Aus der Universitatsklinik fur

Urologie Tubingen

Prognostische Bedeutung apoptotischer und nicht-
apoptotischer disseminierter Tumorzellen
im Knochenmark von Patienten mit
nicht-metastasiertem Prostatakarzinom

Inaugural-Dissertation
Zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Faber, Frank

2018



Dekan: Professor Dr. |. B. Autenrieth
1. Berichterstatter: Professor Dr. C. Schwentner
2. Berichterstatterin: Privatdozentin Dr. A. Staebler

Tag der Disputation: 06.02.2018



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
T L= LSV =] 74T (o | 1 N I
ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ..uiiii e v
TabelleNVerzeiChNis ... Vi
AbDIldUNGSVEIrZEICNNIS ...uvii e VIII
1 L Y LT 1 AU g USSP 1
1.1 Das ProstatakarZiNOm ..........coiieeeivieeiiiin e e e e 1
111 Anatomie und Funktion der Prostata.............cccceevieeeeiieviiiiiniieeeeeeeeiiiinn. 1
1.1.2 Epidemiologie und Atiologie des Prostatakarzinoms.................cc.coveeu.n. 2
1.1.3 Pathologie und AUSDIEItUNG ...........uuuuumiiiiiiiiiiiiiiiii e 3
1.1.4 L1 4
115 EINTEIIUNG ... 4
1.1.5.1  TNM-KIGSSIfIKAtiON ......coviiiiiieceiiieee e e e e 4
1.1.5.:2  GlEASON SCOI ...uiiiiieeeiiiiee s e e et eettee s e e e e ettt aa s e e e e e e eeanta e s e eeaaaennees 5
1.1.6 DIAGNOSTIK. ... 7
1.1.6.1  FrUherkennuUNG .....cooooiiiiiiiii e e e e e aaaees 7
1.1.6.2 Das prostataspezifische ANtigeN ........ccoooeiiiiiiiiiiii e 7
1.1.6.3 Digital-rektale Untersuchung...........cccoooeeeiiiiiiiiiiiiii e, 8
1.1.6.4 Transrektale Ultraschalluntersuchung..........cccccceeiiieiiiiiiiiiiiini e, 8
1.1.6.5 ProstatabiopsSi€ .......cooouuiiiiiii e 8
1.1.6.6  AusbreitungsdiagnostiK..........cccooviiiiiiiiie e 9
O A 7= Vo | o [P USUPPPPPPPR 9
1.1.7 TREIAPIE ... e e aaaae 10
1.1.7.1 Active Surveillance und Watchful Waiting ............ccccooevvviiiiiviiiinnennns 10
1.1.7.2 Radikale ProstateKtomie ...........ccoovviiiiiiii i 11
1.1.7.3  Strahlentherapie ... 11
1.1.7.4 Hormonablative Therapi€........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 11
1.1.8 Nachsorge nach radikaler ProstateKtomie.................uevuveeeimiiiieiiiiiinnnnns 12
1.19 Rezidivrisiko nach radikaler Prostatektomie.............ccccceeevviieiiiiiiiinnnnnn. 12
1.2 Disseminierte TUMOIZEIEN .........ccoiiieeiiiee e e e 13
1.2.1 Minimal residual diSEASE...........uueeiiiieeiiiiecee e 13
1.2.2 Pathophysiologie ossarer Tumorzelldissemination..................c.ccvvvveenn. 14
1.2.2.1  TUMOIAUSSAAL. ... i e eiiieiiiiii e e e 14



Inhaltsverzeichnis

1.2.2.2 Konzept der NiSCNe........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 15
1.2.2.3  HOMING coeiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 16
1.2.2.4  DOIMANCY ..cervriiiiiieeeeeeeeiteiea e e et e e e e e e e e e e e e e nnnnna e e eees 16
1.2.2.5 Metastatisches Potenzial disseminierter Tumorzellen ...................... 17
1.2.3 Molekulare Nachweismethoden von DTC im Knochenmark................. 17
1.2.4 Klinische Bedeutung disseminierter Tumorzellen..............cccccvvvvvinnnnnes 19
1.3 Fragestellung der Arbeit ..o 20
2 Material und MethOden..........ocvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 21
2.1 StUdIENPOPUIALION......uieii e e 21
2.2 S LU0 =T V=T 4 o T | PN 22
2.3 Nachweis apoptotischer und nicht-apoptotischer DTC...........ccccoeeeieeiiiien, 24
2.4 I = L] | 25
2.5 DAteNSCNULZ ... 26
2.6 114V 0] 8o o USRS 27
3 ErQEDNISSE oo 28
3.1 Charakteristika der StudienkonOrte...............uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 28
3.1.1 FN (ST 53T £ (=T 11U ] o To [ PP PPPPPPPPPPPPP 28
3.1.2 Praoperativer PSA-WEIT ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeeeeeenes 29
3.1.3 GlEASON-SCOME.. ..o 29
3.14 TUMOISLATIEN......ce i 30

R 0 1 I = Vo[ 30

R0 0 1 2 = o {11 o 31

10 0 17 R |V B = o 11 o 31
3.15 RS 0] TS £ LU 31
3.2 Nachweis disseminierter Tumorzellen ..., 32
3.21 ZytoKeratinfarbUNG .......coeve e 32
3.2.2 R0 = g o1 o 33
3.3 Korrelation von DTC mit Klinischen Patientendaten ............ccccccceeveeeeeninnnn, 34
3.3.1 DTC gemal Panzytokeratinfarbung.................uevueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnns 34
3.3.2 APOPLOLISCE DTC..ceiiiiiiiiiiiieieeee et 35
3.4 Postoperative TherapiemalZnahmen............ccooooii, 36
3.4.1 AdJuvante TREIAPIE........vviiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeee e 36
3.4.2 Salvage Therapie.......cooooo oo 36
3.5 Postoperativer Verlauf ...........coiii i 37



Inhaltsverzeichnis

351 PSA-PEISISIENZ ..o e e e 37
3.5.2 Biochemisches RezidiV.............uuoiiiiiiiiiici e 37
3.5.2.1 Auftreten biochemischer Rezidive in Abhangigkeit vom
KNochenmarkSStatus ..........ccoiveeiiiiiiiiiiiis e 38
3.5.2.2 Vergleich der biochemisch rezidivireien Lebenszeit in Relation
ZUM ZYLOKEratiNSTALUS ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 39
3.5.2.3 Biochemisch rezidivfreie Lebenszeit in Relation zu apoptotischen
UNA VItAIEN DTC ..ooiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 40
3.5.3 MELASTASIEIUNG ...ceviiiiiei e e e e et e e e e e e eaeaaaes 41
3.5.3.1 Auftreten von Metastasen in Abhangigkeit vom
Knochenmarksstatus ... 41
3.5.3.2 Metastasenfreie Uberlebenszeit in Relation zum Zytokeratinstatus.. 42

3.5.3.3 Metastasenfreie Uberlebenszeit in Relation zu apoptotischen und

VITAIEN DTC ..ot 43

3.5.4 UDEBIIEDEN ...ttt ettt 44

4 DISKUSSION oeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeie ettt ettt e e e e e e e e e eeeeeeees 45
4.1 Variation von DTC-DetektioNSIraten .............uuuuuuuiiimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieennennnns 45
4.2 Korrelation von DTC mit klinischen Risikofaktoren...............cccoooeeeeieeee. 47
4.3 Korrelation von DTC mit onkologischem Outcome..............cooeeeeveeeeeeeeeeenn. 48
4.4 Notwendigkeit der weiteren Differenzierung von DTC.............ccooeveeeeeeeennn. 50
4.5 Prognostische Wertigkeit apoptotischer Zellen ..............ccccoooeiee, 52
4.6 Limitationen der Studienkonzeption ............cooooeeieeeeieeeeee 53
4.7 SChIUSSTOIGEIUNG ....cvviiiii e e 54

5 ZUSAMMENTASSUNG ...ciiiiiie e e 56
6 LT = A PP 58
7 ANNANG oo 69
8 Erklarung zum Eigenanteil.........cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 71
9 VerOffentliChUuNg ... 72
10 D= T a1 G Y= To [ U] o o PN 73
11 Lebenslauf.........o 74



Abklrzungsverzeichnis

AbklUrzungsverzeichnis

A. Arteria
AJCC American Joint Committee on Cancer
al. Altera

APAAP Alkaline Phosphatase - Anti-Alkaline Phosphatase

BR Biochemisches Rezidiv
Bspw. Beispielsweise
Ca. Circa

CAPRA Cancer of the Prostate Risk Assessment

CD Cluster of differentiation

CK Zytokeratin

CSsC Krebsstammzelle

CT Computertomographie

CTC Zirkulierende Tumorzellen
CXCL C-X-C-Motiv Ligand

CXCR C-X-C-Motiv Chemokinrezeptor
DGU Deutsche Gesellschaft fir Urologie
DNA Desoxyribonukleinséure

DRU Digitale rektale Untersuchung
DTC Disseminierte Tumorzelle

ECM Extrazellulare Matrix

EpCAM Epitheliales Zelladhasionsmolekiil
v



Abklrzungsverzeichnis

EMT
ERG
fPSA
GnRH
HAT
HSC
ID
IL6R
ISHAGE
MNC
MRD
MRT
Neg.
Nr.
OP
PCA3
PCR
PET
Pos.
PSA
PSMA

RNA

Epithelial-mesenchymale Transition
ETS (erythroblast transformation- specific)-related gene
Freies PSA

Gonadotropin releasing hormone
Hormonablative Therapie
Hamatopoetische Stammzelle
Identifikationnummer

Interleukin 6 Rezeptor

International Society of Hematotherapy and Graft Engineering
Mononukleare Zelle

Minimal residual disease
Magnetresonanztomographie

Negativ

Nummer

Operation

Prostate Cancer Gene 3
Polymerasekettenreaktion
Positronen-Emmissions-Tomographie
Positiv

Prostataspezifisches Antigen
Prostataspezifisches Membranantigen

Ribonukleinsdure



Abklrzungsverzeichnis

RT Reverse Transkriptase

S. Siehe

s.a. Siehe auch

SDF Stromal derived factor
TGF Transforming growth factor

TMPRSS2 Transmembrane protease, serine 2

tPSA Totales PSA

TRUS Transrektale Ultraschalluntersuchung

TUNEL terminal desoxynucleotidyl transferase -mediated dUTP-biotin nick
end labelling

v.a. Vor allem

z.B. Zum Beispiel

Vi



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:

Tabelle 9:

TNM Klassifikation des Prostatakarzinoms [13].........cccccvvviiiiiieinnnnn. 5

Verteilung des Gleason-Scores innerhalb des Gesamtkollektivs..... 30

Verteilung des T-Stadiums innerhalb des Gesamtkollektivs............. 30
Korrelation der DTC-Anzahl mit apoptotischen DTC. ..........c........... 33
Korrelation zwischen Zytokeratin-Status und klinischen Daten ....... 34
Korrelation zwischen apoptotischen DTC und klinischen Daten...... 35

Adjuvante Therapie gruppiert nach Knochenmarksstatus ............... 36
Salvage Therapie gruppiert nach Knochenmarksstatus .................. 36
PSA-Persistenz gruppiert nach Knochenmarksstatus ..................... 37

Tabelle 10: Biochemische Rezidive und Nachbeobachtungszeitraume

gruppiert nach Knochenmarksstatus ... 38

Tabelle 11: Aufgetretene Metastasen und Nachbeobachtungszeitraume

gruppiert nach Knochenmarksstatus .............cccooeeeeiiiiiiiiiiiiie e, 41

Vi



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Pathologische Beurteilung nach Gleason [16]...........cccccvvvveveeenne. 6
Abbildung 2: Altersverteilung innerhalb des Gesamtkollektivs ............cc........... 28
Abbildung 3: Verteilung der praoperativ gemessenen PSA-Werte.................... 29

Abbildung 4: Zytokeratinpositive Zellen in verschiedenen Vergro3erungen.
a: CK-pos. Zelle in 16-facher VergréRerung. b+c: Beispiele CK-pos.
Zellen in 40-facher VergroRerung. d: Positivkontrolle in 16-facher
VEIgrOBEIUNG. e 32

Abbildung 5: M30 positive Zelle in 16-facher (a) und 40-facher (b)
AV o o] =T (U] o RO 33

Abbildung 6: Kaplan-Meier-Analyse des Einflusses von positivem DTC-

Nachweis auf die biochemische Rezidivfreineit. ........ccoevvvieiiieiiiiieeeaan. 39

Abbildung 7: Kaplan-Meier-Analyse des Einflusses von M30-positiven und
M30-negativen DTCs auf die biochemische Rezidivireiheit....................... 40

Abbildung 8: Kaplan-Meier-Analyse des Einflusses von positivem DTC-

Nachweis auf die metastasenfreie Uberlebenszeit ............uueeeeeeeeeveeennnn.. 42

Abbildung 9: Kaplan-Meier-Analyse des Einflusses von M30-positiven und

M30-negativen DTCs auf die metastasenfreie Uberlebenszeit.................. 43

Abbildung 10: Kaplan-Meier-Analyse des Einflusses von positivem DTC-
Nachweis auf das Gesamtuberleben..........ccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 44

VIl



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

1.1.1 Anatomie und Funktion der Prostata

Die Prostata legt sich extraperitoneal an der Basis der Blase um die Urethra,
hat in etwa die GroR3e einer Esskastanie und ist von einer kraftigen fibrésen
Kapsel umgeben. Sie verjingt sich nach kaudal zum Apex der Prostata, wobei
sie teilweise durch den Hiatus urogenitalis ragt und dort dem Musculus trans-
versus profundus aufliegt. Nach dorsal grenzt sie an das Rektum, ventral ist sie
durch das Ligamentum puboprostaticum mit der Symphyse bindegewebig ver-
wachsen. Makroskopisch kann die Prostata in die Seitenlappen (Lobus dexter
und sinister) unterteilt werden, welche bezuglich der Urethra nach ventral durch
den Isthmus prostatae und nach dorsal durch den Lobus medius verbunden
sind. Histologisch handelt es sich um einen Verbund von ca. 30-50 tubuloalveo-
laren Drisen. Unter topographischen und pathologischen Gesichtspunkten
kann die Prostata in drei Zonen differenziert werden: Die periurethrale Zone
umgibt die Pars prostatica urethrae. Nach auf3en hin folgt zunachst eine schma-
le Ubergangszone, woran sich die zentrale Zone anschlie3t, welche ca. 25%
des Prostatavolumens ausmacht und die beiden Ductus ejaculatorii einschlief3t.
Die periphere Zone liegt wiederum dorsal und lateral der zentralen Zone und
stellt mit ca. 70% den grofdten Anteil der Prostata dar. Das Sekret der Prostata
ist schwach sauer (pH 6,4) und enthalt neben zahlreichen Proteasen vor allem
saure Phosphatase. Es bildet mit ca. 30% nach dem Sekret der Glandulae
vesiculares den zweitgrof3ten Anteil des Ejakulatvolumens und drainiert Uber
15-20 kleine Ausfihrungsgéange in die Urethra seitlich des Colliculus seminalis.
Arteriell wird die Prostata Uber Rami prostatici aus der A. vesicalis inferior und
der A. rectalis media versorgt, vends fliel3t das Blut Uber die Plexus venosi
vesicalis und prostaticus in die Venae vesicales ab. Die Lymphflissigkeit flief3t
entweder indirekt Uber pararektale vorgeschaltete Lymphknoten oder direkt

Uber die Nodi lymphatici iliaci interni ab [1].
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1.1.2 Epidemiologie und Atiologie des Prostatakarzinoms

Das Prostatakarzinom stellt unter Vernachlassigung der nicht-melanotischen
Hautkrebsformen den haufigsten malignen Tumor des Mannes in Deutschland
dar. So kam es 2010 zu 65.830 Neuerkrankungen, was einem Anteil von 26,1%
aller diagnostizierten Krebserkrankungen entspricht. Wahrend die Anzahl der
Erkrankungen pro Jahr stetig ansteigt, ist die altersstandardisierte Erkrankungs-
rate nach einem Anstieg bis um die Jahrtausendwende seit 2003 weitgehend
konstant und betragt derzeit in Deutschland 111,4/100.000 [2]. Global betrach-
tet steigt die Zahl der erfassten Neuerkrankungen aufgrund der vorangetriebe-
nen Verwendung PSA-basierter Friherkennungsmethoden weiter an [3]. Die
Inzidenz variiert international sehr stark und weist in Europa ein Nord-Sud-
Gefalle zugunsten stideuropaischer Lander auf. Die global hdchste beschriebe-
ne Inzidenz findet sich in den USA [4]. Dabei bestehen in den vereinigten Staa-
ten bedeutende Unterschiede zwischen den ethnischen Subgruppen: Wahrend
die asiatisch-stammigen und indigenen Bevdlkerungsmitglieder der USA eine
geringe altersstandardisierte Inzidenz von aktuell unter 80/100.000 aufweisen,
ist besonders die afroamerikanische Bevolkerung betroffen (223,9/100.000) [5].

