe von
Docetaxel/Prednison alle 3 Wochen favorisieren, hat sich dieses Schema durchgesetzt [69].
Die SWOG 9916-Studie verglich hingegen Mitoxantron/Prednison mit der Gabe von
Docetaxel/Dexamethason und Estramustin jeweils alle 3 Wochen. Hier konnten ebenfalls
Daten erhoben werden, die auf einen Vorteil Docetaxel-basierter Chemotherapie hindeuten.
Es zeigte sich ein starkerer PSA-Abfall, eine ausgepragtere objektive Tumorresponse und eine
Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens sowie Gesamtiiberlebens [70]. Jedoch kam
es auch vermehrt zu Nebenwirkungen, insbesondere Leukozytopenien, Neutropenien,
Thrombozytopenien, Anamien, Fatigue, Mukositiden, Diarrhd, Ubelkeit/Erbrechen, Alopezien,
Myalgien, Polyneuropathien und allergischen Reaktionen [68]. Das neuere Taxan Cabazitaxel
konnte in Kombination mit Prednison als 2nd line Therapie bei Patienten mit mCRPCa im
Progress nach vorrangegangener Docetaxel basierter Chemotherapie ein verbessertes
Gesamtiiberleben zeigen [71]. Die Wirkung basiert moglicherweise auf der Uberwindung einer
Docetaxelresistenz [72, 73]. Im direkten Vergleich mit Docetaxel konnte fiir Cabacitaxel in der
Erstlinientherapie kein signifikanter Vorteil nachgewiesen werden [74].

Eine weitere Therapieoption beim mCRPCa ist die Applikation von Radium-223-Dichlorid
(Radium-223 oder auch Alpharadin). Radium-223 ist ein Alpha-Strahler und kombiniert als
.Radiopharmakon“ die Funktionsweise und Effekte einer Radiotherapie mit einer

Pharmakotherapie. Als Kalziummimetikum lagert es sich bevorzugt in Knochengewebe mit
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erhohtem Umsatz ein (osteoblastische Metastasen) und gibt dort hochenergetische
Alphapartikel mit kurzer Reichweite (weniger als 100um) ab. Diese verursachen durch die
emittierte energiereiche Strahlung unter anderem Doppelstrangbriiche in den umliegenden
Tumorzellen. Bei mangelnder Reparaturkompetenz fuhrt dies zum Zelluntergang und somit
zur Reduktion des Metastasengewebes [75]. Es ist seit Ende 2013 in Deutschland zugelassen
und eignet sich fir Patienten mit symptomatischen Knochenmetastasen ohne begleitende
Weichteilmetastasen. Zu den wichtigsten klinischen Effekten, die in der Placebo-kontrollierten
Phase Il Studie ALSYMPCA gezeigt wurden, zahlen eine Reduktion der ossar bedingten
Schmerzen, die Pravention bzw. Verzdgerung des Eintretens von symptomatischen
skelettalen Ereignissen (SSE) um 5,8 Monate und die Verlangerung des Gesamtuberlebens
um ca. 3,6 Monate (14,9 vs. 11,3 Monate) [76]. Die unerwinschten Nebenwirkungen von
Radium-223 sind selten und beschréanken sich zumeist auf das hAmatopoetische System, den
Gastrointestinaltrakt sowie Fatigue. Relativ haufig kommt es zu Thrombozytopenien, selten zu
Diarrh6, Ubelkeit und Erbrechen. Ferner wurden Panzytopenien und isolierte Neutro- sowie
Leukopenien festgestellt, wobei das Medikament sonst sehr gut vertragen wurde [77, 78].
Aufgrund neuerer Studiendaten mit Nachweis hoherer Frakturraten kann Radium-223 aktuell
nur noch nach 2 vorangegangenen anderen Therapien des mCRPCa (3rd line z.B. nach

Docetaxel und Abirateron) als alleinige Therapie neben der ADT eingesetzt werden [79].

1.1.7. Zielgerichtete PSMA-Therapien
Bei Patienten mit austherapiertem mCRPCa (in Studien auch in friiheren Stadien) kann eine
zielgerichtete PSMA-Therapie (prostataspezifisches Membranantigen) als experimentelles
Verfahren eingesetzt werden. Diese Therapieform macht sich den Umstand zunutze, dass
sowohl Primartumor als auch Metastasen haufig das Protein PSMA in hoher Konzentration
exprimieren [80, 81]. Am h&aufigsten kommen PSMA-Radioligand-Therapien (PSMA-RLT) zum
Einsatz.
Bei der PSMA-RLT sind kleine Molekile (z.B. PSMA-617) mit radioaktiven Liganden
gekoppelt. Dieser Komplex bindet an PSMA, wobei der radioaktive Ligand (z.B. Lutetium-177
kurz 7Lu) bei Zerfall B-Strahlung emittiert, was lokal zur Reduktion der Tumormasse fiihrt
[82]. Das derzeit am meisten verwendete Radiopharmakon ist ’Lu-PSMA; auch "’Lu-PSMA-
617. Die Kombination dieses Molekuls mit %8Ga (Gallium-68) wird als *"’Lu-PSMA I1&T (imaging
and therapy) bezeichnet. Die klinische Uberlegenheit eines dieser Pharmaka ist bislang noch
nicht nachgewiesen worden [83]. Aktuell wird die Indikation fir eine "’Lu-PSMA-RLT
aufgrund vieler Voraussetzungen eher selten gestellt. Nach der Deutschen Gesellschaft fur
Nuklearmedizin kann nach Prifung folgender Kriterien eine PSMA-RLT erfolgen [84]:

1. histologisch gesichertes PCa,

2. nicht resektable Metastasen,

3. Tumorprogress trotz leitliniengerechter Therapie,
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4. nachgewiesene PSMA-Expression des Tumors,
angemessener hamatologischer Status (Leukozytenzahl > 2,0 x 10% und
Thrombozytenzahl > 75 x 10°%/1),

6. normale oder leicht eingeschrankte Nierenfunktion (Kreatinin < 2 x oberer
Referenzwert),
ausreichende Leberfunktion (ASAT oder ALAT < 5 x oberer Referenzwert) und

8. letzte myelosuppressive Therapie > 6 Wochen.

Nach aktueller Studienlage stellt die PSMA-RLT eine moglicherweise Prognose-verbessernde
Therapieoption fir multimodal vorbehandelte Patienten mit mMCRPCa dar. Die aktuelle Evidenz
dieser Therapieform wird fast ausschliel3lich von retrospektiven Studien hergeleitet. Zu den
Vorteilen der PSMA-RLT gehoren insbesondere ein verlangertes Gesamtuberleben sowie ein
verlangertes progressionsfreies Uberleben [85, 86]. Zudem sind keine Kreuzresistenzen zu
Vorbehandlungen bekannt [87]. Ferner wird eine relativ gute Vertraglichkeit [88, 89] und sogar
eine analgetische Wirkung beschrieben [89].

Zu den potentiellen Nebenwirkungen zahlen neben einer Knochenmarks- und Nephrotoxizitat
Affektionen der Speicheldriisen im Sinne einer Xerostomie, auch wenn diese in bisherigen
Studien mit ¥’Lu-PSMA fast gar nicht beobachtet wurden [88]. Fur Patienten, die nicht auf
eine PSMA-RLT ansprechen, existiert als neue und experimentelle Therapiemodalitat die
targeted a-therapy (TAT). Bei dieser Therapieform ist der radioaktive Ligand Astat-211 (?*'At),
Actinium-225 (?2°Ac) oder Bismut 213 (?*3Bi). Der Zerfall fuhrt im Gegensatz zu der bislang
durchgefiihrten PSMA-RLT zur Emission von a-Strahlung. Der Vorteil dieser Therapie besteht
insbesondere in der kirzeren Reichweite der Strahlung, sodass die Nebenwirkungen
bezlglich der Hamatotoxizitat potentiell geringer ist [90]. Zudem besteht auch die Mdglichkeit
(im Gegensatz zu den small molecules) an PSMA-Antikdrper (z.B. J591) radioaktive Liganden
oder andere Wirkstoffe zu koppeln [91, 92].

1.2. Prostataspezifisches Membranantigen (PSMA)

PSMA, auch N-Acetyl-L-aspartyl-L-glutamatpeptidase | (NAALADase 1), Folathydrolase | oder
Glutamatcarboxypeptidase Il genannt, ist ein Membranprotein. Physiologischerweise wird es
hauptséchlich von epithelialen Prostatazellen, allerdings auch zum geringeren Prozentsatz
von Zellen des proximalen Tubulus der Niere, Gliazellen des Nervensystems und von
Enterozyten des Jejunums, exprimiert. Wahrend PSMA im Jejunum Funktionen fir den
Vitaminstoffwechsel Ubernimmt, hat es im Nervensystem vermutlich eher eine Bedeutung fur
den Glutamat-Stoffwechsel [93]. Weiterhin liel3 sich auch das Vorkommen von PSMA auf den
Endothelien von Gefal3en in verschiedenen soliden Tumoren nachweisen, welche durch
Neovaskularisation entstanden sind [94]. Das PSMA wurde als erstes mithilfe des
monoklonalen I1gG1 Antikorpers 7E11-C5.3 in einer Zellkultur entdeckt, die aus

androgenabhangigen Prostatakarzinomzellen (LNCaP) bestand [95]. Daher galt es auch als
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sensitiv und hochspezifisch fur Tumorzellen des Adenokarzinoms der Prostata [96-98]. Mit
dem Grad der Malignitat des PCa steigt ebenfalls bis zu einem gewissen Grad die Expression
des PSMA. So weist gesundes Prostatagewebe eine viel kleinere PSMA-Dichte auf als
Karzinome wund deren Metastasen [99]. In in vitro Experimenten konnte in
Prostatakarzinomzellen mit hohem PSMA-Gehalt ein erhéhter Folatspiegel festgestellt
werden, was theoretisch Vorteile fir die Proliferation bieten kénnte [100]. Zudem konnte
gezeigt werden, dass PSMA vermehrt nach ADT exprimiert wird [80]. Im klinischen Kontext ist
PSMA als Zielstruktur fir die PSMA PET/CT bedeutsam. Daneben basieren auch einige
neuere zielgerichtete Therapien auf einer Interaktion mit PSMA auf Tumorzellen (siehe 1.1.6.).
Wang et al. beschrieben erstmals, dass im Blut von Patienten mit PCa zirkulierende

Tumorzellen zu finden sind, welche sich auf PSMA anfarben lassen [101].

1.3. Zirkulierende Tumorzellen (CTCs)

Bei Patienten mit malignen Tumoren fllhren hauptsachlich die Metastasen zum ,krebs-
bezogenen“ Tod. Der Ubergang eines lokalen Tumors zur metastasierten Systemerkrankung
erfolgt Uber jene Tumorzellen, die sich aus ihrem Zellverbund I6sen und Uber Blut- oder
LymphgefalRe verschiedene Organe erreichen und dort Metastasen bilden. Nach der seed and
soil Theorie ist das Entstehen von Metastasen das Produkt von diversen Interaktionen
zwischen metastasierten Tumorzellen (seed) und dem Mikromilieu des Zielorgans (soil) [102].
Tumorzellen, die sich vom Priméartumor oder Metastasen ablésen und im Blut bewegen,
werden als zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor cells — CTCs) bezeichnet [103].
Aktuell findet die Detektion von CTCs eher im Bereich der Forschung statt. In mittlerweile
zahlreichen klinischen Studien wurden Patienten mit malignen Tumoren in fortgeschrittenen
Stadien eingeschlossen. Bei PCa Patienten konnten CTCs in lokalisierten sowie
metastasierten Stadien nachgewiesen werden. Dabei konnte eine signifikante Korrelation
zwischen der Anzahl der CTCs und der Prognose des Patienten gezeigt werden. Patienten im
UICC Stadium IV mit mehr als 4 CTCs pro 7,5 ml Blut haben ein signifikant kirzeres
progressionsfreies Uberleben sowie Gesamtiiberleben [104-106]. Ahnliches konnte auch
beim Kolorektalen — oder Mammakarzinom festgestellt werden. Derzeit erscheinen eine Fiille
von Studien, die zeigen, dass nahezu bei jeder Tumorentitdt CTCs detektiert werden kénnen
[107, 108].

1.3.1. Biologie der CTCs

Die Fahigkeit eines Tumors zu metastasieren, definiert ihn per se als malignen Tumor. Im
lokalisierten Stadium existiert eine Vielzahl von unterschiedlich charakterisierbaren
Tumorzellen, deren Fahigkeiten dem Tumor einen Wachstums- und Uberlebensvorteil bieten.
Die einzelnen pathophysiologisch relevanten Fahigkeiten und Merkmale von Tumorzellen

werden auch als Hallmarks bezeichnet [109]. Malignomen ist es durch Mechanismen wie der
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Synthese des VEGF (vascular endothelial growth factor) méglich, eine Angiogenese zu
induzieren. Dies unterstitzt einerseits die Versorgung der Tumorzellen mit Nahrstoffen und
ermdglicht andererseits den Kontakt zwischen entarteten Zellen und dem GefaRendothel. Der
Tumor wird somit potentiell zur hamatogenen Metastasierung befahigt. Eine Infiltration der
lymphatischen Gefalie resultiert demnach in einer méglichen lymphogenen Metastasierung
[109]. Diese neuen MikrogefalRe weisen allerdings haufig strukturelle Diskrepanzen auf, was
sich in labileren Endothelkontakten widerspiegelt. Dies erleichtert es Tumorzellen zu
emigrieren [110]. FUr die Metastasierung spielen eine Reihe weiterer Faktoren eine wichtige
Rolle um der einzelnen Tumorzelle eines Zellverbundes eine Ablésung, Zirkulation und
erneute Anheftung mit anschlieBendem Wachstum zu ermdglichen. Ein Modell der
Pathogenese beschreibt hierfur die Umwandlung des Phanotyps der Tumorzelle von epithelial
in mesenchymal [111]. Dafiir werden gezielt Zellprogramme eingeleitet, die Zell-Zell-Kontakte
trennen und die Polaritat von Zellen auflésen. Dieser Prozess der epidermal-mesenchymalen-
Transition (EMT) spielt physiologisch eine wichtige Rolle wahrend der Embryogenese,
Wundheilung sowie Geweberegeneration [112]; pathophysiologisch allerdings auch bei der
Metastasierung [113]. Fur die EMT sind eine Vielzahl von Biomarkern bzw.
Transkriptionsfaktoren bekannt, anhand derer sich Zellen hinsichtlich ihres epidermalen
(EpCAM, E-Cadherin) oder mesenchymalen (Vimentin, TWIST, AKT2, PIK3a, N-Cadherin
etc.) Phanotyps einordnen lassen [114]. CTCs haben zudem F&ahigkeiten, die ihnen ein
Uberleben im BlutgefaBsystem ermoglichen, wobei die Uberlebenszeit der CTCs zirka 24
Stunden betragt [115]. Mit abgeschlossener EMT werden Scherkrafte innerhalb des
Blutstroms besser toleriert, wohingegen epitheliale Zellen hierdurch z.T. negativ selektiert
werden. Die Expression der TrkB (tropomyosin-related kinase B) erschwert direkte
Zellkontakte und hemmt somit die Weitergabe von Apoptosesignalen. Uber die Bildung von
CD47 wird eine Immuntoleranz induziert. Beide Mechanismen tragen zu einer hoheren
Uberlebenschance der Tumorzellen im Blutkreislauf bei. Interaktionen mit Thrombozyten
erleichtern zudem den Kontakt mit dem Endothel der Blutgefal3e [103]. Tumorzellen, die eine
EMT durchlaufen haben, missen umgekehrt die Umwandlung vom mesenchymalen in den
epidermalen Phanotyp vollziehen, um Metastasen bilden zu kdnnen. Dies wird als
mesenchymale-epidermale-Transition (MET) bezeichnet [114].

