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Referat 

Die Therapieoptionen für das metastasierte Prostatakarzinom (PCa) werden zunehmend 
zielgerichteter und müssen individuell abgestimmt werden. Allerdings ist für eine optimale 
Therapieentscheidung eine wiederholte Beurteilung des Tumors notwendig. Der 
„Goldstandard“ in der Tumordiagnostik ist bisher die konventionelle Nadelbiopsie. Diese 
setzt aber einen operativen und damit invasiven Eingriff voraus. Darüber hinaus ist eine 
Probenentnahme nicht immer möglich. Eine Alternative können zirkulierende Tumorzellen 
(CTCs) als blutbasierte Biomarker bieten. CTCs sind Zellen, denen es gelungen ist, sich vom 
Tumor zu lösen und in den Blutkreislauf zu gelangen. Sie präsentieren Subklone des 
Karzinoms zu einem definierten Zeitpunkt, wodurch molekulare Veränderungen im Tumor 
z.B. unter Therapie festgestellt werden können. Allerdings stellt die geringe Konzentration 
der CTCs im Blut eine große technische Herausforderung für ihre Detektion dar. Alle bisher 
bekannten CTC-Isolationstechnologien haben unterschiedliche Limitationen, ihr 
gemeinsamer Nachteil ist das geringe Blutvolumen (≤ 30 ml), welches für die CTC-Isolation 
zur Verfügung steht. Aus diesem Grund fokussiert diese Habilitationsschrift die Etablierung 
und Evaluation des CellCollectors (CC), eine in vivo CTC-Isolationstechnologie bei 
Patienten mit Prostatakarzinom. Der CC ist ein an der Spitze mit EpCAM-Antikörpern 
funktionalisierter Edelstahldraht. Während seiner Anwendung verbleibt der Draht 30 min in 
der Cubitalvene, dadurch können bis zu 600 ml Blut auf CTCs untersucht werden.  
Ausgangspunkt war die ex vivo Eignungsprüfung des CCs für die Isolation von CTCs aus 
Blutproben von Patienten mit Prostatakarzinom. In Abhängigkeit vom Tumorstadium 
konnte bei lokal (PCa-l), lokal-fortgeschritten (PCa-la) und metastasierten (PCa-m) Patienten 
eine unterschiedliche Anzahl von CTCs detektiert werden. Weiterführend erfolgte die 
molekulare CTC-Charakterisierung auf mRNA-Ebene, wobei die Transkripte vom 
Epidermal Growth Factor Receptor oder dem Prostata-Spezifisches-Membran-Antigen in 
den CTCs von PCa-m Patienten nachgewiesen werden konnten.  
Die ersten in vivo Anwendungen des CCs zeigten in unserem Studienkollektiv eine sehr gute 
Verträglichkeit. Signifikant unterschiedliche CTC-Zahlen wurden in den Gruppen der lokal 
und metastasierten PCa-Patienten isoliert. Darüber hinaus konnte ein Unterschied im 
Gesamtüberleben (OS) aufgrund der CTC-Zahleinteilung ≥ 5 CTCs und < 5 CTCs detektiert 
werden. Eine Bewertung der in vivo CTC-Isolation erfolgte durch den Vergleich mit dem 
FDA zertifizierten CellSearch-System. Der CC erreichte eine 78,4 %ige und das CellSearch-
System eine 67 %ige Detektionsrate bei den PCa-m Patienten, was auf eine höhere 
Sensitivität des CCs in der CTC-Isolation hinweist. Beide CTCs-Isolationstechnologien 
zeigen in der ROC-Kurvenanalyse eine vergleichbare diagnostische Genauigkeit der CTC-
Zahl. Nur auf die Gruppe der Patienten mit einem metastasierten kastrationsresistenten 
Prostatakarzinom (CRPC) begrenzt erreicht der CC eine höhere Sensitivität im Nachweis 
von CTCs, jedoch isolierte das CellSearch-System die höhere CTC-Zahl. Weiterführend 
wurde in dieser Arbeit eine PCa-spezifische Funktionalisierung des CCs entwickelt, welche 
eine sensitive und spezifische Isolierung von CTCs aus Blutproben von PCa-m Patienten 
erreichte. Im Vergleich mit weiteren Isolationstechnologien zeigte die PCa-spezifische 
Funktionalisierung des CCs die höchste Detektionsrate. Kultivierungsfähige CTCs konnten 
aber ausschließlich mit einem antiköperunabhängigen System isoliert werden.  
Aus den durch diese Arbeit gewonnenen Erkenntnissen resultiert, dass der CC eine sensitive 
Methode für die in vivo Isolation von CTCs bei Patienten mit PCa ist. In der mCRPC-
Patientengruppe hat das CellSearch-System eine höhere diagnostische Genauigkeit. Darüber 
hinaus zeigt sich, dass die optimalste Isolationstechnik nicht auf eine Eigenschaft der CTCs 
beschränkt sein darf. CTCs bieten die Möglichkeit die Patientenheterogenität zwischen 
identischen Tumorentitäten zu erkennen, die dynamische molekulare Veränderung der 
Erkrankung zu überwachen und so die personalisierte Therapie zu unterstützen. 

Theil, Gerit: Etablierung und Evaluierung der in vivo Isolation von zirkulierenden 
Tumorzellen für die individualisierte Diagnostik des Prostatakarzinoms, Halle (Saale), Univ., 
Med. Fak., Habil. 90 Seiten 2023 
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1 Einleitung  

1.1 Prostatakarzinom 

Das Prostatakarzinom (PCa) wurde im Jahr 2020 bei 1,4 Millionen Männern weltweit 

diagnostiziert. Mit einem Anteil von rund 6,8 % steht es an fünfter Stelle bei den 

karzinombedingten Todesfällen [1]. Für Deutschland lag die Inzidenz gemäß Robert-Koch-

Institut im Jahr 2018 bei etwa 65.200 Neuerkrankungen und mit 24,9 % ist es die häufigste 

Krebserkrankung beim Mann. Bei den zum Tode führenden Krebserkrankungen belegt das 

Prostatakarzinom den zweiten Platz mit 14.963 verstorbenen Patienten [2]. Die 10-Jahres-

Prävalenz liegt bei 470.000 Patienten [3]. Autopsie-Daten zeigten eine Prävalenz von 21 % 

über alle Altersgruppen (20-90 Jahre), wobei meist kleine (4 cm³) und gut differenzierte 

Adenokarzinome nachgewiesen wurden. Jedoch verdoppelt sich der Nachweis von schlecht 

differenzierten PCa mit jeder Lebensdekade [4]. Das Risiko für einen 75-jährigen Mann in 

den nächsten zehn Jahren an einem PCa zu erkranken liegt bei 6 %. Hingegen liegt es bei 

einem 35-jährigen Mann unter 0,1 %. Diese altersabhängige Inzidenz ist der wichtigste 

Risikofaktor für Männer an einem Prostatakarzinom zu erkranken. Im Vergleich zu anderen 

Tumorentitäten ist das mittlere Erkrankungsalter hoch und liegt bei 71 Jahren, im Mittel 

versterben die Patienten neun Jahre nach Diagnose [5]. Die absehbare demographische 

Entwicklung in Deutschland hat eine Erhöhung des Anteils der Älteren zur Folge, was mit 

einer deutlich steigenden Prävalenz und Inzidenz des Prostatakarzinoms verbunden sein 

wird [2]. Weitere etablierte Risikofaktoren sind die Ethnie und eine positive 

Familienanamnese, welche das relative Risiko für das Auftreten der Erkrankung bei 

erstgradigen Verwandten um 2,5-4,3 % erhöht [5]. 

1.1.1 Klinik und Diagnostik 

Das Prostatakarzinom ist im lokalen auf die Prostata begrenzten Stadium meist 

asymptomatisch. Im fortgeschrittenen Stadium wird der Tumor evident und es kann zu 

Miktionsbeschwerden, erektiler Dysfunktion und Hämaturie kommen. Dies weist auf ein 

bereits lokal-infiltratives Wachstum in den Blasenhals, die Urethra und das umliegende 

neurovaskuläre Gewebe hin. Das metastasierte Stadium kann Symptome wie Anämie, 

Knochenschmerzen und periphere Lymphödeme verursachen [5]. Dies waren es die ersten 

klinischen Symptome, welche häufig zur Diagnose des Prostatakarzinoms führten. 

Infolgedessen ist es wichtig, dass im Rahmen der Früherkennung Karzinome im lokalen 

Stadium detektiert werden, damit eine kurative Behandlung des Patienten erfolgen kann. 

Aktuell wird die Prostatakarzinomfrüherkennung in Deutschland für Männer ab 45 Jahren 

einmal jährlich empfohlen und beinhaltet die Untersuchung der äußeren Geschlechtsorgane, 

die digital-rektale Tastuntersuchung der Prostata sowie Lymphknotenpalpation. Außerdem 
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kann nach einer ergebnisoffenen Aufklärung über die Vor- und Nachteile des 

Testergebnisses eine Bestimmung des prostataspezifischen Antigens (PSA) im Serum 

angeboten und mit zur Früherkennung herangezogen werden [4]. Die Bestimmung des PSA-

Wertes im Serum wurde als organspezifischer Tumormarker für das Prostatakarzinom von 

der Food and Drug Administration (FDA) 1986 zugelassen. PSA ist auch als humanes 

Kallikrein 3 (KLK3) bekannt und gehört zur Familie der Serinproteasen. Es ist eine 

Androgen-regulierte Protease und wird von Prostataepithelzellen produziert. Nur ein 

geringer Teil wird ins Serum sezerniert [6]. Die Transkription wird durch Androgene 

induziert, wobei der aktivierte Androgenrezeptor (AR) als Transkriptionsfaktor für das 

KLK3-Gen fungiert, mit dem Resultat einer vermehrten Synthese von PSA [7]. Die 

Expression von PSA ist im Wesentlichen auf das Prostatagewebe begrenzt und sowohl bei 

malignen als auch bei benignen Prostatazellveränderungen erhöht. Der PSA-Wert ist somit 

ein organspezifischer, aber kein tumorspezifischer Wert. Erhöhte Konzentrationen im 

Serum können temporär durch benigne Prostatahyperplasie (BPH), Prostatitiden, 

Harnverhalt oder Manipulationen der Prostata verursacht werden. Des Weiteren kann der 

PSA-Wert durch verschiedene Medikamente (Finasteride, Antiandrogene, LHRH-Analoga) 

beeinflusst werden [5]. Maligne Prostatazellen exprimieren jedoch deutlich mehr PSA als 

normales oder hyperplastisches Prostatagewebe. 

Die Diagnose eines PCa`s führt über verschiedene Schritte, dazu gehören die Anamnese, die 

klinische Untersuchung, das Blut-Laborscreening (PSA-Wert), die histologische Sicherung 

und bildgebende Verfahren. Der Goldstandard der Diagnostik des Prostatakarzinoms ist die 

sonographie-gestützte, transrektale Prostatastanzbiopsie. Diese wird bei einem mindestens 

zweifach kontrolliertem PSA-Wert ≥ 4 ng/ml, einer auffälligen digital-rektalen 

Untersuchung oder einem kontinuierlichen PSA-Anstieg empfohlen [5].  

1.1.2 Pathologie und Staging 

Der größte Teil der Prostatakarzinome (> 90%) sind Adenokarzinome. Selten sind es andere 

Tumorentitäten wie Plattenepithelkarzinome, Urothelkarzinome oder Sarkome. Zur 

Klassifikation und zur Unterstützung der Prognoseerstellung des Prostatakarzinoms wird der 

histologische Differenzierungsgrad, das Gleason-Grading und das lokale 

Tumorausbereitungsmuster mittels TNM-Klassifikation (Tumor, Node and Metastasis) der 

Union for International Cancer Control (UICC) genutzt (Tab. 1)[8]. Das Gleason-Grading 

wurde erstmal 1966 von Donald Gleason veröffentlicht und beschreibt fünf Stadien der 

Drüsenstrukturveränderung des Prostatakarzinoms [9]. Die Summe aus vorherrschendem 

und zweithäufigstem Differenzierungsgrad der Drüsenmorphologie wird als Gleason-Score 

bezeichnet. Das geltende Graduierungssystem wurde 2016 von Epstein et al. [10] aktualisiert 

und beschreibt die fünf neu evaluierten histologischen Wachstumsmuster der 
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Drüsenstruktur (Abb. 1). Die Gleason-Muster 1 und 2 entsprechen sehr gut bis gut 

differenzierten Drüsen, welche sehr selten vorkommen und nicht mehr diagnostiziert 

werden sollten [11]. Das Gleason-Muster 5 zeigt keine glanduläre Differenzierung mehr und 

weist die höchste maligne Veränderung auf. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Histologisches Muster des Prostatakarzinoms nach Epstein et al. [9].  