Beziglich der Mortalitdt steht das Prostatakarzinom nach Lungenkrebs und
Darmkrebs in Deutschland mit einem Anteil von 10,8% an allen todlich verlau-
fenden Tumorerkrankungen des Mannes an dritter Stelle. Das mittlere Erkran-
kungsalter betragt derzeit 70 Jahre. Eine Erkrankung vor dem funfzigsten Le-
bensjahr ist dabei selten. So liegt die Wahrscheinlichkeit fir einen 35 Jahrigen
in den nachsten 10 Jahren an einem Prostatakarzinom zu erkranken bei unter
10%, womit das Alter den grof3ten Risikofaktor fir das Auftreten der Erkrankung
darstellt [2]. Dies ist besonders vor dem Hintergrund der demographischen
Entwicklung zu bewerten: Voraussichtlich wird der Anteil der tber 60 Jahrigen
in der Bevolkerung bis 2050 auf ca. 28 Millionen Manner anwachsen, was etwa
dem doppelten des heutigen Anteils entsprache. Entsprechend wird ein drasti-
scher Anstieg der Neuerkrankungen an Prostatakrebs erwartet, was neue Her-

ausforderungen im Bereich der Diagnostik und Therapie mit sich bringen wird

[6].
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Die Entstehung des Prostatakarzinoms ist bis heute weitestgehend ungeklart.
Neben dem Alter gilt vor allem die Assoziation zu positiver Familienanamnese
als gesicherter Risikofaktor fur das Auftreten der Erkrankung [7]. Ferner wurden
vermehrt Zusammenhénge zu Ernahrungsgewohnheiten beschrieben, die als
Erklarung fur die globale Variation der Erkrankungsraten diskutiert werden. So
scheint beispielsweise eine fettreiche Erndhrung das Risiko auf ein Prosta-
takarzinom zu erhdhen [8], wohingegen eine phytodstrogenreiche Kost (z.B. in
Sojaprodukten) offenbar mit einer Risikoreduktion einhergeht [9]. Des Weiteren
ist in der Literatur ein Zusammenhang zwischen abgelaufener Prostatitis mit der

Krebsentitat beschrieben [10].

1.1.3 Pathologie und Ausbreitung

Beim Prostatakarzinom handelt es sich fast immer um ein langsam wachsendes
azinares Adenokarzinom des Drisenepithels, welches zumeist multifokal, sel-
tener auch unifokal, auftritt. Es existiert jedoch eine breite Palette weiterer his-
tomorphologischer Entitaten. So finden sich beispielsweise deutlich seltener
auch stromale Tumore, Plattenepithelkarzinome oder Ubergangszellkarzinome.
[11].

Der Ursprung des Karzinoms liegt in ca. 90% der Félle in der peripheren Zone.
Die meisten anderen Vorkommen finden sich in der Ubergangszone, wahrend
Tumore der zentralen Zone Raritdten sind. Die lokale Ausbreitung erfolgt be-
vorzugt in Richtung Apex. Im weiteren Fortschreiten kann auch die Kapsel pe-
netriert werden, wobei benachbarte Gewebe, insbesondere die Samenblés-
chen, infiltriert werden kénnen. Oft erfolgt die Ausbreitung dabei entlang der

Perineuralscheiden [12].

Die Metastasierung erfolgt zunachst meist lymphogen in die Lymphknoten der
Fossa obturatoria. Nachfolgend kann die Ausbreitung in die prasacralen und
inguinalen sowie darauffolgend in die iliacalen und paraaortalen Lymphknoten
erfolgen. Bei ausgedehnten Befunden kdnnen auch mediastinale Lymphknoten
befallen sein. Die hAmatogene Metastasierung erfolgt bevorzugt ossar, wobei in

erster Linie Wirbelkorper, proximaler Femur, Becken, Rippen, Humerus und die
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Schadelkalotte betroffen sind. Selten erfolgt auch eine viszerale Metastasierung
wie z.B. in die Lunge, die Leber oder die Nebenniere [12].

1.1.4 Klinik

Aufgrund der meist peripheren Lokalisation des Prostatakarzinoms ist die Tu-
morentitat in Frihstadien oft symptomfrei. Erst bei fortschreitender lokaler Aus-
breitung kann es analog zur benignen Prostatahyperplasie zu obstruktiven Mik-
tionsbeschwerden und ggfs. auch zu Hamaturie kommen. Bei Infiltration der
Ductus ejaculatorii oder der Samenblaschen ist eine Hamatospermie oder eine
Verminderung des Ejakulationsvolumens moglich. Ferner kann eine Impotenz

im Rahmen der Infiltration der neurovaskulédren Biindel auftreten.

Bei lymphogener Metastasierung kann es je nach Lokalisation zu ausgedehnten
Lymphédemen, z.B. in den Hodensack, kommen. Selten tritt im Rahmen der
lymphatischen Ausbreitung auch eine retroperitoneale Fibrosierung mit konse-
kutiver Harnleiterobstruktion auf. Eine 6ssare Metastasierung kann zu ausge-
pragten Knochenschmerzen, Anamie, pathologischen Frakturen und nachfol-
gend auch zu komplexen neurologischen Ausféllen fihren. Bei Metastasierung
in andere Organe kann die Klinik entsprechend vielseitig sein. In seltenen Fal-
len kbnnen auch paraneoplastische Syndrome, wie beispielsweise eine disse-

minierte intravasale Gerinnung oder eine ektope Hormonbildung auftreten [12].
1.1.5 Einteilung

1.1.5.1 TNM-Klassifikation

Das Prostatakarzionom wird nach der aktuellen TNM-Klassifikation eingeteilt.
Dabei bezeichnet T die lokale Tumorausdehnung, N den regionaren Lymphkno-
tenstatus und M das Vorliegen von Fernmetastasen. Eine ausfihrliche Darstel-

lung der aktuellen Einteilung ist in Tabelle 1 dargestellt [13].
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Tabelle 1: TNM Klassifikation des Prostatakarzinoms [13]

T - Primé&rtumor

TX Primartumor nicht beurteilbar
TO Kein Anhalt fir Primartumor
Tis Carcinoma in situ
Klinisch nicht erkennbarer Tumor, weder palpabel noch in bildgeben-
T1 .
den Verfahren sichtbar
T1a Tumor zufélliger histologischer Befund ("Incidental carcinoma") in 5%
oder weniger des resezierten Gewebes
T1b Tumor zufélliger histologischer Befund ("Incidental carcinoma”) in

mehr als 5% des resezierten Gewebes

T1c Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert (z.B. wegen erhohtem PSA)
T2 Tumor begrenzt auf Prostata

T2a Tumor infiltriert 50% eines Lappens oder weniger

T2b Tumor infiltriert mehr als 50% eines Lappens

T2c Tumor infiltriert beide Lappen

T3 Tumor durchbricht die Prostatakapsel

T3a Extrakapsulare Ausbreitung (einseitig oder beidseitig) ohne Befall der
Samenblase(n)
T3b Extrakapsulare Ausbreitung mit Befall der Samenblase (n)

Tumor infiltriert andere benachbarte Strukturen als Samenblase (Bla-

T4 senhals, Sphincter externus, Rektum, Beckenwand) oder ist fixiert

N - Regionare Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Kein Anhalt fur regionédre Lymphknotenmetastasen
N1 Regionare Lymphknotenmetastasen

M - Fernmetastasen

Mx Fernmetastasen nicht beurteilbar

MO Kein Anhalt fir Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Mla Nichtregionarer Lymphknotenbefall

M1b Knochenmetastasen

Mlc Metastasen in anderen Organen und/oder Strukturen

1.1.5.2 Gleason Score
Zum histopathologischen Grading empfiehlt die aktuelle S3-Leitlinie der DGU
die Einteilung gemald dem Gleason Score. [14]. Bei dem von dem Pathologen

Donald F. Gleason vorgeschlagenen System wird dabei zunéchst der Grad der
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histologischen Entdifferenzierung verschiedener Abschnitte einer Gewebeprobe
mit ganzen Zahlenwerten zwischen 1 (gut differenzierte Driisen) und 5 (schlecht
differenzierte Drisen) belegt. Anschlie3end werden die so erhaltenen Zahlen
der in der Probe am haufigsten und am zweithaufigsten auftretenden Wachs-
tumsmuster addiert, womit Werte zwischen 1+1=2 und 5+5=10 erreicht werden
konnen. [15]. Entsprechend seiner prognostischen Relevanz wird ein Gleason-
Score von 7 noch in 7a (=3+4) und 7b(=4+3) unterteilt. Zur Angleichung der so
ermittelten Scores zwischen bioptischem Material und Resektionspraparaten
wurde in einer Konsensuskonferenz die genaue Definition der Zahlenwerte und
der Scoreberechnung uberarbeitet. Aul3erdem wird der Wert 1+1=2 heute
nichtmehr als Adenokarzinom sondern als atypische adenomattse Hyperplasie
bezeichnet [16]. Abbildung 1 zeigt schematisch die Zuordnung der verschiede-

nen Wachstumsmuster zu den Zahlenwerten nach aktueller Definition.

Abbildung 1: Pathologische Beurteilung nach Gleason [16]
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1.1.6 Diagnostik

1.1.6.1 Friherkennung

Die Effektivitat PSA-basierter Screenings wird in der Literatur kontrovers disku-
tiert. Eine Metaanalyse der aktuellen Datenlage konnte nachweisen, dass trotz
hoherer Inzidenz der Entitat innerhalb der Screeninggruppen weder bezuglich
Gesamtmortalitat noch beztglich der prostataspezifischen Mortalitat signifikante
Unterschiede bestehen, wahrend die Gefahr zur Uberbehandlung klinisch irre-
levanter Tumore innerhalb der Screeninggruppen deutlich erhoht ist [17]. Die
aktuelle S3-Leitlinie der DGU empfiehlt, dass Uber 45 jahrige Patienten, die eine
mutmalliche Lebenserwartung von Uber 10 Jahren haben, Uber die Méglichkeit
einer Fraherkennungsuntersuchung informiert werden sollen. Gleichzeitig soll

dabei Uber Vor- und Nachteile der Untersuchung aufgeklart werden [14].

1.1.6.2 Das prostataspezifische Antigen

Beim prostataspezifischen Antigen handelt es sich um eine Serinprotease, wel-
che physiologisch der Verflissigung des Ejakulats dient. Es wird fast aus-
schlie3lich von den Epithelzellen der Azini und Ducti der Prostatadriisen gebil-
det und gilt folglich als &uf3erst sensitiver Marker fur Prozesse innerhalb der
Prostata. Die Spezifitat fur maligne Prozesse ist dabei jedoch gering, da das
PSA auch bspw. im Rahmen einer benignen Prostatahyperplasie oder einer
Prostatitis erhoht sein kann [12]. Auch konnte kein Wert identifiziert werden
oberhalb dessen die Inzidenz des Prostatakarzinoms sprunghaft ansteigen
wirde, sodass ein Schwellenwert zur Biopsieindikation zur weiteren Abklarung
nur schwer zu definieren ist [18]. Aktuell wird die diagnostische Eskalation bei
kontrolliertem PSA-Wert Gber 4 ng/ml empfohlen, wobei die Indikation zur Biop-
sie individuell auch friher gestellt werden kann[14]. Zur Erh6hung der Spezifitat
der PSA-Messung in der Krebsdiagnostik kann eine Bestimmung der molekula-
ren Fraktionen im Serum erfolgen, da der Quotient aus freiem PSA (fPSA) zum
Gesamt-PSA (tPSA) bei Karzinomen erniedrigt, bei benigner Prostatahyperpla-
sie jedoch erhoht ist. [19]. Eine weitere Verbesserung bietet die wiederholte
Messung des PSA-Werts zur Bestimmung der Anstiegsgeschwindigkeit, wobei

auch hier kein Konsens zu einem sinnvollen Grenzwert besteht. Haufig wird ein
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Anstieg von >0,75 ng/ml pro Jahr unabhé&ngig vom Ausgangswert als Hinweis
auf ein Prostatakarzinom interpretiert [20]. Bei histologisch gesichertem Karzi-
nom ist das PSA ein wertvoller Marker zur Stadieneinteilung und Therapiekon-

trolle.

1.1.6.3 Digital-rektale Untersuchung

Die digital-rektale Untersuchung (DRU) ist ein kostensparendes grundlegendes
Verfahren zur Erkennung von Prostatakarzinomen und stellt das entscheidende
Verfahren zur Einschéatzung der lokalen Tumorausdehnung dar [14]. Hierbei
kann insbesondere die periphere Zone der Prostata durch transrektales Tasten
der Prostata gut beurteilt werden. Laut einer Metaanalyse der vorliegenden Da-
ten weist die DRU eine relativ hohe Spezifitdt (94%) sowie einen sehr hohen
negativen pradiktiven Wert (99%) bei gleichzeitig niedriger Sensitivitat (59%)
und niedrigem positiven pradiktiven Wert (28%) auf [21]. Aufgrund der niedrigen
Sensitivitat ist die DRU nicht zur alleinigen Fruherkennungsuntersuchung ge-
eignet, kann jedoch die Karzinomfindung PSA-basierter Screenings noch erho-
hen [22]. Insbesondere bei PSA-Werten <4 ng/ml kénnen mithilfe der DRU eini-
ge Karzinome identifiziert werden, die ansonsten Ubersehen werden wirden
[23].

1.1.6.4 Transrektale Ultraschalluntersuchung

In der transrektalen Ultraschalluntersuchung (TRUS) grenzt sich ein Karzinom
klassischerweise als hypoechogener Bereich von der Prostata ab, wobei jedoch
keineswegs jedes Karzinom derart gestaltet sein muss. [24]. Insgesamt zeigte
sich, dass die TRUS bei normalem PSA und normaler DRU nur eine geringe
zusatzliche Information bieten kann, weswegen sie in der Friherkennung eine
untergeordnete Rolle spielt [25]. Das Verfahren kommt derzeit vor allem in der
Volumetrie sowie der ultraschallunterstiitzten Biopsie bei Malignitatsverdacht

zum Einsatz [12].

1.1.6.5 Prostatabiopsie

Die Gewebeentnahme ist zur Diagnosesicherung und fir das histopathologi-
sche Grading obligat. Der derzeitige Standard stellt die systematische transrek-
tale ultraschallkontrollierte Entnahme von 10 bis 12 Gewebezylindern mittels
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Stanzbiopsie aus verschiedenen anatomischen Regionen der Prostata dar.
Palpatorisch aufféllige Areale kbnnen zusatzlich gezielt biopsiert werden. Indi-
kationen stellen ein kontrollierter PSA-Wert >4 ng/ml, ein suspekter Tastbefund
der DRU und eine erhéhte PSA-Anstiegsgeschwindigkeit dar [14].

1.1.6.6 Ausbreitungsdiagnostik

Eine weiterfUhrende Diagnostik wird aufgrund eingeschrénkter TestglUtepara-
meter derzeit nur risikoadaptiert empfohlen: Bei Patienten mit Knochenschmer-
zen oder einem von Gleason-Score >7 oder einem PSA-Wert >10 sollte eine
Knochenszintigraphie zur Auffindung von Knochenmetastasen durchgefihrt
werden [26, 14]. Patienten mit einem Gleason- Score von 28 oder dem Stadium
T3/T4 kdnnen unter Bertcksichtigung der individuellen klinischen Fragestellung
von einer Magnetresonanztomographie (mit Endorektalspule) profitieren [14].
Eine Computertomographie (CT) kann dem Nachweis von Lymphknotenmeta-
stasen dienen, weist jedoch nur begrenzte Spezifitdt und Sensitivitat auf [12].
Auch die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist trotz hoher diagnosti-
scher Aussagekraft beziglich ihres diagnostischen Nutzens umstritten, wobei

die Untersuchungsmethode gleichzeitig sehr teuer ist [27].

Im Zuge der stetigen Weiterentwicklung bildgebender Verfahren werden derzeit
innerhalb von Studien einige neue Methoden erprobt, welche noch keinen Ein-
gang in aktuelle Leitlinien erhalten haben. So konnten beispielsweise Harisin-
ghani et al. mittels intraventser Applikation superparamagnetischer Nanoparti-
kel selbst kleine Lymphknotenmetastasen per MRT mit hoher Sensitivitat detek-
tieren [28]. Auch Neurungen der PET-MRT scheinen vielversprechende neue
Maoglichkeiten zu bieten. Es konnte bspw. gezeigt werden, dass sich der Tracer
®Ga-PSMA zur Auffindung selbst kleiner Tumorreste bei Rezidiven eignet [29].

1.1.6.7 Staging

Zur adaquaten Therapieplanung hat sich neben der TNM-Einteilung die Zutei-
lung der Patienten zu Gruppen nach D’Amico bewahrt, welche sich nach dem
Rezidivrisiko nach der angestrebten Therapie bemessen. Dies erfolgt dabei
durch Zusammenschau des T-Stadiums nach DRU, des PSA-Werts und des

Gleason-Scores der Biopsie [30]. Basierend auf denselben Parametern kann
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eine noch prazisere Einschatzung des Rezidivrisikos durch Nutzung validierter
Nomogramme erfolgen, die jedoch aufgrund ihrer Vielschichtigkeit eine Schwie-
rigkeit in der klinischen Handhabung darstellen [31]. Eine vergleichbare Prazisi-
on verspricht der einfach zu errechnende CAPRA-Score, welcher zur Berech-
nung zusatzlich das Patientenalter und die Anzahl positiver Stanzbiopsien be-
notigt [32]. Analog kann mithilfe der genannten Risikofaktoren auch eine Ab-
schatzung der lokalen Infiltration und des Lymphknotenbefalls anhand empi-
risch erstellter Tabellen vorgenommen werden, wobei die zuletzt 2007 aktuali-

sierten Partin-Tabellen am weitesten verbreitet sind [33].