Diverse Experimente zeigen jedoch, dass nicht alle CTCs dazu befahigt sind und daher nur
eine Subgruppe (,culprit-cells®) in der Lage ist, Metastasen zu generieren [104, 116].

Im Hinblick auf diagnostische und therapeutische Moglichkeiten ist insbesondere die

genomische Ahnlichkeit der CTCs zu Tumor und Metastasen von Bedeutung [117].

1.3.2. Detektion von CTCs
Mittlerweile existiert eine betrachtliche Anzahl von Methoden um CTCs zu isolieren bzw. zu

detektieren. Die Verfahren unterscheiden sich dabei nicht nur in der Art der Detektion, sondern
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auch in Hinsicht auf Sensitivitat, Spezifitat, Reliabilitat, Kosteneffektivitat sowie
Geschwindigkeit und anderen Parametern. Dabei ist zu beachten, dass auf eine CTC
geschatzt 10° bis 107 Zellen im peripheren Blut kommen. Da CTCs im Blut heterogen
erscheinen konnen, sind zur Detektion mehrere Marker erforderlich, um die Effektivitat der
jeweiligen Methode zu erhtéhen [118]. Aufgrund der Flle an Techniken (Uber 40) wird hier nur
auf die wichtigsten Methoden, stellvertretend fir unterschiedliche Prinzipien und Strategien
der Detektion von CTCs, eingegangen [119]. Im methodischen Abschnitt der vorliegenden
Arbeit wird detailliert auf die in der Studie verwendete Technik CellSearch® eingegangen.

Je nach angewandter Methodik werden verschiedene physikalische und biochemische
Eigenschaften der CTCs ausgenutzt, um diese selektieren zu kdénnen. Prinzipiell kann man

diese in drei unterschiedliche Doméanen zusammenfassen:

1. Immunologische Verfahren,
2. zytometrische (physikalische) Verfahren und
3. direkte Analyse.

Den immunologischen Verfahren ist das Markieren von Zielstrukturen auf CTCs mit
Antikdrpern gemein. EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) gilt hierbei als verlassliches
target. Uber weitere Prozesse kénnen markierte Zellen anschlieBend von den ubrigen
Blutzellen separiert werden. Zu den Vertretern dieser Methode z&hlen beispielsweise das
CellSearch® System (s.u.), der AdnaTest® (Adnagen AG, Langenhagen, Germany) [120] und
das MagSweeper-Verfahren [121]. Die hierbei verwendeten Antikérper sind mit kleinen,
magnetischen Klgelchen (magnetic beats) gekoppelt und kénnen tber ein magnetisches Feld
Zellen aussortieren. Zudem wurden auch verschiedene Arten von Chips entwickelt, die auf
ihrer Oberflache ebenfalls Antikdrper gegen Zielstrukturen von CTCs haben. Neben diesen
Techniken, die CTCs positiv selektieren, wurden auch Methoden entwickelt um andere
Blutzellen mit Antikbrpern (CD45, CD14) negativ zu selektieren - sog. Leukozytendepletion
[114].

Zytometrische Verfahren bedienen sich physikalischer Eigenschaften von CTCs, um diese von
anderen Zellen zu trennen. CTCs weisen aufgrund ihrer Gro3e eine hdhere Dichte auf und
werden bei der Zentrifugation von Blutproben in tiefere Fraktionen (Mononukleozyten) als
Erythrozyten und Granulozyten gepresst. Im Rahmen der Mikrofiltration wird nach dem Prinzip
eines Siebs die Blutprobe durch ein aus Kammern aufgebautes System geleitet. Dabei kdnnen
kleinere Zellen wie Erythrozyten und Leukozyten die Kammern ungehindert passieren und
werden ausgeleitet, wahrend CTCs im System gefangen bleiben. Auf dieser Basis wurden
andere Techniken im Bereich der Mikrofluidik entwickelt, die zusatzlich noch die
Verformbarkeit der Zellen bertcksichtigen. Bei Verfahren, welche eine Dielektrophorese

verwenden, macht man sich den Umstand zunutze, dass in einem elektrischen Feld die

22



Krafteinwirkung proportional zum Volumen der Zellen ist und so kleinere Zellen aussortiert
werden kénnen [114].

Die direkte Analyse hat als Charakteristikum einen hohen Durchfluss an Zellen, die gleichzeitig
analysiert werden koénnen. Im Wesentlichen gibt es hier zwei verschiedene Methoden, bei
welchen die Blutproben kaum vorbehandelt werden missen. Ein fiberoptisches System wurde
von Kivacic et al. entwickelt und verspricht, bis zu 300.000 Zellen/s scannen zu kdnnen. Als
Vorbereitung wird eine Lyse der Erythrozyten durchgefilhrt [122]. Eine ebenfalls hohe
Durchflussrate mit 107 Zellen/min wird bei dem Mikro-Hall Sensor erzielt. CTCs werden hier
ebenfalls mit Antikérpern (gekoppelt mit magnetischen Nanopartikeln) markiert und
anschlieRend am Sensor vorbeigefihrt. Der induzierte magnetische Fluss gibt abschlieRend
Aufschluss uber die Anzahl der CTCs [123].
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2. Ziele und Fragestellungen der Arbeit

Die steigende Anzahl an neuen gezielten Krebstherapien (target therapy) erfordert weitere
Biomarker, die valide Aussagen Uber Ansprechen und Prognose liefern. Aktuell wird die
Indikation fir gezielte Krebstherapien unter anderem aufgrund der direkten
histopathologischen und molekularbiologischen Analyse von Priméartumor- oder
Metastasengewebe gestellt. Die Gewinnung des Gewebes kann allerdings aufwendig,
risikobehaftet oder nicht immer durchflihrbar sein. Als Alternative bzw. Ergénzung hierfur kann
die Detektion von CTCs als Biomarker und Verbindungsstiick von Diagnostik und Therapie
dienen. Einen besonderen Stellenwert beim mCRPCa haben insbesondere die zielgerichteten
PSMA-Therapien.

In Kooperation mit dem Institut fir Tumorbiologie der Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf
(UKE) bestand das primére Ziel dieser Arbeit in der Etablierung einer PSMA-Markierung auf
CTCs mit dem CellSearch®-Verfahren. Die Analyse von Primartumorgewebe sowie
laborchemischen und klinischen Parametern bei Patienten mit metastasiertem PCa sollte
Hinweise auf mogliche Zusammenh&nge von charakterisierten CTCs und dem PSMA Status

liefern. Entsprechende Leitfragen hierzu waren:

I.  Korreliert die Expression von PSMA im Primartumorgewebe mit der Expression von

PSMA auf isolierten CTCs im spateren Krankheitsverlauf?

II.  Unterscheiden sich Patienten mit PSMA-positiven CTCs von anderen Patienten mit
metastasiertem PCa?

lll.  Korreliert die PSMA-Expression auf CTCs mit klinischen (GS, TNM, aktuelle und initiale
Therapie) und/oder laborchemischen (PSA, AP, LDH, HB) Parametern?

IV. Inwiefern unterscheiden sich Patienten mit prognostisch ungtinstiger Anzahl an CTCs
von anderen Patienten mit metastasiertem PCa?

V.  Korreliert die Anzahl der CTCs mit den ermittelten klinischen und laborchemischen

Parametern?
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3. Material und Methoden

Bei der vorliegenden Arbeit wurde eine retrospektive Analyse von elektronischen
Patientenakten der uro-onkologischen Praxis ATURO in Berlin-Wilmersdorf durchgefihrt. Es
wurden sowohl Klinische Patientencharakteristika als auch laborchemische Marker dem
Softwaresystem MEDISTAR (CompuGroup Medical Deutschland AG, Koblenz) entnommen
und anschlieend analysiert. Daten Uber die PSMA-Anfarbung von Gewebe und CTCs
erhielten wir von dem Kollegen Dr. rer. nat. Tobias Gorges und seiner Arbeitsgruppe
(Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Institut fir Tumorbiologie, 20246 Hamburg). Sie

erstellten in diesem Kontext ein Protokoll zur Anfarbung von PSMA auf CTCs.

3.1. Einschluss- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien

Eingeschlossen wurden alle Patienten mit einem metastasierten PCa (N1 oder M1 nach TNM
bzw. UICC Stadium IV), die in dem Zeitraum vom 05.11.2014 bis zum 01.02.2016 in der Praxis
ATURO behandelt wurden und ihr Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie gegeben haben
(n = 25). Zusatzlich wurden CTC-Messungen bei flnf weiteren Patienten von Dr. rer. nat. T.
Gorges im Rahmen einer anderen Studie der Arbeitsgruppe durchgefiihrt, von welchen
allerdings keine klinischen und laborchemischen Parameter zu eruieren waren.

Ausschlusskriterien

Von der Auswertung ausgeschlossen wurden alle Patienten, die keine
Einverstandniserklarung unterzeichnet haben sowie sich nicht im metastasierten Stadium der
Erkrankung befanden. Weiterhin wurden Patienten mit fehlerhafter CTC-Messung nicht mit

einbezogen.

3.2. Quantifizierung und Bestimmung der PSMA-Expression

Die Bestimmung der Expression von PSMA im Gewebe des Primartumors und auf den CTCs
fand ausschlief3lich im Institut fur Tumorbiologie der Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf
(UKE) statt. Patienten, die an der Studie teilnahmen, haben neben der Blutenthahme fir die
Detektion von CTCs auch zugestimmt, dass Biopsiematerial (Stanzbiopsien oder Resektate)
von ihren Pathologen angefordert werden durfte. Die tatsachliche Ubersendung und Analyse
der archivierten Paraffinblécke gelang bei 13 Patienten.

Um die PSMA-Expression quantifizieren zu kdnnen, wurden am UKE die PCa-Zelllinien PC-3,
22Rv1 und LNCap angeziichtet und mit dem Antikérper DAKO M3620 (clone 3E6) inkubiert.
Dieser monoklonale Mausantikérper ist gegen das Protein PSMA gerichtet. Die anschliel3end
durchgefihrte Western Blot Analyse lieferte zundchst Ergebnisse bezlglich des
Expressionsniveaus von PSMA der 3 Zelllinien [124].

Weiterhin musste ein passender Antikorper gefunden werden, der ebenfalls mit dem

CellSearch® System kompatibel war und valide Werte liefern wiirde. Dazu erhielten die Zellen
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der oben genannten Zelllinien die notwendigen Préparationen, die fur die Bestimmung von
CTCs mittels CellSearch® obligat waren. Sie wurden in 7,5 ml Blut von gesunden Spendern
platziert und anschlieBend analysiert. Der zuvor verwendete Antikérper DAKO M3620 (clone
3E6) und der PSMA-Antikdrper von EXBIO® (clone GCP-05) konnten keine oder nur sehr
schwache Signale zeigen, wahrend mithilfe des Antikdrpers von Biolegend® (clone LNI-17)
unterschiedliche PSMA-spezifische Muster auf den Zelllinien nachgewiesen werden konnten
[124].

Die mit dem PSMA-Antikorper clone LNI-17 durchgefuhrten Farbungen der Zelllinien ergaben
gemal der Intensitat der PSMA-Expression verschiedene Stufen, die in einem PSMA-

Intensitats-Score (PSMA-IS) systematisch klassifiziert wurden (siehe Abbildung 1).

e PSMA-negativ 0)
e schwach PSMA-positiv 1)
¢ malig PSMA-positiv (2)
e stark PSMA-positiv 3)

Neben dieser Einteilung wurde auch der relative Anteil PSMA-positiven Gewebes bzw. PSMA-
positiver CTCs unabhangig vom PSMA-IS betrachtet.

Das PCa-Gewebe aus den Paraffinblocken wurde standardisiert auf PSMA
immunhistochemisch angefarbt und analysiert. Dabei wurden von dem Biopsiematerial jeweils
zwei unterschiedliche Regionen auf PSMA getestet, sodass fur die spateren Kalkulationen das
arithmetische Mittel des erhaltenen PSMA-IS sowie des PSMA-positiven Gewebes verwendet
wurde.

Der fir die CTC-Bestimmung mittels CellSearch® eingesetzte PSMA-Antikorper clone LNI-17
lieferte die Werte fur die CTCs. Jeder einzelnen CTC konnte so ein Score laut PSMA-IS

zugeordnet werden. Der mittlere PSMA-IS der CTCs errechnete sich wie folgt:

_ 3x+2y+1z
mittlerer PSMA-IS = ——

x = Anzahl an stark PSMA-positiven CTCs, y = Anzahl an mafig PSMA-positiven CTCs, z = Anzahl an schwach
PSMA-positiven CTCs und n = Gesamtzahl der detektierten CTCs

Zur Berechnung des Anteils an PSMA-positiven CTCs wurde die Anzahl von PSMA-positiven
CTCs zur Anzahl von PSMA-negativen CTCs ins Verhaltnis gesetzt.

3.3. Detektion der CTCs mittels CellSearch®

CellSearch® ist die einzige von der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA)
zugelassene Methode zur Detektion von CTCs [103]. Neue Verfahren werden i.d.R. mit
CellSearch® verglichen, wobei ein wichtiges Kriterium die Anzahl an gemessenen CTCs beim

gleichen Patienten darstellt.
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Grundsatzlich wird eine Blutprobe von 7,5 ml des Patienten benétigt, welches in ein spezielles
Roéhrchen mit EDTA (CellSave® Preservative Tube) aufgefangen und anschlieBend
zentrifugiert wird, sodass das Plasma von den korpuskuléaren Blutbestandteilen getrennt wird.
Nach Entfernung des Plasmas durch Aspiration werden die Riuckstande mit dem EpCAM-
Antikérper inkubiert, welcher wiederum mit Eisennanopartikeln gekoppelt ist. Danach werden
die mit dem Antikérper markierten Zellen magnetisch separiert und der Uberstand entfernt.
Zusatzlich wird ein Anfarbungsreagenz hinzugefligt. Dieses besteht aus Antikdrpern, die
gegen die Zytokeratine 8, 18 und 19 gerichtet sind; einem Anti-CD45-Antikorper und DAPI
(4',6-Diamidin-2-phenylindol). Die Antikorper sind wiederum mit den Fluoreszenzfarbstoffen
Phycoerythrin bzw. Allophycocyanin gekoppelt, wahrend DAPI selbst ein fluoreszierendes
Molekdl ist, welches sich in den Zellkern einlagert. Der Anti-CD45-Antikérper dient der
Identifikation von Leukozyten, da nur diese den CD45-Rezeptor exprimieren. Darlber hinaus
wird der Antikdrper von Biolegend® (clone LNI-17) gegen PSMA hinzugefiigt. Nach erneuter
Inkubation und der Gabe von Pufferlésung wird wiederholt mithilfe einer magnetischen
Kassette (catridge) die Separation von Zellen durchgefihrt und der Rest verworfen.
AbschlieBend wird die Kassette vom CELLTRACKS ANALYZER II® gescannt. Uber einen
Bildschirm werden detektierte Zellen angezeigt und konnen hinsichtlich ihres
Fluoreszenzprofils differenziert sowie charakterisiert werden. Ein Mitarbeiter (Operator) muss
dann anhand des Anfarbungsprofiles beurteilen, ob es sich bei den markierten Zellen um CTCs
handelt [124]. Die Vorteile der Methode liegen hauptséachlich in der guten Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse, der visuellen Darstellung der CTCs, dem hauptsachlich automatisierten
Prozess und der quantitativen Zellbestimmung. Von Nachteil kbnnte, neben den Kosten, die
notige Voraussetzung der EpCAM-Expression sein. Zudem ist das Verfahren zu einem
gewissen Grade untersucherabhéngig, da der Operator am Ende die abgebildeten Zellen als

CTCs identifizieren muss.