Die TNM-Klassifikation beschreibt die anatomische Ausbreitung des Tumors, wobei die 

lokale Ausdehnung des Primärtumors (T), das Fehlen oder Vorhandensein von regionären 

Lymphknotenmetastasen (N) sowie das Vorhandensein von Fernmetastasen (M) bezeichnet 

wird (Tab. 1). Anhand dieser einheitlichen Angabe zur Tumorausbreitung erfolgt eine 

Stadieneinteilung und die damit verbundene wesentliche Prognoseabschätzung [8]. Das lokal 

begrenzte Prostatakarzinom umfasst die Stadien T1-T2 N0 M0 und das lokal fortgeschrittene 

Prostatakarzinom die Stadien T3-T4 N0 M0. Sollten die Patienten einen positiven N-Status 

und/oder M-Status aufweisen, liegt ein fortgeschrittenes bzw. metastasiertes Stadium des 

Prostatakarzinoms vor. 
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Tab. 1: TNM-Klassifikation der UICC für das Prostatakarzinom (2017) [8] 

 

1.1.3 Therapie des Prostatakarzinoms 

Der klinische Verlauf des Prostatakarzinoms kann sehr unterschiedlich sein. Die lokal 

begrenzten Prostatakarzinome (klinisch M0) sind potenziell einer kurativen Therapie 

zugänglich. Innerhalb dieser Gruppe erfolgt eine Differenzierung nach dem 

Progressionsrisiko. Unter Berücksichtigung des initialen PSA-Wertes, des Gleason-Scores 

und des T-Stadiums erfolgt die Unterteilung in drei Risikogruppen nach D´Amico [12], (Tab. 

2). Therapieformen sind die radikale Prostatektomie (RP), die Brachytherapie oder die 

perkutane Radiotherapie (EBRT). Primäre Therapieoptionen sind die RP und die EBRT, 

welche für alle Risikogruppen geeignet sind. Die Brachytherapie ist nur für Patienten mit 

einem niedrigen Risikoprofil gemäß S3-Leitlinie geeignet [5]. Eine vierte Therapieoption ist 

TNM T: Primärtumor, N: Lymphknotenstatus, M: Metastasierungsstatus. 

TX Primärtumor nicht beurteilbar 

T0 Kein Anhalt für Primärtumor  

T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor (weder tastbar noch bildgebend sichtbar) 

T1a: Tumor zufälliger histologischer Befund in maximal 5 % des resezierten    

         Gewebes 

T1b: Tumor zufälliger histologischer Befund in mehr als 5 % des resezierten   

         Gewebes 

T1c: Tumor durch Nadelbiopsie bei erhöhtem PSA-Wert diagnostiziert  

T2 Tumor auf Prostata begrenzt 

T2a: Tumor befällt maximal 50 % eines Prostatalappens 

T2b: Tumor befällt mehr als 50 % eines Prostatalappens 

T2c: Tumor in beiden Lappen 

T3 Tumor durchbricht die Prostatakapsel 

T3a: Extrakapsuläre Ausbreitung (ein- oder beidseitig), Samenblase tumorfrei 

T3b: Tumor infiltriert Samenblasen 

T4 Tumor ist fixiert oder hat sich auf benachbarte Strukturen (außer der Samenblase) 

wie Schließmuskeln, Rektum und/oder Beckenboden ausgebreitet 

N Regionäre Lymphknotenmetastasen 

NX: Regionäre Lymphknoten nicht beurteilbar 

N0:  Kein Anhalt für Lymphknotenmetastasierung 

N1:  Regionäre Lymphknotenmetastasen 

M Fernmetastasen 

MX:  Fernmetastasen nicht beurteilbar 

M0:   Kein Anhalt für Fernmetastasen 

M1:   Fernmetastasen 

M1a: Nichtregionäre(r) Lymphknoten 

M1b: Knochen 

M1c: Andere Lokalisation(en) 
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die aktive Überwachung (Active Surveillance) für Patienten mit einem niedrigen 

Rezidivrisiko. Hier erfolgt keine Therapie, sondern engmaschige Kontrollen mit Rebiopsie.   

Tabelle 2: Einteilung des lokal begrenzten Prostatakarzinoms bezüglich der Entwicklung eines 
Rezidivs in Risikogruppen nach D ´Amico [12, 13] 

Risiko PSA Gleason-Score T-Stadium 

niedriges Risiko ≤ 10 ng/ml 6 1c, 2a 

intermediäres Risiko > 10-20 ng/ml 7 2b 

hohes Risiko > 20 ng/ml ≥ 8 2c 

 

Der „Goldstandard“ im fernmetastasierten Stadium ist die medikamentöse Therapie. Das 

metastasierte Prostatakarzinom kann sich im hormonsensitiven oder im 

kastrationsresistenten Stadium befinden. Eine kurative Therapie ist in diesen Stadien nicht 

mehr möglich [5]. Neuere Daten zeigen, dass Patienten mit einem hormonsensitiven PCa 

von einer frühen Chemotherapie oder von einer Kombinationstherapie aus 

Androgendeprivationstherapie (ADT) mit einer neueren Generation der Hormonpräparate 

Abirateron, Apalutamid, Enzalutamid, Doralutamid profitieren [5, 14-16]. Die bevorzugten 

Chemotherapeutika sind Docetaxel und Cabazitaxel aus der Gruppe der Taxane. 

Trotz Ansprechens auf ADT entwickeln ca. 90 % der Patienten innerhalb von ein bis drei 

Jahren ein kastrationsresistentes Prostatakarzinom (CRPC) [17]. Die Kriterien für das 

Vorliegen eines CRPC sind eine Testosteronkonzentration im Serum < 50 ng/dl unter 

Androgendeprivation, ein biochemischer Progress (3 konsekutive PSA-Wert-Anstiege um 

mehr als 50% des PSA-Nadirs, PSA > 2 ng/ml) oder mindestens zwei neue 

Knochenmetastasen oder eine neue Weichteilmetastase, radiologisch nachweisbar [18]. Die 

ADT sollte dennoch weiter erfolgen und durch eine systemische Chemotherapie mit 

Docetaxel (Zweitlinie Cabazitaxel) oder durch eine Therapie mit den Androgenrezeptor- 

Antagonisten der neuen Generation (androgen receptor axis-targeted agents (ARTAs) 

ergänzt werden [5].  

Nach Ausschluss viszeraler Metastasierung ist eine Therapie mit Radium-223 möglich. Ein 

Therapieversuch mit Lutetium-177-PSMA kann erst nach Ausschöpfen aller o.g. 

Therapieoptionen erfolgen [5]. Als lokal symptomatische Therapie kann z.B. eine palliative 

transurethrale Resektion der Prostata (TUR-P) oder die Bestrahlung von einzelnen 

Metastasen zur Schmerzlinderung erfolgen [5].  

In den letzten zwei Jahrzehnten haben die Ergebnisse von wegweisenden Phase 3 Studien 

zur Zulassung neuer Therapeutika mit unterschiedlichen Wirkmechanismen und damit zu 

einer mehr personalisierten Systemtherapie geführt. Dazu gehören Substanzen aus den 

Gruppen der Target-Therapie (Androgen-Rezeptor), der Immuntherapeutika, der 

Radionuklidtherapie und der Gruppe der PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase)-
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Inhibitoren [19, 20]. Für diese zielgerichteten Therapien sind dringend prädiktive Biomarker 

notwendig, damit ein individuelles Therapieansprechen vorhergesagt werden kann. Die 

Herausforderung für den behandelnden Arzt liegt hier in der Wahl der besten 

Therapiesequenz für den richtigen Patienten zum optimalen Zeitpunkt. 

1.1.4  Metastasierung  

Karzinome sind solide Tumore, bestehend aus einem Zellverband epithelialen Ursprungs. 

Das Prostatakarzinom geht aus dem drüsenbildenden Gewebe der Vorsteherdrüse hervor. 

Charakteristisch für den Zellverband des Karzinoms sind Zell-Zell- und Zell-Extrazelluläre 

Matrix-Kontakte über Adhäsionsmoleküle. Metastasierende Karzinome generieren Zellen 

oder Zellcluster, welche sich vom Zellverband lösen, in das Gefäßsystem infiltrieren und in 

entfernten Organen Metastasen bilden.  

Die Mehrzahl der karzinombedingten Todesfälle (ca. 90 %) werden durch Metastasen 

verursacht, was u.a. auf die noch unzureichend verstandene multiple Metastasierungskaskade 

zurückzuführen ist [21]. Im Jahr 2000 und 2001 publizierten Hanahan und Weinberg acht 

Charakteristika von Tumorzellen als „Hallmarks of Cancer“, welche für den vielschichtigen 

Prozess der Tumorgenese entscheidend sind. Für eine erfolgreiche Bildung einer Metastase 

in einem entfernt liegenden Organ müssen Tumorzellen folgende Fähigkeiten aufweisen: 

unabhängige Proliferation von Wachstumsfaktoren, uneingeschränkte Replikation des 

Genoms, Vermeidung einer Immunreaktion, Deregulation des zellulären Metabolismus, 

Apoptoseresistenz, Tumorangiogenese, Infiltration in fremde Gewebe und Ausbildung von 

Metastasen [22, 23]. Aktuell wurden weitere potentielle „Hallmarks of Cancer“ für 

Tumorzellen von Hanahan publiziert, dazu zählen die uneingeschränkte phänotypische 

Plastizität, die nicht mutationsbedingte epigenetische Reprogrammierung, ein polymorphes 

Mikromileu des Tumors und die Seneszenz der Tumorzelle [24].  

Am Anfang der Metastasierungskaskade steht die Infiltration der Tumorzellen in das lokale 

Stromagewebe. Die Prozesse, welche die Migration und Invasion der Zellen fördern, sind 

noch nicht vollständig geklärt. Tumore können sich mit Hilfe der Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF)-induzierte Angiogenese während des Wachstums mit Nährstoffen 

und Sauerstoff versorgen. Überdies ermöglicht diese Neubildung von Blutgefäßen den 

Kontakt zwischen Tumorzelle und Gefäßendothel [25]. Diese Blutgefäße sind meist 

durchlässiger, was aus Fehlern in der Zellverbindung resultiert. So können Tumorzellen 

durch Tumorwachstum oder mechanische Kräfte in das Gefäßsystem gelangen [26]. Dieser 

Zustand ermöglicht dem Tumor die hämatogene Metastasierung. Tumorzellen, die das 

Blutgefäßsystem erreicht haben, bezeichnet man als zirkulierende Tumorzellen (CTCs).  

Einzelne Epithelzellen im Blut unterliegen aufgrund von fehlenden Zell-Zell-Kontakten dem 

programmierten Zelltod (Anoikis). In der Blutzirkulation überleben nur CTCs, welche 
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widerstandsfähig gegenüber der Immunabwehr, dem Wegfall Stroma-bedingter Einflüsse 

des Primärtumors und dem Scherstress sind [27]. Zum Prozess der Invasion in das 

Blutgefäßsystem trägt die phänotypische Plastizität der Tumorzelle bei, welche eine dauernde 

Anpassung an permanent wechselnde Milieubedingungen gestattet. Der reversible Prozess 

der Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist ein Bestandteil dieser Plastizität. In CTCs 

werden EMT-assoziierte Prozesse durch parakrine Signale, wie z.B. Interleukin-6 (IL-6) und 

TGF-β (transforming growth factor-β), induziert. Es kommt zu einem Zytoskelett-Umbau 

und zum Verlust der epithelialen Zelleigenschaften. Durch die Herabregulation der 

Expression von epithelialen Adhäsionsmolekülen (z.B. E-Cadherin, EpCAM) kommt es u.a. 

zum Verlust der apikalen-basalen Polarität und führt zur Auflösung des Zell-Zell- und des 

Zell-extrazellulären Matrix-Kontakts. Die erhöhte Expression von mesenchymalen Markern 

(z.B. Vimentin) führt zur Bildung eines mesenchymalen Phänotyps, welcher den CTCs im 

Blutsystem einen Überlebensvorteil durch bessere Migrations- und Invasionseigenschaften 

verschafft. Zusätzlich führt dieser Umbau zu einer Ausbildung von Stammzelleigenschaften, 

schützt vor Apoptose und irreversibler Seneszenz [28-30]. Der EMT-Prozess wird nicht 

immer vollständig von den Tumorzellen durchlaufen. Das führt zu partiellen 

mesenchymalen/epithelialen CTC-Phänotypen (M/E-Hybrid-Phänotyp) und damit zu einer 

heterogenen CTC-Population [21, 31], (Abb. 2). Der Hybrid-Phänotyp besitzt im Vergleich 

zu den CTCs, welche am Ende des EMT-Prozesses sind, ein größeres 

Metastasierungspotential und Stammzelleigenschaften [32].  

Während der Zirkulation im Blut kommt es zum Arrest von Tumorzellen, z.B. durch die 

Interaktion mit Thrombozyten und Leukozyten. Diese Verbindung schützt die CTCs vor 

Scherkräften und oxidativem Stress in den venösen und arteriellen Systemen [31] (Abb. 2). 

Der so entstandene Mikroembolus ermöglicht die Umgehung der im Blutgefäßsystem 

vorhandenen Barrieren [20].  

Die letzten Schritte der Metastasierungskaskade sind die Infiltration der Tumorzellen in das 

Parenchymgewebe entfernt liegender Organe (Extravasation) und die Bildung von Mikro- 

und Makrometastasen. Für diese Immigration in entfernt liegende Organe müssen die 

Tumorzellen die Gefäßwand wieder durchdringen (Abb. 2), [33, 34]. Notwendig dafür ist die 

Wiedererlangung des anfänglichen epithelialen Phänotyps durch Mesenchymal-epitheliale 

Transition (MET) [29]. Eine weitere Austrittsmöglichkeit aus dem Gefäßsystem ist der 

Tumorembolus, welcher zu einer Gefäßruptur führen kann. CTCs, welche aus der 

Zirkulation in Organe einwandern, werden als disseminierte Tumorzellen (DTC) bezeichnet. 