1.1.7 Therapie

Art und Umfang der empfohlenen Therapie richten sich neben dem Staging vor
allem nach dem Allgemeinzustand und dem Alter des Patienten. Entscheidend

bei der Wahl der Therapie ist dabei der Patientenwunsch.

1.1.7.1 Active Surveillance und Watchful Waiting

Die vermehrte Verwendung PSA-basierter Friherkennungsuntersuchungen
fuhrt zur Diagnose klinisch irrelevanter Tumoren, die mit und ohne Behandlung
die gleiche Prognose aufweisen [34]. Zur Vermeidung der Ubertherapie solcher
vermeintlich niedrigmaligner und kleinvolumindser Tumoren, sollten Patienten
mit niedrigem Risikoprofil neben den kurativen Optionen auch Uber die Active-
Surveillance-Strategie informiert werden, bei welcher unter engmaschiger Kon-
trolle zunachst eine abwartende Haltung eingenommen wird. Aktuell werden
hierfir folgende Kriterien gefordert: Gleason <6, PSA <10, T1/2a, Tumor in <2
Stanzen, Tumoranteil pro Stanze <50% [14]. Sollte ein Progress der Erkran-
kung auftreten, kann eine verztgerte kurative Therapie erfolgen. Langzeitdaten

stehen momentan noch aus.

Watchful Waiting bezeichnet demgegenuber ein definitiv konservatives, nicht-
kuratives Therapiekonzept, das sich aufgrund eingeschréankter Prognose vor
allem bei alteren oder multimorbiden Patienten mit Lebenserwartung <10 Jah-
ren anbietet [35]. Dabei kommen palliative Verfahren erst beim Auftreten von

subjektiv stérenden Symptomen zum Einsatz. Hierzu gehéren z.B. eine
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transurethrale Resektion der Prostata bei obstruktiver Symptomatik oder pallia-

tive Radio- bzw. Hormontherapie zur Behandlung ossarer Metastasen.

1.1.7.2 Radikale Prostatektomie

Die radikale chirurgische Entfernung der Prostata ist eine primare Therapieopti-
on des nicht-metastasierten Prostatakarzinoms. Eine prospektiv randomisierte
Studie konnte belegen, dass die radikale Prostatektomie bei Patienten mit lokal
begrenztem Befund und einer Lebenszeiterwartung von >10 Jahren zu einer
signifikanten Senkung lokaler Tumorprogression, Auftreten von Metastasen und
tumorspezifischer Mortalitdt gegentber einer Watchful-Waiting-Strategie fuhrt
[36]. Der chirurgische Zugang kann offen (retropubisch oder perineal), laparo-
skopisch oder roboterassistiert (DaVinci) erfolgen. Die verschiedenen Methoden
zeigen dabei bei begrenzt beurteilbarer Datenlage beztglich der peri- und post-
operativen Komplikationen vergleichbare Ergebnisse [37]. Die Hauptnebenwir-
kungen des Verfahrens bestehen vor allem im postoperativen Auftreten von
erektiler Dysfunktion, Harninkontinenz und Urethrastrikturen, wobei das Outco-

me erheblich von der Erfahrung des Operateurs abhangig ist [38].

1.1.7.3 Strahlentherapie

Eine Bestrahlung des Tumorgewebes kann perkutan mittels eines Linearbe-
schleunigers oder als High- bzw. Low-Dose-Rate (HDR/ LDR) Brachytherapie
mittels radioaktiver Seeds erfolgen. Auch eine Kombination der Mdglichkeiten
ist moglich. Die Bestrahlungsverfahren stellen kurative primére Therapiealterna-
tiven zur radikalen Prostatektomie des nicht-metastasierten Prostatakarzinoms
dar, wobei aktuell keine ausreichend validen Daten zum Vergleich der einzel-
nen Methoden vorliegen [14]. Neben der primaren Bestrahlung ist die perkutane
Radiatio auch als adjuvantes Verfahren nach radikaler Prostatektomie bei lokal
fortgeschrittenen Karzinomen, insbesondere mit positiven Schnittrandern (R1),
indiziert [14].

1.1.7.4 Hormonablative Therapie
Da das Wachstum vieler Prostatakarzinome testosteronabhéngig ist, lasst sich
mithilfe einer hormonablativen Therapie (HAT, auch Androgendeprivation) eine

Verlangsamung des Tumorwachstums erzielen. Hierflr stehen die bilaterale
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Orchiektomie, GnRH-Agonisten und Antagonisten oder steroidale und nicht-
steroidale Antiandrogene zur Verfugung [12]. Das Verfahren ist palliativer Natur
und kann bspw. adjuvant bei positivem Lymphknotenstatus oder bei metasta-

siertem Karzinom angewandt werden [14].

1.1.8 Nachsorge nach radikaler Prostatektomie

Zur rechtzeitigen Erkennung von Rezidiven nach radikaler Prostatektomie wer-
den regelmafige biochemische Nachsorgeuntersuchungen empfohlen. Die ers-
te Untersuchung asymptomatischer Patienten sollte dabei nach 12 Wochen er-
folgen, wobei der PSA-Wert unter die Nachweisgrenze abgefallen sein sollte.
Weitere Untersuchungen sollten innerhalb der ersten 2 Jahre vierteljghrlich, im
3. und 4. Jahr halbjahrlich und danach jahrlich erfolgen [14]. In der Regel wer-
den 2 aufeinanderfolgende PSA-Werte >0,2 ng/ml als biochemisches Rezidiv
(BR) gewertet, wobei diese Definition kontrovers diskutiert wird [39, 14]. Sollte
der PSA-Wert nach der Operation nicht in den definierten Nullbereich abgefal-
len sein, spricht man von einer PSA-Persistenz, was als Hinweis auf lokal ver-
bliebenes Tumorgewebe oder auf unerkannte Fernmetastasen gilt [40]. Sowohl
im Falle einer PSA-Persistenz, als auch im Falle eines biochemischen Rezidivs,
kann eine Radiatio als second-line-Therapie in kurativer Absicht erfolgen. In
fortgeschrittenen Stadien kann in palliativer Absicht hormonablative Therapie

angestrebt werden [14].

1.1.9 Rezidivrisiko nach radikaler Prostatektomie

Kohortenstudien zur Untersuchung des postoperativen Krankheitsverlaufs nach
radikaler Prostatektomie wurden an diversen Zentren mit teils schwankenden
Ergebnissen durchgeflihrt, wobei die Raten flr biochemisch-progressionsfreies
Uberleben, metastasenfreies Uberleben und tumorspezifisches Uberleben nach
10 Jahren jeweils ungefahr 68-75%, 84-90% und 97% betragen [41-44]. Das
Rezidivrisiko korreliert dabei vor allem mit dem préoperativen PSA-Wert, der
lokalen Tumorausdehnung, dem Gleason-Score und mit positiven Resektions-
rdndern [42]. Die hieraus hervorgegangen Nomogramme und Risikoeinschat-
zungen (s.a. Abschnitt 1.1.6.7) konnten zwar bereits grol3e Fortschritte im Ma-

nagement des Prostatakarzinoms erreichen, sind jedoch aufgrund der Unsi-
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cherheit der einzelnen eingehenden Variablen in ihrer Genauigkeit limitiert [45].
Im Rahmen der Suche nach verlasslichen Pradiktoren konnte die Forschung
der letzten Jahrzehnte dank moderner technischer Mdglichkeiten eine Welle
neuer Biomarker und Testverfahren hervorbringen, die nachweislich mit dem
Rezidivrisiko nach primar operativem Vorgehen korrelieren. Hierzu gehoren
bspw. das Prostatakrebs-Antigen 3 (PCA3), das TMPRSS2-ERG Fusionsgen
oder auch zirkulierende Tumorzellen (CTC) [46]. Den klinischen Mehrwert sol-
cher biologischer Marker konnten Kattan et al. bereits 2003 demonstrieren, in-
dem durch die Erweiterung ihres Nomogramms um IL6R und TGF-B1 dessen
prognostische Genauigkeit von 75% auf 83% gesteigert werden konnte [47].

Trotz dieser Fortschritte stellt die Einschatzung des individuellen Risikos der
Patienten auch heute noch eine grof3e Herausforderung in der Urologie dar. Um
zuklnftig eine weitere Individualisierung der Therapie zu ermdglichen und
gleichzeitig Uberbehandlung zu vermeiden, bedarf es daher weiterer intensiver

Forschungsbemiihungen auf diesem Gebiet.
1.2 Disseminierte Tumorzellen

1.2.1 Minimal residual disease

Obwohl die meisten PSA-Rezidive in den ersten Monaten nach der Operation
auftreten, konnen Progresse auch noch tber 10 Jahre nach radikaler Prostatek-
tomie beobachtet werden [41, 42]. Dieser Umstand der jahrelangen Verzdge-
rung der Wiedererkrankung nach primarer Therapie kann auch bei vielen weite-
ren Tumorentitdten beobachtet werden und signalisiert den Verbleib maligner
Zellen im Korper des Patienten. Der erstmalige Nachweis einzelner disseminier-
ter Tumorzellen (DTC) im Knochenmark von Brustkrebspatientinnen in den 80er
Jahren erlaubte in diesem Zusammenhang die Ubertragung des Begriffs der
,minimal residual disease“ (MRD) von Leukamien und Lymphomen auf solide
Tumore [48]. Dabei handelt es sich bei DTC offensichtlich um Zellen, die bereits
essenzielle Schritte zur Bildung von Metastasen durchlaufen haben: Sie konn-
ten den Primartumorkomplex verlassen, auf3erhalb des zellularen Verbundes

Uberleben, den programmierten Zelltod vermeiden (sog. Apoptose), dem Stress
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innerhalb des Gefal3systems standhalten und letzteres auch wieder verlassen.
DTC stellen daher einen essenziellen Zwischenschritt vor der Ausbildung von
Tochtergeschwilsten in entfernten Organen dar [49]. Da Metastasen die
Hauptursache von Morbiditdt und Mortalitdt solider Tumoren darstellen und
DTC eine Schlusselrolle in diesem Prozess einnehmen, mussen Herkunft und

Charakteristika der DTC verstanden werden.
1.2.2 Pathophysiologie ossarer Tumorzelldissemination

1.2.2.1 Tumoraussaat

Epithelzellen verfligen naturgemaf Uber eine starke Einbindung in den zellula-
ren Verbund und die extrazellulare Matrix (ECM), welche bei epithelialen Tumo-
ren fur eine systemische Aussaat im Sinne einer Metastasierung notwendig
durchbrochen werden muss. Bei einigen Entitdten, mitunter auch beim Prosta-
takarzinom, deutet die Datenlage darauf hin, dass die Tumorzellen hierfir mit-
tels der sog. ,epithelial-mesenchymalen Transition“ (EMT) eine phanotypische
Anderung hin zu mesenchymalen Zellen vornehmen, was den Zellen eine ge-
steigerte Motilitat verleiht und es ihnen ermdéglicht den Primartumor zu verlas-
sen [50-53]. AuRerdem kdnnen die Zellen dadurch die physiologische Apopto-
se beim Ldsen der Zell-ECM-Kontakte (sog. Anoikis) vermeiden [54]. Bei der
EMT handelt sich dabei um einen konservierten Mechanismus, welcher physio-
logisch besonders in der embryonalen Entwicklung fir die Wanderung epithelia-
ler Zellen, z.B. bei der Entwicklung der Neuralleiste, eine Schlisselrolle ein-
nimmt [55]. Sie bewirkt im Wesentlichen eine Downregulation epithelialer Struk-
turproteine wie E-Cadherin bei gleichzeitig gesteigerter Expression von Matrix-
Metalloproteinasen, welche eine Degradation der ECM erlauben. Dieser Vor-
gang wird durch die Aktivierung einer Reihe von Transkriptionsfaktoren, vor al-
lem von Twist und SNAIL aus der Zinkfinger-Familie, vermittelt und tber eine
Vielzahl verschiedener Signalwege induziert, wobei die TGFB-Familie hierin
eine dominante Rolle einnimmt [56]. Neben dem Aspekt der Mobilisierung aus
dem zellularen Verbund, scheint der Mechanismus auch eine wichtige Rolle in

der Bildung von sog. Krebsstammzellen (CSC) einzunehmen, wobei die damit
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verbundenen Fahigkeiten zur Selbsterneuerung und Proliferation mal3gebliche
Grol3en in der spateren Ausbildung von Metastasen sind [57, 58].

Vom Priméartumor schlie3lich losgeléste Zellen kénnen im Zuge der systemi-
schen Erkrankung entweder direkt oder sekundar nach zunachst lymphogener
Metastasierung in die Blutbahn eindringen [49, 59]. Innerhalb des Gefal3sys-
tems sind die Zellen dabei enormen biomechanischen Belastungen und dem
Immunsystem ausgeliefert, wodurch die meisten Tumorzellen zugrunde gehen.
Es wird angenommen, dass einzelne Tumorzellen tberleben, indem sie sich
der Beanspruchung durch Bildung eines Gerinnsels aus Fibrin und Thrombozy-

ten entziehen [60].

1.2.2.2 Konzept der Nische

Bereits 1889 erkannte Stephen Paget bei Brustkrebspatientinnen, dass nicht
jedes Organ in gleichem Umfang empfanglich fur die Bildung von Metastasen
ist. In seiner bekannten ,seed-and-soil“-Theorie postulierte er, dass ein Zielor-
gan bestimmte Bedingungen (,soil“, engl. Boden) aufbieten muss, damit sich
Tumorzellen (,seed®, engl. Saat) dort einnisten kdnnen [61]. Die seitdem in der
Krebsforschung gewonnen Erkenntnisse unterstitzen diese These bis heute,
wobei man davon ausgeht, dass fur ein erfolgreiches sekundéres Tumorwachs-
tum, neben den genetischen Verdnderungen der Tumorzellen, vor allem die
Interaktion der Zellen mit dem Mikromilieu des Zielorgans von entscheidender
Bedeutung ist. Hierbei beschreibt das ,Mikromilieu“ in diesem Zusammenhang
eine Kombination physikalischer, chemischer und biologischer Komponenten,
welche von vielen Faktoren beeinflusst wird. Insbesondere spielen hierbei z.B.
durch Botenstoffe vermittelte Zell-Zell-Interaktionen und die Gefal3versorgung
eine ausgezeichnete Rolle [62]. Es konnte gezeigt werden, dass eben dieses
Geflige von Primartumoren auf endokrine Weise, noch vor der eigentlichen Me-
tastasierung, sogar aus der Ferne beeinflusst werden kann, wodurch eine so-
genannte ,prametastatische Nische“ geschaffen wird. So fanden sich in Mausen
bereits 14 Tage nach Implantation von Tumorgewebe Cluster VEGFR1-
positiver hamatopoetischer Stammzellen (HSC) an genau jenen Orten, an de-
nen sich spater Tumorzellen ansiedelten und Metastasen ausbildeten [63]. Der
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Begriff der ,Nische” wurde dabei bereits in den 70er Jahren von Schofield zur
Beschreibung des Lebensraums der HSC im Knochenmark gepragt, welcher
bei der Regulation des Lebenszyklus und der Erhaltung der Stammzellen be-
deutende Rolle spielt [64]. Wie Forschungen der letzten Jahre erkannten, fun-
giert eben jene Nische auch im Rahmen ossarer Metastasierung als Nahrboden
fur disseminierte Tumorzellen [65]. Experimentell konnte sogar gezeigt werden,
dass DTC eines Prostatakarzinoms im Knochenmark von Mausen in parasitarer
Weise um den Platz der HSC an den Osteoblasten konkurrieren, indem sie die-

se verdrangen [66, 67].

1.2.2.3 Homing

Wie die Tumorzellen den Weg in die Knochenmarksnischen finden und in diese
einwandern (sog. Homing) ist Gegenstand intensiver Forschung. Das bei die-
sem Vorgang am besten untersuchte und bedeutendste Chemokin ist SDF-1
(»stromal derived factor®; auch als CXCL12 bekannt). Es wird neben anderen
Zellen hauptséachlich durch Osteoblasten gebildet und vermittelt durch Bindung
an den CXC-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) physiologisch u.a. das Einwandern
der HSC in ihre Nische [68]. Dass der Signalweg auch fur das Homing von Tu-
morzellen von herausragender Bedeutung ist, liel3 sich bspw. bei Prostatakarzi-
nomzellen zeigen, deren gesteigerte CXCR4-Expression mit starker Chemoat-
traktion zum Knochenmark einherging [69]. Ferner triggert SDF-1 durch gestei-
gerte Aktivierung von ayBs—Integrin und CD164 die Adhasion disseminierter
Tumorzellen an Endothelzellen des Knochenmarks und an Osteoblasten [70,
71]. Neben den Chemokin-vermittelten Homingmechanismen scheinen Karzi-
nomzellen auch diverse Adhasionsmolekiile zu binden, die physiologisch fur die
Verankerung der HSC an den Osteoblasten zustandig sind. So konnte bei-
spielsweise gezeigt werden, dass sowohl HSC als auch Prostatakarzinomzellen
Rezeptoren fur Annexin-lIl (ANXA2) exprimieren, deren Blockade bei beiden

Zelltypen zu gestorter Adhasion im Knochenmark fiihrt [72, 73].

