Chirurgische Universitatsklinik Heidelberg

Geschéaftsfihrender Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h.c. mult. Markus W. Bichler

Abteilung flr Allgemein-, Viszeral und Transplantationschirurgie

Arztlicher Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h.c. mult. Markus W. Biichler

Prognose der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten
mit Pankreaskarzinom anhand der Quantifizierung
zirkulierender Tumorzellen im Blut

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades in der Zahnheilkunde
an der
Medizinischen Fakultdt Heidelberg
der

Ruprecht-Karls-Universitat

vorgelegt von
Wiladislav Seibold
aus

Nowosibirsk, Russland

2018



Dekan: Herr Prof. Dr. med. Claus R. Bartram

Doktorvater: Herr Prof. Dr. med. Markus Diener

Betreuer: Herr Priv.-Doz. Dr. Ulrich Bork



Fiir meine Eltern, meine Frau und meine Kinder



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ...ttt ettt e e e e et e e e e e e e s abar e e e e e e eeeeeesnsbaseeeeeseensrnanees \
AbBDIldUNGSVEIZEICANIS ... e e e e e e e e e e arre e e e e e e e enaraaeeeas Vi
TabEllENVEIZEICNNIS ...t e s e e e e sareeea Vil
R =310 1YL 0 o= USSP 1
1.1 Das PanKreaskarziNOm .......c..ooeieiieiieieste ettt st sttt e b e b ne e e 1
1.1.1 Epidemiologie UNd AtIOIOZIE ......c.cueevevieueeceiieteeetet ettt ettt ettt ete s ese s ereneas 1
1.1.2 Einteilung der PankreastUmMOreN........ccuuuiiiieiei ettt e e e e e e e e e e e nraae e 3
1.1.3 o 1 o [o T =T USSP 3
1.1.4 Lokalisation und Metastasi@rUNE ........c..uuuviiiiiee ittt e ettt s e e e e e e e nreaee s 6
1.15 Klassifikationen VON TUMOIEN ...c.eiiuiiiiiiieeieeieeteesee ettt st 7
1.1.6 Bl =T oL ST 12
1.1.7 o 0 7= o LY = N 14
1.2 [DTF= Y=g To 1) o] USSR 15
1.3 NV Yol a0 - USSR PUUR 16
1.4 Klinische Problematik ..o e 16
1.5 Disseminierte TUMOIZEIIEN.....c..cooiiiiiieeeee e e 17
1.6 Das Veridex CellSEarch SYSTEM ......c..uiiiiciiiie ettt vae e et e e e 19
1.7 TS (<] U o V=PSRN 20
2 Patienten UNd METNOTEN .......oiiiiiiiieee ettt e esnee e 21
2.1 VOrstellung der STUAIE .........eiiiieeee e e e et re e e e e e e e e e anreeee e e e e sennenes 21
2.2 Pati@NTEN ..oeiiiiiiiiiiii s 21
221 Patiente@NAUSWANT......ooiiiieee e e 21
2.2.2 o L T=T oL =T g ol =TT oY ¥ N 22
2.3 Gewinnung der Blutproben und Erfassung der zirkulierenden Tumorzellen........................ 23
2.4 Das Veridex CellSEarch SYStEM ... e ee e e e e ra e e e e e e 23
2.4.1 Das CellSearch Circulating TumMOor Cell Kit ........ooeecuiiiieeieeecieeee e 24

2.4.2 Aufbereitung der in den CellSave Preservative Tubes gelagerten Proben mit dem
CellTracks AULOPIEP SYSTEM ..cc.uiiii ittt e e e e e eae e e s eate e e e s e ebe e e e e atae e s snaeeeennseeas 25
2.4.3 Der CellTracks ANAIYZEN [l ........uueieeeeee ettt e e e e e et rre e e e e e e e nnreaaeeas 27
2.5 StatistiSChE AUSWEITUNG ....oveiiieiecee e e e e e e e e e e e e e earre e e e e e e e e annreaeeeas 29
I 3 7= =] o] Y[ TSRS 31
3.1 Ry A0 Te [T g oYo] o101 F=1 1o o USRS 31