Die Ansiedlung von einzelnen DTC und die Bildung von Metastasen werden nicht allein von 

den neoplastischen Zellen, sondern auch vom Mikromilieu des Ansiedlungsortes beeinflusst 

[35]. Bereits im Jahr 1889 postulierte Stephen Paget in seiner „Seed-and-Soil“- Theorie, dass 



 

8 

Tumorzellen (seed) sich nur in Organen (soil) ansiedeln, welche einen fruchtbaren Boden 

dafür bieten [36].  

 

 

Abb. 2: Schematische Darstellung der Invasion-Metastasierungs-Kaskade.  
Systemische Aussaat von zirkulierenden Tumorzellen (CTCs)/Tumorzell-Cluster ins Blut bis zum 
finalen metastasierten Wachstum. Die Vielfalt der molekularen Mechanismen, die zur Metastasierung 
führen, spiegelt sich in der heterogenen CTC-Population wider. Es gibt mehrere Eintrittsstellen für 
CTCs in das Blut (Primärtumor, Lymphknoten, Metastasen) und molekulare Mechanismen, die an 
der Invasion beteiligt sind sowie die reversiblen Prozesse der Epithelial-mesenchymale-Transition 
und Mesenchymal-epitheliale-Transition. Das Überleben von CTCs im Blut wird u.a. durch die CTC-
Clusterbildung und die Interaktion mit Leukozyten und Thrombozyten ermöglicht. Zur 
Extravasation in entfernt liegende Organe (z.B. Knochen) und zur Bildung von Metastasen ist nicht 
jede CTCs fähig. Tumorzellen, die von Mikrometastasen oder Metastasen stammen, können auch 
zurück in den Blutkreislauf zirkulieren; inwieweit diese „Rezirkulation“ zur weiteren Metastasierung 
beiträgt, ist noch nicht geklärt (verändert nach Keller et al. [33]).  
 

Es gibt Hinweise, dass sich z.B. PCa-Stammzellen in homöostatischen Stammzellnischen im 

Knochenmark ansiedeln [37]. In einer solchen prämetastatischen Nische können sich die 

DTCs kolonisieren und Mikrometastasen bilden oder in einen Ruhezustand (Tumor 
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Dormancy) gelangen. Der Ruhezustand der DTCs kann Wochen, Monate oder sogar Jahre 

andauern [21]. Eine außergewöhnliche Fähigkeit der DTC ist die Rezirkulation in das 

Blutgefäßsystem, womit der Pool an zirkulierenden Tumorzellen zusätzlich gefüllt werden 

kann. Die Bedeutung dieser Rezirkulation ist für die Metastasierung noch nicht geklärt [33]. 

Mutationsanalysen zeigten für das Prostatakarzinom, dass das Genom von Fernmetastasen 

in Lunge und Leber, bezüglich der klonalen Herkunft, von Low-grade-Anteilen und nicht 

von High-grade-Anteilen des Primärtumors stammt [38]. Ferner können einzelne 

Tumorherde aus klonal unterschiedlichen Läsionen ohne gemeinsame Treibermutationen 

entstehen und so können mehrere genomische und phänotypisch heterogene primäre 

Prostatakarzinome bei einem einzelnen Patienten vorhanden sein [39]. Das verschiedene 

Tumorzellklone im Primärtumor für eine Metastasierung verantwortlich sind und das 

Tumorzellen zwischen den einzelnen Metastasen ausgetauscht werden können, zeigten auch 

Gesamtgenomsequenzierungsdaten von Primärtumoren und Metastasen von Patienten mit 

einem kastrationsrefraktären Prostatakarzinom. So ist es möglich, dass Metastasen den 

Ursprung von neuen Metastasen darstellen [40].  

Insgesamt ist diese komplexe und heterogene Konstellation molekularer Veränderungen ein 

Hindernis für die Diagnose und Behandlung von Prostatakarzinompatienten [39].  

1.2 Zirkulierende Tumorzellen 

Wie im Kapitel 1.1.4 beschrieben, können sich zirkulierende Tumorzellen aus einem soliden 

Tumor oder von Metastasen lösen und frei im Blut zirkulieren (Fig. 2). Die Konzentration 

der CTCs im Blut eines metastasierten Patienten liegt bei ca. 1-10 CTC/108 ml Blutzellen. 

Die vermutete Halbwertszeit im Blut beträgt nur wenige Stunden [35]. Erstmalig im Jahr 

1869 beschrieb der Pathologe Thomas Ashworth Zellen (CTCs) im Blut eines verstorbenen 

metastasierten Patienten, welche denen des Tumors glichen [41]. Inzwischen hat sich 

bestätigt, dass CTCs ein essentieller Faktor in der hämatogenen Metastasierung sind und sie 

das aktuelle Tumorgeschehen im Patienten in Form einer „Real Time Biopsie“ reflektieren 

[42]. Mit Hilfe der Isolation und Charakterisierung von CTCs als Bestandteil der „Liquid 

Biopsy“, kann die Informationslücke im klinischen Alltag hinsichtlich der molekularen 

Veränderung von fortgeschrittenen Tumoren geschlossen werden. Eine serielle 

Probenentnahme durch die konventionelle Nadelbiopsie den „Goldstandard“ in der 

Tumordiagnostik ist mit einem invasiveren Eingriff verbunden und eine Biopsie von Tumor 

oder Metastase ist nicht immer möglich. 

Die geringe Anzahl der CTCs im Blut im Vergleich zu der hohen Anzahl von Erythrozyten 

und Leukozyten und der heterogene CTC-Phänotyp sind jedoch elementare 

Herausforderungen an die Detektion und Charakterisierung von CTCs. 
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Mit Zulassung des CellSearch-Systems für die CTC-Zahlbestimmung im Blut von 

Prostatakarzinom- [43], Mammakarzinom- [44] und kolorektalen Karzinom- [45] Patienten 

durch die FDA wurde der Nutzen von CTCs als Biomarker für die klinische Diagnostik 

bekräftigt. In diesem Zusammenhang wurde eine klare CTC-Definition („klassische 

Definition“) festgelegt. CTCs müssen ein sichtbares Zytoplasma aufweisen, das 

Kern/Zytoplasma-Verhältnis muss zugunsten des Zellkerns verschoben sein und eine 

Größe von ≥ 4 μm aufweisen.  Sie müssen sowohl EpCAM als auch Zytokeratine (CK) 8, 

18 und 19 exprimieren und negativ für den Pan-Leukozytenmarker CD45 sein [46]. Nachteil 

dieser Definition ist, dass der heterogene Phänotyp der CTCs, welcher z.B. unter EMT 

entsteht, nicht berücksichtigt wird.  

Es existieren über 45 verschiedene CTC-Isolationstechnologien, wobei die Anreicherung der 

CTCs über die biologischen oder physikalischen Eigenschaften der Zellen erfolgen kann [47].  

Alle Methoden haben die gleichen Herausforderungen zu lösen. Von besonderer Bedeutung 

ist der hoch spezifische, sensitive Nachweis der verschiedenen CTC-Phänotypen, die 

Kosteneffektivität, die Zeit bis zur Befunderstellung und - sehr wichtig - die präzise 

molekulare Charakterisierung für den Einsatz in der personalisierten Onkologie [48]. 

Aufgrund der Fülle der Techniken wird im folgenden Abschnitt nur auf die aus meiner Sicht 

wichtigsten Methoden eingegangen.   

Die physikalischen Eigenschaften der CTCs wie Dichte, Zellgröße, elektrische Ladung und 

Verformbarkeit ermöglichen die Separation zwischen Tumorzelle und Blutbestandteilen. So 

können CTCs unabhängig vom Expressionsprofil isoliert werden. Eine, die Zellmorphologie 

erhaltende Isolationsmethode ist die Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll-Paque) [49, 50]. 

Basierend auf der Dichtediskrepanz zwischen verschiedenen Blutzellpopulationen reichern 

sich die CTCs in der sogenannten Interphase zusammen mit den Lymphozyten an. Weitere 

Anreicherungsverfahren selektieren CTCs anhand ihrer Größe mit Hilfe eines Einmalfilters. 

Dazu gehören u.a. die ISET-Technik (Isolation by Size of Epithelial Tumor cells [ISET]) 

[51] und das ScreenCell-Verfahren [52]. Die Porengröße der Filter beider Systeme ist 8 µm, 

d.h. „nicht-klassische“ kleine CTCs (< 4 µm) gehen verloren. Ein großer Vorteil ist, dass 

CTCs ebenfalls morphologisch intakt und ohne Antikörperbindung isoliert werden können. 

Des Weiteren ermöglichen beide Methoden die Kultivierung von CTCs. 

Die Epic-Plattform verwendet zur „CTC-Isolation“ weder physikalische noch biologische 

Eigenschaften der CTCs. Durch Erythrozytenlyse verbleiben alle kernhaltigen Zellen in der 

zu untersuchenden Probe.  Anschließend werden sie auf zehn bis zwölf Objektträger  mit 

einer Konzentration von 3x106 kernhaltige Zellen pro Objektträger ausgestrichen und bis 

zur molekularen oder immunzytochemischen Analyse bei -80 °C gelagert [53].  



 

11 

Die Anreicherung der CTCs über die biologischen Eigenschaften erfolgt über die Expression 

von tumor-assoziiertem Antigen (positive Selektion) oder dem Pan-Leukozytenmarker 

CD45 (negative Selektion). Etabliert hat sich das EpCAM-Signal der Zellen, welches von 

gesunden und malignen epithelialen Zellen aber nicht von mesenchymalen Leukozyten 

exprimiert wird. Für das Prostatakarzinom konnte nachgewiesen werden, dass EpCAM 

bereits im primären Tumorgewebe und in Metastasen überexprimiert ist [54].  

Die gegenwärtig am häufigsten verwendete sowie standardisierte Methode für die 

Anreicherung und den Nachweis von CTCs, ist das CellSearch-System. Das 

halbautomatische System nutzt EpCAM als Zielmolekül und reichert die Zellen 

immunomagnetisch über EpCAM-Antikörper funktionalisierte Ferrofluide (Beads) an. Für 

die Bildung eines Tumorzell-Antikörper-Komplexes wird der Antikörper-Bead-Komplex 

mit 7,5 ml Blut inkubiert und nachfolgend mit Hilfe von Magneten aus dem Blut separiert. 

Die so isolierten Zellen werden immunzytochemisch auf die o.g. CTC-Kriterien durch die 

Analyse an einem halbautomatischen Fluoreszenzmikroskop geprüft [44].  

Weitere Systeme, welche die immunomagnetische Anreicherung über die EpCAM-

Expression der Tumorzelle nutzen, sind u.a. der AdnaTest [55] und das MagSweeper-

Verfahren [56]. Die isolierten CTCs werden auf mRNA-Ebene charakterisiert, wobei der 

AdnaTest speziell für das Prostatakarzinom PSA-, EGFR- und PSMA-Transkripte mit Hilfe 

einer Multiplex-PCR detektiert und damit eine karzinomspezifische CTC-Charakterisierung 

erlaubt [55]. Das MagSweeper-Verfahren ermöglicht, zusätzlich zur RT-PCR-Analyse von 

ausgewählten Genen, eine immunzytochemische Charakterisierung auf CK- und CD45-

Expression in den CTCs [56]. Die Mikrofluidic-Chip- Technologie (CTC-iChip) kombiniert 

die Antikörper-vermittelte CTC-Isolation mit einer mechanischen Filterung der Blutprobe 

[57]. Der CTC-iChip ermöglicht aber auch eine negative Selektion über anti-CD45 

funktionalisierte Mikrosäulen und damit eine antigenunabhängige CTC-Anreicherung [58].  

Alle CTC-Isolierungstechniken, welche bisher erwähnt wurden, haben eine gemeinsame 

Limitation: das geringe Blutvolumen (≤ 30 ml).  

In der vorliegenden Habilitationsschrift wird ein neues System für die Anreicherung von 

CTCs direkt aus dem Blutgefäßsystem evaluiert, welches diese Limitation umgehen kann.  

Der CellCollector (CC) ist ein EpCAM-Antikörper funktionalisierter medizinischer Draht, 

welcher direkt über eine in der Cubitalvene liegende Venenverweilkanüle eingebracht wird 

(Abb. 3). Die Antikörperbindung erfolgt kovalent über eine Hydrogelschicht, welche an einer 

2 µm dicken Goldschicht haftet. Die Funktionalisierung des Drahtes betrifft die 2 cm lange 

Spitze des 16 cm langen Drahtes. Der CellCollector verbleibt 30 min in der Cubitalvene, 

dadurch können bis zu 600 ml Blut für die Detektion von CTCs analysiert werden. Die 

isolierten CTCs werden nach den obengenannten CTC-Kriterien identifiziert. Zu Beginn 
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dieser Arbeit lagen für den CC nur in vivo Daten für eine kleine Gruppe von 

Mammakarzinompatientinnen (n = 12) und Lungenkarzinompatienten (n = 12) vor [59]. 

  

Abb. 3: Schematische Darstellung der CellColletor-Anwendung a) in der Cubitalvene eines 
Probanden b) [60] 

 

1.2.1 Klinische Relevanz der zirkulierenden Tumorzellen  

Die klinische Bedeutung von CTCs bei Patienten mit lokalisiertem Prostatakarzinom wurde 

bisher nur in wenigen Studien analysiert [48].  