3.4. Datenerfassung

Die elektronischen Patientenakten lagen in digitalisierter Form vor. Sie wurden retrospektiv
gesichtet und relevante Informationen extrahiert. Die Praxis verwendete die MEDISTAR-
Praxis-Software (CompuGroup Medical, Hannover). Entsprechende Daten wurden zuné&chst
in eine Excel-Tabelle eingetragen und nach Standardisierungsprozessen in das
Statistikprogramm SPSS (IBM, Ehningen) eingefiigt. Die Ubersichtstabelle bestand wiederum
aus drei untergeordneten Tabellen.

Die Stammdatentabelle bestand aus:

o der MEDISTAR-Nummer (jedem Patienten wurde automatisch eine Nummer zugeteilt),
e das Geburtsdatum und dem errechneten Alter,

e das Todesdatum (falls zum Zeitpunkt der Auswertung verstorben),
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e dem Zeitpunkt der Erstdiagnose des PCa (Monat und Jahr),
e dem TNM Status,

e dem GS,

e der initialen Therapie nach Diagnosestellung,

e dem initialen PSA Wert bei Diagnosestellung und

e der aktuellen Pharmakotherapie (seit mind. 6 Wochen bestehend).

Zusatzlich wurde eine Labortabelle angefertigt, welche ausgewahite Blutparameter
beinhaltete. Diese wurden innerhalb von zwei Wochen vor oder nach der Blutentnahme fir die

CTC-Detektion bestimmt. Dazu z&hlten:

e der aktuelle PSA-Wert

e die alkalische Phosphatase (AP)

e die Laktatdehydrogenase (LDH) und
e das Hamoglobin (HB).

Zuletzt integrierten wir die Informationen der Charakterisierung detektierter CTCs und des
PSMA-Status der Biopsien in die Ubersichtstabelle. Es handelte sich hierbei um folgende

KenngrofZen:

e der PSMA-IS des Primartumors

e der relative Anteil PSMA-positiven Tumorgewebes des Biopsiematerials
e die Anzahl der gefundenen CTCs

e die Anzahl der CTCs mit dem PSMA-IS 0

e die Anzahl der CTCs mit dem PSMA-IS 1

e die Anzahl der CTCs mit dem PSMA-IS 2

e die Anzahl der CTCs mit dem PSMA-IS 3

e der durchschnittiche PSMA-IS der CTCs

e der relative Anteil PSMA-positiver CTCs

3.5. Ethik

Die Studie wurde entsprechend der Richtlinien fir Humanexperimente der World Medical
Association Declaration of Helsinki und der Hamburger Arztekammer durchgefiihrt. Das
experimentelle Protokoll wurde vom Ethikkomitee der Hamburger Arztekammer genehmigt
(PVN-3779).

3.6. Anmerkungen zur statistischen Auswertung
Die statistische Auswertung des Untersuchungsmaterials erfolgte mit dem Programm SPSS
Version 21. Die Patientendaten wurden EDV-gerecht verschlisselt, erfasst und am Computer

bearbeitet sowie ausgewertet.
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Zur Beschreibung der Verteilung von quantitativen Merkmalen (Alter, Erkrankungsdauer, PSA,
AP, LDH und HB) wurden folgende statistische MafRzahlen berechnet: der arithmetische
Mittelwert, die Standardabweichung, der Standardfehler, 95 % Konfidenzintervalle fur die
Mittelwerte sowie Minimal- und Maximalwert. Die Erkrankungsdauer (ED) wurde Uber den
Zeitabstand zwischen dem Zeitpunkt der Diagnose und dem Zeitpunkt der Blutenthahme
bestimmt. Beim Vergleichen von Gruppen mit unterschiedlicher Fallzahl n wurden relative
Haufigkeiten benutzt. Zur Beschreibung der Verteilung der Werte eines Merkmals in den
einzelnen Gruppen wurden zunéchst die Zeilen- bzw. Spaltenprozente der Kontingenztafel
(Kreuztabelle)  ausgegeben. Die  qualitativen Merkmale  wurden mit  der
Kontingenztafelmethode und dem parameterfreien Chi-Quadrat-Test (x>-Test) bewertet. Dabei
wurde von einer Irrtumswahrscheinlichkeit a von 5 % (a = 0,05) ausgegangen. Ansonsten
wurde bei der Berechnung des Signifikanzniveaus der exakte Test nach Fisher durchgefihrt,
der ebenfalls fur kleine Fallzahlen gilt. Als signifikant galten Ergebnisse mit p<a. Da die Werte
aufgrund der niedrigen Patientenzahl teilweise nicht normal verteilt sind, wurden Korrelationen
mittels Spearmans Rangkorrelationskoeffizient r (Spearmans Rho) ermittelt. Dieser Koeffizient
nimmt eine Zahl zwischen -1 und 1 an. Je hoher der Wert ist, desto stérker ist die Korrelation.
Ein negativer Zahlenwert stellt einen entgegengesetzten Zusammenhang dar.
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4. Ergebnisse

4.1. PSMA-Expression der PCa-Zelllinien

In den Abbildungen 1 und 2 wird das Ergebnis der durchgefiuhrten PSMA-Anfarbung der PCa-
Zelllinien LNCaP, 22Rv1 und PC-3 mittels CellSearch® gezeigt. Anhand der unterschiedlichen
Fluoreszenzintensitaten entsprechender Zelllinien wurde der PSMA-IS konzipiert [124]. Die
Intensitat der PSMA-Fluoreszenz nimmt mit sinkendem Score ab. Bei einem Score von O ist
keine nachweisbare PSMA-Aktivitat vorhanden (Zelllinie PC-3). Die Zelllinie LNCaP zeigte den
hdchsten Score (3), gefolgt von 22Rv1 (2 und 1).
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Abbildung 1: Darstellung detektierter PCa-Zellen der Zelllinien LNCaP, 22Rv1 und PC-3 mittels CellSearch®. Sie
sind anhand des PSMA-IS angeordnet. Innerhalb einer Zeile handelt es sich um die gleiche Zelle. In der ersten
Spalte sind alle Farbungen Ubereinander gelagert. Daneben sind die Cytokeratin-PE, DAPI, CD45-APC und zuletzt
die neu etablierte PSMA-Anfarbung zu sehen. Hellere Areale zeigen je nach Intensitdt und Verteilung die
Anwesenheit entsprechender Strukturen an [124].
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Abbildung 2: Saulendiagramm zur schematischen Darstellung der PSMA-Expression anhand des PSMA-IS der
Zelllinien.
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4.2. PSMA-Expression im Biopsiematerial und auf CTCs

4.2.1. PSMA-Expression im Biopsiematerial

Von 13 Patienten wurden Teile des Biopsiematerials mit PSMA-gerichteten Antikorpern
angefarbt. Dadurch konnte die Quantitat der PSMA-Expression im Primartumor
(Adenokarzinom der Prostata) bestimmt werden. Dabei wurde der optisch geschéatzte Anteil
an PSMA-positiven Zellen eines histologischen Schnittes und die Intensitdt der PSMA-
Expression nach dem oben beschriebenen PSMA-IS ermittelt.

In jeder Biopsie war eine PSMA-Expression zu verzeichnen. Dementsprechend konnte jeder
Probe auch ein Wert gemaR PSMA-IS zugeordnet werden (siehe Abbildung 3). Vier Patienten
hatten hierbei den Maximalwert von 3; finf weitere Patienten zeigten einen durchschnittlichen
Score von 2,5 und die tbrigen Patienten einen Wertvon 2 (n = 2), 1,5 (n = 1) sowie 1 (n = 1).
Der prozentuale Anteil der PSMA-positiven Zellen im Biopsiegewebe lag zwischen 7,5 % bis
90 %, mit einem Mittelwert von 51,4 %. Dabei korreliert der Anteil PSMA-positiven Gewebes
im Primartumor positiv mit dem PSMA-IS (r = 0,57, p = 0,05).
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Abbildung 3: Streudiagramm der Wertepaare (n = 13) des Biopsiegewebes mit Regressionsgerade. Es ist der
PSMA-IS der Biopsie gegeniiber dem prozentualen Anteil PSMA-positiven Gewebes aufgetragen.

4.2.2. PSMA-Expression der CTCs

Bei 30 Patienten mit metastasiertem PCa wurde die Detektion der CTCs im Blut mittels
CellSearch® durchgefiuihrt und diese in Bezug auf das PSMA-Profil charakterisiert. In 20 der
30 Blutproben konnten CTCs nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3). Die Summe der
gefundenen CTCs betrug 2079; der Median belief sich auf 11,5 CTCs und die Spannweite
reichte von 1-1000 CTCs. Von den 2079 CTCs waren 1386 CTCs (66,7 %) PSMA-positiv.
PSMA-positive CTCs konnten bei 12 von 30 Patienten (40 %) gefunden werden. Dem Grol3teil
der PSMA-positiven CTCs (83,4 %) konnte ein PSMA-IS von 1 zugewiesen werden. Ein Score
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von 2 und 3 wurde deutlich seltener vergeben (4,5 % bzw. 12,1 %). Bei Patienten mit PSMA-
positiven CTCs lag der durchschnittliche PSMA-IS der CTCs zwischen 0,1 und 2. Der relative
Anteil PSMA-positiver CTCs lag bei diesen Patienten im Bereich von 6,5 % bis 100 %. Hier
zeigte der Korrelationskoeffizient von mittlerem PSMA-IS und dem prozentualen Anteil PSMA.-
positiver CTCs mit r = 0,996 (p < 0,05) eine ausgepragte Korrelation (sieche Abbildung 4). In
Abbildung 5 ist das Resultat der PSMA-Anfarbung von CTCs exemplarisch gezeigt [124].
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Abbildung 4: Streudiagramm der Wertepaare (n = 30) der CTCs mit Regressionsgerade. Es ist der mittlere PSMA-
IS gegeniiber dem prozentualen Anteil PSMA-positiver CTCs aufgetragen.
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Abbildung 5: Darstellung mittels CellSearch® detektierter CTCs und Anordnung anhand ihres PSMA-IS. Jede Zeile
stellt eine Tumorzelle dar. In der ersten Spalte sind alle Farbungen Ubereinander gelagert. AnschlieRend sind die
Cytokeratin-PE, DAPI, CD45-APC und zuletzt die neu etablierte PSMA-Anfarbung zu sehen. Hellere Areale zeigen
je nach Intensitat und Verteilung die Anwesenheit entsprechender Strukturen an. Alle CTCs sind Cytokeratin-PE
und DAPI positiv, wahrend CD45-APC negativ ist [124].



Tabelle 3: Quantitative und qualitative PSMA-Expression von Primartumor und CTCs

Pat. | Biopsiematerial CTCs
Nr. "PSMA- PSMA* | An- PSMA~ PSMA- PSMA- PSMA- PSMA- Anteil
IS Gewebe | zahl IS1 IS 2 IS 3 IS PSMA*
% %) %
1 3 90 6 6 0 0 0 0 0
2 3 80 9 9 0 0 0 0 0
3 3 80 0 0 0 0 0 0 0
4 3 50 426 400 26 0 0 0,1 6,5
5 2,5 70 1 1 0 0 0 0 0
6 2,5 65 9 5 4 0 0 0,4 44,4
7 2,5 55 0 0 0 0 0 0 0
8 2,5 20 2 2 0 0 0 0 0
9 2,5 7,5 24 21 3 0 0 0,1 12,5
10 2 65 89 81 8 0 0 0,1 9
11 2 25 0 0 0 0 0 0 0
12 15 30 105 0 45 20 40 2 100
13 1 30 24 0 14 10 0 14 100
14 n. a. n. a. 1000 0 940 30 30 11 100
15 n. a. n. a. 158 112 23 3 20 0,6 29,1
16 n. a. n. a. 150 0 85 0 65 19 100
17 n. a. n. a. 46 39 0 0 7 0,5 15,2
18 n. a. n. a. 14 6 4 0 4 1,1 57,1
19 n. a. n. a. 8 3 4 0 1 0,9 62,5
20 n. a. n. a. 3 3 0 0 0 0 0
21 n. a. n. a. 2 2 0 0 0 0 0
22 n. a. n. a. 2 2 0 0 0 0 0
23 n. a. n. a. 1 1 0 0 0 0 0
24 n. a. n. a. 0 0 0 0 0 0 0
25 n. a. n. a. 0 0 0 0 0 0 0
26 n. a. n. a. 0 0 0 0 0 0 0
27 n. a. n. a. 0 0 0 0 0 0 0
28 n. a. n. a. 0 0 0 0 0 0 0
29 n. a. n. a. 0 0 0 0 0 0 0
30 n. a. n. a. 0 0 0 0 0 0 0
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4.2.3. Korrelation zwischen PSMA-Expression der CTCs und PSMA-Expression
des Primartumors

Bei 13 Patienten wurde sowohl eine Blutenthahme zur Charakaterisierung der CTCs als auch
eine Untersuchung des PSMA-Profils des Primartumors durchgefiihrt. Dabei war das Ziel der
Analyse eine mdogliche Korrelation zwischen CTCs und Primartumorgewebe bezuglich des
PSMA-IS und/oder des relativen Anteils an PSMA-positvem Probenmaterial (siehe Abbildung
6 und Tabelle 4). Ein solcher Zusammenhang konnte nicht nachgewiesen werden. Die
negativen Korrelationskoeffizienten deuten eher auf eine entgegengesetzte Beziehung
zwischen der Expression von PSMA im Primartumor und den CTCs hin; sowohl beim PSMA-
IS (r =-0,55; p = 0,05), als auch bei der Betrachtung des PSMA-positiven Gewebes (r = -0,39;
p = 0,19).
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Abbildung 6: Zusammenhang zwischen den PSMA-Expressionen von Biopsie und CTCs. Dargestellt sind zwei
Streudiagramme, welche die PSMA-IS und die relativen Anteile von PSMA-positivem Gewebe von Biopsie zu CTCs
in Beziehung setzen