Inhaltsverzeichnis

00 N o U

9

3.2 Die Detektionsrate von zirkulierenden TumMoOrzellen .......c..cooveveevieniininieneeeee e 33
3.3 Auswertung der prognostischen Parameter.........cocccveeiiecciiiiiee e e 36

DISKUSSION ..ttt et et sttt e e sbe e e s b e e sab e e e enbe e s be e e be e e eae e e s areesreeennreenaneas 43
4.1 Restimee der FragestellUNg ...... ..ot e e e e e e e e trre e e e e e e 43

4.2 Ist das Veridex CellSearch System ein geeignetes Verfahren zum Nachweis zirkulierender

TUMOIZEIENT ..ttt ettt et et e b e e bt e bt e s bt e s beesaeesmeesaeeemeeenteenneeaneenne 44
4.3 Diskussion der vorliegenden ErgebniSSe ......uuuiiiiiccciiiiiiee ettt 45
4.4 Die Rolle zirkulierender TUMOIZellEN ........coouie i 46
A5 AUSDIICK e s s st s 47
ZUSAMMENTASSUNE ... tiiieiiiiee e ccieee ettt e e et e e et e e e s eatae e e eateeeeebaeeesantaeaesesastaeeeaseeeesansseeesassaeesanses 48
LiteraturVerzEIChNIS . .coiieieeee ettt ettt nree 50
T oL o Tl U] o111 Y [ o TSR 55
(=] o= a1 T ) T PSPPI 56
8.1 PISONAIIEN ...t e e s e e enee e sareesreeea 56
8.2 SChUIISCNEr WEIAEEANE ......evveeeetieee ettt et e e e et e e s etr e e e s e e ata e e e sbaeeeeenbaeeesanes 56
8.3 AUSDIlAUNE & STUAIUM ....eiiiiiiiec et e e e e e e s b e e e e erataeeeeasaeeesnsneeaas 56
3R Y o =T PP P PR UPURUSPUPPURPPN 57
8.5 GrolRere FOrthildUNGEN ... ....ueie e e e e e e e e e s re e e e e e e e nnreaeeeas 57
8.6 YL =4 Yo Yol o 1 =Y o USSP 57
DT 0] - =0T oV - SUR 58



Abkirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
AJCC
BRCA2
CA19-9
CEA

Cl

CT

CTC
cTNM
DTC
DPC4
EpCAM
HR
IPMN
IQR
MCN
MRCP
MRT
(ON)
PanIN
PDAC
PFS

SD
TGF-B
TNM - Staging
UICC

Abbildung

American Joint Committee on Cancer
Breast cancer 2

Carbohydrate-Antigen 19-9
Carcino-Embryonic Antigen

Confidence interval

Computertomographie

Circulating tumor cell

Clinical Tumor, nodes, metastases - Staging
Disseminated tumor cell

Deleted in pancreatic cancer locus 4
Epithelial Cell Adhesion Molecule

Hazard Ratio

Intraductal papillary mucinous neoplasm
Interquartilsabstand

Mucinous cystic neoplasm
Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie
Magnetresonanztomographie

Overall survival

Pancreatic intraepithelial neoplasm
Pancreatic ductal adenocarcinoma
Progression-free survival

Standard deviation

Transforming growth factor beta

(primary) Tumor, nodes, metastases - Staging
Union internationale contre le cancer

\



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Progressionsmodell der PanINs

Modell der metastatischen Kaskade von Tumorzellen
CellSearch Circulating Tumor Cell Kit

CellTracks AutoPrep System

CellTracks Analyzer Il

Darstellung der als Tumorzellen in Frage kommender Objekte
durch den CellTracks Analyzer Il

Zusammenhang zwischen dem Progressionsfreien Uberleben
und dem praoperativen Nachweis von intakten zirkulierenden
Tumorzellen in der gesamten Kohorte

Zusammenhang zwischen dem Gesamtliberleben und dem
praoperativen Nachweis von intakten zirkulierenden
Tumorzellen in der gesamten Kohorte