1.2.2.4 Dormancy
Eine wichtige Aufgabe der endostealen Nische ist die Regulation des Zellzyklus

der HSC. Um die Selbsterneuerungsfahigkeit der Stammzellen zu erhalten,
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werden diese durch die Mikroumgebung an den Osteoblasten im Ruhestadium
GO gehalten, was auch als Quieszenz bezeichnet wird [74]. Der Zustand unter-
liegt einer komplexen Regulation, wobei dem Thyrosinkinase-Rezeptor Tie2
und seinem Liganden Angiopoetin-1, sowie den hypoxischen Bedingungen am
Endost besondere Bedeutung beigemessen wird [75, 76]. Fur DTC konnte ein
ahnlicher Ubergang in einen Ruhezustand beobachtet werden (sog. ,cellular
dormancy*), welcher ein langfristiges Uberleben unter Umgehung des Immun-
systems ermdglicht und die Zellen fur heutige Therapieformen oft unerreichbar
macht [77]. Obgleich die verantwortlichen Vorgange nicht zur Géanze geklart
sind, scheinen DTC auch hierfuir ahnliche molekulare Mechanismen zu nutzen,
die physiologisch der Regulation der HSC-Quieszenz in der Knochenmarksni-

sche dienen [78].

1.2.2.5 Metastatisches Potenzial disseminierter Tumorzellen

Bei DTC handelt es sich um eine Uberaus heterogene Zellgruppe. Da sich die
Zellen einerseits zu verschiedenen Zeitpunkten vom Primartumor lésen kdnnen
und sie anderseits individuelle Anpassungen in ihrem Lebenszyklus vorge-
nommen haben, alterieren sie sowohl genetisch, epigenetisch als auch phano-
typisch betrachtlich [79]. Dem geschuldet variiert auch die Neigung zur Prolife-
ration und damit einhergehend die Neigung zur Metastasenbildung. So schei-
nen spat ausgesandte DTC ein hdheres Risiko zu bergen tatsachlich Metasta-
sen zu bilden als frih ausgesandte DTC, die jedoch wiederum eine erhéhte
Tendenz zur Dormancy aufweisen [79]. Die genauen Umstande, wann eine
Tumorzelle in die Dormancy ubergeht, ob sie aus diesem Zustand wieder reak-
tiviert werden kann und welche Bedingungen entweder die Apoptose oder das
Wachstum von Metastasen triggern, sind bis heute nur in ihren Ansétzen ver-
standen und wirden in ihrer Ausfihrlichkeit den Rahmen der vorliegenden Ar-
beit Ubersteigen.

1.2.3 Molekulare Nachweismethoden von DTC im Knochenmark
Da disseminierte Tumorzellen nur in sehr geringer Anzahl im Knochenmark vor-
liegen, werden vor der eigentlichen Detektion derselben zumeist Anreiche-

rungsverfahren durchgefuhrt. Haufig wird hierfir die Dichte-Gradient-
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Zentrifugation angewendet, bei welcher physikalische GrofRen der Zellfraktionen
genutzt werden, um unter Verwendung eines speziellen Mediums (z.B. Ficoll-
Hypaque) mononukledre Zellen (MNC) von Erythrozyten und polynukledren
Zellen zu trennen. Eine Alternative zu diesem Verfahren bietet die immuno-
magnetische Separation. Hierbei kdnnen die gewinschten Zellen mittels Anti-
korper gegen epitheliale Oberflachen (z.B. anti-EpCAM [,epithelial cell adhesion
molecule®]) direkt ausselektiert werden oder es kdénnen unerwlinschte Zellen,
bspw. durch Nutzung eines Antikdrpers gegen das Leukozytenantigen CDA45,
eliminiert werden. Des Weiteren kdonnen auch spezielle Filter zur Anreicherung
der DTC verwendet werden, was jedoch derzeit ein nur wenig angewandtes
Verfahren darstellt [80, 81].

Zum eigentlichen Nachweis disseminierter Tumorzellen werden in der Regel
immunzytochemische Methoden mit Priméarantikdrpern gegen epitheliale oder
tumorassoziierte Antigene eingesetzt. Zur Detektion epithelstammiger Zellen in
mesenchymalen Geweben (wie dem Knochenmark) haben sich hierfir beson-
ders Zytokeratin-Antikorper bewahrt, da es sich bei Zytokeratinen um Proteine
des Zytoskeletts von Epithelzellen handelt, die von hamatopoetischen Stamm-
zellen nicht exprimiert werden. Um die Sensitivitat der Methode zu steigern
kénnen Antikorper verwendet werden, die gegen mehrere Zytokeratine gleich-
zeitig gerichtet sind (sog. Panzytokeratin-Antikorper). Daneben eignet sich auch
der, bereits im Rahmen der Selektion diskutierte, anti-EpCAM Antikdrper zur
breiten Detektion epithelialer Zellen. Die Farbung des so entstandenen Antigen-
Antikdrper-Komplexes erfolgt dann zumeist Uber die APAAP-Methode (Alkali-
sche-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase). Hierfir ermdglicht ein Bri-
ckenantikdrper die Bindung des Komplexes an den APAAP-Komplex. Letzterer
stellt dabei wiederum einen Antikérper gegen alkalische Phosphatase dar, wel-
cher bereits praformiert an alkalische Phosphatase gebunden ist. Die eigentli-
che Farbung erfolgt dann unter Zugabe chromogener Substrate der alkalischen
Phosphatase wie bspw. Neufuchsin oder Fast-Red [82]. Die Nutzung unter-
schiedlicher Antikdrper und unterschiedlicher Farbetechniken geht mit deutlich
schwankenden Detektionsraten einher, weshalb die Nutzung standardisierter

Schemata zur Detektion disseminierter Tumorzellen empfohlen wird [83, 84].
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Ein weiterer Ansatz zur Detektion von DTC bietet der Nachweis spezifischer
Transkripte von Tumorzellen (z.B. PSA-mRNA). Hierfur werden die mRNA-
Stlcke zunachst via reverser Transkription (RT) in DNA-Abschnitte Gberfuhrt
und dieselben anschlieRend mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert. Auch der direkte Nachweis von DNA-Mutationen mittels PCR ist
maoglich, was jedoch wegen fehlender spezifischer Marker aufgrund genetischer

Heterogenitat zum Nachweis von DTC kaum Anwendung findet [80].

1.2.4 Klinische Bedeutung disseminierter Tumorzellen
Untersuchungen zur prognostischen Relevanz prainterventionell nachgewiese-
ner disseminierter Tumorzellen wurden zu diversen soliden Tumoren mit unter-
schiedlichen Ergebnissen durchgefuhrt. Bis heute ist das Mammakarzinom die
diesbeziiglich am besten untersuchte Krebsentitat, wobei der gro3te Datensatz
in einer gepoolten Analyse erfasst ist, welche 4703 europaische und US-
amerikanische Brustkrebspatientinnen einschliel3t. Zur Zeit der Diagnosestel-
lung konnten hierin bei ca. 30% der Patientinnen disseminierte Tumorzellen im
Knochenmark nachgewiesen werden, ohne dass sonstige Anzeichen auf Fern-
metastasierung vorlagen. Der Nachweis von DTC war innerhalb des 10-jahrigen
Follow-ups mit signifikant schlechterem Outcome, insbesondere hinsichtlich
Gesamtiiberleben und tumorspezifischnem Uberleben, vergesellschaftet. Die
weitere Analyse zeigte auRerdem, dass das Vorliegen von DTC einen unab-
hangigen Risikofaktor darstellt, dessen prognostische Relevanz fir alle Sub-
gruppen belegt werden konnte [85]. Basierend auf der eindeutigen Datenlage
wurde das Vorliegen disseminierter Tumorzellen beim Mammakarzinom inzwi-
schen in den aktuellen Auflagen der TNM-Klassifikation und des Cancer
Staging Manual des American Joint Committee on Cancer (AJCC) berucksich-
tigt [13, 86].

Einzelne monozentrische Studien konnten auch bei vielen anderen Tumorarten
eine Verbindung zwischen dem Nachweis von DTC und einer schlechten Prog-
nose herstellen. Hierzu zahlen unter anderem gastrointestinale Karzinome (Ma-
gen, Darm, Pankreas), Lungenkrebs, Ovarialkarzinom sowie das Melanom.

[87-91] Eine definitive Aussage bezuglich der prognostischen Relevanz konnte
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jedoch aufgrund der schwachen Datenlage neben dem Mammakarzinom bei
bisher noch keiner weiteren Entitat getroffen werden.

Im Speziellen ist auch beim Prostatakarzinom die klinische Relevanz der DTC
nicht abschlieRend geklart, wobei vorliegende Studien auf diesem Gebiet teils
widerspruchliche Ergebnisse hervorbrachten [92]. Aufgrund erheblicher metho-
discher Unterschiede zwischen den einzelnen Studien und bisweilen sehr un-
terschiedlicher Kollektive der vorliegenden Arbeiten ist ein Gesamtbild der Situ-

ation dabei nur schwer zu zeichnen (s. Diskussion).

1.3 Fragestellung der Arbeit

Obwonhl disseminierte Tumorzellen unzweifelhaft eine essenzielle Rolle in der
systemischen Ausbreitung solider Tumoren einnehmen, konnte deren Einfluss
auf die Prognose von Prostatakarzinompatienten bislang nicht sicher belegt
werden. Da die beschriebenen Diskrepanzen in der Literatur vermeintlich auf
methodische Unterschiede zwischen den einzelnen Studien zurlckzufihren
sind, muss eine zukinftige Sicherung der Datenlage auf der Basis standardi-
sierter Verfahren erfolgen. In diesem Sinne war das Ziel der vorliegenden Stu-
die praoperativ nachgewiesene disseminierte Tumorzellen im Knochenmark
von Prostatakarzinompatienten auf ihre prognostische Relevanz hin zu prifen,
wobei die Bestimmung der DTC basierend auf einem immunhistochemischen
Verfahren gemafl den Empfehlungen zur Standardisierung der DTC-Detektion
erfolgt ist. Des Weiteren sollte erstmalig beim Prostatakarzinom untersucht
werden, ob bei nachweisbarer Tumorzelldissemination im Knochenmark eine
Unterscheidung zwischen apoptotischen DTC und vitalen DTC eine weitere

prognostische Information beinhaltet.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienpopulation

Das Ausgangskollektiv der vorliegenden Arbeit sind Patienten mit nicht-
metastasiertem Prostatakarzinom, die zwischen Dezember 2007 und Februar
2011 an der Universitatsklinik far Urologie in Tubingen priméar radikal prostatek-
tomiert worden sind und einer routinemaRigen intraoperativen Entnahme von
Knochenmarksmaterial aus dem Beckenkamm zu wissenschaftlichen Zwecken
zugestimmt haben. Ferner muss das Biopsat gemalR der in Abschnitt 2.3 aufge-
fuhrten Methoden auf disseminierte Tumorzellen untersucht worden sein. Diese

primaren Anforderungen ergaben ein Kollektiv von 467 Patienten.

Von den infrage kommenden Patienten wurden nun vorab Patientencharakteris-
tika (Name, Alter, Geburtsdatum), pathologischer TNM-Status, OP-Datum, Re-
sektionsstatus, Gleason-Score, préaoperativer Serum-PSA Wert sowie die Er-
gebnisse der Zytokeratinfarbung aus den klinikeigenen Unterlagen erfasst. Bei
positivem Zytokeratinnachweis wurde des Weiteren das Ergebnis der M30-

Farbung eingeholt.

Zur Einschrankung des Kollektivs wurden vor der Erhebung des Follow-ups
weitere Einschlusskriterien mithilfe etablierter Risikofaktoren definiert. Dabei

wurde die Erfallung mindestens einer der folgenden drei Punkte gefordert:

e Serum PSA = 10 ng/ml zum Zeitpunkt der Prostatektomie
e T =3 inder abschliel3enden Histologie

e Gleason-Summenscore >7

Ausgeschlossen wurden Patienten mit bekannten zusatzlichen malignen Er-
krankungen, neoadjuvanter hormonablativer Therapie und nicht ausreichendem
Knochenmarksmaterial. Insgesamt wurde durch Definition der Kriterien eine

Reduktion des Kollektivs auf 213 Patienten erreicht.
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2.2 Studienverlauf

Nach Eingrenzung des Kollektivs gemal3 o.g. Kriterien erfolgte die retrospektive
Erhebung des Follow-ups. Von Interesse waren hierbei Informationen dartber,
ob und wann es zu biochemischen Rezidiven (oder ggfs. zu einer PSA-
Persistenz), zu Lokalrezidiven oder zu Fernmetastasen gekommen war. Auler-
dem sollten die nach der Prostatektomie durchgefiihrten Therapieformen in Art
und Zeitpunkt detailliert erfasst werden. Hierfiir wurden fir die vorliegende Ar-

beit folgende Definitionen festgesetzt:

¢ Das Nichterreichen eines postoperativen PSA-Nadirs <0,1 ng/ml gilt als
PSA-Persistenz

e Zwei aufeinanderfolgende PSA-Werte >0,2 ng/ml nach adaquatem
postoperativem Abfall wurden als biochemisches Rezidiv bezeichnet.
Als Zeitpunkt eines Rezidivs wurde das Datum der ersten Messung mit
>0,2 ng/ml festgesetzt.

e Eine Radiotherapie (oder HAT), die aufgrund eines Rezidivs nach zu-
nachst adaquatem postoperativem PSA-Abfall durchgefihrt wurde,
wurde als ,salvage” bezeichnet

e Eine Radiotherapie (oder HAT) innerhalb von 6 Monaten nach radikaler
Prostatektomie wurde als ,adjuvant® bezeichnet, sofern sie nicht aus
vorgenannter Indikation erfolgte.

e Als Lokalrezidiv oder Fernmetastase wurde jeder beweisende Befund
aus radiologischer Bildgebung oder klinischer Untersuchung (Sonogra-

phie, Knochenszintigraphie, PET-CT, DRU etc.) gewertet.

In einer ersten Phase wurden nun zun&chst alle elektronischen Patientenakten
des Klinikums Tubingen und die externen Arztbriefe gesichtet. Ferner wurden
Datenbanken mit dberschneidenden klinischen Endpunkten anderer For-
schungsprojekte der Klinik fur Urologie in Tubingen analysiert, um im weiteren
Verlauf Mehrfachbefragungen von Patienten zu vermeiden. Insbesondere gin-
gen im Zuge dessen auch Informationen aus den regelmafig versandten Nach-
beobachtungsbtgen des Comprehensive Cancer Center (CCC) Tubingen in die

Datenbank ein. Um ein moglichst aktuelles Follow-up zu gewéahrleisten, wurden
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Daten nur dann als vollstandig erachtet, wenn der letzte Kontakt zu dem jewei-
ligen Patienten am 01.03.2014 nicht langer als 6 Monate zurtcklag, wobei das

genannte Datum den Beginn der geplanten telefonischen Befragung darstellte.

In der zweiten Phase der Erhebung wurden die Patienten, deren Follow-up bis
dahin unvollstandig oder veraltet war, telefonisch befragt, nachdem das Ge-
sprach vorab postalisch angekundigt wurde (exemplarisches Anschreiben siehe
Anhang 1). Das Telefonat umfasste nach Aufklarung Uber die Vertraulichkeit
und Freiwilligkeit des Gespréachs die algorithmische Erfassung aller studienrele-
vanten Parameter. Zuerst wurde dabei der postoperative PSA-Verlauf erfragt,
um zu eruieren, ob eine PSA-Persistenz aufgetreten war oder ob es nach ei-
nem adaquaten PSA-Abfall im weiteren Verlauf zu einem biochemischen Re-
zidiv gekommen war. War kein Ereignis aufgetreten, wurde der letzte gemesse-
ne PSA-Wert erfragt und notiert. Bei Patienten mit PSA-Persistenz oder bio-
chemischem Rezidiv wurde das exakte Datum der Diagnosestellung, sowie die
weitere Therapie (Bestrahlungszeitrdume, HAT-Therapie etc.) detailliert eruiert.
Im Anschluss wurde nach dem Auftreten eines Lokalrezidivs oder einer Fern-
metastase gefragt. Bei unauffalligen klinischen Untersuchungen, einschlief3lich
eventuell durchgefihrter Bildgebung (z.B. TRUS, Knochenszintigraphie etc.),
wurde das letzte Datum einer urologischen Untersuchung notiert, unabhangig
davon, welche Untersuchung zu diesem Zeitpunkt durchgefuhrt wurde. War es
hingegen zu einem gesicherten Lokalrezidiv oder zu Metastasen gekommen,
wurde, analog zu dem oben dargestellten Verfahren beim biochemischen Re-
zidiv, Datum der Diagnose und therapeutisches Vorgehen im Detail bespro-
chen.