Tabelle 4: Die korrespondierenden Korrelationskoeffizienten r und p-Werte zu Abbildung 6.

mittlerer CTC-PSMA-IS

Korrelationskoeffizient r -0,55
PSMA-IS der Biopsie p-Wert 0,05
n 13

Anteil PSMA-pos. CTCs

Korrelationskoeffizient r -0,39
Anteil PSMA-pos. p-Wert 0,19
Biopsiegewebe n 13
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4.3. PSMA-Profil der CTCs und klinisch-laborchemische Parameter

4.3.1. Patientencharakteristika

Im Zeitraum vom 05.11.2014 bis zum 01.02.2016 haben in der uro-onkologischen Praxis
ATURO insgesamt 26 Patienten mit metastasiertem PCa eine Blutentnahme fir die
Charakterisierung von CTCs erhalten. Unter Berucksichtigung der Ein- und
Ausschlusskriterien waren die klinischen und laborchemischen Daten von 25 Patienten
verwertbar (siehe Tabelle 4). In einem Fall lag keine Einverstandniserklarung vor. Das
Durchschnittsalter der Patienten betrug 69 Jahre (54-90). Die initialen, zum Zeitpunkt der
Diagnose festgestellten, PSA-Werte lagen je nach Patient zwischen 3 und > 5000 ng/ml, mit
einem Medianwert von 43 ng/ml. Bezlglich des T-Stadiums konnte festgestellt werden, dass
die Mehrheit der Patienten (76 %) ein lokal fortgeschrittenes Karzinom (T3 oder T4) aufwies.
Wahrend bei 15 Patienten (60 %) ein Lymphknotenbefall (N1) dokumentiert wurde, war bei
acht Patienten der Lymphknotenstatus nicht bekannt (Nx). Zwei Patienten (8 %) hatten keine
Lymphknotenmetastasen (NO). Der uUberwiegende Anteil der Patienten (88 %) litt
erwartungsgemaf an Knochenmetastasen (M1b). Der Befall viszeraler Organe (M1c), wie
Lunge (4 %) und Leber (4 %), war dagegen deutlich seltener und trat bei jeweils nur einem
Patienten auf. Die Summe des GS konnte bei allen Patienten ermittelt werden. Werte unter 7
waren nicht vorhanden, 15 Patienten (60 %) hatten einen GS von 9 und drei Patienten (12 %)
einen von 10. Bei der Halfte der Patienten (gleichzeitig Median) wurde vor sechs Jahren die
Diagnose des PCa gestellt (1 Jahr - 13 Jahre). Etwas mehr als die Halfe (56 %) der Patienten
erhielten als primare Therapie eine ADT, 32 % eine Radiatio entweder als adjuvante
Bestrahlung der Prostataloge nach OP oder mit kurativer Therapieintention in Form einer
EBRT (external beam radiation therapy) oder Brachytherapie. Bei 28 % der Patienten erfolgte
initial eine radikale Prostatektomie (RP). Sowohl bei der Initialtherapie als auch bei der
aktuellen medikamentdsen Therapie erhielten einige Patienten Kombinationen an Eingriffen
und/oder Pharmaka. Die meisten Patienten (52 %) erhielten LHRH-Agonisten bzw.
Antagonisten, gefolgt von Abirateron (32 %), nicht-steroidale Antiandrogene wie Bicalutamid
oder Enzalutamid (20 %) und das Chemotherapeutikum Docetaxel (16 %). Zwei Patienten (8
%) wurden mit Radium-223 (Xofigo®) therapiert. Grol3e Spannweiten waren wahrend der
CTC-Bestimmung bei den PSA-Werten und der alkalischen Phosphatase (AP) zu verzeichnen.
Der Median des PSA entsprach 17,46 ng/ml (<0,01 ng/ml — 854,46 ng/ml) und der AP 105,5
U/ml (37 U/ml - 1460 U/ml). Weitere Laborparameter waren die Laktatdehydrogenase (LDH)
mit einem Median von 212,5 U/l (103 U/l - 618 U/l) und Hadmoglobin (HB) mit 12,85 g/dl (9 g/dI
- 15,1 g/dl).
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Tabelle 5: Patientencharakteristika; *Patienten kdnnen Kombinationen haben und mehrfach auftreten.

Parameter

Anzahl (prozentualer Anteil) oder
Median (Spannweite)

Patientenanzahl n

25 (100 %)

Alter in Jahren (n = 25) 69 (54-90)
T Stadium (n = 25)
T1 2 (8 %)
T2 4 (16 %)
T3 15 (60 %)
T4 4 (16 %)
N Stadium (n = 25)
NX 8 (32 %)
NO 2 (8 %)
N1 15 (60 %)
Metastasen (n = 25) *
Knochen 22 (88 %)
Lymphknoten 15 (60 %)
Lunge 1(4 %)
Leber 1(4 %)
Gleason Score (n = 25)
7 5 (20 %)
8 2 (8 %)
9 15 (60 %)
10 3 (12 %)
Erkrankungsdauer in Jahren (n = 25) 6 (1-13)

Initialer PSA Wert (n = 23)

43 ng/ml (3 ng/ml - > 5000 ng/ml)

Initiale Therapie (n = 25) *

ADT 15 (60 %)
Radiatio 8 (32 %)
RP 7 (28 %)
Aktuelle Therapie (n = 25) *
LHRH Agonist/Antagonist 14 (56 %)
Abirateron 9 (36 %)
nicht steroidale Antiandrogene 5 (20 %)
Docetaxel 4 (16 %)
Radium-223 2 (8 %)
Laborwerte
PSA (n = 24) 17,46 ng/ml (<0,01 ng/ml - 854,46 ng/ml)
AP (n = 20) 105,5 U/l (37 U/l - 1460 U/I)
LDH (n=18) 212,5 U/1 (103 U/l - 618 U/I)
HB (n = 20) 12,85 g/dl (9 g/dl - 15,1 g/dI)
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4.3.2. Deskriptive Statistik und einfaktorielle ANOVA bei der Analyse des
PSMA-Profils der CTCs und der klinisch-laborchemischen Parameter

Von den 25 Patienten, bei welchen wir die klinischen und laborchemischen Daten erheben
konnten, hatten neun Patienten (36 %) PSMA-positive CTCs. Fur die Berechnungen der
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) und Kreuztabellen wurden zwei Patientengruppen

miteinander verglichen:

e Patienten ohne CTCs sowie Patienten mit PSMA-negativen CTCs (keine/PSMA")
e Patienten mit PSMA-positiven CTCs (PSMA").

Obwohl keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen ermittelt werden konnten,
zeichneten sich trotzdem Tendenzen ab (siehe Tabelle 6). Patienten, bei denen wir PSMA-
positive CTCs fanden, waren im Durchschnitt vier Jahre alter (71,9 Jahre vs. 67,7 Jahre; p =
0,28). Die ED unterschied sich nicht relevant (65,6 Monate vs. 63,62 Monate;
p = 0,91). Zudem waren PSA (179,19 ng/ml vs. 45,3 ng/ml; p = 0,12), alkalische Phosphatase
(392,57 U/l vs. 126,85 U/l; p = 0,08) sowie Laktatdehydrogenase (288,33 U/l vs. 190,25 U/l; p
= 0,07) tendenziell héher, wahrend der Hamoglobingehalt im Blut erniedrigt war (11,87 g/dl vs.
12,69 g/dl; p = 0,34).

Die Saulendiagramme (siehe Abbildung 7-13) veranschaulichen die im Anhang befindlichen
Kreuztabellen. Sie geben zusatzliche Informationen (ber die Verteilung der Patienten
innerhalb der Gruppe des CTC-PSMA-Status. Patienten mit PSMA-positiven CTCs waren
relativ gleichmaRig beziglich des T-Stadiums verteilt, wahrend T3 6fter bei Patienten ohne
bzw. mit negativem PSMA-Status zu verzeichnen war (68,8 %; p = 0,7). 66,7 % aller Patienten
mit PSMA-positiven CTC befanden sich im N1-Stadium, wéhrend in der Vergleichsgruppe der
Prozentsatz bei 56,2 % lag (p = 0,7). Das Vorhandensein von PSMA-positiven CTCs war
starker mit dem Vorliegen von Knochenmetastasen assoziiert (M1b: 88,9 % vs. 75 %; p =
0,37). Bei derselben Patientengruppe kam ein GS von 9 oder 10 haufiger (77,8 % vs. 68,8 %;
p = 0,63) und 7 oder 8 seltener (22,2 % vs. 31,3 %; p = 0,63) vor. Eine medikamenttse
Kastration in Form einer Hormontherapie wurde initial haufiger bei Patienten mit PSMA-
positiven CTCs (66,7 % vs. 56,2 %; p = 0,61) durchgefiihrt. Zwischen den Gruppen bestanden
prozentual keine relevanten Differenzen im Hinblick auf die aktuelle Durchfiihrung einer
Therapie mit LHRH-Agonisten/Antagonisten (55,6 % vs. 56,2 %; p = 0,97) oder Abirateron
(33,3 % vs. 37,5 %; p = 0,84).
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Abbildung 7: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand des CTC-PSMA-Status. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand des T-Stadiums unterschieden (p = 0,70)
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Abbildung 8: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand des CTC-PSMA-Status. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand des N-Stadiums unterschieden (p = 0,70)
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Abbildung 9: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand des CTC-PSMA-Status. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand des M-Stadiums unterschieden (p = 0,369)
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Abbildung 10: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand des CTC-PSMA-Status. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand der durchgefiihrten Initialtherapie unterschieden (Exakter Test nach Fisher: zweiseitig
p = 0,691 und einseitig p = 0,47; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,61)
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Abbildung 11: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand des CTC-PSMA-Status. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand des GS unterschieden (Exakter Test nach Fisher: zweiseitig p = 1,000 und einseitig
p = 0,501; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,629)
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Abbildung 12: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand des CTC-PSMA-Status. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand der derzeitigen LHRH-Therapie unterschieden (Exakter Test nach Fisher: zweiseitig
p = 1,000 und einseitig p = 0,648; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,973)
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Abbildung 13: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand des CTC-PSMA-Status. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand der derzeitigen Abiraterontherapie unterschieden (Exakter Test nach Fisher: zweiseitig
p = 1,000 und einseitig p = 0,593; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,835)

4.3.3. Korrelation des PSMA-Profils der CTCs und den klinisch-
laborchemischen Parametern

Die Ergebnisse der Korrelationsanalysen sind in Tabelle 7 detailliert aufgezeigt. Das PSMA-
Profil der CTCs in Form des CTC-PSMA-IS und des relativen Anteils PSMA-positiver CTCs
wurde zu Klinischen und laborchemischen Parametern in Beziehung gesetzt. Aufgrund
mangelnder Normalverteilung der Grofien verwendeten wir Spearmans
Rangkorrelationskoeffizient fur die Auswertung. Die Koeffizienten fir den CTC-PSMA-IS und
Anteil PSMA-positiver CTCs unterschieden sich dabei innerhalb des jeweiligen Parameters
kaum. Hinsichtlich des Alters konnte nur eine schwache (nicht signifikante) Beziehung gezeigt
werden (r = 0,21; p = 0,32 bzw. r = 0,20; p = 0,33). Bei der ED (r =-0,03; p=0,9 und r =-0,04;
p = 0,87) dem T-Stadium (r =-0,11; p = 0,62 und r =-0,11; p = 0,59) und dem GS (r =-0,08; p
= 0,72 und r = -0,08; p = 0,69) wurden keine Korrelationen zum PSMA-Profil gefunden. Es
konnte ebenfalls kein Zusammenhang zwischen dem PSA-Spiegel und dem PSMA-Profil der
CTCs gezeigt werden. Die Korrelationskoeffizienten sind mit r =-0,03; p = 0,91 (PSMA-IS) und
r =-0,01; p = 0,97 (rel. Anteil PSMA-positiver CTCs) sehr niedrig. Ein schwacher, allerdings
nicht signifikanter Zusammenhang zeigte sich bei Betrachtung der anderen Laborparameter.
Fur die AP lagen die Rangkorrelationskoeffizienten beir = 0,3; p=0,19 bzw. r=0,32; p=0,17
und fur die Laktatdehydrogenase bei r = 0,4; p = 0,1 bzw. r = 0,38; p = 0,12. Eine leicht

entgegengesetzte Beziehung von HB und PSMA-Status ergibt sich aus dem negativen
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Koeffizienten r = -0,1; p = 0,66 (PSMA-IS) und r = - 0,08; p = 0,74 (rel. Anteil PSMA-positiver
CTCs). Signifikante Ergebnisse konnten bei der Analyse der Anzahl der CTCs gefunden
werden. Diese korreliert stark mit dem CTC-PSMA-IS (r = 0,82; p < 0,05) und dem relativen
Anteil PSMA-positiver CTCs (r = 0,8; p < 0,05).

Tabelle 7: Korrelation des PSMA-Profils der CTCs und klinisch-laborchemischen Parametern

Crorsunts | Aol

Korrelationskoeffizient r 0,21 0,20

Alter Signifikanz (2-seitig) 0,32 0,33
Anzahl n 25 25

Korrelationskoeffizient r -0,03 -0,04

ED Signifikanz (2-seitig) 0,90 0,87
Anzahl n 25 25

Korrelationskoeffizient r -0,11 -0,11

T Signifikanz (2-seitig) 0,62 0,59
Anzahl n 25 25

Korrelationskoeffizient r -0,08 -0,08

GS Signifikanz (2-seitig) 0,72 0,69
Anzahl n 25 25

Korrelationskoeffizient r -0,03 -0,01

PSA Signifikanz (2-seitig) 0,91 0,97
Anzahl n 24 24
Korrelationskoeffizient r 0,30 0,32

AP Signifikanz (2-seitig) 0,19 0,17
Anzahl n 20 20
Korrelationskoeffizient r 0,40 0,38

LDH Signifikanz (2-seitig) 0,10 0,12
Anzahl n 18 18

Korrelationskoeffizient r -0,10 -0,08

HB Signifikanz (2-seitig) 0,66 0,74
Anzahl n 20 20
Korrelationskoeffizient r 0,82 0,80

AC;TZ;'“ Signifikanz (2-seitig) <0,05 <0,05
Anzahl n 25 25

43



4.4. Anzahl der CTCs und klinisch-laborchemische Parameter

4.4.1. Deskriptive Statistik und einfaktorielle ANOVA bei der Analyse der

Anzahl der CTCs und der klinisch-laborchemischen Parameter

Die 25 Patienten wurden aufgrund der prognostischen Bedeutung der CTC-Anzahl in zwei
Gruppen aufgeteilt [105, 106]. Wir untersuchten, ob Unterschiede bezliglich der klinischen
und laborchemischen Parameter zwischen diesen Gruppen vorhanden waren. Die Gruppen

bestanden aus:

e Patienten mit <5 CTCs/7,5 ml Blut (n = 14; 56 %); prognostisch gunstig
o Patienten mit=5 CTCs/7,5 ml Blut (n = 11; 44 %); prognostisch unginstig.

