Zirkulierende Tumorzellen (,,circu-
lating tumor cells”, CTC) konnen im
peripheren Blut von Patienten mit
einem lokalisierten sowie metasta-
sierten Prostatakarzinom detektiert
werden. In den metastasierten Sta-
dien des Prostatakarzinoms scheinen
CTC ein verlasslicher Prognosemar-
ker fiir das Uberleben zu sein.

Die Prognose von Patienten mit einem
Prostatakarzinom ist abhidngig von der
Entstehung und dem Wachstum der Me-
tastasen [27]. Obwohl der PSA-Wert
(prostataspezifisches Antigen) routinema-
Big als Serummarker genutzt wird, hat er
in den lokalisierten Stadien des Prostata-
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karzinoms eine fehlende Korrelation mit
dem pathologischen Stadium [11]. Beim
metastasierten Prostatakarzinom wird
hiufig eine mangelnde Korrelation des
PSA-Wertes mit der Tumorlast bzw. des
PSA-Verlaufs mit der Progression in den
bildgebenden Staginguntersuchungen
beobachtet [12, 25]. Zusammenfassend
besteht ein Bedarf fiir frither anwendbare,
sensitivere und spezifische serumbasierte
Marker mit einer verbesserten prognosti-
schen Wertigkeit [11, 12, 13].

Ein potentieller molekularer Marker
sind CTC, die als prognostischer Mar-
ker des metastasierten Prostatakarzi-
noms etabliert wurden [12]. CTC wur-
den erstmalig 1869 beschrieben und wur-
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Abb. 1 A Gesamtiiberleben in Abhangigkeit der CTC-Zahl (<5 vs. =5 CTCin 7,5 ml Vollblut) bei Pati-
enten mit einem metastasierten Prostatakarzinom in einer klinischen Validierungsstudie. (Nach [35])

den seitdem in mehr als 14.000 Publika-
tionen diskutiert [2, 27]. Da CTC sowohl
im peripheren Blut von Patienten mit lo-
kalisiertem als auch mit metastasiertem
Prostatakarzinom nachgewiesen wurden,
erscheinen sie als ein vielversprechender
stadieniibergreifender molekularer Mar-
ker 28, 34].

Biologie der CTC

Fiir das Auftreten von CTC in peripherem
Blut wird das Losl6sen der Zellen aus dem
primédren Tumorverbund oder aus Metas-
tasen mit Ubertritt in die Zirkulation ver-
antwortlich gemacht [28]. Da CTC eine
Lebensdauer von lediglich 24 h und eine
gleichmaflige Detektionsrate ohne Tages-
schwankungen aufweisen, werden CTC
als ein verldsslicher Parameter der Tu-
moraktivitdt sowie der Tumorlast vermu-
tet [9, 28, 30].

Das Eindringen von epithelialen Tu-
morzellen in das Blutgefdf3system wird
durch einen Mechanismus gefordert, der
als epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) bezeichnet wird [16]. Um eine
Apoptose oder immunvermittelten Unter-
gang im Kreislauf zu verhindern, kann es
hierbei zu phénotypischen Veridnderun-
gen kommen [16, 28]. Fir die Implan-
tation von Metastasen am Zielorgan ist
wiederum eine mesenchymal-epithelia-
le Transition (MET) erforderlich [17]. Je-
doch scheint nur eine Subgruppe der CTC

Mark Thalgott und Matthias M. Heck haben glei-
chermallen zu dieser Arbeit beigetragen.
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ein malignes Potential, im Sinne von me-
tastaseninitiierenden Zellen, aufzuwei-
sen [27]. So konnte in einem Xenograft-
modell durch die Implantation von CTC
von CRPC-Patienten (,,castration-resis-
tant prostate cancer®) bisher kein Tumor-
wachstum induziert werden, dagegen ge-
lang dies bei Patientinnen mit einem
Mammakarzinom [4, 5, 19].

Da die molekulare Heterogenitit von
Primértumor, Metastasen und CTC ge-
zeigt wurde, ist die CTC-Isolierung als
»liquid biopsy“ mit konsekutiver Cha-
rakterisierung des CTC-Pools ein vielver-
sprechender Ansatz mit einer Echtzeitbe-
urteilung des Therapieverlaufs oder Pra-
diktion des Therapieerfolgs anhand der
molekularen Signatur [1, 17, 19, 27]. Ob-
wohl CTC derzeit als pradiktiver Marker
intensiv erforscht werden, ist dieser An-
satz klinisch noch nicht etabliert. Hinge-
gen konnte die prognostische Bedeutung
der CTC-Zahl im peripheren vendsen
Blut fiir das Uberleben (OS) bei metasta-
sierten Patienten belegt werden [12].