Für das metastasierte Prostatakarzinom konnten zahlreiche Studien mit dem FDA 

zugelassenen CellSearch-System nachweisen, dass die CTC-Zahl (< 5 CTC vs. ≥ 5 CTC) eine 

prognostische Aussage für das progressionsfreie (progression-free survival, [PFS]) und das 

Gesamtüberleben (overall survival, [OS]) hat und die Abnahme der CTC-Zahl unter 

systemischer Therapie mit einem verbesserten Outcome assoziiert ist [43, 61-64]. Darüber 

hinaus korreliert eine höhere CTC-Zahl mit progredienten Knochenschmerzen, PSA-Wert-

Anstieg, niedrigerem Hämoglobinwert und einer erhöhten Alkalische-Phosphatase-

Konzentration im Blut von mCRPC-Patienten [62].  

Heller et al. [65] analysierten retrospektiv die CTC-Zahl und integrierten diese in das 

konventionelle Prognose-Modell „ALPHA“ (Albumin, Laktatdehydrogenase, PSA, 

Hämoglobin und ALK). Ihr Ziel war die genauere Quantifizierung der Prognose zur 

Vorhersage des kurzfristigen vs. langfristigen Überlebens für Patienten mit einem mCRPC. 

Zu diesem Zweck wurden Daten von Patienten, die in die Phase-III-Zulassungsstudie 

Abirateronacetat (AA) plus Prednison (COU-AA-301; NCT00638690) und die 

Registrierungsstudie mit einem ähnlichen Design zur Bewertung von Orteronel plus 

Prednison (ELM-PC4; NCT01193244) aufgenommen wurden, verwendet. Die Ergebnisse 

zeigen, dass mit der Einbeziehung der CTC-Messung in das Prognose-Modell „ALPHA“ 

eine genauere Einschätzung des Risikos hinsichtlich der Baseline- und Post-Baseline-

Prognose für Patienten mit mCRPC möglich ist.  

Die Bedeutung der CTC-Zahl als Prognosefaktor bekräftigt die Prostate Cancer Working 

Group (PCWG) in ihrer Leitlinie (Version 3) und empfiehlt, die CTC-Zahl als einen 
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Endpunkt in klinischen Studien (unter Verwendung des CellSearch-Systems) festzulegen 

[66]. 

Die molekulare Charakterisierung von gepoolten oder einzelnen CTCs auf DNA-, RNA- 

oder Proteineigenschaften spiegeln den Echtzeit-Phänotyp des Primärtumors oder der 

Metastase wider [33]. Dies schafft eine Verbindung zwischen Diagnostik und Therapie. Ein 

therapeutisch-relevanter Marker ist die Androgenrezeptor-Splice-Variante-7 (AR-V7), eine 

Variante des Androgenrezeptors, dem die ligandenbindene Domäne fehlt. Dieser Bereich 

des ARs ist jedoch essentiell für die Wirksamkeit von Abirateron und Enzalutamid, zwei 

Inhibitoren des Androgenrezeptorsignalweges (ARS). In CTCs konnte die AR-V7 Variante 

auf mRNA-Ebene bei mCRPC-Patienten, welche mit Enzalutamid- oder Abirateronacetat 

vorbehandelt wurden, nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass das Auftreten der AR-V7 

in CTCs mit einer primären Therapieresistenz gegenüber den beiden Medikamenten 

korreliert [67]. Darüber hinaus demonstriert die nukleare Lokalisierung der AR-V7 Variante 

in CTCs ebenfalls einen Überlebensvorteil durch die Behandlung mit Taxanen gegenüber 

der ARS gerichteten Therapie [68]. Diese Beispiele zeigen den Nutzen der CTCs für die 

individualisierte Onkologie, welche eine möglichst genaue Patienten- und 

Therapiestratifizierung benötigt und damit einen Mehrwert gegenüber den bisher 

klassifizierten Markern bietet.  
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2 Zielstellung 

Zirkulierende Tumorzellen sind Zellen, denen es gelungen ist, sich vom Tumor zu lösen und 

in die Blutzirkulation einzutreten. Dadurch ist es ihnen möglich, entfernte Organe zu 

infiltrieren. Als Bestandteil der „Liquid Biopsy“ können CTCs in Echtzeit Veränderungen 

im Tumor reflektieren, was im Rahmen einer einmaligen Tumorbiopsie meist nicht möglich 

ist. In der individualisierten Onkologie kann mit Hilfe der CTCs eine personalisierte 

Therapieentscheidung z.B. für adäquate Therapiesequenzen getroffen werden. Die größte 

Herausforderung in der CTC-Detektion stellt die geringe Konzentration der CTCs im Blut 

dar, was sensitive und spezifische Isolationstechnologien erfordert. Alle bisher bekannten 

Isolationstechnologien haben unterschiedliche Limitationen, ihr gemeinsamer Nachteil ist 

das geringe Blutvolumen (≤ 30 ml), welches für ex vivo CTC-Isolation zur Verfügung steht.  

Eine zentrale Zielstellung der vorliegenden Arbeit besteht darin, zu prüfen, ob die in vivo 

Isolation von CTCs durch den neuen CellCollector, der die Untersuchung eines großen 

Blutvolumens ermöglicht, eine höhere Sensitivität der CTC-Detektion in 

Prostatakarzinompatienten mit unterschiedlichen Stadien erreicht.  

Dazu müssen folgende Fragen beantwortet werden: 

 Ist der Einsatz des CellCollectors ex vivo in Blutproben von 

Prostatakarzinompatienten für die Funktionalitätsprüfungen in der personalisierten 

Diagnostik möglich? (Originalarbeit 1) 

 Ist der CellCollector in vivo bei Prostatakarzinompatienten verschiedener Stadien 

und Kontrollgruppen anwendbar? Zeigen die CTCs eine prognostische Relevanz? Ist 

die diagnostische Genauigkeit der in vivo Technologie mit dem CellSearch-System 

als Referenzsystem vergleichbar? Gibt es eine Assoziation der CTC-Zahl mit 

Entzündungs- und Biomarkern als möglichen Bestandteil des individualisierten 

Therapiemonitorings für das Prostatakarzinom? (Originalarbeiten 2 und 3) 

 Erlaubt die Entwicklung einer PCa-spezifischen Funktionalisierung des 

CellCollectors eine sensitivere CTC-Isolation aus dem Blut von PCa-m Patienten? 

(Originalarbeit 4) 

 Wichtig für die personalisierte Therapie sind Kenntnisse zur Art des Tumors, die 

aus den Eigenschaften der CTCs gewonnen werden können. Die Validierung der 

hierzu erforderlichen Kultivierung und geeignetsten Separationsmethode der CTCs 

ist ein weiteres Ziel dieser Arbeit. (Originalarbeit 4)    
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3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Proof-of-Concept-Studie: Anreicherung von zirkulierenden Tumorzellen 

aus dem Blut von Patienten mit Prostatakarzinom  

Originalarbeit 1: Theil G, Fischer K, Weber E, Medek R, Hoda R, Lücke K, Fornara P. The 

Use of a New CellCollector to Isolate Circulating Tumor Cells from the Blood of 

Patients with Different Stages of Prostate Cancer and Clinical Outcomes - A Proof-

of-Concept Study.  PLoS One 2016 Vol. 11 Issue 8 Pages e0158354 

 

Das Ziel der vorliegenden Proof-of-Concept-Studie war es, die Eignung des CellCollector 

(CC) für die Isolierung und Charakterisierung von CTCs aus dem Blut von 

Prostatakarzinompatienten zu prüfen. Der Schwerpunkt lag dabei auf 

immunzyotchemischen und auf weiterführenden molekularen Charakterisierungen der 

isolierten Zellen. Der CC ist eine EpCAM-basierte neue in vivo CTC-Isolationstechnologie, 

welche unter 1.2 beschrieben wurde. Zum Studienzeitraum lag für die in vivo Anwendung 

noch keine behördliche Genehmigung vor.   

Es wurden 43 PCa-Patienten in das Studienkollektiv eingeschlossen, welches aus 18 

Patienten mit lokalisierten (PCa-l), sieben Patienten mit lokal fortgeschrittenen (PCa-la) und 

18 Patienten mit metastasierten (PCa-m) Prostatakarzinom bestand. In die Kontrollgruppe 

wurden elf Patienten mit histopathologisch bestätigtem BPH-Befund und ohne Anzeichen 

eines PCa`s eingeschlossen. Das mediane Alter betrug 69 (58-77) Jahre für Patienten mit 

lokalisiertem PCa, 71 (71-81) Jahre für Patienten mit lokal fortgeschrittenem PCa und 71,5 

(53-87) Jahre für Patienten mit metastasiertem PCa. Die Kontrollgruppe hatte ein medianes 

Alter von 67 (58-83) Jahren. Ein Großteil der PCa-l Patienten (88,9%) wurde primär mit RP 

therapiert. Überraschenderweise hatten alle Patienten der PCa-la Gruppe positive 

chirurgische Resektionsränder und 85,7 % dieser Patienten erhielten eine ADT. Alle PCa-m 

Patienten wurden mit ADT behandelt und 65 % der Patienten erhielten eine Erstlinien-

Chemotherapie mit Docetaxel (Originalarbeit 1, Tab. 1). 

Die Funktionalitätsprüfung des CCs erfolgte in einem präklinischen Schritt mit Hilfe eines 

fluiddynamischen Systems. Die Parameter dieses Systems waren an die hämodynamischen 

Parameter des Blutkreislaufes angepasst.  

Zunächst wurde die EpCAM-Antikörper-Funktionalisierung des CCs mit Hilfe von Spiking-

Experimenten überprüft. Dazu wurde das Blut von gesunden Spendern mit LNCaP-Zellen 

verschiedener Konzentrationen (50, 200, 500 Zellen/ml) angereichert. Die Detektionsrate 

der LNCaP-Zellen lag in einem Bereich von 10-31,5 %, in Abhängigkeit von der gespikten 

Zellzahl.  
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Unter diesen Voraussetzungen wurde der CC für die Detektion von CTCs aus den 

Blutproben (15 ml) des Studienkollektivs eingesetzt. Die Ermittlung der CTC-Zahl erfolgte 

nach den unter 1.2. genannten Kriterien. Ergebnisse zählten als positiv, wenn ≥ 1 CTC 

nachgewiesen wurde.   

Die CTC-Zahlen wurden von 31 der 43 PCa-Patienten und elf Kontrollpatienten ermittelt 

(Originalarbeit 1, Abb. 3). In der Kontrollgruppe konnten im Median 0 (0-4) CTCs mit einer 

Detektionsrate von 31,5 % nachgewiesen werden. Die Detektionsrate der PCa-l Patienten 

lag bei 92,3 % (Median 5, 0-8 CTCs). Bei den Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen 

PCa lag die Detektionsrate bei 100 % (Median 18, 10-25 CTCs). Die CTC-Zahlen der PCa-

la und der PCa-l Patienten zeigten keinen signifikanten Unterschied (p = 0,39). Die 

detektierte CTC-Zahl bei den PCa-l Patienten erlaubt keine krankheitsspezifischen 

Schlussfolgerungen. Darüber hinaus konnte im Nachbeobachtungszeitraum von 55 

Monaten in dieser Patientengruppe kein Einfluss der CTC-Zahl auf das Gesamtüberleben 

beobachtet werden. Hier könnte eine Kombination der CTC-Zahl mit der molekularen 

Charakterisierung der CTCs zusätzliche sowie notwenige Informationen für den klinischen 

Nutzen der CTCs in der lokalisierten PCa-Gruppe bieten. Das Epic System konnte 

verschiedene CTC-Phänotypen, wie CK-negative, AR-positive CTCs und CTC-Cluster bei 

Patienten mit lokalem PCa und hohem Rezidivrisiko, aber einem kurativen 

Behandlungskonzept, in 73 % der untersuchten Blutproben nachweisen. Ein möglicher 

Nutzen dieser CTC-Phänotypisierung zeigt sich in einer besseren Risikostratifizierung in 

dieser Gruppe und damit verbunden, ein schnellerer Zugang zu multimodalen 

Therapieansätzen [69]. Dies zeigt die Notwendigkeit von therapierelevanten spezifischen 

CTC-Charakterisierungen auf. So konnten Antonarakis et al. darstellen, dass bei Patienten 

mit fortgeschrittenem PCa der Nachweis von AR-V7 (mRNA) in CTCs mit einer Resistenz 

gegenüber Enzalutamid und Abirateron assoziiert sein kann [67]. Mit diesem Beispiel wurde 

der Nutzen von CTCs im klinischen Umfeld, z.B. bei der Behandlung auf eine individuelle 

Resistenz, verdeutlicht. 