Progressionsfreies Uberleben und der praoperative Nachweis
von intakten zirkulierenden Tumorzellen in der kurativen
Gruppe

Gesamtuberleben und der praoperative Nachweis von
intakten zirkulierenden Tumorzellen in der kurativen Gruppe
Progressionsfreies Uberleben und der praoperative Nachweis
von intakten zirkulierenden Tumorzellen in der palliativen
Gruppe

Gesamtuberleben und der praoperative Nachweis von
intakten zirkulierenden Tumorzellen in der palliativen Gruppe

Vil

17
24
26
27
28

37

38

40

40

41

42



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:

Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:

Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:
Tabelle 9:

Tabelle 10:

Tabelle 11:

Tabelle 12:

Tabelle 13:

Tabelle 14:

Ubersicht iber die wichtigsten epidemiologischen MaRzahlen

fir Bauchspeicheldriisenkrebs in Deutschland

UICC Klassifikation des Pankreaskarzinoms

UICC Stadieneinteilung des Pankreaskarzinoms

UICC Klassifikation des histopathologischen
Differenzierungsgrades

UICC Klassifikation der Lymph- und Venenbeteiligung
UICC Klassifikation von Residualtumoren

Einteilung der Zuverlassigkeit der jeweiligen Klassifikation
Prafixe des TNM Staging

Charakteristika der Studienpopulation

Abhangigkeit der Detektionsrate von zirkulierenden
Tumorzellen in der Gesamtkohorte

Univariate Analyse eventueller Zusammenhange klinisch-
pathologischer Parameter mit dem Nachweis zirkulierender
Tumorzellen

Multivariate Analyse der Risikofaktoren fiir das
progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben
innerhalb der gesamten Kohorte

Multivariate Analyse der Risikofaktoren fiir das
progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben
innerhalb der gesamten Kohorte

Multivariate Analyse der Risikofaktoren fiir das
progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben
innerhalb der kurativen Gruppe

10
10
11
11
12
32
34

35

36

39

42

VI



1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Pankreaskarzinom nimmt mit weltweit 338.000 Neuerkrankungen im Jahr
2012 [1] zurzeit die zwolfte Stelle unter den haufigsten Krebsarten ein. Dies
entspricht ca. 2% aller Krebsneuerkrankungen fiir das Jahr 2012 weltweit [2].
Aufgrund der sehr hohen Letalitit und geringen 5-Jahre-Uberlebensrate [3] war
Bauchspeicheldriisenkrebs im Jahr 2012 weltweit gleichzeitig an siebter Stelle
der Krebstodesursachenstatistik [1].

Pankreaskarzinome treten dabei besonders gehduft in den westlichen
Industrienationen auf [3]. Die hochste Anzahl an Neuerkrankungen 2012 war
dabei in Nord Amerika und die niedrigste im Mittleren Afrika festgestellt
worden [2]. In Europa war Bauchspeicheldriisenkrebs 2012 mit ca. 104.000
Neuerkrankungen an achter Stelle der haufigsten Krebsarten [2]. Die Mortalitat
und Inzidenz sind beim Pankreaskarzinom aufgrund der ungiinstigen Prognose
nahezu identisch [4].

In Deutschland wurden 2012 16.451 Neuerkrankungen mit
Bauchspeicheldriisenkrebs diagnostiziert was 7,86 Fallen pro 100.000
Einwohner entsprach, damit befindet sich Deutschland was das
Erkrankungsrisiko angeht europaweit im oberen Mittelfeld [2]. Die
altersstandardisierten Neuerkrankungs- und Sterberaten sind in Deutschland
seit Ende der 1990er Jahre vor allem bei den Frauen leicht gestiegen, und auch
die absoluten Fallzahlen steigen aufgrund einer immer alter werdenden
Bevolkerung stetig an [4]. Im Schnitt werden Manner mit 71 Jahren und Frauen
mit 75 Jahren mit Bauchspeicheldriisenkrebs diagnostiziert [5].
Pankreaskarzinome werden aufgrund keiner oder nur unspezifischer
Symptome oft erst spat erkannt, was sich entsprechend negativ auf die 5-
Jahres-Uberlebensrate auswirkt. Diese liegt in Deutschland fiir Manner bei 9%
und fiir Frauen bei 10% [4].