Tabelle 8 gibt eine Ubersicht iber die Ergebnisse der metrischen GroRen. Zu beobachten war,
dass Patienten mit = 5 CTCs im Mittel 6,1 Jahre &lter waren (72,6 Jahre vs. 66,5 Jahre; p =
0,1). Bei der ED waren Patienten mit prognostisch ginstiger CTC-Anzahl 4,27 Monate langer
erkrankt; wenngleich nicht signifikant (p = 0,81). Bezuglich der Laborparameter hatten
Patienten mit weniger als 5 CTCs niedrigere Spiegel von PSA, AP und LDH sowie einen
hoheren HB, als die Patienten in der Vergleichsgruppe. Die durchschnittlichen Werte betrugen
beim PSA 43,2 ng/ml vs. 157,33 ng/ml (p = 0,18), bei der AP 132,36 U/l vs. 326,78 U/l (p =
0,19) und bei der LDH 187,64 U/l vs. 278,43U/I (p = 0,08). Patienten mit = 5 CTCs hatten im
Mittel einen um 1,06 g/dl geringeren Hamoglobinspiegel (11,82 g/dl vs. 12,88 g/dl; p = 0,2).
Unterschiede beziiglich der qualitativen Merkmale sind in den Abbildungen 14-20 dargestellt.
Der Fokus lag dabei auf der Verteilung innerhalb einer Gruppe, um Differenzen besser zeigen
zu kénnen. Bei Patienten mit prognostisch guinstiger CTC-Anzahl wurde im Vergleich etwas
Ofter ein T3-Status verzeichnet (64,3 % vs. 54,5 %; p = 0,97). Umgekehrt war ein N1-Status
oder M1-Status prozentual nur geringflgig haufiger dokumentiert, falls eine prognostisch
ungunstige CTC-Anzahl vorlag (63,3 % vs. 57,2 %; p = 0,9 bzw. 78,6 % vs. 81,8%; p = 0,92).
Eine Hormontherapie wurde in der Vergangenheit von Patienten mit unguinstiger CTC-Anzahl
Zu 72,7 % durchgefiihrt; in der anderen Gruppe nur zu 50 % (p = 0,25). 18,2 % der Patienten
mit 5 oder mehr CTCs hatten einen GS von 7 oder 8, wahrend bei den Ubrigen Patienten (81,8
%) ein GS von 9 oder 10 dokumentiert war. In der anderen Patientengruppe war diese
Aufteilung prozentual ndher beieinander mit GS 7/8 bei 35,7 % und GS 9/10 bei 64,3 % (p =
0,4). Hinsichtlich der aktuellen Pharmakotherapie konnten keine nennenswerten Differenzen
bei der LHRH Therapie gefunden werden (p = 1), wahrend Patienten mit 5 oder mehr CTCs
haufiger mit Abirateron behandelt wurden (45,5 % vs. 28,6 %; p = 0,43).
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Abbildung 14: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand der Anzahl der CTCs. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand des T-Stadiums unterschieden (p = 0,97)
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Abbildung 15: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand der Anzahl der CTCs. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand des N-Stadiums unterschieden (p = 0,9)
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Abbildung 16: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand der Anzahl der CTCs. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand des M-Stadiums unterschieden (p = 0,92)
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Abbildung 17: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand der Anzahl der CTCs. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand der initialen ADT unterschieden (Exakter Test nach Fisher: zweiseitig p = 0,41 und
einseitig p = 0,23; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,25)
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Abbildung 18: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand der Anzahl der CTCs. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand des GS unterschieden (Exakter Test nach Fisher: zweiseitig p = 0,4 und einseitig p =
0,31; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,33)
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Abbildung 19: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand der Anzahl der CTCs. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand der derzeitigen LHRH-Therapie unterschieden (Exakter Test nach Fisher: zweiseitig
p =1 und einseitig p = 0,61; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,9)
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Abbildung 20: Saulendiagramm mit den divergenten Patientengruppen anhand der Anzahl der CTCs. Innerhalb
einer Gruppe wird anhand der derzeitigen Abiraterontherapie unterschieden (Exakter Test nach Fisher: zweiseitig
p = 0,43 und einseitig p = 0,33; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,38)

4.4.2. Korrelation zwischen der Anzahl der CTCs und den klinisch-

laborchemischen Parametern

Zuletzt wurden Korrelationsberechnungen zwischen der CTC-Anzahl und den klinischen
Parametern durchgefiihrt (siehe Tabelle 9). Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
lag beim Alter der Patienten beir = 0,24 (p = 0,25). Die vorhandenen Daten deuten zudem auf
eine sehr schwache Korrelation zwischen der CTC-Anzahl und der ED an. Der
Korrelationskoeffizient war mit r = 0,15 allerdings nicht signifikant (p = 0,49). Ebenso war bei
Betrachtung des GS weder ein wesentlicher Zusammenhang (r = 0,11) noch eine Signifikanz
(p = 0,61) zu verzeichnen. Beim T-Stadium konnte keine signifikante Korrelation gezeigt
werden. Der Wert gegenuiber der CTC-Gesamtanzahl betrug r = -0,14 mit p = 0,95. Weiterhin
waren sowohl bei dem PSA mit r = 0,002 (p = 0,99) als auch bei der AP mitr = 0,29 (p = 0,21)
keine signifikanten Korrelationen zu finden, wenngleich ein leichter Zusammenhang von AP
und CTC-Anzahl laut Korrelationskoeffizient besteht. Ein maRiger Zusammenhang besteht
zwischen der totalen CTC-Anzahl und der LDH sowie des HB. Hier lag der Koeffizient der LDH
beir=0,44 (p = 0,07) bzw. des HB bei r =-0,44 (p = 0,06), was zwar nicht als signifikant, aber

als deutlicher Trend zu werten ist.
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Tabelle 9: Korrelation zwischen CTC-Anzahl und klinischen und laborchemischen Parametern

CTC-Anzahl

Korrelationskoeffizient r 0,24

Alter Signifikanz (2-seitig) 0,25
Anzahl n 25

Korrelationskoeffizient r 0,15

ED Signifikanz (2-seitig) 0,49
Anzahl n 25

Korrelationskoeffizient r -0,14

T Signifikanz (2-seitig) 0,95
Anzahl n 25

Korrelationskoeffizient r 0,11

GS Signifikanz (2-seitig) 0,61
Anzahl n 25

Korrelationskoeffizient r 0,002

PSA Signifikanz (2-seitig) 0,99
Anzahl n 24

Korrelationskoeffizient r 0,29

AP Signifikanz (2-seitig) 0,21
Anzahl n 20

Korrelationskoeffizient r 0,44

LDH Signifikanz (2-seitig) 0,07
Anzahl n 18

Korrelationskoeffizient r -0,44

HB Signifikanz (2-seitig) 0,06
Anzahl n 20
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5. Diskussion

5.1. PSMA-Expression der PCa-Zelllinien, des Primartumorgewebes und der
CTCs

5.1.1. PSMA-Expression der PCa-Zelllinien

Der PSA-Wert wird schon seit langem als Tumormarker fiir das PCa unabhangig vom Stadium
der Erkrankung eingesetzt. Die Effektivitéat neuer Therapieverfahren wird nicht nur anhand des
medianen Gesamtiiberlebens, der Vertraglichkeit und Lebensqualitdt, sondern auch
hinsichtlich des messbaren PSA-Ansprechens (PSA-Remission) sowie der Zeit bis zum
radiologischen oder biochemischen Progress evaluiert. Beim mCRPC konnte jedoch gezeigt
werden, dass ein verlangertes Gesamtiuberleben bei Patienten auch dann mdglich ist, wenn
es zu keinem signifikant verbesserten PSA-Ansprechen oder einer verlangerten
biochemischen progressionsfreien Uberlebenszeit kommt [125]. Zudem zeigt der PSA-Wert
auch Unzulanglichkeiten als Screening-Parameter, da auch bei normalem PSA-Wert die
Tumorpravalenz zwischen 6,6 % - 26,9 % liegen kann [126]. Daher werden neue Biomarker
fur Monitoring, Diagnostik und Therapieoptimierung beim PCa benétigt. Die PSMA-Expression
auf CTCs und in Tumorgewebe ist dahingehend ein vielversprechender Forschungsansatz.
Dies gilt insbesondere vor dem Hintergrund, dass PCa-Patienten in (aber auch auf3erhalb von)
Studien bereits mit PSMA-gerichteten Verfahren therapiert werden.

Um die PSMA-Expression sowohl im Tumorgewebe als auch auf CTCs besser quantifizieren
zu kobnnen, wurde fir die Untersuchungen der PSMA-IS entwickelt. Das CellSearch®-
Verfahren wurde um einen kompatiblen PSMA-Antikorper erganzt, damit eine PSMA-
Expression auf CTCs verzeichnet werden konnte. Als zusatzliche Grofe diente der relative
Anteil an PSMA-positivem Probenmaterial. Somit konnte zusétzlich nicht nur das Ausmalf’ der
Expression einer einzelnen Zelle, sondern auch die Gesamtzahl PSMA-produzierender Zellen
mitberucksichtigt werden. Zur Validierung der PSMA-Anfarbung wurden die oben
beschriebenen Zelllinien mit dem entsprechenden Antikdrper versehen. Im Ergebnis unserer
Testreihen wiesen LNCaP-Zellen die starkste PSMA-Expression auf, gefolgt von 22Rv1-Zellen
mit intermediérer oder geringer Expression. Die LNCaP-Zelllinie zeichnet sich unter anderem
durch ihre Hormonsensitivitdt aus [127]. Demgegentber stehen die Tumorzellen der Zelllinien
22Rv1 und PC-3, welche teilweise bzw. komplett hormonrefraktér sind. Letztere sind durch
einen hohen Grad an Entdifferenzierung gekennzeichnet [128, 129]. Die PC-3-Zelllinie war
daher in unseren Untersuchungen auch komplett PSMA-negativ.

Zur Expression von PSMA auf den gewahlten Zelllinien sind einige Publikationen veroffentlicht
worden. Mit vergleichbaren Methoden konnten sie ahnliche Unterschiede der
Expressionsmuster von PSMA auf Zellen der drei Zelllinien zeigen [130, 131]. Demgegenuber
wird in einer Publikation von Ben Jemaa et al. beschrieben, dass in 22Rv1-Zellen mehr mRNA

fur PSMA nachweisbar ist, als in LNCaP-Zellen [132]. Ob ein Riickschluss von der Menge der
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MRNA auf die tatsachlich vorhandene PSMA-Expression zuléssig ist, bleibt allerdings fraglich.
Der direkte Vergleich ist zudem aufgrund der unterschiedlichen Methodik nicht verlasslich.

Die Ergebnisse der PSMA-Expression der genannten Zelllinien deuten darauf hin, dass die
PSMA-Expression mit steigender Entdifferenzierung und sinkender Hormonsensitivitat
abnimmt. Zusammen mit den Erkenntnissen von Wright et al. Gber die steigende PSMA-
Expression bei htherem GS ergibt sich daraus das Bild einer plastischen PSMA-Expression
wahrend der Tumorgenese [99]. Es kommt also im Rahmen der Entdifferenzierung des
Adenokarzinoms zunachst zu einem Anstieg des PSMA-Expressionsniveaus. Ab einem
gewissen Grad der Entdifferenzierung sind die Tumorzellen nicht mehr in der Lage PSMA zu
exprimieren. Ab diesem Punkt sind folglich auch PSMA-gerichtete Therapien nicht mehr als

sinnvoll zu erachten.

5.1.2. PSMA-Expression des Primartumorgewebes und der CTCs

In den vermessenen Proben des Primartumorgewebes (n = 13) ergab sich eine PSMA-
Expression von durchschnittlich 51,4 %. Dies ist vergleichbar mit den Ergebnissen anderer
Arbeiten. In Abhangigkeit vom GS sind ebenfalls Werte im Mittel von 43,9 % (10,5 % - 70,7 %)
und 56,67 % beschrieben worden [133, 134]. Innerhalb des Primartumors konnte anhand des
Korrelationskoeffizienten (r = 0,546) ein mafiiger Zusammenhang zwischen PSMA-IS und dem
relativen Anteil von PSMA positiven Gewebe beobachtet werden. Dies bedeutet, dass mit
steigender Anzahl von PSMA-exprimierenden Tumorzellen auch die PSMA-Expression der
einzelnen Zelle steigt. Obwohl die Ergebnisse knapp oberhalb des Signifikanzniveaus lagen
(p = 0,053), deutet dies moglicherweise auf einen Selektionsvorteil von Tumorzellen mit PSMA
hin. Tumorzellen mit erhohter PSMA-Expression konnten einen Uberlebensbonus sowie eine
hohere Proliferationsrate aufweisen. Yao und Bacich konnten dies anhand von Zellkulturen
bereits zeigen. Zellen der PCa-Zelllinien LNCaP (mit PSMA) und DU-145 (ohne PSMA)
proliferierten unterschiedlich stark in Abh&angigkeit vom Folatspiegel im Medium. Ein hoher
Folatspiegel fuhrte bei beiden Zelllinien zu verstarktem Zellwachstum. Bei niedrigem und
physiologischem Folatspiegel hingegen wiesen die Wissenschaftler einen deutlichen
Wachstumsvorteil flr die LNCaP-Zellen nach [135]. Inwiefern dies auch in vivo der Realitat

entspricht ist unklar.