Unsere CTC-Detektionsrate von 90,9 %, zusammen mit den hohen CTC-Zahlen im Median 

10 (0-98) CTCs in der metastasierten Patientengruppe, gibt einen Hinweis auf ein aktives 

Tumorgeschehen. Interessanterweise erhielten alle Patienten zum Zeitpunkt der 

Blutentnahme eine systemische Therapie (100 % ADT und 65 % Chemotherapie). Im 

Idealfall sollten bei einem Therapieansprechen keine CTCs nachweisbar sein. Eine Detektion 

von CTCs ist daher ein Hinweis auf einen Tumorprogress unter Therapie. In diesem 

Zusammenhang weist die moderate Korrelation der steigenden CTC-Zahl mit den klinischen 

Parametern PSA-Wert (r = 0,345) und Gleason-Score (r = 0,222) ebenfalls auf einen Progress 

hin. Eine moderate Korrelation zwischen der CTC-Zahl und dem PSA-Wert wurde auch in 
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anderen Studien dokumentiert. Die Autoren argumentieren, dass die CTC-Zahl ein besserer 

Prognosemarker für die hämatogene Dissemination als die klassischen Parameter ist [70, 71].  

Die CTC-Zahlen unserer PCa-Patienten wurden mit Hilfe einer Kaplan-Meier-Analyse auf 

die Prognose für ihr Gesamtüberleben (OS) überprüft. Dazu wurde der vom CellSearch-

System etablierte Cut-off-Wert für CTCs von < 5 CTCs und ≥ 5 CTCs angewandt [43, 71-

73]. Mit dem Ergebnis, dass Patienten mit ≥ 5 CTCs ein signifikant kürzeres OS, HR = 7,0 

(95% KI 1,1-29,39) (p = 0,035) hatten. Damit bestätigte sich die CTC-Zahl, welche mit dem 

CellCollector ex vivo ermittelt wurde, als ein unabhängiger prognostischer Marker für das 

Gesamtüberleben (Orignialarbeit 1, Abb. 5).  

Obwohl die meisten CTC-Analysen mit dem CellSearch-System durchgeführt wurden, ist 

das geringe Blutvolumen (7,5 ml) ein limitierender Faktor, welcher mit einer reduzierten 

Sensitivität verbunden ist [74]. Die geringe Reinheit der isolierten Proben gilt ebenfalls als 

Einschränkung des CellSearch-Systems [75]. Aus den genannten Gründen stellt sich die 

molekulare Charakterisierung der CTCs bisher als schwierig heraus [76-78]. Im Gegensatz 

dazu wurden bei den ex vivo Anwendungen des CCs nur geringe Kontaminationen 

(Leukozyten, Artefakte und Zelltrümmer) an der CC-Oberfläche dokumentiert. Dies war ein 

erheblicher Vorteil für die immunzytochemische und molekulare Charakterisierung der 

angereicherten Zellen. Die Bindung von EpCAM-positiven Leukozyten lag in einem 

konstanten Bereich von 5 bis 10 Leukozyten pro CC. Die Evaluation des CCs, hinsichtlich 

der molekularen Charakterisierung von isolierten CTCs, erfolgte zunächst in Spiking-

Experimenten. Dafür wurden Blutproben (15 ml) mit Zellzahlen von 50, 200 oder 500 

LNCaP-Zellen pro Probe angereichert und mit dem CC im fluiddynamischen System 

inkubiert. Anschließend wurde die Drahtspitze in 5 mm Abschnitte geteilt und mit Hilfe 

einer Multiplex RT-PCR auf die Expression von EGFR, PSMA und PSA quantitativ 

überprüft. In Abhängigkeit der gespikten Zellzahl wurden in allen analysierten Proben die 

oben genannten Transkripte nachgewiesen. Darauffolgend wurde die molekulare 

Charakterisierung der CTCs aus Blutproben von Patienten (PCa-l, n = 5; PCa-m, n = 7) 

durchgeführt. Kein Nachweis der zu analysierenden Transkripte erfolgte in den Proben der 

PCa-l Patienten. In der metastasierten Gruppe konnte eine Sensitivität von 57,1 % für den 

Nachweis von mindestens eines der oben genannten Transkripte erreicht werden, wobei in 

den positiven Proben EGFR (3/7) und PSMA (1/7) detektiert wurde (Originalarbeit 1, Tab. 

2). Das detektierte EGFR-Signal ist nicht spezifisch für das Prostatakarzinom, weist aber auf 

eine mögliche Progression hin. EGFR spielt eine zentrale Rolle in der Zellproliferation, der 

Migration, der Motilität, der Invasion und bei dem Überleben von normalen Zellen sowie 

von Karzinomzellen. Es ist bekannt, dass die PSMA-Expression mit einer Progression in der 

kastrationsrefraktären Phase des Karzinoms zunimmt. Ein weiterer Vorteil des PSMA-
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Proteins ist seine stabile Expression während des EMT-Prozesses und der damit verbundene 

Nutzen für CTC-Anreicherung im metastasierten PCa-Stadium [75, 78]. Unser Ergebnis legt 

nahe, dass die isolierten CTCs einen heterogenen Phänotyp aufweisen, welcher für die 

epithelialen Karzinome beschrieben wurde [32, 70]. Der EMT-Phänotyp ist ein kritischer 

Punkt in der CTC-Isolierung bei metastasierten PCa-Patienten, da er mit einer 

Herunterregulation der EpCAM-Expression einhergeht. Daraus resultiert, dass eine 

verminderte Expression von epithelialen Markern zu falsch negativen CTC-Zahlen führen 

kann [29].  

Eine Einschränkung unserer Proof-of-Concept-Studie ist natürlich die kleine 

Studienpopulation. Die 55-monatige Nachbeobachtung der Patienten war jedoch 

ausreichend, um den prognostischen Wert unserer Methode zu demonstrieren.  

Zusammenfassend konnte durch unsere Ergebnisse gezeigt werden, dass ex vivo mit dem 

CC eine sensitive Isolierung sowie eine molekulare Charakterisierung von CTCs aus den 

Blutproben von Prostatakarzinompatienten möglich ist. Mit Hilfe dieser Ergebnisse konnte 

u.a. der Antrag auf Zulassung der in vivo Anwendung des CCs durch das BfArM gestellt 

werden. CTC-Isolationstechnologien sollten den heterogenen Phänotyp und die geringe 

Konzentration der CTCs berücksichtigen können. Eine PCa-spezifische Charakterisierung 

von CTCs ermöglicht zusätzliche Informationen, welche für individuelle 

Behandlungskonzepte genutzt werden können.  
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3.2 In vivo Isolation zirkulierender Tumorzellen bei                      

Prostatakarzinompatienten verschiedener Stadien 

Theil G, Boehm C, Fischer K, Bialek J, Hoda R, Weber E, Schönburg S, Kawan F, 

Fornara P. In vivo isolation of circulating tumor cells in patients with different stages 

of prostate cancer. Oncol Lett 2021 Vol. 21 Issue 5 Pages 357 

 

Die vorliegende Studie validierte den CellCollector (CC) hinsichtlich der in vivo Isolation 

von CTCs aus dem Blut von Prostatakarzinompatienten verschiedener Stadien und zweier 

Kontrollgruppen. Dabei lag das Hauptaugenmerk auf der CTC-Zahl im klinischen Verlauf 

der PCa-Patienten. Eine Bewertung der erhaltenen CTC-Zahlen erfolgte durch einen 

Methodenvergleich mit dem CellSearch-System als Referenzmethode.  

Unsere Studienpopulation bestand aus 14 Patienten mit metastasiertem (PCa-m) und 21 

Patienten mit lokalisiertem (PCa-l) Prostatakarzinom. Eine Kontrollgruppe von 16 Männern 

mit gutartiger Prostatahypertrophie (BPH) und 20 Frauen als zweite Kontrollgruppe wurden 

ebenfalls eingeschlossen. Die Patienten in der lokalisierten Gruppe und der BPH-Gruppe 

mussten ein histologisch diagnostiziertes Prostatakarzinom bzw. eine benigne 

Prostatahyperplasie aufweisen. Die Patienten in der metastasierten Gruppe hatten 

bildmorphologisch (radiologisch) positive Befunde für Metastasen. Von den 14 PCa-m 

Patienten wurden 13 (92,8 %) Patienten mit Chemotherapie und zehn Patienten (71,4 %) 

mit ADT therapiert. Die primäre Therapie für die 21 Patienten mit einem lokalen Karzinom 

war die radikale Prostatektomie (RP). Fünf Patienten (18,5 %) aus dieser Gruppe erhielten 

eine postoperative Bestrahlung. Alle Patienten unserer Kontrollgruppe mit benigner 

Prostatahyperplasie wurden mit einer transurethralen Resektion der Prostata behandelt 

(Originalarbeit 2, Tab. 1). 

Im Studienzeitraum hatten die PCa-m Patienten acht Visiten innerhalb eines Jahres (Visite 

1-6: 1.-6. Mo., Visite 7: 8. Mo., Visite 8: 12 Mo.). Die PCa-l Patienten hatten innerhalb eines 

Jahres 3 Visiten (Visite 1: vor RP, Visite 2: 6 Mo. nach RP, Visite 3: 12 Mo. nach RP). Die 

BPH-Patienten hatten ebenfalls innerhalb eines Jahres drei Visiten im zeitlichen Abstand von 

sechs Monaten. Bei allen Patienten erfolgte zum Zeitpunkt der CTC-Isolierung eine PSA-

Wert Bestimmung. Die Frauen als zweite Kontrollgruppe hatten nur eine Visite.   

Im Rahmen dieser Studie wurde der CellCollector erstmals in vivo in die Armvene von PCa-

Patienten und Probanden der Kontrollgruppe eingeführt und somit auch auf seine 

Verträglichkeit geprüft. Die isolierten Zellen wurden von einem verblindeten, sowie 

erfahrenen Mitarbeiter, nach den FDA-CTC-Kriterien analysiert. EpCAM-positive Zellen 

wurden als CTCs gezählt nach den unter 1.2 genannten Kriterien.  
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Insgesamt konnten 188 CC-Anwendungen in die Auswertung einbezogen werden. Der CC 

wurde gut vertragen und keine unerwünschten Ereignisse (AEs) oder schwerwiegende 

unerwünschte Ereignisse (SAEs) wurden beobachtet. In der metastasierten Gruppe waren 

78,9 % (n = 57) der 71 Anwendungen positiv für ≥ 1 CTCs. Die mediane CTC-Zahl betrug 

4 (0-820) CTCs und der MW betrug 27 CTCs. Im Vergleich zu der 100 % CTC-

Detektionsrate in unserer ex vivo CTC-Isolierungsstudie (Originalarbeit 1) ist die oben 

genannte Detektionsrate leicht reduziert [79]. Eine Erklärung könnten die heterogenen 

Phänotypen der CTCs bei Patienten mit einem progressiven Karzinomstatus sein sowie die 

relativ kurze Halbwertszeit der CTCs im Blut [35]. Darüber hinaus wurden im Vergleich zu 

den ex vivo Anwendungen des CCs mehr Leukozyten und Zellen detektiert, welche positiv 

für EpCAM, CD45 und pan-CK waren [79]. Dieses Phänomen kann auf eine Aktivierung 

des Immunsystems hinweisen und eine mögliche therapeutische Reaktion signalisieren [80]. 

Dennoch bleibt dieses heterogene Bild von gebundenen Zellen an die CC-Oberfläche eine 

Herausforderung für die CTC-Identifikation. Unserer CTC-Detektionsrate der PCa-m 

Gruppe zeigte in der Gegenüberstellung zu weiteren Studien vergleichbare Ergebnisse [43, 

61, 81, 82].  

In der lokalisierten Gruppe waren 45,3 % (n = 24) der 53 CC Anwendungen positiv für ≥ 1 

CTCs. Die mediane CTC-Zahl betrug 0 (0–9) CTCs und der MW betrug 1,45 CTCs. Die 

CTC-Zahlen zwischen der lokalen und der metastasierten Gruppe waren signifikant 

unterschiedlich (p < 0,0001). CTCs von Patienten mit lokalem PCa werden als mögliche 

Marker zur postoperativen Risikostratifizierung diskutiert [83]. In unserem Kollektiv 

korrelierte die CTC-Zahl vor und nach radikaler Prostatektomie nicht mit den untersuchten 

klinischen und pathologischen Parametern. Übereinstimmend mit unseren Ergebnissen 

beobachteten Meyer et al. keine Korrelation der präoperativen CTC-Zahl mit dem Auftreten 

eines biochemischen Rezidiv in der PCa-l Patientengruppe (n = 152) [84]. Todenhöfer et al. 

detektierten bei Patienten mit einem lokalen PCa, unter Verwendung eines EpCAM-

unabhängigen Isolationssystems, in 50 % der untersuchten Blutproben CTCs. Allerdings 

zeigt sich auch hier keine Korrelation zwischen CTC-Zahl und den klinischen Parametern 

wie PSA-Wert, Tumorstadium oder Gleason-Score [85]. Diese Resultate bekräftigen die 

noch unzureichend geklärte Situation der klinischen Relevanz von CTCs bei Patienten mit 

lokalem PCa. 

In den Kontrollgruppen wurden bei 70,7 % (n = 29) der BPH-Patienten und 85 % (n = 17) 

der Frauen keine CTCs nachgewiesen. Die mediane CTC-Zahl der BPH-Patienten war 0 (0-

13) CTC, die mediane CTC-Zahl der Frauen betrug 0 (0-3) CTCs.  