Methoden der CTC-Detektion

Da selbst in metastasierten Stadien die
CTC-Konzentration mit 1 CTC auf 10
gesunder hdmatopoetischer Zellen sehr
niedrig ist, bleibt die CT'C-Isolation tech-
nisch schwierig [1, 16]. So erscheint, unter
Berticksichtigung der Tumorlast, die be-
schriebene CTC-Detektionsrate haufig
unerwartet niedrig [16]. Insgesamt wird
eine Vielzahl innovativer CTC-Detek-
tionsmethoden untersucht, die morpho-
logische, immunologische, nukleinsiu-
rebasierte und zytometrische Methoden
umfassen, jedoch z. T. eine mangelnde
Reproduzierbarkeit und Spezifitit auf-
weisen [26, 28, 29].

Im Folgenden soll naher auf die eta-
blierte Methodik, der automatisierten
CTC-Detektion aus peripher venésem
Vollblut mittels CellSearch®-System (CSS;
Veridex LLC, Johnson & Johnson) ein-
gegangen werden. Das CSS kombiniert
eine immunomagnetische Anreicherung
EpCAM-exprimierender (,,anti-epithe-
lial cell adhesion molecule®) Zellen mit
einer Fluoreszenzfarbung fiir Zytokeratin
als epithelialen Marker [11, 12]. Aufgrund
einer hohen Spezifitit, Sensitivitat und
Reproduzierbarkeit ist dass CSS von der
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Zusammenfassung

Zirkulierende Tumorzellen (,circulating tu-
mor cells’, CTC) kdnnen mit sensitiven im-
munzytochemischen und molekularen Me-
thoden detektiert werden und kénnen Fern-
metastasen bewirken. Konsekutiv konnte
die prognostische Wertigkeit der CTC fiir das
Uberleben beim metastasierten Prostatakar-
zinom demonstriert werden. Hierbei ist ein
CTC-Schwellenwert von <5 vs. >5 CTC den
bekannten PSA-Algorithmen prognostisch
liberlegen. Hingegen ist bei Patienten mit lo-
kalisiertem Prostatakarzinom die klinische
Wertigkeit der CTC umstritten. Des Weite-
ren konnten CTC einen pradiktiven Marker fir

den Therapieerfolg darstellen, da sie die he-
terogene molekulare Signatur sowohl des Tu-
mors als auch der Metastasen aufweisen kon-
nen. Folglich kdnnten CTC, nicht nur als prog-
nostischer Marker, sondern auch als,liquid bi-
opsy” ein Zugang zu personalisierten Thera-
piestrategien sein. In dieser Ubersichtsarbeit
wird stadieniibergreifend die klinische An-
wendung der CTC diskutiert.

Schliisselworter

Biomarker - Marker, molekularer - Marker,
prognostischer - Therapiemonitoring -
Metastasen

Detection of circulating tumor cells from
peripheral blood in prostate cancer

Abstract

Circulating tumor cells (CTCs) can be detect-
ed with sensitive immunocytological and
molecular methods and can potentially cause
distant metastases. Consecutively the prog-
nostic significance of CTC-counts for surviv-
al was demonstrated in metastatic prostate
cancer (mPC) revealing CTCs as reliable sur-
rogate marker during therapy. Comparatively
the prognostic value of a CTC-threshold with
<5 vs. =5 CTCs was superior to the commonly
used PSA-decrement algorithms. In contrast
despite evidence of CTCs in localized PC, their
clinical value in this stage is currently precar-
jous. Furthermore, CTCs may serve as predic-

»US Food and Drug Administration” fiir
das Therapiemonitoring des metastasier-
ten Prostatakarzinoms zugelassen [12, 32].
Beim metastasierten Prostatakarzinom
wurde ein Schwellenwert von =5 CTC pro
7,5 ml venosem Vollblut als prognostisch
ungiinstig fiir das Uberleben beschrieben
[12, 25]. Fehlerquellen des CSS ist die se-
lektive Detektion von EpCAM in den bis-
herigen Studien, dessen Expression wih-
rend der EMT auf den CTC verloren ge-
hen kann, sowie das geringe untersuchte
Blutvolumen [15, 19].