Bei dem PSMA-Profil der charakterisierten CTCs war ein hohes Mal} an Heterogenitat zu
verzeichnen. Bei 20 Patienten konnten CTCs gefunden werden, wobei davon 12 wiederum
PSMA-positive CTCs hatten. 66,7 % der isolierten CTCs exprimierten PSMA. Auch wenn der
Grol3teil davon nur einen PSMA-IS von 1 hatte, konnte dennoch eine betréchtliche Anzahl an
PSMA-positiven Zellen detektiert werden (n = 1386). Zudem zeigte sich ein starker
signifikanter Zusammenhang (r = 0,96) zwischen PSMA-IS der CTCs und dem relativen Anteil

der CTCs mit PSMA-Expression. Dies lie3e sich ebenfalls dadurch erklaren, dass bei einer
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Vielzahl von PSMA-exprimierenden CTCs auch die individuelle CTC durchschnittlich mehr
PSMA auf der Zelloberflache hat, weil ein Selektionsvorteil vorliegt. Derzeit existieren nur
wenige Studien, in welchen ebenfalls CTCs auf PSMA untersucht wurden. Kirby et al. isolierten
mit dem System ,GEDI* (geometrically enhanced differential immunocapture) aus dem Blut
von Patienten mit mMCRPCa, die zuvor eine Taxan-basierte Chemotherapie erhielten, CTCs.
Beim GEDI-System handelt es sich um ein Verfahren, welches sich im Rahmen der
Mikrofluidik die GrofRe und Verformbarkeit der durch die Kammer laufenden CTCs zunutze
macht. Mithilfe der Implementierung des PSMA-Antikérpers J591 auf der Oberflache sollen
prostatakarzinomspezifische CTCs herausgefiltert werden. Insgesamt wurde der Versuch mit
zehn gesunden Probanden und 30 Patienten mit mCRPCa durchgefuhrt. Es wurde
standardisiert 1 ml Blut pro Person verwendet. Mit diesem Verfahren fanden die Autoren im
Median 3 CTCs (0-22 CTCs) bei gesunden Probanden; bei Patienten mit mMCRPCa waren es
54 CTCs (0-1200 CTCs). Von 25 der 30 mCRPCa Patienten fihrten sie daneben eine
Zellzahlung mit CellSearch® durch. Der Vergleich beider Systeme kam zu dem Schluss, dass
mit dem GEDI-Verfahren 2 bis 400-mal mehr CTCs gefunden wurden. Bei der durchgefiihrten
Korrelationsberechnung, die beide Verfahren (GEDI vs. CellSearch®) in Beziehung
zueinander setzte, kam ein Korrelationskoeffizient von r = 0,44 heraus. Der Vergleich beider
Techniken ist jedoch limitiert, da unterschiedliche Biomarker zur Charakterisierung von CTCs
verwendet wurden. Beim GEDI-Verfahren wurde jede PSMA-positive und CD45-negative Zelle
als CTC gewertet. CellSearch® hingegen hat als zwingendes Kriterium den Nachweis einer
EpCAM-Expression [136]. Kirby et al. argumentierten, dass EpCAM wahrend der EMT von
Zellen herunterreguliert wird und damit viele CTCs nicht detektiert werden wirden [118].
Obwohl das GEDI-System auch eine groRenabhangige Filterfunktion hat, werden aufgrund
des Einsatzes des PSMA-Antikdrpers groRere DAPI-positive, CD45-negative und PSMA-
negative Zellen nicht detektiert. Dies steht im Widerspruch zur vorliegenden Arbeit, die zeigt,
dass nicht alle CTCs zwangslaufig PSMA exprimieren missen. Zudem miissen CTCs nicht
zwingend grofRer als Leukozyten sein, was generell eine Schwache der grél3enabhéangigen
Filtrationsmethoden darstellt. Die mit dem GEDI-System gesammelten Zellen wurden
anschliel3end auf EpCAM angeféarbt. Dabei waren im Median 60 % der CTCs EpCAM-positiv
[136]. Auffallig bei der Studie ist zudem die Anzahl an gefundenen CTCs bei den gesunden
Probanden, da hier keine CTCs detektiert werden sollten [137].

Eine neuere Studie versuchte durch die Kombination von EpCAM-Antikérpern und PSMA-
Antikdrpern epitheliale und mesenchymale CTCs zu detektieren. Dazu verwendeten Yin et al.
ebenfalls ein Gerat auf Basis einer Mikrofluidik-Technik. Zuvor durchgefuhrte Experimente mit
LNCaP-Zellen zeigten zudem eine deutliche Reduktion der EpCAM-Expression wahrend der
EMT. Wurde eine EMT bei den Zellen induziert, konnten lediglich 38,1 % der in das System
gespeisten Zellen mit dem EpCAM-Antikérper detektiert werden. Dagegen lag die Quote ohne
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EMT bei 73,8 %. Die Kombination beider Antikorper fiihrte zu einer Detektionseffizienz von
85 %. Ebenso wurde auch eine CTC-Bestimmung bei 24 PCa-Patienten (lokalisierte und
metastasierte Stadien) mit dem Gerat durchgefiihrt. Bei Verwendung von PSMA- und EpCAM-
Antikérper konnten durchschnittlich 6,6 + 5 CTCs/2 ml Blut gefunden werden. Dagegen belief
sich die Zahl bei alleiniger Anwendung des EpCAM-Antikdrpers auf 3,6 £ 2,4 CTCs/2 ml Blut
[138].

Beide Vergleichsstudien zeigen, dass mit anderen Methoden als dem CellSearch®-System
auch eine PSMA-Bestimmung auf CTCs mdglich ist. Zu beachten sind jedoch insbesondere
Vor- und Nachteile des jeweils verwendeten Systems. CellSearch® ist bisher die einzige von
der FDA zugelassene Methode und stellt daher das vermutlich am meisten verwendete und
validierteste Verfahren dar. Der Grof3teil der qualitativ hochwertigen Studien, welche die
prognostische Bedeutung der CTCs erforschten wurden mit dem CellSearch®-System
durchgefuhrt. Von Nachteil kdnnte die Abhangigkeit von der EpCAM-Expression sein.
Zunehmend gibt es Hinweise, dass mesenchymale CTCs (ohne EpCAM) mit einer
schlechteren Prognose assoziiert sind [139].

Eine weitere zentrale Fragestellung im ersten Abschnitt dieser Arbeit lautete, ob die
Expression von PSMA im Primartumorgewebe mit der Expression von PSMA auf isolierten
CTCs Kkorreliert. Entgegen unserer Erwartung konnte dieser Zusammenhang nicht
nachgewiesen werden und die erhobenen Daten deuten eher auf ein entgegengesetztes
Verhéltnis beider Parameter hin. Das wirde bedeuten, dass bei verstarkter PSMA-Expression
im Primartumor weniger PSMA auf den spéater auftretenden CTCs vorhanden ist. Prinzipiell
ware es denkbar, dass also eher PSMA-negative Prostatakarzinomzellen dazu geneigt sind
eine EMT zu vollziehen und CTCs zu generieren, was mit dem Ergebnis der in 5.1.1.
beschrieben Zellen der Zelllinie PC-3 vereinbar ware. Gleichzeitig wirden PSMA-positive
Tumore eher weniger CTCs generieren, da sie mdglicherweise nicht genug entdifferenziert
sind.

Nach der Studie von Kirby et al. wére auch eine andere Erklarung vorstellbar. Die
Studienergebnisse implizieren, dass CTCs vom mesenchymalen Typ eher dazu neigen PSMA
Zu exprimieren, da in dieser Studie alle PSMA-positiven CTCs nur zu 60 % EpCAM auf der
Zelloberflache hatten [136]. Folglich kdonnten von PSMA-reichem Tumorgewebe eher
phanotypisch mesenchymale CTCs ausgehen. Umgekehrt stammen epidermale CTCs
tendenziell von Tumorgewebe mit geringer PSMA-Expression.

Das Korrelationsmodell ist jedoch durch die niedrige Anzahl an Proben (n = 13) limitiert.
Lediglich bei sechs der 13 Patienten mit einer PSMA-Analyse des Biopsiematerials, konnten
PSMA-positive CTCs gefunden werden. Das Modell gilt nur zwischen Primartumor und CTCs.

Der Einfluss von vorhandenen Metastasen auf den PSMA-Status der CTCs konnte nicht
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bertcksichtigt werden. Daher ware es auch denkbar, dass der Grol3teil PSMA-positiver CTCs
von Metastasen mit gesteigerter PSMA-Expression stammt, insbesondere bei Patienten, die
eine Radikal-OP der Prostata hatten. Zudem stellt sicherlich die zeitliche Differenz zwischen
dem Zeitpunkt der Biopsie und der CTC-PSMA-Messung den gréften Schwachpunkt des
Modells dar. Zum einen erhielten die Patienten nach Biopsie i.d.R. eine oder mehrere
Therapien, was auch im Primartumorgewebe zu Verdnderung hinsichtlich der Tumorzellen
fuhrt. Zum anderen ist die Lebensdauer von CTCs vermutlich relativ kurz und wird auf ungefahr
24 Stunden geschatzt [115]. Die detektierten CTCs spiegeln also eher den aktuellen
molekularpathologischen Status des Primartumors (falls noch vorhanden, z.B. nach Radiatio)
und dessen Metastasen wieder [117]. Fir eine validere Aussage zu dieser Fragestellung
musste die PSMA-Bestimmung auf CTCs zeitgleich zur Untersuchung der Primé&rbiopsie oder

der entfernten Prostata erfolgen, wenn noch keine Fernmetastasen nachweisbar sind.

Der oben diskutierte Abschnitt der Studie fokussierte sich auf die Etablierung und Validierung
der PSMA-Anfarbung auf CTCs. Die immunhistochemische Anfarbung von PSMA auf
Prostatakarzinomgewebe ist schon langer moglich. Erstmals erfolgte mittels CellSearch®-
System dahingehend eine Charakterisierung der Tumorzellen im Blut. Patienten, bei welchen
eine CTC-Bestimmung erfolgen soll, kbnnen nun zusatzlich klinisch weiter unterteilt werden.
Besonders relevant kénnte dies fur die Stratifizierung der Patienten fur eine mogliche PSMA-
gerichtete Therapie genutzt werden. Bei Patienten mit PSMA-negativen CTCs ist von keiner
oder geringer Wirkung einer PSMA-gerichteten Therapie auf CTCs auszugehen. Aufgrund der
molekularen Ahnlichkeit der CTCs zu Tumor und Metastasen kénnte man auch von einer eher

reduzierten Therapieeffektivitdt insgesamt ausgehen.

5.2. PSMA-Profil der CTCs und klinisch-laborchemische Parameter

Bislang ist keine andere Studie publiziert worden, die einen Zusammenhang zwischen PSMA-
Profil der CTCs und klinisch-laborchemischen Parametern untersuchte. Tendenziell waren
Patienten mit PSMA-positiven CTCs im Mittel alter, hatten einen hoéheren GS im
Primartumorgewebe und litten vermehrt an Knochenmetastasen. Zudem waren bei diesen
Patienten die Spiegel von PSA, AP, LDH hoher; der von HB hingegen niedriger. Die
Differenzen der Gruppen bei den Laborparametern AP und LDH waren hierbei mit p = 0,08
und p = 0,07 nur knapp als nicht signifikant zu bewerten. Beim T- und N-Status sowie der
Erkrankungsdauer gab es keine nennenswerten Differenzen. Ebenso waren auch beim
Vergleich der aktuellen wund friheren medikamentbsen Therapie mit LHRH-
Agonisten/Antagonisten sowie einer Abiraterontherapie keine Unterschiede zu verzeichnen.
Insgesamt war kein Unterschied zwischen den Gruppen als signifikant zu werten.

Die Korrelationsanalysen zeigten lediglich Tendenzen. Schwache (nicht signifikante)

Zusammenhange konnten zwischen der PSMA-Expression der CTCs und dem Alter, der AP
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und der LDH festgestellt werden. Die ED, der PSA-Spiegel sowie der HB-Wert zeigten keine
Korrelationen. Interessanterweise ergaben die Berechnungen einen Zusammenhang
zwischen der PSMA-Expression und der Anzahl von CTCs. Der hohe Korrelationskoeffizient r
= 0,82 (signifikant mit p < 0,05) deutet auf eine starke Koharenz dieser Gro3en hin. Bei héherer
CTC-Anzahl steigt also die Wahrscheinlichkeit, PSMA-positive CTCs finden zu kénnen.

Da der positive CTC-PSMA-Status mit der CTC-Anzahl korrelierte, kann in der vorliegenden
Arbeit nicht sicher ausgeschlossen werden, dass es sich bei den Ergebnissen der klinischen
und laborchemischen Parameter diesbezliglich um Scheinkorrelationen handelt und die CTC-
Anzahl der bestimmende Faktor ist. Die CTC-Zahl ist in Studien bereits als prognostischer
Faktor nachgewiesen worden. Zielfihrend ware daher der direkte Vergleich von Patienten mit
(in etwa) gleicher CTC-Anzahl aber unterschiedlichem CTC-PSMA-Status, um den Einfluss
von PSMA auf CTCs besser einschatzen zu konnen. Ahnliche Studien, welche die
Zusammenhange aus diesem Teil der Arbeit untersuchen, sind zu diesem Zeitpunkt leider

nicht existent.

5.3. CTC-Anzahl und klinisch-laborchemische Parameter

Im Rahmen der Studie wurden deskriptiv Unterschiede zwischen Patienten mit prognostisch
gunstiger und unginstiger CTC-Anzahl ndher analysiert. Von Interesse war auf3erdem ein
mdoglicher Zusammenhang von gemessener CTC-Anzahl und klinisch-laborchemischen
Parametern.

Zusammenfassend waren Patienten mit prognostisch ungunstiger CTC-Anzahl
(=5 CTCs/7,5 ml Blut) tendenziell alter, wiesen hohere Werte an PSA, AP sowie LDH auf und
hatten einen niedrigeren HB-Spiegel. Weiterhin war der GS hoher, es wurde initial haufiger
eine Hormontherapie sowie aktuell eine Therapie mit Abirateron durchgefuhrt. Die ED war
hingegen bei Patienten mit ginstiger CTC-Anzahl minimal verlangert. Die TNM-Stadien
glichen sich nahezu. Ahnlich zeigten die Korrelationsanalysen einen leichten Zusammenhang
von CTC-Anzahl und dem Alter. Ein maRiger Zusammenhang besteht zwischen der CTC-
Anzahl und der Hohe von AP und LDH sowie invers fir HB. Kein Zusammenhang konnte
hingegen bei der ED, T-Stadium, PSA und dem GS festgestellt werden.

Erklarungen, welche einen direkten Zusammenhang von CTC-Anzahl und den einzelnen
Parameter beschreiben, sind schwer zu finden. Pathophysiologisch ist ein direkter Einfluss der
CTC-Anzahl auf die Laborparameter unwahrscheinlich. Vielmehr kénnte ein hdherer oder
niedrigerer Laborwert jeweils Ausdruck eines Tumorprogresses, der Tumor- bzw.
Metastasenlast oder Morbiditat sein. Eine Erklarung fur einen méglichen Zusammenhang von
gesteigerter CTC-Anzahl und einer vorausgegangenen Androgendeprivation sowie einer
Therapie mit Abirateron liefern Sun et al. In Zellkulturen und Mausmodellen mit
Prostatakarzinomzellen zeigten die Autoren, dass eine Androgendeprivation zur EMT fihren

kann. Nach EMT kénnen Tumorzellen aus dem Verbund in die Blutbahn gelangen und werden
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zur CTC. Es kommt dabei zu einer vermehrten Produktion von Proteinen wie Vimentin, Snail
und Zebl. Diese werden wahrend der EMT hochreguliert, sodass die Tumorzelle vom
epidermalen in den mesenchymalen Phanotyp wechselt. Sowohl Zebl als auch der aktivierte
AR inhibieren gegenseitig ihre Expression [140]. Diese Ergebnisse liefern neue Aspekte fir
die Durchfuhrung einer ADT und Abiraterontherapie. Nach diesem Modell kdénnte der
Krankheitsprogress beschleunigt werden, indem die verstarkte Induktion der EMT zu
Metastasen fihrt. Interessanterweise lassen sich diese Ergebnisse auch mit der Arbeit von
Yin et al. verkntpfen. Die Induktion einer EMT fiihrte bei Tumorzellen zu einer vermehrten
PSMA-Expression [138]. Eine andere Studie zeigte, dass die Substanzen Abirateron und
Enzalutamid die PSMA-Expression des Tumorgewebes hochregulieren [141]. Diese
Erklarungsanséatze legen die Hypothese einer synergistischen Wirkung im Zusammenhang mit
PSMA-gerichteten Therapien nahe. Dies kann besonders fir die Konzeption einer
Therapiekombination relevant sein.