Falls die Patienten relevante Informationen innerhalb des Gespraches nicht
ausreichend genau schildern konnten, wurde das Einverstandnis der Patienten
zur Kontaktaufnahme der zustandigen Facharzte eingeholt. Diese wurden dann
in einer dritten Studienphase per Fax und zum Teil auch telefonisch kontaktiert
(exemplarisches Fax siehe Anhang 2).

Data-Closeup der Erhebung war der 01.07.2014. Patienten, die die Teilnahme

an der Studie ablehnten oder deren Follow-up-Informationen unvollstandig wa-
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ren, wurden aus der Studie ausgeschlossen. Letzteres betraf dabei v.a. Patien-
ten, die bis zum Cut-Off-Datum nicht kontaktiert werden konnten.

Nach Abschluss der Erhebung umfasste das auszuwertende Kollektiv 202 Pati-

enten.

2.3 Nachweis apoptotischer und nicht-apoptotischer DTC

Vor der Durchfuhrung der radikalen Prostatektomie wurden intraoperativ 5-20ml
Knochenmark aus dem Beckenkamm aspiriert und zur weiteren Verarbeitung in
heparinisierter Form an die Abteilung fur Immunzytologie des Labors der Uni-

versitats-Frauenklinik Tubingen Ubergeben.

Dort erfolgte zunachst eine Dichte-Zentrifugation (Dichte 1,077 g/ml, Ficoll; Bio-
chrom, Berlin, Deutschland), sodass die mononukleare Zellfraktion abgetrennt
werden konnte. Diese wurde nach Zellzahlung unter dem Lichtmikroskop derart
mittels einer phosphatgepufferten Salzlésung resuspendiert, dass eine Lésung
der Konzentration 1x10° Zellen/ml entstand. Zur Erstellung der Cytospins wur-
den mehrere Objekttrager unter Nutzung spezieller Aufsatze mit jeweils 1ml
dieser Losung beschickt und anschlieRend in eine spezielle Zentrifuge der Bau-
art Rotina 380 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland) eingebracht. Nach
der Zentrifugation konnte der Uberstand mithilfe einer Pipette abgenommen
werden, woraufhin nach erneuter Zentrifugation eine Lufttrocknung der Objekt-
trager Uber 24h bei Raumtemperatur erfolgte. Zurtick blieben also auf jedem
Objekttrager 1x10° MNC.

Die immunhistochemische Farbung erfolgte automatisiert durch den DAKO Au-
tostainer (DakoCytomation, Glostrup, Danemark). Dabei wurden die Zellen zu-
nachst gemafl gangiger Schemata 10 Minuten lang in 5% Formalin fixiert und
mit phosphatgepufferter Salzlosung gespult. Als Primarantikdrper wurde der
murine Panzytokeratinantikbrper mAb A45-B/B3 (Micromet, Minchen, Deutsch-
land) verwendet, welcher an ein gemeinsames Epitop der Zytokeratine 8,18 und
19 bindet [93]. Die Visualisierung des Antikorperkomplexes erfolgte im An-
schluss an die 15-minltige Inkubation der Zellen mit dem Primarantikérper un-
ter Beachtung der Herstellerangaben durch das DAKO-APAAP detection kit
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(DakoCytomation). Als Substrat der alkalischen Phosphatase diente Neufuchsin
(DakoCytomation). Zuletzt erfolgte die Gegenfarbung der mononuklearen Zellen

durch Hamatoxilin (DakoCytomation).

Von jedem Patienten wurden 2x10° Zellen (2 Cytospins) untersucht. Die gefarb-
ten Zellen wurden durch das ACIS™ imaging system (ChromaVision, Medical
Systems Inc., San Juan, Capistrano, CA, USA) zunachst automatisch erkannt
und anschlieend gemal? den Empfehlungen fir standardisierte Detektion dis-
seminierter Tumorzellen der européaischen Arbeitsgruppe ISHAGE evaluiert [83,
94].

Zum Nachweis apoptotischer disseminierter Tumorzellen wurden zusatzliche
Cytospins angefertigt und mithilfe des Antikdrpers M30 (Roche Applied Sci-
ence, Mannheim, Deutschland) sowie dem DAKO-APAAP-kit nach o0.g. Metho-
de visualisiert. Dabei bindet M30 spezifisch an ein Neoepitop von Zytokeratin
18, welches nur bei dessen Zerlegung durch Caspaseaktivitat wahrend der fri-
hen Phase der Apoptose entsteht [95]. Da M30 nicht an intaktes Zytokeratin 18
in lebenden oder nekrotischen Zellen bindet, handelt es sich um einen spezifi-
schen Marker fur apoptotische Zellen [96]. Vorteil gegentiber anderen weit ver-
breiteten Nachweisverfahren apoptotischer Zellen, wie z.B. der Caspase-3-
Farbung oder des sog. ,TdT-mediated dUTP-biotin nick end labelling“ (TUNEL),
war im Rahmen dieser Studie die Spezifitat fur epitheliale Zellen, da Zytokeratin
18 von nicht-epithelialen Zellen des Knochenmarks nicht exprimiert wird [97,
98]. Die Identifikation apoptotischer Zellen erfolgte daraufhin mikroskopisch un-
ter den Gesichtspunkten der positiven M30-Farbung und zytomorphologischer
Kriterien [99]. Als Paositivkontrolle der Farbung wurden Salzsdure-behandelte
MCF-7 Zellen verwendet, wahrend unbehandelte MCF-7 Zellen und Leukozyten

freiwilliger Spender als Negativkontrolle fungierten [100].

2.4 Statistik

Die Datenbank wurde mit Excel (Microsoft Office 2007, Microsoft Corporation,
Redmond, USA) erstellt und gepflegt. Nach der Erhebung und der Anonymisie-
rung erfolgte zunéchst eine Uberarbeitung der Spalten entsprechend eines Ko-
dierplans. Im Anschluss wurde die Datenbank zur statistischen Auswertung in
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das Statistikprogramm JMP® (Version 11.0, SAS Institute, Cary, USA) impor-
tiert, wo jeder Spalte gemal ihres Wertebereichs das entsprechende Skalenni-
veau (stetig, nominal, ordinal) zugeordnet wurde. Nicht bendtigte Spalten wur-

den geldscht.

Stetige Parameter wurden neben Median und Wertebereich durch Mittelwert,
Standardabweichung und Histogramme charakterisiert. Bei diskreten Parame-
tern wurden Haufigkeitsverteilungen berechnet. Fur den Vergleich zweier Ko-
horten (z.B. DTC positiv vs. negativ) bezuglich stetiger Variablen (z.B. PSA-
Wert, Alter) wurde der nichtparametrische Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test ver-
wendet. Bei einem entsprechenden Vergleich zweier Kohorten bezlglich bina-
rer Variablen (z.B. N-Status, R-Status, dichotomisierte Variablen) wurden x-
Tests verwendet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit <5% (p<0,05) wurde jeweils
als signifikant gewertet. Fiur die Schatzung der Uberlebenszeiten ohne bioche-
misches Rezidiv, Lokalrezidiv, Metastasen und Tod beziiglich verschiedener

Variablen wurden Kaplan-Meier-Kurven und der Log-Rang-Test verwendet.

2.5 Datenschutz

Die Durchfuihrung der Studie erfolgte unter besonderem Augenmerk auf Einhal-
tung der Datenschutzrichtlinien und der &rztlichen Schweigepflicht. Samtliche
patientenbezogenen Daten wurden in einer Datenbank erfasst, welche aus-
schlieBlich auf Kklinikinternen Rechnern gespeichert wurde und nur autorisierten
Mitarbeiter/-innen der Klinik fir Urologie in Tdbingen zur Ansicht und Bearbei-
tung zuganglich war. Alle Telefonate wurden von klinikeigenen Anschliissen
aus getatigt. Dabei wurde jeder Patient vor Beginn des Gespraches noch ein-
mal ausdrucklich dariber informiert, dass das Gesprach der arztlichen Schwei-
gepflicht unterliegt. Nach Erfassung aller klinischen Parameter wurde die Da-
tenbank terminal anonymisiert, wofur den Patienten in fortlaufender Nummerie-
rung eine ID zugeordnet wurde und anschlieBend Vornamen, Nachnamen, Ge-
burtsdaten, Anschriften sowie Telefonnummern aus der Datenbank entfernt
wurden. Der so erhaltene Datensatz lasst keine Ruckschlisse auf die ldentitat
einzelner Personen mehr zu. Die weitere Bearbeitung sowie die statistische

Auswertung erfolgten erst im Anschluss an diese Anonymisierung.
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2.6 Ethikvotum

Vor Durchfihrung der Studie erfolgte die Erstellung eines Prufplanes zur Vorla-
ge bei der Tubinger Ethikkommission. Der Prifplan umfasste neben Titel der
Arbeit, Name der Beteiligten und Finanzierung vor allem Details zum Inhalt und
zur Durchfihrung des Projekts. Dabei wurden wissenschaftliche Hintergriinde
erortert, Studienziele aufgezeigt, Ein- und Ausschlusskriterien definiert und
letztlich der Studienablauf und die Untersuchungsmethoden ausfihrlich be-
schrieben. Insbesondere wurde darauf eingegangen, dass eine telefonische
Kontaktaufnahme zunachst postalisch angekiindigt werden wirde und die Pati-
enten zu Beginn jedes Gespraches dartber informiert wirden, dass die Teil-
nahme an der Befragung freiwillig sei und keine Nachteile durch die Nichtteil-
nahme entstinden. Ein weiterer Punkt des Priufplanes war die ausfuhrliche Dis-

kussion der oben aufgefuhrten Aspekte des Datenschutzes.

Nach Vorlage des Prifplans befurwortete die Ethikkommission die Durchfiih-
rung der Studie in ihrem Ethikvotum Nr. 204/2014BO2.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Studienkohorte

Der untersuchten Erkrankung geschuldet bestand das Patientenkollektiv aus-
schliel3lich aus Mannern. Nach Abschluss der Erhebung umfasste das Kollektiv
202 Patienten, die zur statistischen Auswertung zur Verfigung standen.

3.1.1 Altersverteilung

Das Alter der Patienten betrug zum Zeitpunkt der Operation im Mittel
64,44+6,32 Jahre (Mittelwert £ Standardabweichung). Der jingste Patient war
dabei 45 Jahre, der &lteste Patient 77 Jahre alt, der Median betrug 65 Jahre.

Die Altersverteilung des Gesamtkollektivs ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Altersverteilung innerhalb des Gesamtkollektivs
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3.1.2 Préaoperativer PSA-Wert

Der praoperativ bestimmte PSA-Wert der Patienten lag im Mittel bei
14,84+11,16 ng/ml. Der kleinste gemessene Wert betrug 0,10 ng/ml, der gréi3te
104 ng/ml. Der Median lag bei 11,95 ng/ml. Die Verteilung der PSA-Werte ist in
Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Verteilung der praoperativ gemessenen PSA-Werte

3.1.3 Gleason-Score

Das Kollektiv umfasste Patienten mit einem Gleason-Score zwischen 5 und 10.
Dabei wiesen 137 Patienten (68,3%) einen Gleason-Score <7 auf, 64 Patienten
(31,7%) hatten entsprechend einen Gleason-Score >7. Die genaue Verteilung

ist Tabelle 2 zu entnehmen.
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Tabelle 2: Verteilung des Gleason-Scores innerhalb des Gesamtkollektivs

Gleason-
Summenscore Anzahl Prozent
5 3 1,5%
6 15 7,4%
7 120 59,4%
8 30 14,9%
9 31 15,3%
10 3 1,5%
Summe 202 100,0%

3.1.4 Tumorstadien

3.1.4.1 T-Stadium

Anhand des Operationspraparates konnten 98 (48,5%) Patienten ein pathologi-
sches T-Stadium <3 zugerechnet werden. Entsprechend litten 104 (51,5%) der
Patienten an einem Karzinom mit kapseliiberschreitendem Tumorwachstum
(T=3a). Die Haufigkeitsverteilung der einzelnen T-Stadien ist Tabelle 3 zu ent-

nehmen.

Tabelle 3: Verteilung des T-Stadiums innerhalb des Gesamtkollektivs

T- Stadium Anzahl Prozent
1c 1 0,5%
2a 9 4,5%
2b 2 1,0%
2C 86 42,6%
3a 72 35,6%
3b 29 14,4%
3c 1 0,5%
4 2 1,0%
Gesamt 236 100,0%
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3.1.4.2 N-Stadium
Bei einem Patient lag eine abschliel3ende Beurteilung der operativ mitentnom-
menen regionalen Lymphbahnen nicht vor. Bei 20 Patienten (9,9%) konnten

lokale Lymphknotenmetastasen (N1) gefunden werden.

3.1.4.3 M-Stadium

Gemal3 der Definition der Studienpopulation war bei keinem Patient zum Zeit-
punkt der Operation eine Fernmetastasierung (M1) bekannt. Dabei lagen bei 36
Patienten (17,8%) zum Operationszeitpunkt vollstdndige Staginguntersuchun-

gen zum Ausschluss von Fernmetastasen vor.

3.1.5 Resektionsstatus

Bei 4 Patienten lag keine abschlieRende Beurteilung der operativen Resektions-
rdnder vor. Unter den verbliebenen 198 Patienten waren bei 69 Patienten
(34,8%) die Schnittrander befallen, bei 129 Patienten (65,2%) waren die

Schnittrander frei.
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3.2 Nachweis disseminierter Tumorzellen

3.2.1 Zytokeratinfarbung

Die Zytokeratinfarbung erbrachte bei 37 der 202 Patienten (18,3%) den Nach-
weis disseminierter Tumorzellen im Knochenmark. Die mediane Anzahl nach-
gewiesener DTC betrug 1 DTC pro 2x10° mononukleédren Zellen, die Spanne
lag dabei zwischen 1 und 3 DTC pro 2x10° MNC. Bei 12 Patienten war mehr als
nur eine Zelle in den Praparaten aufzufinden. Abbildung 4 zeigt lichtmikroskopi-
sche Beispiele der Zytokeratinfarbungen. Neben der roten Farbung sind die fur
Tumorzellen typischen groRen Kerne mit hoher Kern-Plasma Relation zu er-
kennen. Die Kerne sind dabei teilweise von der ansonsten zytoplasmatisch ge-

pragten Zytokeratinfarbung tberdeckt.
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Abbildung 4: Zytokeratinpositive Zellen in verschiedenen VergrdfRerun-
gen. a: CK-pos. Zelle in 16-facher Vergrof3erung. b+c: Beispiele CK-pos. Zellen
in 40-facher Vergro3erung. d: Positivkontrolle in 16-facher Vergré3erung.
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3.2.2 M30-Farbung

Bei Patienten mit positivem Nachweis disseminierter Tumorzellen durch die
Panzytokeratinfarbung wurde eine zusatzliche Subdifferenzierung durch Einho-
lung des M30-Status vorgenommen. Dabei konnten lichtmikroskopisch unter
den Gesichtspunkten positiver M30-Féarbung und zytomorphologischer Kriterien
bei 14 der 37 Patienten (37,8%) apoptotische DTC identifiziert werden. Abbil-
dung 5 zeigt beispielhaft eine apoptotische disseminierte Tumorzelle in ver-

schiedenen Vergrof3erungen.

Abbildung 5: M30 positive Zelle in 16-facher (a) und 40-facher (b) Vergro-
Berung.

Zwischen dem Nachweis von >1 DTC pro 2x10° Zellen in der Zytokeratinfar-
bung und dem M30-Status lieR sich per x*-Test kein signifikanter Zusammen-
hang feststellen (p=0,74). Die Verhaltnisse sind als Vierfeldertafel in Tabelle 4

dargestellt.
Tabelle 4: Korrelation der DTC-Anzahl mit apoptotischen DTC.

DTC-Anzahl
pro 2x10° Zellen
1 DTC |22DTC
Positiv 9 5
Negativ 16 7

M30-Status
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3.3 Korrelation von DTC mit klinischen Patientendaten

3.3.1 DTC gemal Panzytokeratinfarbung

Der Nachweis disseminierter Tumorzellen (CK positiv) im Knochenmark der
Patienten korrelierte weder mit dem Alter zum Zeitpunkt der Operation noch mit
dem praoperativ gemessenen PSA-Wert. Auch das Vorliegen von kapsellber-
schreitendem Wachstum (pT=3), befallenen Lymphknoten (N1) oder positiven
Resektionsrandern (R1) unterschied sich in den beiden Gruppen nicht signifi-
kant. Eine Zusammenfassung der Genuberstellung zwischen CK-Status und

klinischen Parametern ist in Tabelle 5 dargestellit.