Beim Vergleich unterschiedlicher Me-
thoden zeigte sich eine signifikante Kor-
relation von Ergebnissen des CSS mit
proteinbasierter Detektion EpCAM-ex-
primierender CTC und Ergebnissen der

tive markers with the ability to predict treat-
ment sensitivity or resistance, since they may
represent the heterogeneous molecular sig-
nature of primary as well as metastatic can-
cer lesions. Thus, the isolation of CTCs may
serve not only as a prognostic tool but more-
over as a liquid biopsy and a window towards
personalized treatment. This review discuss-
es the clinical impact of CTCs in the different
stages of PC.

Keywords
Biomarkers - Marker, molecular - Marker,
prognostic - Therapy monitoring - Metastases

reversen Transkriptase-Polymerase-Ket-
tenreaktion (RT-PCR) mit RNA-ba-
sierter Detektion von PSA/PSMA bzw.
KLK2/PSA in Vollblut [6, 18]. Des Weite-
ren konnte eine prognostische Wertigkeit
der Genexpression gezeigt werden. Mit-
tels RT-PCR wurden 5 Gene identifiziert
(KLK3, KLK2, HOXB13, GRHL2, FOXAI)
die mit einem Tumorprogress assoziiert
waren. Bei Kombination der unterschied-
lichen Methoden CSS und RT-PCR wur-
de eine bessere Risikostratifizierung von
CRPC-Patienten beziiglich des Gesamt-
iiberlebens beschrieben [10].



Lokal begrenztes
Prostatakarzinom

Beim lokal begrenzten Prostatakarzinom
gibt es derzeit keinen etablierten moleku-
laren serumbasierten Marker, der fiir The-
rapiemonitoring und Prognoseabschit-
zung geeignet ist. Mit Hilfe des CSS zeig-
ten Patienten mit einem lokal begrenzten
oder lokal fortgeschrittenen Prostatakar-
zinom in mehreren Studien CTC-Zahlen
auf Kontrollniveau [11, 35]. Interessan-
te Daten wurden von Steuber et al. [33]
berichtet, die trotz fehlender Korrelation
der CTC-Zahl zu PSA-Wert oder Tumor-
stadium einen Trend fiir ein gesteigertes
biochemisches Rezidivrisiko bei Patien-
ten mit 21 CTC/7,5 ml Blut beobachte-
ten, wobei die Signifikanz — wahrschein-
lich aufgrund der kurzen Follow-up-Zeit
— knapp verfehlt wurde. Eine neue Metho-
de stellt eine Mikrochiptechnologie dar,
die PSA als zusitzlichen Marker zu Ep-
CAM nutzt und eine Detektionsrate von
42% zeigt. Postoperativ zeigte sich jedoch
bisher keine eindeutige klinische Wertig-
keit [34].

Ob das Auftreten der CTC in diesem
Tumorstadium prognostisch fiir Uberle-
ben und Rezidivrisiko ist, miisste in gro-
eren prospektiven Studien mit laingerem
Beobachtungszeitraum sowie sensitiveren
Methoden untersucht werden [1, 35]. Da
z. B. beim Mamma- und Harnblasenkar-
zinom die prognostische Signifikanz der
CTCinlokalisierten Stadien demonstriert
wurde und CTC z. T. noch Jahre nach chi-
rurgischer Sanierung, trotz klinisch inap-
parenter Metastasen, vorliegen, scheinen
CTC schon friih in den Metastasierungs-
prozess involviert und konnten somit ein

Indikator fiir den Bedarf systemischer
Therapien sein [27].