Wenngleich kein Ergebnis als signifikant zu werten war, sind ahnlichen Tendenzen auch in
anderen Publikationen zu finden. Eine andere Arbeit, die sich mit der Korrelation von CTC-
Anzahl und klinisch-laborchemischen Parametern beschéftigt, stammt von Bitting et al. Sie
erhoben Daten von 89 Patienten mit mCRPCa und fuhrten CTC-Messungen nach dem
CellSearch®-Verfahren durch. Das mediane Alter war dem unserer Studie mit 69 Jahren
gleich. Auch hier litt ein betréachtlicher Anteil von 92 % an Knochenmetastasen. Alle Patienten
erhielten wahrend der Studie eine ADT. In der Vorgeschichte hatten neben einer ADT 89 %
der Patienten nicht-steroidale Antiandrogene (Bicalutamid, Nilutamid oder Flutamid) und 70 %
Docetaxel erhalten. Laborchemisch wiesen die Patienten vergleichsweise schlechtere Werte
auf. Der mediane PSA betrug 177,8 ng/ml, die LDH 232,5 U/, die AP 132 U/l und der HB lag
im Median bei 11,2 g/dl. Die Autoren verwendeten fir ihre Analyse der Zusammenhange
ebenfalls den Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman. Dieser wurde jeweils flir PSA,
AP, LDH und HB in Bezug zur CTC-Anzahl berechnet, sowohl zu Beginn der Studie (baseline),
als auch bei Progress der Erkrankung. Bitting et al. fanden eine leichte Korrelation zwischen
CTC-Anzahl und PSA-Wert (nicht signifikant), insbesondere wéhrend eines Progresses.
Signifikant maRige Korrelationen zeigten sich bei der Héhe des AP- und LDH-Spiegels (r =
0,48 und r = 0,5). Ein erniedrigter HB-Wert war wahrend einer Progression mit einer erhdhten
CTC-Anzahl assoziiert (r = -0,45). Vergleichend mit unserer Arbeit sind die
Korrelationskoeffizienten bei LDH (r = 0,44) und HB (r = -0,46) sehr &hnlich, bzgl. der AP (r =
0,29) fanden wir eine schwachere und beim PSA-Spiegel keine Korrelation [142]. Die
Tatsache, dass der GS mit erhdhter CTC-Anzahl assoziiert ist, konnte ebenfalls in zahlreichen
Studien belegt werden [143, 144].
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Eine weitere Studie zu dieser Thematik wurde von Olmos et al. publiziert. Fir die Studie
wurden 119 Patienten mit mCRPCa herangezogen, die vor und nach Tumortherapie eine
Blutentnahme zur Bestimmung der CTCs mit dem CellSearch®-System erhielten. Im Median
wurden 6 CTCs (0-545 CTCs) gefunden. Das mediane Alter war mit 67,5 Jahren (48,2—-85,5
Jahre) dem unserer Studie dhnlich. Es wurden signifikante Assoziationen zwischen der CTC-
Anzahl und erhdhtem PSA, AP sowie erniedrigtem HB-Spiegel gefunden. AuRerdem hatten
Patienten mit htherer CTC-Anzahl haufiger Knochenmetastasen und es wurde signifikant ofter
eine zytotoxische Chemotherapie in der Vergangenheit durchgefiihrt. Ein weiteres Ergebnis
der Studie war, dass eine unginstige CTC-Anzahl von = 5 CTCs mit einem kirzeren
Gesamtuberleben (19,5 vs. > 30 Monate) einherging. Zusatzlich konnten Olmos et al. zeigen,
dass die Anderung der Anzahl von CTCs unter Therapie ein prognostischer Marker fiir das
Gesamtuberleben darstellt. Patienten bei denen trotz Therapie durchgéngig = 5 CTCs
gefunden wurden, hatten ein deutlich kiirzeres Gesamtiiberleben, als Patienten die durchweg
< 5 CTCs oder eine Konversion von ungunstiger zu gunstiger CTC-Anzahl hatten [145]. Die
prognostische Bedeutung der Anzahl gemessener CTCs bei Patienten mit mCRPCa ist in
diversen Studien belegt [146-148].

Von de Bono et al. stammt eine zentrale Studie zu dieser Thematik [147]. Bei Patienten mit
einer gunstigen CTC-Anzahl (< 5 CTCs/7,5 ml Blut) war im Gegensatz zu Patienten
mit = 5 CTCs/7,5 ml Blut ein signifikant verbessertes progressionsfreies Uberleben und
Gesamtuberleben zu verzeichnen. Eine Konversion von glinstiger zu unginstiger CTC-Anzahl
war mit einer Verschlechterung der Prognose assoziiert. Im Gegenteil konnte eine verbesserte
Prognose ebenso bei Wechsel von unglinstiger zu glinstiger CTC-Anzahl beobachtet werden.
Im Hinblick auf die Therapie konnte dies nach 2-5 Wochen ab Therapiebeginn gezeigt werden.
Dementsprechend zeigen diese Studien, dass die CTC-Anzahl als Surrogatparameter fiir das

Gesamtiberleben genutzt werden kann [149].

5.4. Klinische Relevanz einer PSMA-Expression auf CTCs

Im Klinischen Kontext ist das Membranprotein PSMA derzeit eine interessante Zielstruktur fir
Diagnostik und Therapie. Die wesentlichen Anwendungsgebiete sind die PSMA-PET/CT und
die neu aufkommenden PSMA-gerichteten Therapien.

In Bezug zur PSMA-PET/CT stellt sich die Frage, ob eine vorherige Bestimmung von CTCs
oder dem PSMA auf CTCs sinnvoll ist und Konsequenzen hat. Derzeit wird die Indikation fur
eine PSMA-PET/CT zumeist aufgrund eines biochemischen Rezidivs anhand des PSA-Wertes
gestellt [34]. Eiber et al. konnten in einer Studie mit insgesamt 248 Patienten nach RP
nachweisem, dass die Wahrscheinlichkeit PSMA-positive Lasionen zu finden mit der Hohe des
PSA-Rezidiv-Spiegels korreliert. Jedoch wurden auch bei 57,9 % der Patienten mit einem
PSA-Wert <0,5 ng/ml verdachtige Lasionen gefunden [150]. Grundsatzlich stellen die
Ergebnisse dieser Studie die Indikation fur eine PSMA-PET/CT anhand des PSA-Wertes in

58



Frage. Eine umfangreiche Beobachtungsstudie von Ried et al. verglich die CTC-Anzahl mit
dem aktuellen Tumorstatus verschiedener Entitaten (277 Patienten) und dem Tumorrisiko von
286 gesunden Patienten. Zur Zahlung wurde die ISET (Isolation-by-Size-of-Epithelial-Tumaor)
Methode verwendet. Diese beruht auf einer groRenabhangigen Filtration mit anschlieRender
direkter Mikroskopie. Patienten mit bekannter Tumorerkrankung bekamen wiederholt CTC-
Messungen zum Monitoring der Therapieeffektivitat. Wurden CTCs bei gesunden Patienten
entdeckt, erhielten diese eine Bildgebung. Interessanterweise konnten bei 50 % der Patienten
mit CTCs und normalem PSA mittels PSMA-PET/CT vermehrt PSMA-anreichernde Areale in
der Prostata detektiert werden [151]. Dies wirde implizieren, dass CTCs auch zum Screening
genutzt werden kénnten. Dennoch bleibt ein wesentlicher Schwachpunkt einiger Studien mit
PSMA-PET/CT bestehen; die konkrete Relevanz PSMA-positiver Lasionen ist h&aufig unklar,
da keine histologische Sicherung der suspekten Areale erfolgte.

Die durchgefuihrte Studie impliziert, dass man bei hoher PSMA-Expression im Prim&rtumor
nicht auf eine hohe Expression von PSMA auf CTCs schlieRen kann. Bei Patienten mit
nachweisbaren PSMA-negativen CTCs ist die diagnostische Aussagekraft eines PSMA-
PET/CT moglicherweise eingeschrankt, da keine hohen Expressionsniveaus in Tumorgewebe
zu erwarten sind. Dennoch bleibt bei diesem Themenkomplex die grundlegende Frage nach
der Sinnhaftigkeit der PSMA-PET/CT anhand von Biomarkern bestehen. Dieser Aspekt ist
bereits ein Kritikpunkt bei der aktuellen Umsetzung von PSMA-PET/CTs aufgrund eines PSA-
Rezidivs. Ob ein mdglicher Vorteil fir Patienten mit neu detektierten PSMA-positiven Lasionen
bei PSA-Rezidiv besteht, ist aufgrund mangelnder prospektiver Studien mit standardisierten

Therapiesequenzen nicht geklart [152].

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass PSMA prinzipiell auf CTCs mittels CellSearch®
nachgewiesen werden kann. Gerade im Hinblick auf die neueren Therapiemdglichkeiten mit
zielgerichteten PSMA-Therapien wird die Relevanz der Thematik deutlich. Monitoring und
Stratifizierung der PSMA-gerichteten Therapien werden derzeit uneinheitlich gehandhabt. Der
PSMA-Status auf CTCs kann im Sinne einer ,liquid biopsy“ méglicherweise das Ansprechen
auf zielgerichtete PSMA-Therapien vorhersagen.

Der PSA-Abfall stelltin den PSMA-RLT-Studien einen wesentlichen Surrogatparameter fur das
Therapieansprechen dar. Calopedos et al. errechneten in ihrem systematischen Review und
Metaanalyse von 10 Studien, dass bei ungeféhr 66 % aller eingeschlossenen Patienten mit
MCRPCa ein PSA-Ansprechen zu verzeichnen war [153]. Dagegen sind nur sehr wenige
Publikationen veroffentlich worden, welche ebenfalls die Wirkung PSMA-gerichteter Therapien
auf Patient und CTCs untersuchen. Eine Studie von Tagawa et al. untersuchte die Wirksamkeit
von 177u-J591 (Lutetium-177 gekoppelt an den monoklonalen PSMA-Antikorper J591) bei 47

Patienten mit mMCRPCa. Zwolf Patienten erhielten vor und 4-6 Wochen nach Therapie CTC-
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Messungen mittels CellSearch®. Es zeigte sich bei acht Patienten ein Abfall von mindestens
50 % der CTC-Anzahl. Ein Patient erfuhr eine Reduktion um 27 %, wahrend die verbliebenen
drei Patienten stabil hinsichtlich ihrer CTC-Anzahl waren [91].

Eine neue experimentelle Therapiealternative stellt die PSMA-ADC (antibody drug conjugates)
dar. Dazu gehort beispielsweise der Mitosehemmstoff Monomethyl- Auristatin E, welcher an
einen PSMA-Antikorper gekoppelt wird. Erste Ergebnisse der Phase-II-Studie mit 83 Patienten
zeigten, dass es bei 74 % der Patienten mindestens zu einer Reduktion der CTC-Anzahl um
50 % kam. Eine Konversion von prognostisch unglnstiger zu ginstiger CTC-Anzahl wurde, je
nach verwendeter Dosis, bei 48 % bzw. 50 % der Patienten festgestellt [92].

Unsere Daten konnten eine Korrelation zwischen der CTC-Anzahl und dem CTC-PSMA-
Status zeigen. Die diagnostisch-therapeutische Konsequenz ware, eine Anfarbung der CTCs
auf PSMA bei Patienten mit vielen CTCs durchzufiihren. Die Effektivitdt PSMA-gerichteter
Therapien ist unter anderem von dem Ausmal} der Expression des Proteins abhangig [154].
Daraus lasst sich die Notwendigkeit einer Stratifizierung ableiten. Dies konnte auch fur die
individuelle Erstellung einer Therapiesequenz sinnvoll sein. Die Tatsache, dass wir bei
Patienten mit betrachtlicher CTC-Anzahl PSMA-Expressionen feststellen konnten, kénnte die

Erfolge der zielgerichteten PSMA-Therapien zumindest teilweise erklaren.

5.5. Weitere Limitationen

Es erfolgte eine systematisch retrospektive Analyse von Patientendaten der uro-
onkologischen Praxis ATURO. Daraus ergibt sich, dass die Datendokumentation nicht fiir eine
spater geplante Studie bzw. Analyse erhoben wurden. Folglich wurde eine sekundare
Datenstandardisierung durchgefihrt. Zu den wesentlichen Limitationen zahlen folgende
Punkte:

e Die niedrige Anzahl an Patienten und Gewebeproben.

e Die untersuchten Parameter wurden nicht standardisiert erhoben, insbesondere die
Blutentnahmen zur CTCs-Bestimmung und die der laborchemischen Parameter liegen
teilweise bis zu zwei Wochen auseinander.

o Andere Faktoren wie Nebendiagnosen, welche beispielsweise Laborwerte betreffen
kénnen, wurden nicht bertcksichtigt.

e Die direkte Ubertragung von Erkenntnissen aus Zellkulturen auf die in vivo- Situation
ist nicht zuletzt aufgrund der Heterogenitat und Plastizitat von Tumorgewebe deutlich

limitiert und daher nicht zul&ssig.
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5.6. Aussagefahigkeit
Der Ergebnisse dieser Arbeit liefern Erkenntnisse tUber
e den potentiellen Zusammenhang von PSMA-Expression in Tumorgewebe und auf
CTCs,
o die moglichen Unterschiede zwischen Patienten mit PSMA-positiven CTCs und
Patienten ohne einen positiven CTC-PSMA-Status,
e den scheinbaren Zusammenhang von PSMA-Expression auf CTCs und klinischen
sowie laborchemischen Parametern,
e die mdglichen Unterschiede zwischen Patienten mit unginstiger CTC-Anzahl und
Patienten mit guinstiger CTC-Anzahl,
o die Korrelation von CTC-Anzahl und klinischen sowie laborchemischen Parametern bei
Patienten mit mPCa

und thematisiert die klinische Relevanz der PSMA-Anfarbung.

5.7. Fazit

Im Zuge der Erkenntnisse Uber die Vielfalt und Komplexitdt von Tumorerkrankungen kénnen
CTCs eine wichtige Verbindung von Diagnostik und Therapie darstellen. Insbesondere deren
Charakterisierung auf molekularer Ebene und die Entwicklung gezielter Pharmaka kénnten
Patienten mithilfe von personalisierten Therapiekonzepten neue Perspektiven bezlglich
Lebensqualitat und Uberlebenszeit geben. Eine ,liquid biopsy“ ware fur Patienten ein
unkompliziertes und schonendes diagnostisches Verfahren, welches im Gegensatz zu dem
etablierten PSMA PET/CT auch eine Aussage Uber die Prognose machen kénnte. Nach
aktuellem Wissensstand kann das Therapiemanagement jedoch nicht nur in Abhangigkeit
einer CTC-Analyse erfolgen. In der aktuellen Leitlinie findet die Bestimmung der CTCs noch
keine Berticksichtigung. Konkrete diagnostisch-therapeutische Konsequenzen im Sinne einer
Sequenztherapie sind unklar. Vielmehr kann dieser Biomarker erganzend verwendet werden,
um die potentielle Wirksamkeit einer Therapie einzuschétzen. Die Bestimmung von PSMA auf
CTCs ist ein vielversprechender Ansatz fur die Stratifizierung der neu aufkommenden PSMA-
gerichteten Therapien. Diese kdnnen trotz heterogener Studienlage zunehmend Erfolge
vorweisen und gelten insbesondere bei multimodal vortherapierten Patienten als letzte
Therapieoption. Das CellSearch®-Verfahren bietet die Méglichkeit EpCAM-positive CTCs zu
zahlen und mit dem neu erstellten Protokoll auch die PSMA-Expression zu bestimmen. CTCs
sind eng mit Tumor- und Metastasengewebe verwandt. Daher kann angenommen werden,
dass Patienten, bei denen keine Expression von PSMA auf CTCs nachgewiesen werden kann,
vermutlich nicht von zielgerichteten PSMA-Therapien profitieren. Auch wenn die Detektion von
CTCs bisher nicht im klinischen Alltag erfolgt, gibt es gute Griinde, CTCs zur Stratifizierung
und zum Monitoring zu verwenden. Zu den wesentlichen Aspekten zahlen die prognostische

Aussage Uber das Gesamtiberleben [147] und das Anzeigen eines moglichen
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Therapieansprechens [148]. Weitere Erkenntnisse auf dem Gebiet der CTCs koénnen niitzliche
Informationen liefern, um die Qualitat der Versorgung von Patienten mit fortgeschrittener
maligner Erkrankung zu verbessern. Ungeklart ist insbesondere die Bedeutung EpCAM-
negativer Tumorzellen, daher ware in der Zukunft die Entwicklung von Detektionsverfahren fir
beide Zelltypen ein wichtiger Schritt zur Optimierung der sog. liquid biopsy. Es bedarf weiterer

qualitativ hochwertiger Studien und Forschung auf diesem Themengebiet.