Für einen direkten Methodenvergleich zwischen dem CellCollector und dem CellSearch-

System, beides EpCAM-abhängige CTC-Isolationstechnologien, wurden 95 Patienten mit 
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CellCollector-Anwendungen und mit dem CellSearch-System (7,5 ml Blut) parallel nach 

identischen Kriterien analysiert. Der CellCollector detektierte bei 46,2 % der PCa-l Patienten 

im Median 0 (0-9) CTCs und bei 78,4 % der PCa-m im Median 3 (0-820) CTCs. Das 

CellSearch-System isolierte CTCs bei 10,3 % der PCa-l Patienten im Median 0 (0-1) CTCs 

und bei 67 % der PCa-m Patienten im Median 3,5 (0-1428) CTCs (Originalarbeit 2, Abb. 4). 

Die CTC-Zahlen der beiden Systeme zeigten keine Korrelation. 

Für die Ermittlung der diagnostischen Genauigkeit des CellCollectors, des CellSearch-

Systems sowie der PSA-Werte von PCa-m Patienten wurden ROC-Kurvenanalysen 

durchgeführt. Bemerkenswerterweise zeigten die Flächen unter den ROC-Kurven (AUC) für 

alle drei Parameter ähnliche Bereiche: AUC 0,87 (95 % KI 0,8-0,94) für die PSA-Werte, 0,82 

(95 % KI 0,74-0,89) für die CTC-Zahlen des CCs und 0,84 (95 % KI 0,76-0,92) für die CTC-

Zahlen des CellSearch-Systems (Originalarbeit 2, Abb. 5). Alle untersuchten Parameter 

hatten damit eine geringe Wahrscheinlichkeit falsch-negative und falsch-positive Ergebnisse 

zu ermitteln. Die CTC-Zahl und der PSA-Wert haben in unserer Studie eine ähnliche 

diagnostische Genauigkeit. Goldkorn et al. zeigten in der Studie SWOG S0421 in einer 

Analyse mit dem CellSearch-System, dass die ROC-Kurven für die CTC-Zahl am Tag 0 

(AUC 0,781) eine höhere diagnostische Genauigkeit aufwies als die für den PSA-Wert (AUC 

0,665) am Tag 0. Damit wurde die CTC-Zahl am Tag 0 als prognostisch für das OS von 

mCRPC-Patienten angesehen. Aber auch eine steigende CTC-Zahl nach drei Wochen unter 

Therapie wurde mit einem signifikant schlechteren OS in Verbindung gebracht [62]. Ein 

möglicher Grund könnte hierfür sein, dass CTCs im Gegensatz zum PSA nicht direkt von 

einer Hormonbehandlung beeinflusst werden.  

Eine individuelle Therapieüberwachung mit Hilfe von CTC/PSA-Profilen über einen 

definierten Zeitraum kann dabei helfen eine Therapie neu auszurichten bzw. zu optimieren. 

Unsere CTC/PSA-Profile wurden nur von PCa-m Patienten mit mehr als drei Visiten erstellt. 

So zeigte sich als Zeichen des Therapieansprechens ein kurzzeitiger Rückgang des PSA-

Wertes und der CTC-Zahl zum Beginn der Hormontherapie bei Patient P072. Bei Patient 

P022 waren die CTC-Zahlen und der PSA-Werte eindeutig mit zusätzlichen Therapien 

assoziiert, wie z.B. der palliativen transurethralen Resektion der Prostata und der Entfernung 

von Hirnmetastasen (Originalarbeit 2, Abb. 6). Das Vorhandensein von CTCs repräsentiert 

ein aktives Karzinom, welches sich durch die Blutzirkulation ausbreitet. Der Vorteil der 

CTC-Zahl ist ihre Unabhängigkeit von der AR-Signalübertragung, im Gegensatz zum PSA-

Wert. Sinkt sie, so weist das auf einen direkten Rückgang des Metastasierungspotentials hin 

[86]. Aus den genannten Gründen ist der z.T. konträre PSA-Wert-Verlauf zum Verlauf der 

CTC-Zahl zu erklären. Wichtig ist, dass die individuellen CTC-Profile die Möglichkeit bieten, 

die Krankheit zu überwachen, und so eine maßgeschneiderte Behandlungsentscheidung für 
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einzelne Patienten im metastasierten Stadium zu treffen. Im Bereich der personalisierten 

Medizin kann ein solches Profil Patienten vor unnötigen Nebenwirkungen einer 

unwirksamen Behandlung schützen. Unsere Ergebnisse bestätigen das Potenzial von CTCs 

als pharmakodynamische und intermediäre Endpunkt-Biomarker für das Gesamtüberleben 

[43, 87]. Leider war diese Option nicht bei allen unseren PCa-m Patienten möglich, was 

teilweise auf die heterogenen Phänotypen von CTCs in dieser Gruppe zurückzuführen ist 

[21, 88, 89]. Zur Verbesserung der in vivo CTC-Isolierung bei Patienten mit metastasiertem 

Prostatakrebs sollte ein EMT-stabiler Marker wie das prostataspezifische Membranantigen 

[90], zur Funktionalisierung des CCs verwendet werden. 

Die Kaplan-Meier-Kurven mit einer medianen Follow-up-Zeit der PCa-Gruppe von 37 

Monaten zeigen, dass PCa-Patienten mit ≥ 5 CTCs ein medianes OS von 27,5 Monaten 

haben, im Vergleich zu 37 Monaten für Patienten mit < 5 CTCs HR 2,6 (95% KI 0,78-8,3). 

Interessanterweise haben die PCa-m Patienten mit ≥ 5 CTCs zu allen Zeitpunkten und 

steigenden CTC-Zahlen das kürzeste mediane OS von 25 Monaten, im Vergleich zu 34 

Monaten HR 1,9 (95 % KI 0,4-11,6) bei Patienten mit abnehmender CTC-Zahl 

(Originalarbeit 2, Abb. 7). Die steigende CTC-Zahl ist ein deutliches Signal der Progression 

des Karzinoms und stellt eine aktive Tumorausbreitung dar. 

Zusammenfassend demonstrieren die vorliegenden Ergebnisse, dass die in vivo Detektion 

von CTCs mit dem CellCollector die Limitation des geringen Blutvolumens anderer 

diagnostischer CTC-Isolationstechnologien überwinden kann und die Sensitivität der CTC-

Detektion erhöht. Das CTC/PSA-Profil eröffnet die Möglichkeit einer personalisierten 

Therapieüberwachung, die dazu beitragen kann, Patienten vor unnötigen Nebenwirkungen 

als Folge einer ineffektiven Therapie zu schützen. Der CellCollector wurde gut vertragen und 

es wurden keine Nebenwirkungen berichtet. Dennoch muss sich der CellCollector in 

weiteren Studien als robuste Technologie mit hoher Empfindlichkeit und Spezifität 

beweisen.   
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3.3 Assoziation von zirkulierenden Tumorzellen mit Entzündungs- und 

Biomarkern bei Patienten mit metastasiertem kastrationsresistentem 

Prostatakarzinom  

Theil G, Lindner C, Bialek J and Fornara P.  Association of Circulating Tumor Cells 

with Inflammatory and Biomarkers in the Blood of Patients with Metastatic 

Castration-Resistant Prostate Cancer. Life (Basel) 2021 Vol. 11 Issue 7 Accession 

Number: 34357036 PMCID: PMC8307979 DOI: 10.3390/life11070664 

 

Das Ziel der hier vorliegenden Studie war es, die Assoziation der CTC-Zahl mit 

Entzündungsmarkern (IL-6 und IL-8) und Biomarkern (DKK-1, sHER2, CD44) bei 

Patienten mit metastasiertem kastrationsresistentem Prostatakarzinom (mCPRC) als 

Bestandteil des Therapiemonitorings zu prüfen. Darüber hinaus wurde die Sensitivität und 

Spezifität der CTC-Detektion zwischen dem CellCollector und dem CellSearch-System 

verglichen. 

Insgesamt wurden 28 Patienten (12 mCRPC-Patienten und 16 PCa-l Patienten) 

eingeschlossen. Das Durchschnittsalter der mCRPC-Patienten betrug 68,5 Jahre und 63 

Jahre bei den PCa-l Patienten. Der Gleason-Score zwischen den PCa-l und mCRPC-

Patienten war signifikant unterschiedlich (p < 0,0001). Zehn Patienten (83,3 %) der mCRPC-

Gruppe erhielten Docetaxel als Erstlinienbehandlung und drei (25 %) erhielten Cabazitaxel 

(ein Patient wechselte im Studienzeitraum von Docetaxtel zu Cabazitaxel). 14 PCa-l 

Patienten (82,2 %) wurden mit einer RP und zwei (11,8 %) wurden mit HIFU behandelt. 

Weitere demographische Daten sind in der Tabelle 1, Originalarbeit 3 zusammengefasst.  

Im Analysezeitraum hatten die mCRPC-Patienten acht Visiten innerhalb eines Jahres (Visite 

1-6: 1.-6. Mo., Visite 7-8: 8. Mo., 12. Mo.). Die PCa-l Patienten hatten innerhalb eines Jahres 

drei Visiten (Visite 1: vor RP, Visite 2: 6 Mo. nach RP, Visite 3: 12 Mo nach RP).  

Die CTC-Isolierung erfolgte mit dem CellSearch-System (CTC_CS) und dem CellCollector 

(CTC_CC) zu den oben genannten Zeiten. In diesem Zusammenhang wurde ebenfalls eine 

Serumprobe für die Marker-Analyse entnommen.  

Beide CTC-Isolationstechnologien -wie zuvor beschrieben- verwenden das EpCAM-

Molekül für Anreicherung der CTCs. Ein Unterschied zwischen beiden Systemen besteht in 

der Menge des zu analysierenden Blutvolumens: das CellSearch-System benötigt 7,5 ml Blut, 

während der CellCollector ein größeres Volumen (≤ 600 ml) aufgrund der Verweildauer von 

30 min in der Cubitalvene zur Verfügung hatte.  

Die CTC-Detektionsrate bei den mCPRC-Patienten betrug 84 % mit CTC_CC und 73,5 % 

CTC_CS. Der CTC-Median unterschied sich bei den mCRPC-Patienten zwischen den 

beiden Isolationsplattformen nicht signifikant (p = 0,29). Der CTC_CC detektierte im 
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Median 4 (0–820) CTCs und das CTC_CS detektierte im Median 8,5 (0–1428) CTCs 

(Originalarbeit 3 Abb. 1a). Das CellSearch-System isolierte höhere CTC-Zahlen in der 

Gruppe der mCRPC-Patienten. Im Gegensatz dazu erreichte der CellCollector eine höhere 

Detektionsrate. In der lokalen PCa-Gruppe konnten zu allen Zeitpunkten im Median 0 CTCs 

mit beiden Systemen detektiert werden. Allerdings konnten in der PCa-l Patientengruppe 

zum Zeitpunkt der 1. Visite 0-5 CTCs vom CellCollector und 0-1 CTCs vom CellSearch-

System isoliert werden. Zu den Visiten im 6. und 12. Monate nach RP konnten 0-9 CTCs 

vom CellCollector und 0 CTCs vom CellSearch-System detektiert werden. Dies weist auf 

eine höhere Sensitivität des CellCollectors bei nichtmetastasierten PCa-Patienten im 

Vergleich zum CellSearch-System hin. Ein möglicher Grund für diese Ergebnisse sind die 

unterschiedlichen EpCAM-Antikörper der Systeme, welche eine differente Affinität zum 

EpCAM-Molekül haben können. Darüber hinaus sind die Veneneigenschaften der PCa-l 

Patienten z.T. besser für die in vivo Anwendung des CellCollector geeignet als die der 

mCRPC-Patienten. Auch wenn die Zahl der detektierten CTCs bei PCa-l Patienten gering ist 

und ihr klinischer Nutzen zurzeit unklar bleibt, wäre die genauere molekulare 

Charakterisierung der CTCs entscheidend für eine mögliche klinische Anwendung. Chen et 

al. [91] analysierten Hochrisiko-PCa Patienten ohne Metastasen und beschrieben den 

CellCollector als eine effiziente CTC-Isolationstechnologie zur Überwachung von Rezidiven 

sowie für das Therapiemonitoring in dieser Karzinomgruppe.  

In einem Vergleich von verschiedenen CTC-Isolationstechnologien (CellCollector, duales 

Fluor-EPISPOT PSA/FGF2Assay, CellSearch-System) waren die CTC-Zahlen des CellSearch-

Systems der genaueste Prädiktor für ein metastasierendes PCa (AUC von 0,76 [95 % KI 

0,631–0,908]) [92]. Die ROC-Analyse unserer mCRPC-Patientenkohorte zeigte eine AUC 

von 0,95 (95 % KI 0,83–1,0) für das CellSearch-System, was die hohe Sensitivität und 

Spezifität dieses Systems bestätigt. Der PSA-Wert, ein klassischer Marker in der blutbasierten 

Therapieüberwachung von Patienten mit fortgeschrittenem PCa, zeigte ebenfalls mit einer 

AUC von 0,90 (95 % KI 0,72–1,0) eine hohe Sensitivität und Spezifität (Originalarbeit 3, 

Abb. 4). Interessanterweise demonstrieren unsere Ergebnisse bei mCRPC-Patienten eine 

gute Korrelation zwischen dem PSA-Wert und der CTC-Zahl, welche mit dem CellSearch-

System detektiert wurde. Es ist bekannt, dass die CTC-Zahl ein prognostischer Faktor für 

das Gesamtüberleben bei mCRPC-Patienten ist, aber bisher unabhängig vom PSA-Wert [43, 

61, 82, 93]. Des Weiteren stellen auch die Kaplan-Meier-Kurven für unsere mCRPC-

Patienten mit ≥ 5 CTCs (HR = 4,6; 95 % KI 1,2-17,03 [p = 0,02]) oder einem PSA-Wert > 

53 ng/ml (HR = 4,4; 95 % KI 0,9-21 [p = 0,01]) nahezu identische Verläufe dar. Ein großer 

Vorteil der CTCs-Analysen liegt aber in der Bereitstellung von zusätzlichen 
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Charakterisierungsmöglichkeiten des Tumorgeschehen auf Protein-, mRNA- und DNA-

Ebene hinsichtlich therapierelevanter Informationen [48]. 