Metastasiertes
Prostatakarzinom

Mit fortschreitendem Prostatakarzinom-
stadium steigt die mediane CTC-Zahl
[35]. Beim metastasierten Prostatakarzi-
nom wurde eine Zunahme der CTC-Zahl
vom hormonsensitiven (HSPC) zum kas-
trationsresistenten Prostatakarzinom
(CRPC), mit einer Zunahme an Patienten
mit der prognostisch ungiinstigen CTC-
Zahl 25, beobachtet. Des Weiteren zeig-
te sich fiir das CRPC eine steigende CTC-
Zahl mit zunehmender Anzahl zytotoxi-
scher Therapielinien [6, 7, 14]. Fiir Gesun-
de wurden <1 CTC als Schwellenwert eta-
bliert [6].
Assoziationsuntersuchungen der
CTC-Zahl mit Routinelaborparametern
zeigten eine Korrelation mit der alkali-
schen Phosphatase (AP) und Laktatdehy-
drogenase (LDH) sowie mit erniedrigten
Himoglobinwerten, jedoch widerspriich-
liche Ergebnisse bzgl. des PSA-Wertes so-
wie der PSA-Verdoppelungszeit [6, 7, 14,
25, 35]. In Bezug auf die Art der Metasta-
sierung zeigten sich die héchsten CTC-
Zahlen bei Patienten mit ossaren und vis-
zeralen Metastasen und die niedrigsten
bei alleiniger Weichgewebemetastasie-
rung [7, 14, 35]. Wahrend bei alleiniger
Weichgewebemetastasierung die Detek-
tionsrate auf Kontrollniveau liegt, scheint
das Vorliegen ossdrer Metastasen eine
Voraussetzung fiir erhohte CTC-Zah-
len beim Prostatakarzinom darzustellen.
Ein Zusammenhang der CTC-Zahl mit
der ossdren Tumormasse konnte jedoch

nicht beobachtet werden [7, 14, 25, 31, 35].
Somit ist in der klinischen Praxis die Be-
stimmung der CTC-Zahl besonders bei
Patienten mit ossdren * viszeralen Me-
tastasen sinnvoll.

Die unabhingige prognostische Wer-
tigkeit der CTC fiir das Uberleben, mit
einem Schwellenwert von =5 CTC/7,5 ml
Vollblut wurde in unterschiedlichen
Studien belegt (Abb. 1, [12, 25, 35]).
CRPC-Patienten mit initial >5 vs. <5 CTC
vor Beginn einer neuen Systemthera-
pie hatten ein signifikant unterschiedli-
ches Uberleben von 11,5 vs. 21,7 Mona-
ten. Bei Patienten mit >5 CTC vor The-
rapiebeginn und einem Abfall der CTC<5
unter Therapie wurde ein Zusammen-
hang mit einer Verbesserung des Uberle-
bens von 6,8 auf 21,3 Monate beobachtet
[12]. Dieser Schwellenwert wurde fiir Pa-
tienten mit HSPC als auch fiir Patienten
mit CRPC fiir den Zeitpunkt 2-5 Wochen
nach Therapiebeginn als auch fiir spétere
Zeitpunkte bestatigt [12, 24, 25]. Im Ver-
gleich zum PSA-Wert im Serum erlaubt
die CTC-Bestimmung unter Therapie
eine genauere Einteilung in Prognose-
gruppen zur Einschitzung des Uberle-
bens [12].

Zusitzlich zu den Schwellenwertanaly-
sen wurde auch eine Assoziation der kon-
tinuierlichen CTC-Zahl mit dem OS be-
obachtet [7, 31]. Demzufolge kann ein the-
rapiebedingter Abfall der CTC-Zahl von
>30% prognostisch signifikant fiir das
Uberleben sein [25]. In einer kleinen Ko-
horte zeigte sich eine Korrelation des The-
rapieansprechens mit einem Anstieg oder
Abfall der CTC-Zahl unter Therapie [13].
Folglich scheint nicht nur der Schwellen-
wert der CTC prognostisch fiir das Uber-
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leben, sondern auch die absolute Hohe
der CTC-Zahl sowie die relative Veran-
derung unter Therapie.

CTC-Charakterisierung

Die molekulare Charakterisierung der
CTC konnte einen préadiktiven Marker
fiir das Therapieansprechen im Sinne
einer ,,liquid biopsy*“ darstellen und somit
einen Wandel von empirischen zu perso-
nalisierten Therapiekonzepten ermogli-
chen. Da CTC die genotypischen Merk-
male sowohl des Tumors als auch dessen
Metastasen beherbergen, wire ein Vorteil,
dass der heterogene Zellpool unterschied-
lichen Ursprungs und malignen Potentials
untersucht werden kann und somit eine
umfassende molekulare Signatur des Tu-
mors erlaubt [1, 17, 19, 27].

Erste Ergebnisse weisen darauf hin,
dass mittels molekularer Charakterisie-
rung spezifische Genmutationen oder
Proteine detektiert werden konnen, die
fir die Effektivitit der Therapie rele-
vant sind [16]. Als Beispiel eines ,,Liquid-
biopsy-Konzepts“ konnten Kirby et al.
[20] nachweisen, dass CTC von CRPC-
Patienten mit Tumorprogression unter
Docetaxel-Chemotherapie auch ex vi-
vo unter Laborbedingungen resistent auf
die Taxane Docetaxel und Paclitaxel wa-
ren. Eine Limitation stellen jedoch die ge-

nutzten Detektionsmethoden ebenso wie
der potentielle EMT-assoziierte Verlust
der epithelialen Marker EpCAM und Zy-
tokeratin dar, wodurch eine Selektion von
CTC-Subpopulationen und somit Fehlin-
terpretationen begiinstigt werden konn-
ten [15, 16, 19].