Tabelle 5: Korrelation zwischen Zytokeratin-Status und klinischen Daten

Zytokeratin-Status positiv negativ p-Wert
Anzahl 37 165 -
Alter in Jahre 0,76
Median (Spanne) 66 (48-77) 65 (45-75)
Tumorausdehnung 0,70
pT <3 19 (51,4%) 79 (47,9%)
pT =3 18 (48,6%) 86 (52,1%)
Gleason Summenscore 0,15
<8 29 (78,4%) 109 (66,1%)
>8 8 (21,6%) 56 (33,9%)
PSA in ng/ml 0,43
Median (Spanne) 11,80 (4,8-52,4) 12,00 (0,1-104,0)
Lymphknotenstatus* 0,31
NO 35 (94,6%) 146 (88,5%)
N1 2 (5,4%) 18 (10,9%)
Resektionsstatus* 0,33
RO 26 (70,3%) 103 (62,4%)
R1 10 (27,0%) 59 (35,8%)

* Reduzierte Patientenzahlen aufgrund nicht vorliegender abschlieBender Berichte

Prozentuale Angaben sind auf die genannte Anzahl n der Patienten der jeweiligen Spalte bezogen
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3.3.2 Apoptotische DTC

Tabelle 6 stellt vergleichend klinische Parameter von Patienten mit apoptoti-

schen DTC und von Patienten mit nicht-apoptotischen DTC gegenuber. Dabei

fanden sich innerhalb der Gruppe apoptotischer DTC signifikant mehr positive

Schnittrander (p=0,02). Bezlglich Alter, praoperativem PSA-Wert, dem Auftre-

ten von kapselUberschreitendem Wachstum (pT=3) und befallenen Lymphkno-

ten (N1) fanden sich keine Unterschiede zwischen den beiden DTC-Fraktionen.

Tabelle 6: Korrelation zwischen apoptotischen DTC und klinischen Daten

M30 pos. DTC M30 neg. DTC p-Wert

N 14 23 -
Alter in Jahre, 0,95
Median (Spanne) 66,5 (52-72) 66 (48-77)
Tumorausdehnung 0,14

pT <3 5 (35,7%) 14 (60,9%)

pT =3 3 (21,4%) 9 (39,1%)
Gleason Summenscore 0,98

<8 11 (78,6%) 18 (78,3%)

> 8 3 (21,4%) 5 (21,7%)
PSA in ng/ml 1,00
Median (Spanne) 11,75 (4,8-52,4) 11,8 (6,3-29,6)
Lymphknotenstatus 0,06

NO 12 (85,7%) 23 (100,0%)

N1 2 (14,3%) 0 (0,0%)
Resektionsstatus* 0,02

RO 7 (50,0%) 19 (82,6%)

R1 7 (50,0%) 3 (13,0%)

*Reduziertes Kollektiv aufgrund nicht vorliegender Berichte

Prozentuale Angaben sind auf die genannte Anzahl n der Patienten der jeweiligen Spalte bezogen
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3.4 Postoperative Therapiemal3Bnahmen

3.4.1 Adjuvante Therapie

Insgesamt wurden 43 der 202 Patienten (21,3%) einer adjuvanten Therapie
zugefuhrt. Tabelle 7 bietet einen Uberblick tber die verwendeten Thera-

pieschemata innerhalb der einzelnen Subgruppen.

Tabelle 7: Adjuvante Therapie gruppiert nach Knochenmarksstatus

Adjuvante Adjuvante Kombiniertes

Knochenmarksstatus n Radiatio* HAT* Schema
DTC pos. (CK pos.) 37 2 (5,4%) 3 (8,1%) 2 (5,4%)
CK pos./M30 pos. 14 2 (14,3%) 3 (21,4%) 2 (14,3%)

CK pos./M30 neg. 23 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Keine DTC (CK neg.) 165 29 (17,6%) 19 (11,5%) 8 (4,8%)
Gesamt 202 31 (15,3%) 22 (10,9%) 10 (5,0%)

* Angaben dieser Spalten enthalten auch die Patienten, die ein kombiniertes Schema erhielten

Prozentuale Angaben sind auf die genannte Anzahl n der Patienten der jeweiligen Zeile bezogen

3.4.2 Salvage Therapie

54 der 202 Patienten (26,7%) erhielten im Rahmen eines biochemischen oder
klinischen Rezidivs eine salvage Therapie. Ein Uberblick tiber die Salvage-
Therapieschemata innerhalb der untersuchten Gruppen ist in Tabelle 8 darge-

stellt.

Tabelle 8: Salvage Therapie gruppiert nach Knochenmarksstatus

Salvage Salvage Kombiniertes

Knochenmarksstatus n Radiatio* HAT* Schema
DTC pos. (CK pos.) 37 8 (21,6%) 3 (8,1%) 1(2,7%)
CK pos. /M30 pos. 14 2 (14,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

CK pos./M30 neg. 23 6 (26,1%) 3 (13,0%) 1 (4,3%)
Keine DTC (CK neg.) 165 34 (20,6%) 15 (9,1%) 5 (3,3%)
Gesamt 202 42 (20,8%) 18 (8,9%) 6 (3,0%)

* Angaben dieser Spalten enthalten auch die Patienten, die ein kombiniertes Schema erhielten

Prozentuale Angaben sind auf die genannte Anzahl n der Patienten der jeweiligen Zeile bezogen
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Die Zeit von der Operation bis zum Einleiten einer salvage Therapie im Falle
eines Rezidivs betrug im Median fir die Bestrahlung 25 Monate (Spanne: 5 bis
70 Monate) und fur die HAT 24 Monate (Spanne: 3 bis 54 Monate).

3.5 Postoperativer Verlauf

3.5.1 PSA-Persistenz

Bei insgesamt 15 der 202 Patienten (7,4%) kam es postoperativ zu keinem
adaquaten PSA-Abfall. Hierunter wurden 13 Patienten (86,7%) einer adjuvanten
Therapie zugefiihrt. Tabelle 9 gibt einen Uberblick tiber das Auftreten postope-
rativ erhdhter PSA-Werte innerhalb der untersuchten Subgruppen.

Tabelle 9: PSA-Persistenz gruppiert nach Knochenmarksstatus

Knochenmarksstatus n PSA-Persistenz
DTC pos. (CK pos.) 37 3 (8,1%)
CK pos. / M30 pos. 14 2 (14,3%)
CK pos. / M30 neg. 23 1 (4,3%)
Keine DTC (CK neg.) 165 12 (7,3%)
Gesamt 202 15 (7,4%)

Zwischen CK-Status und dem Auftreten erhdhter postoperativer PSA-Werte
konnte durch den x?-Test kein signifikanter Zusammenhang gefunden werden
(p=0,86). Das vermehrte Auftreten von PSA-Persistenz in der Gruppe apoptoti-
scher DTC erwies sich gegentuber der Gesamtheit aller Patienten ohne apopto-
tische DTC ebenfalls als nicht signifikant (p=0,31). Auch war der Unterschied zu
den Patienten mit ausschliel3lich nicht-apoptotischen DTC statistisch nicht rele-
vant (p=0,28).

3.5.2 Biochemisches Rezidiv

Patienten mit postoperativer PSA-Persistenz und Patienten, die eine adjuvante
Therapie (HAT oder Radiatio) erhielten, wurden bei den folgenden Auswertun-
gen bezuglich biochemischer Rezidive ausgeschlossen. Dies flhrte zu einem
um 45 Patienten reduzierten Kollektiv von n=157 Patienten, was auch zu einer

Reduktion der untersuchten Subkollektive fuhrte (s. Tabelle 10).
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Insgesamt kam es innerhalb dieses Kollektivs bei 49 Patienten (31,2%) zu ei-
nem biochemischen Rezidiv. Die mediane Nachbeobachtungszeit fur ein bio-
chemisches Rezidiv (Zeit von der OP bis zum biochemischen Rezidiv oder bis
zur letzten PSA-Messung) lag bei 49 Monaten (Spanne: 4 bis 75 Monate). Der
Mittelwert lag bei 44+19 Monaten.

3.5.2.1 Auftreten biochemischer Rezidive in Abhangigkeit vom Kno-
chenmarksstatus

Die Anzahl biochemischer Rezidive und Nachbeobachtungszeitraume der un-

tersuchten Subgruppen sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Biochemische Rezidive und Nachbeobachtungszeitrdume
gruppiert nach Knochenmarksstatus

Biochemische Nachbeobachtungszeit,

Knochenmarksstatus n* Rezidive Median (Spanne)
DTC pos. (CK pos.) 33 10 (30,3%) 47 (4-73)
CK pos./M30 pos. 11 3 (27,3%) 47 (15-67)
CK pos./M30 neg. 22 7 (31,8%) 44,5 (4-73)
Keine DTC (CK neg.) 124 39 (31,5%) 49 (4-75)
Gesamt 157 49 (31,2%) 49 (4-75)

* Reduzierte Teilkollektive aufgrund der im Text beschriebenen Einschréankung des Kollektivs

Prozentuale Angaben sind auf die genannte Anzahl n der Patienten der jeweiligen Zeile bezogen

Das relative Risiko von Patienten mit positivem Zytokeratinnachweis auf ein
biochemisches Rezidiv errechnet sich damit zu 0,96 (95% KI. 0,54-1,72), das
Odds Ratio betragt dabei 0,94 (0,41-2,18).

Das relative Risiko auf ein biochemisches Rezidiv ist fir Patienten mit apoptoti-
schen DTC (M30 pos.) gegenuber Patienten mit vitalen DTC (M30 neg.) durch
0,86 (0,27-2,69) gegeben, das Odds Ratio betragt 0,80 (0,16-3,99).
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3.5.2.2 Vergleich der biochemisch rezidivfreien Lebenszeit in Relati-
on zum Zytokeratinstatus

Zwischen dem Nachweis disseminierter Tumorzellen und der biochemisch re-

zidivfreien Lebenszeit bestand kein signifikanter Zusammenhang (p=0,88). Die

zugehorige Kaplan-Meier-Kurve ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Analyse des Einflusses von positivem DTC-
Nachweis auf die biochemische Rezidivfreiheit.
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3.5.2.3 Biochemisch rezidivfreie Lebenszeit in Relation zu apoptoti-
schen und vitalen DTC

Patienten mit apoptotischen (CK pos. /M30 pos.) DTCs, Patienten mit vitalen

(CK pos. /IM30 neg.) DTCs und Patienten ohne DTC-Nachweis unterschieden

sich bezlglich der Lebenszeit ohne biochemisches Rezidiv nicht voneinander

(p=0,97). Die zugehdrige Kaplan-Meier-Kurve ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Analyse des Einflusses von M30-positiven und
M30-negativen DTCs auf die biochemische Rezidivfreiheit.
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3.5.3 Metastasierung

Die Analysen bezuglich klinischer Progression erfolgten fur das gesamte Kollek-
tiv (n=202). Hierunter entwickelten 16 Patienten (7,9%) im Verlauf der Erkran-
kung Metastasen. Bei 2 dieser Patienten konnte auf3erdem ein Lokalrezidiv ge-
funden werden. Eine lokale Progression ohne Metastasierung im weiteren Ver-

lauf trat innerhalb des untersuchten Kollektivs nicht auf.

Die mediane Nachbeobachtungszeit fir das Auftreten von Metastasen (Zeit von
OP bis zur letzten klinischen Untersuchung oder Diagnose einer Metastasie-
rung) lag bei 54,5 Monaten (Spanne: 1 bis 75 Monate). Der Mittelwert betrug
52+15 Monate.

3.5.3.1 Auftreten von Metastasen in Abh&ngigkeit vom Knochen-
marksstatus

Anzahl aufgetretener Metastasen und die Nachbeobachtungszeitraume der un-
tersuchten Subgruppen sind in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Aufgetretene Metastasen und Nachbeobachtungszeitrdume
gruppiert nach Knochenmarksstatus

Nachbeobachtungszeit,

Knochenmarksstatus n Metastasen Median (Spanne)
DTC pos. (CK pos.). 37 2 (5,4%) 52 (3-75)
CK pos./M30 pos. 14 0 (0,0%) 51 (36-75)
CK pos./M30 neg. 23 2 (8,7%) 54 (3-74)
Keine DTC 165 14 (8,5%) 55 (1-75)
Gesamt 202 16 (7,9%) 54,5 (1-75)

Prozentuale Angaben sind auf die genannte Anzahl n der Patienten der jeweiligen Subgruppe bezogen
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3.5.3.2 Metastasenfreie Uberlebenszeit in Relation zum Zytokera-
tinstatus

Zwischen dem Nachweis disseminierter Tumorzellen und der metastasenfreien

Lebenszeit bestand kein signifikanter Zusammenhang (p=0,55). Die zugehdrige

Kaplan-Meier-Kurve ist in Abbildung 8 dargestelit.
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Analyse des Einflusses von positivem DTC-
Nachweis auf die metastasenfreie Uberlebenszeit
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3.5.3.3 Metastasenfreie Uberlebenszeit in Relation zu apoptotischen
und vitalen DTC

Patienten mit CK-positiven/M30-positiven DTCs unterschieden sich beztglich

der Uberlebenszeit ohne Auftreten von Metastasen nicht von Patienten mit CK-

positiven/M30-negativen DTCs bzw. von Patienten ohne DTC-Nachweis

(p=0,55). Die zugehdrige Kaplan-Meier-Kurve ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Kaplan-Meier-Analyse des Einflusses von M30-positiven und
M30-negativen DTCs auf die metastasenfreie Uberlebenszeit
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3.5.4 Uberleben

Von den eingeschlossenen 202 Patienten waren 6 (3,0%) zum Zeitpunkt des
Follow-Ups verstorben, davon 2 an den Folgen des Prostatakarzinoms. Andere
Todesursachen waren kardialer Genese, Lungenembolie sowie die Folgen ei-

nes Schlaganfalls und eines spater aufgetretenen Bronchialkarzinoms.

Die mediane postoperative Nachbeobachtungszeit (Zeit von der OP bis zum
Todestag oder bis zum letzten Lebenszeichen des Patienten) betrug 59 Monate
(Spanne: 23 bis 76 Monate). Der Mittelwert lag bei 57+12 Monaten.

Bei keinem der 6 verstorbenen Patienten waren perioperativ zytokeratinpositive
Zellen im Knochenmark nachweisbar. Eine entsprechende Unterscheidung zwi-
schen apoptotischen und nicht-apoptotischen DTC erlbrigt sich daher. Die ver-
gleichende Kaplan-Meier-Kurve des Gesamtiberlebens zwischen Patienten mit
und ohne DTC-Nachweis ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Kaplan-Meier-Analyse des Einflusses von positivem DTC-
Nachweis auf das Gesamtuberleben
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4 Diskussion

Patienten mit primar nicht-metastasiertem Prostatakarzinom kénnen nach radi-
kaler Prostatektomie im Rahmen &ul3erst heterogener Verlaufe auch noch nach
mehrjahriger Latenzphase einen Progress der Erkrankung erleiden [41]. Trotz
intensiver Bemuhungen eine adaquate Risikoabschatzung mithilfe etablierter
Faktoren wie Gleason-Score, Tumorausdehnung, praoperativer PSA-Wert und
Resektionsrander zu erreichen, stellt die individuelle Vorhersage des postope-
rativen Verlaufs auch heute noch eine grof3e Herausforderung dar, wodurch im
Zuge weiterfuhrender Stratifizierungsbemihungen eine bedeutende Nachfrage
nach zusatzlichen Pradiktoren entstanden ist [45-47]. In diesem Zusammen-
hang wird auch eine nachweisbare Tumorzelldissemination im Knochenmark
als moglicher Biomarker diskutiert. Trotz der Bedeutung disseminierter Tumor-
zellen in der Entwicklung von Knochenmetastasen [49], ist die prognostische
Bedeutung prainterventionell nachweisbarer DTC beim Prostatakarzinom bis-
lang nicht abschliel3end geklart [101]. Die vorliegende Studie sollte in diesem
Rahmen prifen ob perioperativ hachweisbare DTC bei Patienten mit nicht-
metastasiertem Prostatakarzinom und erhéhtem Rezidivrisikoprofil einen unab-
hangigen Risikofaktor fur ein schlechtes onkologisches Outcome darstellen,
wobei der immunhistochemische Nachweis der Zellen gemald den aktuellen
Empfehlungen zur Standardisierung der DTC-Detektion erfolgt ist. Ferner sollte
erstmals beim Prostatakarzinom zusatzlich die prognostische Bedeutung der
apoptotischen Subfraktion der DTC untersucht werden, welche mithilfe des M30

Antikorpers identifiziert wurde.

Eine Korrelation zwischen DTC bzw. apoptotischen DTC zu Alter, PSA-Wert
und histopathologischen Risikofaktoren konnte im Rahmen der vorliegenden
Ergebnisse nicht festgestellt werden. Auch konnten keinerlei Zusammenhéange
zwischen dem Auftreten von DTC (apoptotisch oder nicht-apoptotisch) und dem
onkologischen Outcome der Patienten gefunden werden.