Wir fanden erhöhte Serumspiegel von sHER2, DKK-1, IL-6 und IL-8 bei den mCRPC-

Patienten und den PCa-l Patienten, aber keinen signifikanten Unterschied zwischen den 

Gruppen. Alle analysierten Marker sind aktiv oder passiv an der Umgehung (bypass pathway) 

der Aktivierung des Androgenrezeptors beteiligt. Die Freisetzung von Entzündungsfaktoren 

und Biomarkern in den Blutkreislauf kann die Fähigkeit von CTCs zur Interaktion 

untereinander oder mit Blutzellen beeinflussen bzw. verstärken [33]. 

Die CTC-Zahlen der mCRPC-Patienten, welche mit dem CellSearch-System bestimmt 

wurden, korrelierten signifikant mit den Serumkonzentrationen von DKK-1, sHER2 und 

dem PSA-Wert. Keine signifikanten Korrelationen konnten dagegen mit den CTC-Zahlen, 

welche der CellCollector detektierte, festgestellt werden (Originalarbeit 3, Abb. 3). 

Die mediane DKK-1 Serumkonzentration von 4625 pg/ml war bei den mCRPC-Patienten 

im Vergleich zu den PCa-l Patienten (3939 pg/ml) leicht erhöht. Diese erhöhte 

Konzentration kann auf eine mögliche Umstellung des Phänotyps auf den osteoblastischen 

Metastasierungstyp hinweisen [94]. Dabei wurde im sechsten Monat der systemischen 

Therapie ebenfalls ein medianer Konzentrationsanstieg von 112 % von DKK-1 beobachtet, 

ebenso wie ein medianer Konzentrationsanstieg von PSA (157 %), IL-6 (440 %), CTC_CS 

(200 %) und IL-8 (156 %), was mit der Unterbrechung der Docetaxel-Behandlung in der 

mCRPC-Patientengruppe übereinstimmte (Originalarbeit 3, Abb. 2). Die Verdoppelung der 

medianen CTC-Zahl deutet auf ein aktives Tumorgeschehen im Blut hin. Die medianen IL-

6 und IL-8 Konzentrationen im Serum der mCRPC-Patienten waren im Vergleich zu denen 

der PCa-l Patienten deutlich erhöht. Der Anstieg von IL-6 um 440 % im sechsten Monat der 

Therapie könnte auf EMT-assoziierte Prozesse bei der Tumorprogression hinweisen [30]. 

Das ein erhöhter IL-6 Serumspiegel mit dem Tumorstadium korreliert und einen negativen 

Einfluss auf das tumorspezifische Überleben hat, bestätigen die Ergebnisse mehrerer Studien 

[95, 96]. Die IL-8 Konzentration im Serum der mCRPC-Patienten stieg auf 156 % (Visite 6: 

6. Mo.) im Vergleich zum Ausgangswert (100 %) an. Maynard et al. berichteten, dass die 

hohe Expression von IL-8 in der Mikroumgebung des Tumors mit einem aggressiven 

Prostatakarzinom und dem Verlust des AR einhergeht [97]. Eine Analyse von IL-8 

Konzentrationen im Serum von PCa-l Patienten ergab keine Korrelation mit der 

Aggressivität des Prostatakarzinoms [98].  

Darüber hinaus zeigte die Serumkonzentration von sHER2 eine aber moderate (rs = 0,41) 

und signifikante (p < 0,001) Korrelation mit der CTC-Zahl des CellSearch-Systems. Wir 

konnten nachweisen, dass die mediane Konzentration von sHER2 in beiden Gruppen (PCa-

l, PCa-m Patienten) gleich waren. Aber der Konzentrationsbereich (0,83-16,46 ng/ml) in der 
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mCRPC-Gruppe war deutlich größer, was auf eine aktive Sekretion von sHER2 durch die 

CTCs in den Blutkreislauf hindeuten könnte. Der Markerverlauf einzelner Patienten zeigt 

einen Anstieg der sHER2-Konzentration im fünften und sechsten Monat, was mit einer 

Unterbrechung der Chemotherapie vereinbar ist. Josefsson et al. zeigten eine starke 

Korrelation zwischen der sHER2-Expression in CTCs und der HER2-Expression in 

Metastasen und betonten das Potenzial von HER2 für eine CTC-Phänotypisierung in der 

individualisierten Therapie bei PCa-m Patienten [99].  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das CellSearch-System besser für die Anreicherung 

von CTCs aus dem Blut von mCRPC-Patienten geeignet scheint als der CellCollector, ein in 

vivo CTC-Isolationssystem. Jedoch isoliert der CellCollector sensitiver CTCs in der PCa-l 

Patientengruppe. Wir identifizierten eine moderate Korrelation zwischen den CTC-Zahlen 

des CellSearch-Systems mit den Biomarkern sHER2 und DKK-1 und eine starke Korrelation 

mit dem PSA-Wert. Interessanterweise hat die CTC-Zahl von ≥ 5 Zellen und ein PSA-Wert 

> 53 ng/ml annähernd die gleiche diagnostische Genauigkeit in Bezug auf die Sensitivität 

und Spezifität für das OS bei unseren mCRPC-Patienten. Die Daten zeigen, dass es von 

entscheidender Bedeutung ist, die Forschung zu erweitern, welche sich auf die CTC-

Phänotypisierung sowie auf die Koexistenz von CTCs mit tumorassoziierten Faktoren im 

Blut konzentriert.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

49 

Originalarbeit 3  
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3.4 Strategien für die Isolierung und in vitro Kultivierung zirkulierender 

Tumorzellen bei Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom 

Theil G, Bialek J, Weiss C, Lindner F and Fornara P. Strategies for Isolating and 

Propagating Circulating Tumor Cells in Men with Metastatic Prostate Cancer. 

Diagnostics (Basel) 2022 Vol. 12 Issue 2, Accession Number: 35204587 PMCID: 

PMC8870963 DOI: 10.3390/diagnostics12020497 

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Evaluation einer PCa-

spezifischen Funktionalisierung des CellCollectors (CC-PCa), welche eine alternative 

Grundlage für die Isolation von CTCs aus dem Blut von metastasierten PCa-Patienten 

darstellen soll. In diesem Zusammenhang wurden verschiedene Isolationstechnologien, 

basierend auf physikalischen und biologischen Eigenschaften der CTCs, hinsichtlich des 

CTC-Anreicherungspotentials verglichen. Für die Isolationstechnologien, welche die 

physikalischen Eigenschaften der CTCs ausnützten, wurden der ScreenCell Kit und die Ficoll 

Dichtegradientenzentrifugation verwendet. Der EpCAM-funktionalisierte CC und der PCa-

funktionalisierte CC isolieren die CTCs, basierend auf ihren biologischen Eigenschaften. Des 

Weiteren sollte das Potential von Isolierungstechnologien auf die Möglichkeit der 

Kultivierung von CTCs aus dem Blut metastasierter PCa-Patienten geprüft werden.  

In diese prospektive Studie wurden zwei unabhängige Patientenkohorten (1. Kohorte [n = 

15], 2. Kohorte [n = 12]) von PCa-m Patienten eingeschlossen. Alle Patienten hatten ein 

histologisch und bildmorphologisch (radiologisch) bestätigtes metastasiertes PCa. Die 

demografischen Daten unterschieden sich nicht signifikant in beiden Kohorten. Das 

mediane Alter betrug 74 Jahre (Kohorte 1) und 63,5 Jahre (Kohorte 2) (p = 0,03). Bei der 

Erstdiagnose des Prostatakarzinoms hatten zwölf Patienten (80 %) in Kohorte 1 und neun 

Patienten (90 %) in Kohorte 2 einen Gleason-Score ≥ 7. Allen Patienten wurden zum 

Zeitpunkt der einmaligen studienbedingten Blutabnahme mit ADT und/oder 

Chemotherapie behandelt. Der Anteil der Patienten, bei denen bereits Knochenmetastasen 

vorlagen, betrug ≥ 86 % in Kohorte 1 und 100 % in Kohorte 2. Die lymphogene 

Metastasierung war bei 41,7 % der Patienten von Kohorte 1 und bei 50 % der Patienten von 

Kohorte 2 bekannt. Weitere klinische und pathologische Parameter der Patienten sind in 

Tabelle 1 (Originalarbeit 4) zusammengefasst.  

Für eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse und deren Diskussion wurde in jeder 

Kohorte mindestens eine CTC-Isolationstechnologie verwendet, welche basierend auf dem 

EpCAM-Signal CTCs anreichert. Das EpCAM-Signal ist, wie bereits mehrfach erwähnt, der 

einzige bisher von der FDA für die CTC-Anreicherung zugelassene Zelloberflächenmarker. 

Die Identifikation der CTCs erfolgte nach den FDA-CTC-Kriterien [46]. CTC-

Isolationsergebnisse zählten als positiv, wenn ≥ 1 CTC nachweisbar war.  
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Im ersten Teil unserer Studie wurde die PCa-spezifische Funktionalisierung des CCs 

entwickelt. Dazu gehörte die erfolgreiche immunzytologische Evaluation der dafür 

notwendigen Antikörper, welche die unterschiedlichen prostataspezifischen Proteine wie das 

prostataspezifische Antigen (PSA), das prostataspezifisches Membran Antigen (PSMA) oder 

das Prostata-Stammzell-Antigen (PSCA) detektieren. Die etablierte PCa-spezifische 

Funktionalisierung des CCs bestand aus einer Kombination von vier selektierten 

Antikörpern (anti-PSMA, anti-PSA, anti-PSCA, anti-EpCAM). Zunächst wurde das Prinzip 

der PCa-spezifischen Funktionalisierung des CCs im Vergleich zu der EpCAM-

Funktionalisierung des CCs mit Hilfe von Spiking-Experimenten (200 LNCaP-Zellen + 15 

ml gesundes Spenderblut) überprüft. Die CTC-Detektionsraten der Spiking-Experimente 

lagen für den CC-PCa bei 48 % und bei 30 % für den CC-EpCAM. In parallelen Blutproben 

der Kohorte 1 wurden der CC-PCa und der CC-EpCAM analysiert. Dabei zeigte sich, dass 

der CC-PCa in 86,7 % und der CC-EpCAM in 73,3 % der Proben CTCs detektierte. Die 

mediane CTC-Zahl von 9 (0-122) CTCs des CC-PCa war signifikant höher (p = 0,002) als 

die mediane CTC-Zahl von 3 (0-22) CTCs des CC-EpCAM. Dennoch konnte eine schwache 

Korrelation (rs = 0,37) zwischen den CTC-Zahlen der unterschiedlich funktionalisierten CC-

Systeme nachgewiesen werden. Die Differenz der isolierten CTC-Zahlen beruhte alleinig auf 

der Antikörper-Funktionalisierung der CellCollectoren. Die immunzytochemische 

Charakterisierung der CTCs war identisch und wurde von einer Person ausgewertet. Diese 

Ergebnisse bestätigen eine Heterogenität in der CTC-Population aufgrund von 

unterschiedlichen Zelloberflächenantigenen. Die in dieser Arbeit entwickelte PCa-

spezifische Funktionalisierung des CCs ermöglicht die Anreicherung von CTC-

Hybridphänotypen, welche epitheliale und mesenchymale Expressionsmuster aufweisen. 

Wie unter 1.1.4 genannt, ist EMT ein entscheidender Prozess in der Tumorprogression [100].  