5.8. Ausblick und offene Fragen
Um die zukunftige Bedeutung der PSMA-Expression auf CTCs zu beurteilen, bleiben wichtige
Frage zu beantworten:

e Werden sich zielgerichtete PSMA-Therapien bei Patienten mit PCa durchsetzen und
im klinischen Alltag an Bedeutung zunehmen?

e Konnte die Kombination aus PSMA-PET/CT und CTC-PSMA-Analyse ein
Patientenkollektiv selektieren, welches besonders von zielgerichteten PSMA-
Therapien profitiert?

¢ Welche konkrete Konsequenz ergibt sich aus der CTC-Analyse fir den behandelnden

Urologen in der Praxis?

62



6. Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist der haufigste maligne Tumor des Mannes. Da die meisten
betroffenen Manner am metastasierten kastrationsresistenten Prostatakarzinom (mMCRPCa)
versterben, stellt dieses Stadium der Erkrankung eine besondere Herausforderung dar.
Zirkulierende Tumorzellen (CTCs) kbénnen als Biomarker potentiell Einfluss auf die weitere
Diagnostik und Therapie nehmen. Durch die neu aufkommenden gezielten Krebstherapien ist
das prostataspezifisches Membranantigen (PSMA) eine interessante Zielstruktur, die
einerseits zur Diagnostik (z.B. PSMA-PET/CT) und Therapie (z.B. PSMA-Radioligandtherapie)
beim mPCa verwendet wird.

Im Rahmen der Studie wurde ein Protokoll zur Anfarbung von PSMA auf CTCs erstellt. Diese
Arbeit untersucht weiterhin den Zusammenhang zwischen der PSMA-Expression in
Tumorgewebe sowie auf CTCs und den etablierten klinischen sowie laborchemischen
Parametern bei Patienten mit mPCa. Zudem stellte sich die Frage, inwiefern sich Patienten
mit mPCa hinsichtlich ihrer klinisch-laborchemischen Parameter unterscheiden, wenn eine
prognostisch ginstige (< 5 CTCs/7,5 ml Blut) oder prognostisch unglnstige
(=25 CTCs/7,5 ml Blut) CTC-Anzahl vorliegt.

Dazu erhielten 30 Patienten eine CTC-Bestimmung mittels CellSearch® und kompatiblen
PSMA-Antikdrper. Bei 13 Patienten konnte vorhandenes Biopsiematerial des Primartumors
auf PSMA angefarbt werden. Retrospektiv. wurden entsprechende Kklinische und
laborchemische Daten erhoben und statistisch ausgewertet.

Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl im Tumor (r = 0,57; p = 0,05) als auch auf CTCs (r
= 0,996; p < 0,05) die individuelle PSMA-Expression bei vermehrter PSMA-positiver Zellzahl
zunimmt. AuBerdem scheint es keine positive Korrelation von PSMA-Expression im
Primartumor und auf CTCs zugeben (r = -0,55; p = 0,05 bzw. r = -0,39; p = 0,19). Patienten,
bei denen PSMA-positive CTCs gefunden wurden, waren tendenziell alter, hatten einen
hoheren Gleason Score (GS) und litten vermehrt an Knochenmetastasen. Zudem waren bei
diesen Patienten die Spiegel von PSA, AP, LDH hoher; der HB hingegen niedriger (nicht
signifikant). Die Anzahl der CTCs korrelierte signifikant mit der Expression von PSMA auf
CTCs (r=0,82; p<0,05bzw. r=0,8; p <0,05). Ahnlich waren auch Patienten mit=5 CTCs/7,5
ml Blut alter, wiesen hohere Werte an PSA, AP sowie LDH auf und hatten einen niedrigeren
HB-Spiegel. Weiterhin war der GS hoher und es wurde initial haufiger eine
Androgendeprivation sowie aktuell eine Therapie mit Abirateron durchgefuhrt (nicht
signifikant).

Erstmals konnten CTCs mittels CellSearch®-System hinsichtlich ihrer PSMA-Expression
untersucht werden. Der PSMA-Status auf CTCs kénnte ein wichtiger Parameter sein, der den
Erfolg von PSMA-gerichteten Therapien voraussagen konnte und daher fiir eine vorherige

Stratifizierung Bedeutung hétte.
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11. Anhang

Anlage 1: Kreuztabelle mit den Variablen T und CTC-PSMA-Status (Chi Quadrat nach Pearson p = 0,70)

CTC-PSMA-Status
Gesamt
keine/PSMA" PSMA*
Anzahl Patienten 1 1 2
T1
Anteil mit jeweiligem 0 . 0
CTC-PSMA-Status 6.3 % g1 B
Anzahl Patienten 2 2 4
T2
Anteil mit jeweiligem . @ @
CTC-PSMA-Status 125% 22,.2°% 16%
Anzahl Patienten 11 4 15
T3 Anteil mit jeweiligem
[0) [0) 0,
CTC-PSMA-Status 08,7% 44,5% 60 %
Anzahl Patienten 2 2 4
T4 Anteil mit jeweiligem
0, 0, 0,
CTC-PSMA-Status 12:51% 22,21% 169
Gesamt Anzahl Patienten 16 9 25

Anlage 2: Kreuztabelle mit den Variablen N und CTC-PSMA-Status (Chi Quadrat nach Pearson p = 0,70)

CTC-PSMA-Status
keine/PSMA PSMA* Gesamt
Anzahl Patienten 1 1 2
NO T o
Anteil mit jeweiligem
CTC-PSMA-Status 6.3 % 11.1% 8%
Anzahl Patienten 9 6 15
N1 T o
Anteil mit jeweiligem
CTC-PSMA-Status S0z ¥ o0 B
Anzahl Patienten 6 2 8
NXx T =
Anteil mit jeweiligem
CTC-PSMA-Status S50 S22 S2
Gesamt Anzahl Patienten 16 9 25
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Anlage 3: Kreuztabelle mit den Variablen M und CTC-PSMA-Status (Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,37)

CTC-PSMA-Status
keine/PSMA-  PSMA* Gesamt
Anzahl Patienten 3 0 3
Mla — :
Anteil mit gleichem CTC-
PSMA-Status 18,7 % 0 % 12 %
Anzahl Patienten 12 8 20
M1b —— —
Anteil mit jeweiligem
CTC-PSMA-Status % 88,9 % 80 %
Anzahl Patienten 1 1 2
Mlc — =
Anteil mit jeweiligem
CTC-PSMA-Status 6,3 % 11,1 % 8%
Gesamt Anzahl Patienten 16 9 25

Anlage 4: Kreuztabelle mit den Variablen Initialtherapie und CTC-PSMA-Status (Exakter Test nach Fisher:
zweiseitig p = 0,691 und einseitig p = 0,47; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,61)

CTC-PSMA-Status
keine/PSMA-  PSMA* Gesamt

Keine Anzahl Patienten 7 3 10
ADT P :
e Anteil mit gleichem CTC-
initial PSMA-Status 43,8 % 33,3 % 40 %

Anzahl Patienten 9 6 15
ADT
initial Anteil mit jeweiligem

CTC-PSMA-Status 96,2 % 66,7 % 60 %

Gesamt Anzahl Patienten 16 9 25

79



Anlage 5: Kreuztabelle mit den Variablen GS und CTC-PSMA-Status (Exakter Test nach Fisher:
zweiseitig p = 1 und einseitig p = 0,50; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,63)

CTC-PSMA-Status
keine/PSMA®  PSMA* Gesamt

Anzahl Patienten 5 2 7

GS 7/8 ——— .
Anteil mit gleichem CTC-
PSMA-Status 31,3% 22,2 % 28 %

Anzahl Patienten 11 7 18
EE D Anteil mit jeweiligem

CTC-PSMA-Status 68,7 % 77,8 % 2%
Gesamt Anzahl Patienten 16 9 25

Anlage 6: Kreuztabelle mit den Variablen LHRH Therapie und CTC-PSMA-Status (Exakter Test nach
Fisher: zweiseitig p = 1 und einseitig p = 0,65; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,97)

CTC-PSMA-Status
keine/PSMA®  PSMA* Gesamt
: Anzahl Patienten 7 4 11
Keine
LHRH  Anteil mit gleichem CTC-
PSMA-Status 43,8 % 44,4 % 44 %
Anzahl Patienten 9 5 14
LHRH Anteil mit jeweiligem
CTC-PSMA-Status 96,2 % 55,6 % 56 %
Gesamt Anzahl Patienten 16 9 25
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Anlage 7: Kreuztabelle mit den Variablen Abiraterontherapie und CTC-PSMA-Status (Exakter Test nach
Fisher: zweiseitig p = 1,000 und einseitig p = 0,593; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,835)

CTC-PSMA-Status
keine/PSMA®  PSMA* Gesamt
: Anzahl Patienten 10 6 16
Kein
Abirateron Anteil mit gleichem
CTC-PSMA-Status 62,5 % 66,7 % 64 %
Anzahl Patienten 6 3 9
AR Anteil mit jeweiligem
CTC-PSMA-Status 37,5% 33,3 % 36 %
Gesamt Anzahl Patienten 16 9 25

Anlage 8: Kreuztabelle mit den Variablen T und Anzahl CTCs (Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,97)

Anzahl CTCs
<5 > 5 Gesamt
Anzahl Patienten 1 1 2
T Anteil mit jeweiliger
0, 0, 0,
Anzahl an CTCs 7 % 9.1 % 8%
Anzahl Patienten 2 2 4
T2 Anteil mit jeweiliger
[0) [0) 0,
Anzahl an CTCs L8 L2 % Lo %
Anzahl Patienten 9 6 15
13 Anteil mit jeweiliger
[0) [0) 0,
Anzahl an CTCs B9 T SR B
Anzahl Patienten 2 2 4
T Anteil mit jeweiliger
0, 0, 0,
Anzahl an CTCs 14.3% 18,2 % 16 %
Gesamt Anzahl Patienten 14 11 25
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Anlage 9: Kreuztabelle mit den Variablen N und Anzahl CTCs (Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,9)

Anzahl CTCs
<5 =5 Gesamt
Anzahl Patienten 1 1 2
NO Anteil mit jeweiliger
0, [0) [0)
Anzahl an CTCs Tall 72 =ht B
Anzahl Patienten 8 7 15
N1
Anteil mit jeweiliger . @ o
Anzahl an CTCs D72 ¥ e G
Anzahl Patienten 5 3 8
N Anteil mit jeweiliger
[0) [0) 0
Anzahl an CTCs £l 9 22 Y 2
Gesamt Anzahl Patienten 14 11 25

Anlage 10: Kreuztabelle mit den Variablen M und Anzahl CTCs (Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,92)

Anzahl CTCs
<5 =5 Gesamt
Anzahl Patienten 2 1 3
Mia Anteil mit jeweiliger
[0) [0) 0
Anzahl an CTCs L8 ek L2 %
Anzahl Patienten 11 9 20
M1b Anteil mit jeweiliger 0 0 0
Anzahl an CTCs 1ieHe T SLis U
Anzahl Patienten 1 1 2
Mic Anteil mit jeweiliger
0, 0, 0,
Anzahl an CTCs ok ¥ 9,1 % 8%
Gesamt Anzahl Patienten 14 11 25
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Anlage 11: Kreuztabelle mit den Variablen Initialtherapie und Anzahl CTCs (Exakter Test nach Fisher:
zweiseitig p = 0,41 und einseitig p = 0,23; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,25)

Anzahl CTCs
<5 > 5 Gesamt
Keine Anzahl Patienten 7 3 10
ADT Anteil mit jeweiliger
initial 0 0 0
it Anzahl an CTCs 50196 25900 FRG
ADT Anzahl Patienten 7 8 15
initial Anteil mit jeweiliger . 0 0
Anzahl an CTCs Sy e (IRl S
Gesamt Anzahl Patienten 14 11 25

Anlage 12: Kreuztabelle mit den Variablen GS und Anzahl CTCs (Exakter Test nach Fisher: zweiseitig
p = 0,4 und einseitig p = 0,31; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,33)

Anzahl CTCs
<5 > 5 Gesamt
Anzahl Patienten 5 2 7
GS /8 Anteil mit jeweiliger
0, 0, 0,
Anzahl an CTCs 85,796 16,2196 28 %
Anzahl Patienten 9 9 18
GS 9710 Anteil mit jeweiliger
[0) [0) [0)
Anzahl an CTCs BAs9 T SLis [
Gesamt Anzahl Patienten 14 11 25
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Anlage 13: Kreuztabelle mit den Variablen LHRH Therapie und Anzahl CTCs (Exakter Test nach Fisher:
zweiseitig p = 1 und einseitig p = 0,61; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,9)

Anzahl CTCs
<5 > 5 Gesamt
: Anzahl Patienten 6 5 11
Keine
LHRH Anteil mit jeweiliger 0 0 0
Anzahl an CTCs I S EA
Anzahl Patienten 8 6 14
LHRH Anteil mit jeweiliger
[0) [0) 0
Anzahl an CTCs S S Y 2190
Gesamt Anzahl Patienten 14 11 25

Anlage 14: Kreuztabelle mit den Variablen Abiraterontherapie und Anzahl CTCs (Exakter Test nach Fisher:
zweiseitig p = 0,43 und einseitig p = 0,33; Chi-Quadrat nach Pearson p = 0,38)

Anzahl CTCs
<5 > 5 Gesamt
: Anzahl Patienten 10 6 16
Kein
Abirateron Anteil mit jeweiliger 9 0 0
Anzahl an CTCs S 29 e
Anzahl Patienten 4 5 9
Abirateron Anteil mit jeweiliger
[0) [0) 0,
Anzahl an CTCs 3O T S 0%
Gesamt Anzahl Patienten 14 11 25
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