4.1 Variation von DTC-Detektionsraten

In der vorliegenden Arbeit konnten bei 18,3% der Patienten zytokeratinpositive

Zellen nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 3.2.1). Die Einordnung dieses
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Ergebnisses muss aul3erst differenziert betrachtet werden, da Studien auf die-
sem Gebiet betrachtlich unterschiedlichen Methoden folgen, wobei in der Litera-
tur hauptsachlich RT-PCR basierte Methoden (PSA-mRNA-Nachweis) und im-
munhistochemische Ansatze (mittels anti-EpCam oder diverser Zytokeratinanti-
korper) beschrieben sind [92]. Jedoch kann selbst unter Einschrankung der
Problematik auf aktuelle Studien mit zytokeratinbasiertem Ansatz eine deutliche
Variation der Nachweisraten zwischen 13,1% und 44,6% beobachtet werden
[102—-106]. Dabei konnten Weckermann et al. in ihrer Studie von 2001 eindrtick-
lich aufzeigen, dass der Wahl des verwendeten Antikdrpers eine besondere
Rolle zukommt, indem fiir jede Patientenprobe bei ansonsten identischem Far-
beprotokoll 2 unterschiedliche Primarantikorper verwendet wurden. Hierbei
konnte eine erheblich hohere Nachweisrate bei Verwendung des Panzytokera-
tinantikdrpers A45 B/B3 (40,3%) vorgefunden werden als bei Nutzung des CK2
Antikorpers, welcher solitdr an Zytokeratin 18 bindet (24,4%) [103]. Daraus wird
deutlich, dass die Expression einzelner Zytokeratine in DTC offenbar sehr vari-
abel ist (s.a. Abschnitt 4.4 ), sodass eine hohe Sensitivitat nur bei Nutzung von
Antikorpern gegen mehrere Zytokeratine erreicht werden kann. Bei einer spate-
ren Untersuchung derselben Arbeitsgruppe konnte trotz gleichem Vorgehen
(insb. wurde derselbe Panzytokeratinantikdrper verwendet) nur bei 13,1% der
Patienten DTC gefunden werden [105]. So scheint das Auftreten zytokeratinpo-
sitiver Zellen auch bei ansonsten gleichen Umstanden einer statistischen
Streuung unterworfen zu sein, die eventuell Einfluss auf Studienergebnisse ha-
ben kann. Auch variiert die Anzahl positiver Zellen bei positivem Befund unter
den Studien sehr stark, wobei die in der vorliegenden Studie beschriebene
Spanne zwischen 1 und 3 DTC pro 2x10° MNC als relativ gering eingeschatzt
werden muss [92, 105]. In diesem Kontext muss hinterfragt werden, inwieweit
Abweichungen zwischen den einzelnen Studienprotokollen, wie bspw. abwei-
chende Dichtegradienten zur Zellselektion oder abweichende Inkubationszeiten
mit den einzelnen Farbesubstanzen, mit dem Nachweis von DTC korrelieren.
Derart umfangreiche Beschreibungen sind dabei in den Veroffentlichungen zu

diesem Thema zumeist nicht gegeben.
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Ein noch weiteres Feld ergibt sich, wenn man zusatzlich Studien anderer
Nachweismethodik miteinbezieht. So konnten unter Nutzung von Antikorpern
gegen EpCam erheblich hohere Detektionsraten von 40% bis zu 90% beobach-
tet werden [107, 108]. Auch RT-PCR basierte Studien auf diesem Gebiet zeigen
stark variable Nachweisraten zwischen 19% und 45% [108-113].

Eine Aussage zur Vergleichbarkeit der Methoden untereinander kann aufgrund
der nur sparlichen Anzahl direkt vergleichender Arbeiten kaum valide getroffen
werden. Insgesamt muss im Rahmen der Heterogenitat disseminierter Tumor-
zellen heute davon ausgegangen werden, dass die verschiedenen Nachweis-
methoden unterschiedliche Fraktionen innerhalb der DTC erfassen [114, 101],
was im Weiteren auch beim Vergleich der Studienergebnisse beziglich Korrela-
tion zu klinischen Parametern und onkologischem Outcome bedacht werden
muss (s.a. Abschnitt 4.4).

4.2 Korrelation von DTC mit klinischen Risikofaktoren

In der vorliegenden Arbeit konnten keine signifikanten Zusammenhange zwi-
schen DTC bzw. apoptotischen DTC und klassischen klinisch-pathologischen
Risikofaktoren gefunden werden. Ein positiver Zytokeratinnachweis ging sogar
mit einer geringeren Rate positiver Lymphknotenbeteiligung, hohem Gleason-
Score 28 und lokal fortgeschrittener Tumorausdehnung (pT=3) einher, wobei
der Unterschied nur dezent zu verzeichnen war und keine statistische Signifi-

kanz aufwies (s. Tabelle 5).

Die Unabhangigkeit von Zytokeratinnachweis von klinischen Parametern zum
Zeitpunkt einer radikalen Prostatektomie finden sich im Einklang mit einigen
frheren Studien &hnlichen Designs und konnten darauf hindeuten, dass es
sich bei der Tumorzelldissemination um einen von bekannten Risikofaktoren
unabhangigen Prozess handelt [105, 106]. Jedoch konnten bspw. Wood et al.
und Mitsiades et al. in PCR-basierten Studien signifikante Zusammenhange
zwischen DTC-Nachweis und PSA-Wert und T-Stadium bzw. Gleason-Score
feststellen [111, 112]. Ferner ergaben sich auch in einigen auf Immunhistoche-
mie basierenden Studien Hinweise auf eine Korrelation zwischen DTC-
Nachweis und Gleason-Score [104, 109, 110].
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4.3 Korrelation von DTC mit onkologischem Outcome

Die vorliegende Arbeit konnte zwischen DTC-Nachweis und dem onkologischen
Outcome nach radikaler Prostatektomie keinen signifikanten Unterschied fest-
stellen. Wider Erwarten entwickelten DTC-negative Patienten sogar héaufiger
biochemische Rezidive und Metastasen als DTC-positive Patienten, wobei die-
se Unterschiede keine statistische Signifikanz aufwiesen. Dabei kann dieser
Umstand wahrscheinlich durch die insignifikant hohere relative Anzahl lokal
ausgedehnter Tumorbefunde, positiver Resektionsrander und lokalem Lymph-
knotenbefall innerhalb der DTC-positiven Patientengruppe hinreichend erklart

werden.

Die dargestellten Ergebnisse stehen in direktem Widerspruch zu einigen vorlie-
genden Studien auf diesem Gebiet. Wahrend Differenzen zu Studien mit PCR-
basierten Ansatzen oder abweichenden immunhistochemischen Farbungen
(z.B. mittels anti-EpCAM) im Rahmen unterschiedlicher Nachweismethoden
ggfs. auf methodische Unterschiede zurtickzufiihren sind, ergaben sich selbst in
Studien mit nahezu identischen Farbeprotokollen deutliche Hinweise auf eine
prognostische Relevanz von praoperativ nachgewiesenen DTC [103, 105, 106].
Um methodische Differenzen zunachst auszuklammern, kénnen vor allem die
Ergebnisse der Studien von Koéllermann et al. und Weckermann et al. mit der
vorliegenden Arbeit verglichen werden, da beide Studien ebenfalls Kollektive
nach radikaler Prostatektomie nachbeobachteten und ein nahezu identisches
Nachweisprotokoll fir DTC verwendeten. Beide Autoren konnten dabei im Kon-
trast zu den hier beschriebenen Ergebnissen jeweils eine signifikante Korrelati-
on von panzytokeratinpositiven Zellen zum Auftreten biochemischer Rezidive
nachweisen [105, 106]. Ein direkter Vergleich mit der vorliegenden Arbeit ist
jedoch aufgrund anderweitiger methodischer Differenzen nur bedingt méglich.
So wurde die Studienkohorte von Kéllermann ausschlief3lich aus neoadjuvant
hormonablativ behandelten Patienten rekrutiert, wahrend solche Patienten in
der vorliegenden Studie explizit ausgeschlossen wurden [106]. Ferner lagen die
Operationszeitpunkte jener Kohorte zwischen 1992 und 2000 und damit deut-
lich vor den Operationsterminen des vorliegenden Kollektivs [106]. Gleiches gilt
auch fur die zwischen 1994 und 2002 operierte Studienkohorte von Wecker-
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mann et al. [105]. Dies ist insofern von Interesse, als dass seit Einfuhrung der
neuen Klassifikationskriterien des Gleason-Scores 2005 eine kontinuierliche
Migration des histopathologischen Gradings zu hdheren Werten beobachtet
werden kann [115]. Dies bietet einen mdglichen Erklarungsansatz der Tatsa-
che, dass das Auftreten biochemischer Rezidive in den beiden Studienkohorten
von Kollermann und Weckermann deutlich haufiger war als in dem hier be-
schriebenen Kollektiv, obwohl diese Studienkollektive einen deutlich geringeren
Anteil von Patienten mit Gleason-Score >7 aufwiesen. Insgesamt erscheint das
Outcome der beiden Studienkollektive bezuglich biochemischer Rezidivfreiheit
in Relation zu aktuellen Nachbeobachtungskohorten nach radikaler Prostatek-
tomie vergleichsweise schlecht, was eine Einordnung zusatzlich erschwert
[116]. Ein wesentlicher methodischer Unterschied besteht auch in der Definiti-
on des biochemischen Rezidivs, welches bei Weckermann et al. als zwei aufei-
nanderfolgende Werte >0,4 ng /ml definiert wurde [105]. Dabei deuten einige
Daten darauf hin, dass diese Definition geeigneter sein kbnnte um eine eventu-
elle Metastasierung abzuschatzen, welche, vom pathophysiologischen Stand-
punkt aus betrachtet, den eigentlich interessanten klinischen Endpunkt ossarer
Tumorzellen darstellt [117]. So ist es nicht verwunderlich, dass das Kollektiv
von Weckermann et al. analog zu der hohen BR-Rate auch eine hohe Metasta-
sierungsrate aufwies, die ebenfalls signifikant mit dem Auftreten von DTC korre-
lierte, wahrend ein solcher Zusammenhang in der vorliegenden Studie nicht
beobachtet werden konnte. Dabei beschreiben die Autoren bereits nach 3 Jah-
ren eine signifikante Korrelation zwischen metastasenfreiem Uberleben und
DTC-Status, sodass die in der vorliegenden Arbeit relativ kurze mediane Nach-
beobachtungszeit von 54,5 Monaten zumindest nicht vollstadndig fur das kontra-
re Ergebnis verantwortlich gemacht werden kann [105]. Demgegeniber konn-
ten auch Berg et al. und Lilleby et al. eine Korrelation panzytokerativpositiver
DTC zu metastasenfreier Uberlebenszeit feststellen, wobei beide Autoren erst
nach ca. 6 Jahren Follow-up relevante Unterschiede der Metastasierungsrate
DTC-positver und —negativer Patienten nachweisen konnten [104, 118]. Ob-
gleich diese beiden Studien betrachtlich unterschiedlichen primaren Thera-

pieschemata folgten als in der vorliegenden Arbeit (primare Strahlentherapie mit
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oder ohne HAT), unterstreicht deren Ergebnis dennoch die Notwendigkeit einer
langeren Nachbeobachtungszeit um eine eventuelle prognostische Relevanz
zytokeratinpositiver Zellen beziglich Metastasierung mit Sicherheit ausschlie-
Ben zu kdnnen. Es muss konstatiert werden, dass die hier vorliegende Anzahl
aufgetretener Metastasen zu gering ist um eine valide Unterscheidung zwi-

schen einzelnen Gruppen treffen zu konnen.

Trotz der vorliegenden methodischen Differenzen zu anderen Studien und der
bestehenden Limitationen (s.a. Abschnitt 4.6) gibt die vorliegende Arbeit Grund
zu der Annahme, dass der Nachweis von DTC mittels eines Panzytokeratinanti-
korpers nicht notwendig mit schlechterem onkologischen Outcome einhergehen
muss. Entsprechend dieser Erkenntnis fur den zytokeratinbasierten Ansatz las-
sen sich auch in Studien anderer Vorgehensweise auf diesem Gebiet analoge
Widerspriuche finden: So konnten bspw. Mitsiades et al. via RT-PCR (mPSA)
nachgewiesene DTC als unabhangigen Risikofaktor fur frihe biochemische Re-
zidive identifizieren, wahrend Pfitzenmaier et al. keine derartige Korrelation bei
ahnlichem Vorgehen finden konnten [111, 113]. Es muss daher festgestellt

werden, dass ein Konsens inzwischen in weiter Ferne scheint.

4.4 Notwendigkeit der weiteren Differenzierung von DTC

Auch wenn gezeigt werden konnte, dass die Mehrheit zytokeratinpositiver Zel-
len im Knochenmark von Krebspatienten genetische Aberrationen aufweisen
[119], muss die Nutzung von Antikdrpern gegen Zytokeratine zur Detektion dis-
seminierter Tumorzellen kritisch hinterfragt werden. Diverse Studien ergaben
Hinweise darauf, dass auch in Knochenmarksproben gesunder Patienten
panzytokeratinpositive Zellen nachgewiesen werden koénnen, wobei einzelne
Ergebnisse sogar darauf hindeuten, dass auch nicht-epitheliale Zellen (wie etwa
Plasmazellen) Zytokeratine exprimieren kénnen [120-122]. Andererseits konn-
ten Guzvi¢ et al. in einer unabhangigen Einzelzell-Gen-Expressions-Studie un-
ter genetisch aberranten Zellen mit prostataspezifischen epithelialen Markern
eine Subpopulation identifizieren, welche zwar EpCAM-positiv, jedoch CK 8/18-
negativ waren. Es kann deshalb davon ausgegangen werden, dass im Rahmen

der ausgepréagten Heterogenitat disseminierter Tumorzellen auch ein ganzlicher
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Verlust der Zytokeratinexpression mdglich ist [123]. Dies ist auch ein Erkla-
rungsansatz fur den Umstand, dass Panzytokeratinantikbrper eine héhere Sen-

sitivitat aufweisen als Antikdrper gegen einzelne Zytokeratine (s. Abschnitt 4.1).

Obwohl die Nutzung von Antikérpern gegen EpCAM zwar augenscheinlich auch
zytokeratinnegative Zellen zu markieren vermag, scheint der Antikérper als al-
leinige Methode zum Nachweis von DTC sogar noch problematischer als die
zytokeratinbasierten Anséatze zu sein, da hierdurch eine hohe Rate falsch posi-
tiver Befunde erreicht wird. So konnten bspw. Pfitzenmaier et al. innerhalb ihrer
Kontrollgruppe bei 11% der Patienten trotz ganzlich fehlendem Hinweis auf ein
Krebsgeschehen EpCAM positive Zellen im Knochenmark finden [113]. Aul3er-
dem konnten einige Einzelzell-Transkriptom-Analysen nachweisen, dass auch
andere Knochenmarkszellen (insbesondere Progenitorzellen der Erythropoese)
EpCAM exprimieren kdonnen [124-126]. Die dadurch entstandene Unschéarfe
konnte auch die in Abschnitt 4.1 aufgezeigten hohen Nachweisraten bei Nut-
zung von anti-EpCAM zur Detektion von DTC erklaren. Um die Situation noch
weiter zur komplizieren, konnte in Studien gezeigt werden, dass trotz der hohen
Detektionsraten anti-EpCAM basierter Nachweismethoden einzelne DTC-
Subgruppen, wie z.B. Zellen mit neuroendokrinem oder stammzellartigem Pha-
notyp, kein EpCAM exprimieren [127, 128]. Analog sind RT-PCR basierte An-
satze an die Expression der untersuchten Marker mRNA-Strdnge gebunden,

die nicht von allen DTC exprimiert werden [114].

Schlussendlich wird deutlich, dass fur zukinftige Forschung auf diesem Gebiet
eine weitere Spezifizierung disseminierter Tumorzellen erforderlich ist. Ein mdg-
licher Ansatzpunkt bietet hierfir die zusatzliche Beurteilung der biologischen
Aktivitat CK-positiver Zellen, was beim Prostatakarzinom derzeit nur in sehr ge-
ringem Umfang erfolgt ist [129]. Bianco et al. differenzierten in diesem Zusam-
menhang proliferierende und nicht-proliferierende DTC mittels Doppelfarbung
mit einem Panzytokeratinantikbrper und dem Proliferationsmarker MIB-1. Dabei
deutete sich in der univariaten Analyse ein Zusammenhang zwischen proliferie-
render DTC-Fraktion und dem Auftreten von biochemischen Rezidiven an, wel-

cher sich jedoch in der multivariaten Analyse nur als grenzwertig signifikant er-
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wies (p=0,05) [110]. Daten beziglich der prognostischen Relevanz apoptoti-
scher DTC im Knochenmark von Prostatakarzinompatienten liegen bislang in

der Literatur nicht vor.

4.5 Prognostische Wertigkeit apoptotischer Zellen

Die Apoptose ist ein fein regulierter, konservierter, kontrollierter Vorgang, der
den programmierten Tod einer einzelnen Zelle vermittelt und im Organismus
eine Gegenspielerrolle zur Zellteilung einnimmt [130]. Entsprechend fiihrt eine
verminderte Apoptoserate durch Mutation regulatorischer Gene zu unkontrollier-
ter Teilung von Zellen und damit zu Tumorwachstum, weshalb der Vorgang
schon seit Jahrzehnten Gegenstand intensiver Forschung in der Onkologie dar-
stellt [130-132].