Mit der Entwicklung neuer Hormon-
therapien zur Behandlung des CRPC mit
Zweitgenerationsantiaandrogenen und
Androgenbiosyntheseinhibitoren er-
scheint die Untersuchung des Androgen-
rezeptors (AR) sowie der damit assoziier-
ten Signalwege von besonderem Interesse
[17]. Frithe molekularbiologische Unter-
suchungen an CTC von Prostatakarzi-
nompatienten zeigten das Vorliegen pros-
tatakarzinomassoziierter Gene wie PSA,
PSMA, EGFR und dem AR [23, 32]. Eine
Amplifikation oder Mutation des AR in
den CTC konnte in mehreren Untersu-
chungen gezeigt werden [3, 21, 32]. Die
Amplifikation des AR lag insbesonde-
re bei Patienten mit hohen CTC-Zahlen,
ebenso wie eine Zunahme des Protoon-
kogens MYC, das mit aggressiven Karzi-
nomen assoziiert ist, vor [21]. Eine Unter-
suchung des Aktivierungsstatus des AR
der CTC im Verlauf einer Abiraterone-
Therapie zeigte bei HSPC-Patienten vor-
herrschend einen AR-on-Status (akti-
viert), wihrend CRPC-Patienten einen
heterogenen AR-Status, mit vorwiegen-

Abb. 2 € Untersuchung
des ERG-Rearrangements
(Chromosom 21g22.2) in
den CTC mittels Fluores-
zenz-in-situ-Hybridisie-
rung (FISH) fiir die ERG 5~
(griin) und 3'-Sequenz (rot).
a Ubereinander gelagerte
Bilder, gelber Pfeil Ausein-
anderbrechen der beiden
Gensequenzen (Rearrange-
ment), b ERG 3, c ERG 5

den AR-off- bzw. AR-mixed-Status, auf-
wiesen. CRPC-Patienten mit einem AR-
on-Status zeigten einen CTC-Abfall von
>50% unter Abiraterone Therapie. Hin-
gegen war das Vorliegen des AR-mixed-
Status oder ein Anstieg des AR-on-Sta-
tus unter Therapie mit einem schlechte-
ren OS assoziiert [22].

Weiterhin konnte bei CRPC-Patienten
eine Deletion des Tumorsuppressorgens
PTEN (,,phosphatase und tensin homo-
log®) sowie bei einem Teil der Patienten
ein Rearrangement des ERG-Onkogens
(»erythroblast related gene®) in Primar-
tumoren, Metastasen und CTC beobach-
tet werden. Das Auftreten des ERG-Re-
arrangements zeigte in einer Studie eine
signifikante Assoziation mit dem PSA-
Abfall unter Abiraterone-Therapie [3].
Zusitzlich konnte eine Genfusion des an-
drogenabhingigen Gens TMPRSS2 mit
dem ERG-Onkogen zu TMPRSS2-ERG
(»transmembran protease, Serin 2-ERG®)
in den CTC von CRPC-Patienten beob-
achtet werden, jedoch war der TMPRSS2-
ERG-Fusionsstatus nicht pradiktiv fiir
den klinischen Erfolg einer Abiraterone-
Therapie [3, 8].



Fazit fiir die Praxis

== CTCsind ein prognostischer Marker
fiir das Uberleben bei Patienten mit
metastasiertem Prostatakarzinom.

== Fiir das Therapiemonitoring mit CTC
erscheinen insbesondere Patienten
mit ossdren * viszeralen Metastasen
geeignet.

== Therapieziel ist die Abnahme der CTC-

Zahl unter den Schwellenwert von
<5 CTC, da diese CTC-Zahl mit lange-
rem Uberleben einhergeht.

== CTC kdnnten ein Echtzeitmonitoring

der Tumoraktivitat und der molekula-

ren Verdanderungen ermaglichen.

== Die molekulare Charakterisierung der

CTC konnte in Zukunft einen pradik-
tiven Marker fiir den Therapieerfolg
darstellen.
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