Die CC-PCa isolierten CTCs mussten zusätzlich zum EpCAM-Signal und/oder PSMA, PSA, 

PSCA-Signale exprimieren. In anderen Studien lag die Detektion von PSMA-positiven CTCs 

bei fortgeschrittenen PCa-Patienten zwischen 67 % [101] und 59 % [102]. Im Rahmen dieser 

Habilitationsschrift (Originalarbeit 1) wurde die PSMA-Expression auf mRNA-Ebene in 

CTCs nur bei 14,3 % der untersuchten Blutproben von PCa-m Patienten nachgewiesen. Ein 

Grund dafür könnte sein, dass die CTC-Isolation ausschließlich über das EpCAM-Signal der 

CTCs erfolgte [79]. Nagaya et al. [102] beobachteten bei mCRPC-Patienten, dass eine 

erhöhte PSMA-Expression in CTCs mit einem schlechten Therapieansprechen, einem 

kürzeren PSA-progressionsfreiem Überleben sowie mit einem kürzeren Gesamtüberleben 

einherging. Im Gegensatz dazu zeigten die CTC-Zahlen der Kohorte 1, welche mit 

unterschiedlich funktionalisierten CC-Systemen detektiert wurden, keine signifikanten 

Unterschiede im OS. Jedoch ging das Vorhandensein von ≥ 5 CTCs, welche mit den CC-
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EpCAM isoliert wurden, mit nur 0,93 Jahren OS einher. Dagegen ging das Vorhandensein 

von ≥ 5 CTCs, welche mit dem CC-PCa isoliert wurden, mit 1,5 Jahren OS einher 

(Originalarbeit 4, Abb. 8). Es ist bekannt, dass PCa-m Patienten eine höhere Anzahl von 

CTCs sowie eine heterogene CTC-Population im Blut aufweisen, welche den Progress des 

Karzinoms fördern können [48, 103]. Dennoch ist das EpCAM-Molekül der Karzinomzellen 

ein essentieller Faktor in der Tumorgenese. Keller et al. [44] bekräftigten in ihrem Review, 

dass die biologische Funktion des EpCAM-Signals nicht nur auf die interzelluläre Adhäsion 

beschränkt ist. So sind für den Tumorprogress weitere wichtige Funktionen von Bedeutung, 

wie Zellproliferation und Krebsstammzell-Eigenschaften. Dies weist auf eine aktive Rolle 

des EpCAM-Signals bei der Metastasierung hin. Folglich ist es für die CTC-

Isolationstechnologien wichtig, dass EpCAM-Molekül nicht vollständig aus den 

Erfassungsstrategien auszuschließen. Daraus resultiert die Detektion einer möglichst 

heterogenen CTC-Population [33].  

In Kohorte 2 wurden verschiedene CTC-Isolationstechnologien auf der Grundlage der 

physikalischen CTC-Eigenschaften (Zellgröße, Zelldichte) und damit unabhängig vom CTC-

Phänotyp angewandt. Zum Vergleich der CTC-Isolationstechnologien wurde basierend auf 

den biologischen Eigenschaften, der CC-EpCAM genutzt. Die CTC-Detektionsrate des 

Ficoll-Systems mit anschließender immunzyotchemischer Charakterisierung lag bei 20 % 

(2/10). Wurde dagegen histologisch mit May-Grünwald-Giemsa (MMG) gefärbt, lag sie bei 

40 % (4/10). Die entsprechenden medianen CTC-Zahlen waren 0 (0-36 CTCs 

immunzytochemische Färbung), (0-2 CTCs MMG Färbung). Ein großer Vorteil der 

antikörperunabhängigen Plattformen ist die Isolation von Zellen ohne Antigen-Antikörper-

Bindung. Eine antikörpervermittelte Bindung an die CTCs kann die nachgeschalteten 

Analysen beeinflussen [104]. Die CTC-Detektionsrate für den SreenCell-Filter (SC) mit 

MGG-Färbung lag bei 80 % (8/10) und die mediane CTC-Zahl war 14 (1-79 CTCs). Bei 

metastasierten Mammakarzinompatientinnen [105] und Lungenkarzinompatienten [106] 

detektierte das SC-Filtersystem CTCs in vergleichbaren Bereichen. Die Isolation der CTCs 

basiert auf der Größe der Zellen CTCs (≥ 8 µm). Erythrozyten (< 8 µm) passieren die 

Filterporen. Leukozyten (7-12 µm) können zwischen die Poren gelangen, werden aber 

anhand ihrer Kernmorphologie und Größe identifiziert. Ein möglicher Nachteil dieses 

Systems ist, dass es zu einer Verstopfung des Filters kommen kann und damit zum Verlust 

der Blutprobe führt. Eine Ursache dafür könnte die Bildung von kleinen Blutgerinnseln sein, 

wenn z.B. Blutproben eine hohe Konzentration von CTC-Cluster (> 8 µm) aufweisen. Im 

Vergleich zu einzelnen CTCs haben CTC-Cluster eine erhöhte Überlebenschance in der 

Blutzirkulation und eine reduzierte Apoptoseneigung, womit ein höheres metastatisches 

Potenzial erreicht werden kann [107]. Außerdem können kleinere CTCs (4-8 µm) die 
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Filterporen passieren. Damit wird die Beurteilung zur morphologischen und phänotypischen 

Heterogenität in der CTC-Population eingeschränkt [108].  

Interessanterweise erreichte CC-EpCAM den zweiten Platz bei den Detektionsraten und den 

CTC-Zahlen, was die obige Diskussion über die Rolle der EpCAM-basierten CTC-Isolierung 

bei Patienten mit fortgeschrittenem PCa bestätigt. Der CC-EpCAM detektierte in 50 % 

(5/10) und im Median 0,65 (8-6) CTCs in den Blutproben.  

Für das Wachstum von CTCs in Kultur wurden mit Ficoll (3 ml Blut) und SC-Filter-CTC-

Kultivierung (6 ml Blut) von drei mPCa-Patienten (Kohorte 2) parallel verarbeitet und 

danach analysiert. Lediglich bei einem Patienten konnten CTCs, welche mit dem Ficoll-

System erfolgreich isoliert wurden, in der Kultur wachsen. Diese Isolierungsmethode 

ermöglicht durch minimierten Scherstress der Zellen und fehlende Antikörperinteraktion 

eine schonende CTC-Anreicherung. Die kultivierungsfähigen CTCs stammen von einem 

PCa-m Patienten, welcher mit ADT behandelt wurde und sich im Progress seiner 

Erkrankung (lymphogene, ossäre Metastasierung) befand. Das erfolgreiche Wachstum der 

CTCs konnte über einen Zeitraum von drei Wochen durch die PSA-Sekretion in das 

Kulturmedium dokumentiert werden. Die PSA-Konzentration lag in einem Bereich von 0,47 

ng/ml in der ersten Woche und 0,02 ng/ml am Ende der dritten Woche (Originalarbeit 4, 

Abb. 7). Eine mögliche Erklärung für die relativ kurze Kultivierungsphase wäre, dass der 

PSA-Wert des Patienten in den nachfolgenden zwei Monaten ADT-Behandlung leicht abfiel, 

was auf die Initiierung des intrinsischen Apoptoseweges in den Tumorzellen und damit auch 

in den kultivierten CTCs zurückzuführen sein könnte. Dennoch reflektieren die 

kultivierungsfähigen CTCs bei unserem Patienten eine Dynamik im Tumorprogress zu 

einem definierten Zeitpunkt. Im Gegensatz zu den Erfahrungen von Koch et al. war die 

Kultivierung von CTCs auch bei einer geringen CTC-Zahl möglich, wenn auch nur für eine 

begrenzten Zeitraum [109].  

Mittels der ROC-Kurven-Analyse wurde die Sensitivität und Spezifität der verwendeten 

CTC-Isolationstechnologien (Kohorten 1 und 2) hinsichtlich des Gesamtüberlebens nach 24 

Monaten überprüft.  Der CTC Cut-off-Wert war 1 ≥ CTC. Die AUC-Werte der CTC-

Isolierungstechnologien lagen in einem Bereich von AUC: 0,53 bis 0,79 für 24 Monate OS 

lagen (Originalarbeit 4, Tab. 2). Interessanterweise wurden die höchsten Sensitivitäten und 

Spezifitäten vom Ficoll-System mit MGG-Färbung (AUC = 0,79) und vom SC-Filter mit 

MMG (AUC 0,73) erreicht.   

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit genutzten CTC-Isolationstechnologien 

unabhängig von den physikalischen oder biologischen CTC-Eigenschaften einen weiten 

CTC-Detektionsbereich (20–86,7 %). Die etablierte PCa-spezifische Funktionalisierung des 

CCs und das SC-Filtersystem erreichten die höchste Sensitivität in der Isolation von CTCs 
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aus dem Blut von PCa-m Patienten. Dabei zeigten das Ficoll-System und das SC-Filtersystem 

mit MGG-Färbung die höchste Sensitivität und Spezifität für das Gesamtüberleben von 24 

Monaten. In der Kaplan-Meier-Analyse waren ≥ 5 CTCs, welche mit dem CC-EpCAM 

isoliert wurden, mit dem kürzesten medianen OS von 0,93 Jahren assoziiert. Demnach ist 

das EpCAM-Molekül für die CTC-Isolierung ein wesentlicher Faktor in Bezug auf das OS 

bei PCa-m Patienten. Kultivierungsfähige CTCs, welche PSA sekretierten, konnten nur mit 

dem Ficoll-System isoliert werden. Im Vergleich hinsichtlich Kosten, Arbeitszeit und 

Anwender-Fähigkeiten der genutzten CTC-Isolationstechnologien zeigten sich ähnliche 

Anforderungen. Wir kommen zu dem Schluss, dass die am besten geeignete CTC-

Isolationstechnik nicht auf eine Eigenschaft der Zellen beschränkt sein darf. Unsere 

Ergebnisse implizieren, dass es von entscheidender Bedeutung ist, die Forschung zu 

erweitern, welche sich auf die CTC-Phänotypisierung und auf die Koexistenz von CTCs mit 

tumorassoziierten Faktoren im Blut konzentriert, um den zielgerichteten Einsatz der CTCs 

in der klinischen Routine zu ermöglichen. 
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5  Thesen 

1. Zirkulierende Tumorzellen (CTCs) als Bestandteil der „Liquid Biopsy“ stellen 

Probenmaterial zur Verfügung, welches in der individualisierten und zielgerichteten 

onkologischen Therapie benötigt wird. 

2. Die geringe CTC-Konzentration im Blut stellt eine große technische Herausforderung 

dar. Der CellCollector (CC), eine neue Technologie für die in vivo Isolation von CTCs, 

ermöglicht die Analyse eines größeren Blutvolumens (≤ 600 ml) im Vergleich zu den 

bisher bekannten CTC-Isolationstechnologien (≤ 30 ml).  

3. Die erforderliche ex vivo Eignungsprüfung des CCs zeigte in Blutproben von 

Prostatakarzinompatienten (PCa) hohe CTC-Detektionsraten (> 90,9 %). Die CTC-Zahl 

der Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom (PCa-m) bestätigte sich als 

unabhängiger prognostischer Marker für das Gesamtüberleben (OS). Keine 

prognostische Relevanz hatte die ex vivo isolierte CTC-Zahl bei Patienten mit einem 

lokalen PCa. 

4. Mittels molekularer Charakterisierung lassen sich tumorassoziierte Transkripte (EGFR, 

PSMA) in den ex vivo isolierten CTCs bei PCa-m Patienten nachweisen.  

5. Die in vivo Anwendungen des CCs demonstriert eine gute Verträglichkeit bei den    

Studienteilnehmern. Es wurden keine unerwünschten Ereignisse (AEs) oder 

schwerwiegende unerwünschte Ereignisse (SAEs) dokumentiert. 

6. Bei der in vivo CTC-Isolation war das Auftreten von ≥ 5 CTCs über den 

Untersuchungszeitraum mit einem verkürzten Gesamtüberleben (OS) von 27,5 Monaten 

assoziiert. Die CTC-Kinetik zeigt, dass Patienten mit ≥ 5 CTCs und einer steigenden 

CTC-Zahl zu jedem Untersuchungszeitpunkt das kürzeste mediane OS von 25 Monaten 

haben.  

7. Im direkten Methodenvergleich mit dem CellSearch-System erreichte der CellCollector 

eine höhere Sensitivität. Die CTC-Zahlen der beiden Systeme zeigten keine Korrelation. 

Die diagnostische Genauigkeit der in vivo Anwendung des CCs ist mit dem FDA-

geprüften CellSearch-System vergleichbar.  

8. Das CTC/PSA-Profil eröffnet die Möglichkeit einer personalisierten 

Therapieüberwachung, die dazu beitragen kann, Patienten vor unnötigen 

Nebenwirkungen als Folge einer ineffektiven Therapie zu schützen.  

 



 

93 

9. Das CellSearch-System scheint besser für CTC-Anreicherung bei Patienten mit 

metastasiertem kastrationsresistentem Prostatakarzinom (mCRPC) geeignet zu sein, 

aufgrund der höheren diagnostischen Sensitivität und Spezifität in dieser Gruppe.          

10. Die Korrelation der CTC-Zahl des CellSearch-Systems mit den Biomarkern sHER2 und 

DKK-1 in der mCRPC-Gruppe weist auf die mögliche Interaktion der CTCs 

untereinander oder mit Blutzellen hin.  

11. Die entwickelte PCa-spezifische Funktionalisierung des CCs zeigt bei metastasierten 

PCa-Patienten eine höhere Sensitivität in der CTC-Isolation im Vergleich zur EpCAM-

Funktionalisierung. Diese spezifische Funktionalisierung ermöglicht die Isolation von 

unterschiedlichen CTC-Phänotypen sowie Hybridphänotypen und kann so die 

Tumorheterogenität des Prostatakarzinoms besser reflektieren. 

12. Die vergleichende Analyse verschiedener CTC-Isolationstechnologien zeigt, dass der 

PCa-spezifisch funktionalisierte CC und das ScreenCell-Filtersystem die höchste 

Sensitivität in der Isolation von CTCs aus den Blutproben von PCa-m Patienten 

erreichen. Kultivierungsfähige CTCs, welche PSA sekretierten, konnten nur mit dem 

Ficoll-System isoliert werden. 

13. Von entscheidender Bedeutung ist es, die Forschung zu erweitern, welche sich auf die 

CTC-Phänotypisierung und auf die Koexistenz von CTCs mit tumorassoziierten 

Faktoren im Blut konzentriert, um den zielgerichteten Einsatz der CTCs in der klinischen 

Routine zu ermöglichen. 
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