Paradoxerweise konnte bei einigen soliden Tumorentititen wie dem
Mammakarzinom, dem Blasenkarzinom und dem Prostatakarzinom gezeigt
werden, dass ein hoher Anteil apoptotischer Zellen innerhalb des Primartumors
mit einer schlechteren Prognose einhergeht [133—-136]. Dies wird unter ande-
rem dadurch erklart, dass in wachsenden Tumoren eine hohe Apoptoserate mit
verstarkter Proliferationsrate und vermehrten malignen Mutationen verbunden
ist. Noch uberraschender ist jedoch, dass bspw. Krawczyk et al. beim
Mammakarzinom auch fir praoperativ nachgewiesene apoptotische DTC eine
Korrelation mit schlechtem onkologischen Outcome feststellen konnten [100].
Dies erscheint zunachst widerspriichlich, da die Apoptose als Hauptursache der
metastatischen Ineffizienz gesehen wird, da angenommen wird, dass die meis-
ten Tumorzellen auRerhalb des Primartumors durch Einleitung der Apoptose
zugrunde gehen [137]. Die Autoren verfolgen darum den Erklarungsansatz,
dass das Umgehen der Apoptose fiir Tumorzellen eventuell einen geringeren
klinischen Stellenwert in der Entstehung von Metastasen einnehmen kdnnte als
bisher angenommen. Vielmehr kénnten nachweisbare apoptotische DTC, ana-
log zu den Uberlegungen beim Primartumor, eine Korrelation zu stark malignen
Zellklonen und gesteigerter Proliferation aufweisen und somit fur ein hoheres

metastatisches Potenzial sprechen [100].
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Die vorliegende Arbeit konnte im Kontrast zu den Erkenntnissen beim
Mammakarzinom keine schlechtere Prognose von Patienten mit apoptotischen
DTC feststellen (s. Abbildung 7 und Abbildung 9). Insgesamt gingen apoptoti-
sche DTC sogar mit weniger biochemischen Rezidiven und Metastasen einher
als Patienten mit vitalen DTC (s. Tabelle 10 bzw. Tabelle 11), was wahrschein-
lich auf die geringe Anzahl héherer Gleason-Scores und ausgedehnter Tumor-
befunde (T=3) zuriickzufuhren ist (s. Tabelle 6). Im Rahmen des kleinen unter-
suchten Kollektivs DTC-positiver Patienten, muss die Wertigkeit der Subdiffe-

renzierung der DTC-Fraktion grundsatzlich kritisch betrachtet werden.

4.6 Limitationen der Studienkonzeption

Eine wesentliche Einschrankung der vorliegenden Arbeit ist durch den retro-
spektiven Studiencharakter gegeben, welcher gegentber prospektiven Kohor-
tenstudien einige zusatzliche Verzerrungsfaktoren aufweist. So kann beispiels-
weise aufgrund des sog. Recall-Bias das Studienergebnis verzerrt werden, in-
dem sich Patienten bei der Befragung nicht differenziert an ihren Krankheitsver-
lauf erinnern kénnen. Die so erhaltene Stérung sollte bei der vorliegenden Ar-
beit durch den Kontakt der Facharzte bei unklarem Verlauf aufgefangen wer-
den. Dennoch kann der Effekt nicht zur Ganze vernachlassigt werden, da nicht
bei jedem Patienten die behandelnden Arzte befragt wurden. Eine weitere po-
tenzielle StorgroRe von retrospektiven Befragungen stellt auch der Non-
Response-Bias dar, wobei Patienten, welche die Befragung ablehnen, ein po-
tenziell abweichendes durchschnittliches Outcome aufweisen wie die befragte
Population. Durch die hohe Teilnahmebereitschaft der Patienten durfte sich der
so erhaltene Fehler jedoch in Grenzen halten. Analog sind auch Gruppenunter-
schiede zu anderweitig ausgefallenen Patienten denkbar. Insbesondere muss
auch die vorgenomme Einschrankung des Kollektivs durch Definition der Ein-
und Ausschlusskriterien kritisch hinterfragt werden, wodurch im Sinne eines

Selection-Bias eine weitere Verzerrung entstanden sein kann.

Eine bedeutende Fehlerquelle bilden auch ungleiche Nachsorgeintervalle, z.B.
auf der Basis eingeschrankter Patientencompliance, was gleich mehrere Prob-

leme aufwirft. So kann bspw. nicht sicher beurteilt werden ob Patienten, deren
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letzte PSA-Untersuchung zum Zeitpunkt der Erhebung lange zurtick lag, nicht
doch bereits ein biochemisches Rezidiv entwickelt haben, welches aufgrund der
fehlenden Messungen lediglich nicht diagnostiziert wurde. Um eine solche Ver-
zerrung zu vermeiden wurden fir das biochemische Follow-Up die Zeitpunkte
der letzten PSA-Messung beurteilt, was zu einer weiteren Reduktion der Nach-
beobachtungszeit beztiglich biochemischer Rezidive fihrte, welche im Rahmen
des vergleichsweise aktuellen Patientenkollektivs als ohnehin schon gering er-
achtet werden muss. Aul3erdem entsteht auf diesem Weg eine schwer ein-
schatzbare Unschéarfe der tatséchlichen Zeitpunkte des Auftretens eventueller
Rezidive. So wére es denkbar, dass bei lange verpassten Terminen ein nun
deutlich erhohter PSA-Wert schon in vorhergehenden Messungen als bioche-

misches Rezidiv gewertet worden ware.

Insgesamt traten in der vorliegenden Arbeit nur bei sehr wenigen Patienten Me-
tastasen auf, sodass eine aussagekraftige Unterscheidung nach einzelnen
Subgruppen kaum madglich ist. Insbesondere waren die Gruppenstarken bei der
Unterscheidung zwischen Patienten mit Nachweis apoptotischer DTC und Pati-
enten mit Nachweis nicht-apoptotischer DTC durch die vorgenommene Dicho-
tomisierung noch zusatzlich reduziert, sodass entsprechend auch die Anzahl
der Ereignisse (z.B. biochemische Rezidive bei apoptotischen DTC) innerhalb
der Subgruppen sehr gering war. Eine Aussage zu einer zusatzlichen prognos-
tischen Bedeutung apoptotischer DTC kann deshalb nicht verlasslich getroffen
werden. Insgesamt kann auch die Gesamtzahl des Patientenkollektivs fur eine

zuverlassige multifaktorielle Analyse als zu gering erachtet werden.

4.7 Schlussfolgerung

Aufgrund der beschriebenen Einschrankungen der vorliegenden Arbeit kann ein
moglicher Einfluss panzytokeratinpositiver Zellen auf die Prognose von Patien-
ten nach radikaler Prostatektomie nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlos-
sen werden. Jedoch kann in Zusammenschau der hier aufgezeigten Daten mit
den widersprtchlichen Ergebnissen anderer Studien auf diesem Gebiet derzeit
nicht davon ausgegangen werden, dass DTC, die mithilfe heute routinemaRig

angewandter Nachweismethoden bestimmt wurden, zusatzliche prognostische
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Informationen hinsichtlich des kurzfristigen Krankheitsverlaufs gewonnen wer-
den konnen. Auch eine Unterscheidung zwischen apoptotischen und vitalen
DTC kann auf Basis der dargelegten Ergebnisse in der klinischen Praxis nicht
empfohlen werden, obgleich auch an dieser Stelle die in Abschnitt 4.6 be-

schriebenen Limitationen betont werden missen.

Da etablierte Marker einerseits einige DTC nicht erfassen kénnen, jedoch ande-
rerseits einige nicht-maligne Zellen markieren, wird deutlich, dass heute ver-
wendete Verfahren beim Prostatakarzinom nicht diejenigen Zellen sicher zu
detektieren vermogen, die spater tatsachlich zu Metastasen fihren. Insofern
missen zuklnftig zuverlassigere Marker identifiziert werden, welche hochspezi-
fisch fir DTC mit hoher Tendenz zur Metastasenbildung sind und hierdurch ei-

ne klinisch relevante Verbesserung der Ausbreitungsdiagnostik ermdglichen.
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5 Zusammenfassung

Disseminierte Tumorzellen gelten nach heutigem Kenntnisstand als zellulare
Vorlaufer ossérer Metastasen und kdnnen bei diversen soliden Tumorentitaten
bei klinisch nicht-metastasierten Stadien nachgewiesen werden. Wéahrend beim
Mammakarzinom inzwischen zweifelsfrei gezeigt werden konnte, dass DTCs
einen unabhangigen Pradiktor fir ein ungunstiges onkologisches Outcome dar-
stellen, ist der Nachweis einer Tumorzelldissemination beim Prostatakarzinom

bezlglich seiner prognostischen Relevanz umstritten.

In der vorliegenden Arbeit wurde in diesem Zusammenhang das Vorhandensein
disseminierter Tumorzellen im Knochenmark von Patienten mit nicht-
metastasiertem Prostatakarzinom mit klinisch-pathologischen Patientendaten
und onkologischem Outcome korreliert. Zusatzlich sollte erstmals Uberprift
werden, ob sich Patienten mit apoptotischen DTC hinsichtlich dieser klinischen
Endpunkte von Patienten mit dem Nachweis nicht-apoptotischer DTC unter-
scheiden. Hierflr wurde retrospektiv das Follow-Up einer Patientenkohorte er-
hoben, welche in der Klinik fir Urologie in Tubingen radikal prostatektomiert
wurde und deren intraoperativ entnommenes Knochenmarksaspirat auf apopto-
tische und nicht-apoptotische DTC untersucht worden war. Dabei wurde ein
immunhistochemischer Zytokeratinnachweis zur Detektion von DTC verwendet
und als Apoptosemarker ein Antikdrper gegen Caspase-gespaltenes Zytokera-
tin 18 eingesetzt (M30).

Von den eingeschlossenen 202 Patienten konnten bei 37 Patienten (18,3%)
DTC nachgewiesen werden. Bei 14 dieser 37 Patienten (37,8%) waren zusatz-
lich apoptotische DTC nachweisbar. Dabei korrelierte das Vorhandensein von
DTC nicht mit PSA-Wert, Gleason-Score, positivem regionarem Lymphknoten-
befall oder ausgedehnter lokaler Tumorausbreitung. Ebenso konnte kein Ein-
fluss von Knochenmarksstatus auf die biochemisch rezidivfreie Lebenszeit, me-
tastasenfreie Lebenszeit oder auf Gesamtiberleben bzw. tumorspezifisches
Uberleben festgestellt werden. Patienten mit apoptotischen DTCs unterschie-
den sich von Patienten mit nicht-apoptotischen DTCs weder beziglich der klini-
schen Risikofaktoren noch beziglich des onkologischen Outcomes signifikant.
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In Zusammenschau dieser Ergebnisse mit der unklaren Datenlage auf diesem
Gebiet, kann eine praoperative Knochenmarksbiopsie zur Bestimmung disse-
minierter Tumorzellen in der klinischen Routine beim nicht-metastasiertem
Prostatakarzinom derzeit nicht empfohlen werden. Vielmehr deutet sich an,
dass die heute eingesetzten Nachweismethoden aufgrund der Heterogenitat
von DTC in ihrer Signifikanz beschrankt sind, was eine noch differenziertere

Forschung auf diesem Gebiet zwingend notwendig macht.
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Ankiindigung einer telefonischen Befragung zu lhrem Krankheitsverlauf

Sehr geehrter Herr ,

am wurden Sie an unserer Klinik wegen eines Prostatakarzinoms operiert
und das Knochenmark im Rahmen der routinemé&Rigen Diagnostik untersucht.

Als Universitatsklinik sind wir auch wissenschaftlich tatig um die Behandlungs-
moglichkeiten fur das Prostatakarzinom weiter zu verbessern. In einer aktuellen Studie
untersuchen wir die bekannte prognostische Wertigkeit bestimmter Veranderungen im
Knochenmark. Hierbei sind wir an Informationen zum weiteren Krankheitsverlauf nach
lhrer Operation interessiert.

Unser Herr Faber wird Sie daher in den nachsten Tagen telefonisch kontaktieren.

Das Einversténdnis fur diese kurze Befragung ist selbstverstandlich freiwillig. Aus einer
Nicht-Teilnahme werden lhnen keinerlei Nachteile entstehen.
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weiteren Behandlungsverlauf nach der Operation.
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Sie unsere Studie durch lhre Teilnahme unterstiitzen wiirden.

Flr eventuelle Rickfragen kénnen Sie sich beim Ansprechpartner der Studie, Herrn
Hennenlotter, telefonisch informieren: 07071-29-80324.

Mit freundlichen Grifen
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sichtsrat
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Prof. Dr. Michael Bamberg (Vorsitzender)
Gabriele Sonntag (Stellv. Vorsitzende)
Prof. Dr. Karl Ulrich Bartz-Schmidt
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asse g
0 20 Konto-Nr_ 14 144
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Anhang

UNIVERSITATS

KLINIKUM

TUBINGEN

4

Klinik fiir Urologie - Hoppe-Seyler-Sir. 3 - D-72076 Tdbingsn
An Herrn Dr. med

Arztlicher Direktor:
Prof. Dr. med. A Stenzl

Hoppe-Seyler-Str. 3
D-72076 Tabingen

24h-Info-Telefon: @
Sekretaniat: =
Terminvergabe =
OP-Teminvergabe: &

Fax-Nr.:

Telefax:
E-Mail:
Intemnet:
27.01.2016
Sehr geehrter Herr Kollege s
aus unseren Unterlagen geht hervor, dass bei lhrem Patienten Herm , geb. , am

in unserem Hause eine radikale Prostatektomie durchgefiihrt wurde
Die Urologische Klinik der Universitdt Tabingen fuhrt momentan ein Forschungsprojekt zum
Krankheitsveriauf des Prostatakarzinoms durch.
Fur eine vollstandige Auswertung unserer Ergebnisse fehlen uns noch einige wichtige klinische
Daten des Patienten. Dabei handelt es sich um Daten des weiteren Krankheitsverlaufs.
Wir waren lhnen sehr dankbar, wenn Sie uns durch Beantworten der Fragen beim Abschluss
dieses Projekies helfen wirden.

Vielen Dank fur Ihre Kooperation und mit freundlichen Grigen

;L &y

Prof. Dr. med. C. Schwentner Dr. Tilman Todenhdfer Frank Faber

Ltd. Oberarzt d. Klinik Wissensch. Mitarbeiter Studienkoordination
1. PSA-Wiederanstieg? Nein [] Ja[] Datum: Wert: ng/mi
Wenn Nein*, dann Datum letzte PSA-Untersuchung: Wert: ng/mi

2. Wenn Ja, eingeleitete Therapie (Radioatio / Hormonabl. / etc.)

3. Metastasen entwickelt? Nein[]  Ja[J,

Datum Lokalisation

4. Ist der Patient verstorben? Nein ] Ja [,
Datum

4a) an den Folgen des Prostatakarzinoms Ja [] Nein []

5. Ihre Kommentare
(z.B. Patient verzogen, weitere Krebserkrankungen/ -therapien)

VIELEN DANK FUR DAS RUCKFAX AN 07071-29-5092

Aufsichtsrat

Universitétsklinikum Tibingen
A Harimut Schrade (Vorsitzender)

talt des Gffentlichen Rechts

TL|I>|ngen_ Jorstand

Prof. Dr I\.‘Ilchal Bambeng (Vorsitzender)
de) I‘wr 14 144

0000 0141 44
DES1TUB

g r o B. Autenrieth
Jana Luntz

Anhang 2: Exemplarisches Fax an einen Facharzt
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8 Erklarung zum Eigenanteil

Die vorliegende Arbeit wurde in der Klinik fur Urologie des Universitatsklinikums
Tldbingen unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Christian Schwentner durchge-
fuhrt.

Die Konzeption der Studie erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Tilman

Todenhofer und Herrn J6rg Hennenlotter.

Der Nachweis apoptotischer und nicht apoptotischer DTC mittels immunhisto-
chemischer Farbungen erfolgte durch Mitarbeiter/innen der Abteilung fur Im-

munzytologie des Labors der Universitats-Frauenklinik Tubingen.

Die Erhebung des Follow-Ups, respektive des Patienten- und Arztkontakts, so-
wie die Digitalisierung der Daten und die Organisation der Datenbank wurden

von mir eigenstandig durchgefuhrt.

Bei der statistischen Auswertung wurde ich von Herrn Dr. T. Todenhofer und
Herrn J. Hennenlotter unterstitzt. Samtliche in der vorliegenden Arbeit darge-
stellten statistischen Ergebnisse wurden von mir selbst errechnet und die dar-

gestellten Tabellen und Graphen eigenstéandig erstellt.

Ich versichere, das vorliegende Manuskript selbstandig verfasst zu haben, nur
die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt und woértlich oder inhaltlich
Ubernommene Stellen als solche gekennzeichnet zu haben. Ich erklare ferner
alle aus fremden Quellen direkt oder indirekt tUbernommenen Gedanken und
Abbildungen als solche kenntlich gemacht zu haben. Ich versichere an Eides

statt, dass diese Angaben wahr sind und dass ich nichts verschwiegen habe.

Mir ist bekannt, dass die falsche Abgabe einer Versicherung an Eides statt mit

Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren oder mit Geldstrafe bestraft wird.

Frank Faber
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