Tabelle 1: Ubersicht iiber die wichtigsten epidemiologischen MaRzahlen fiir

Bauchspeicheldriisenkrebs in Deutschland [4]

Inzidenz 2013 2014 Prognose fiir 2018

Manner | Frauen | Manner | Frauen Manner | Frauen
Neuerkrankungen 8.750 8.690 8.550 8.580 9.500 9.500
rohe Erkrankungsrate! 22,2 21,1 21,6 20,8 23,5 22,9
standardisierte Erkrankungsrate? 14,5 10,7 13,9 10,4 14,4 11,1
mittleres Erkrankungsalter 72 75 72 75
Mortalitat 2013 2014 2015

Manner | Frauen | Manner | Frauen Manner | Frauen
Sterbefalle 8.273 8.328 8.231 8.384 8.497 8.659
rohe Sterberate?! 21,0 20,2 20,7 20,3 21,2 20,9
standardisierte Sterberate™? 13,4 9,7 13,0 9,5 13,2 9,8
mittleres Sterbealter® 73 77 73 77 73 77
1 je 100.000 Personen 2 altersstandardisiert nach alter Europabevolkerung 3 Median
Pravalenz und Uberlebensraten 5 Jahre 10 Jahre

Manner | Frauen Manner | Frauen

Pravalenz 8.900 8.800 10.900 11.000
absolute Uberlebensrate (2013-2014)* 8 (7-10) | 9(7-12) 5 (4-8) 6 (5-8)
relative Uberlebensrate (2013-2014)* 9(8-12) | 10(7-14) | 8(6-11) 8 (6-11)

4in Prozent (niedrigster und hochster Wert der einbezogenen Bundeslander)

Als einer der gesicherten Risikofaktoren gilt neben hoherem Alter vor allem das
Tabakrauchen, wobei auch Passivrauchen eine Rolle spielt [3].
Essensgewohnheiten scheinen von geringerer Bedeutung als bei anderen
Tumoren des Gastrointestinaltraktes zu sein, dennoch haben auch beim
Pankreaskarzinom eine ausgeglichene Ernahrung mit viel Obst und Gemise,
sowie eine angemessene Kalorienzufuhr, welche sowohl durch Erndahrung als
auch durch Sport geregelt werden kann, sich positiv auf das Risiko einen
Pankreastumor zu entwickeln ausgewirkt [3, 6]. Entsprechend negativ ist
dagegen starkes Ubergewicht (Adipositas), sowie Diabetes mellitus Typ 2.
Zudem scheint auch ein UbermaRiger Alkoholkonsum die Entstehung des
Tumors zu beginstigen. Ein weiterer Risikofaktor ist eine langjahrige
Entziindung der Bauchspeicheldrise, die Pankreatitis, welche oftmals ebenfalls
durch langjahrigen Alkoholabusus hervorgerufen oder auch vererbt werden
kann [3, 4]. Auch Verwandte ersten Grades von Patienten mit einem
Bauchspeicheldriisentumor haben ein erhohtes Risiko selbst zu erkranken,
inwieweit dafiir ein ahnlicher Lebensstil und Umweltfaktoren oder gemeinsame
Erbanlagen verantwortlich sind, ist allerdings noch nicht geklart [4]. Des
Weiteren flihren seltene genetisch bedingte Krebssyndrome wie z.B. das



Hereditdre non-polypdse kolorektale Karzinom, oder auch Lynch-Syndrom
genannt, auch beim Pankreaskarzinom zu einem erhohten Erkrankungsrisiko
[7]. Ebenfalls nachteilig scheinen die Auswirkungen von beruflich bedingten
Schadstoffbelastungen wie den chemischen Kanzerogenen Naphthylamin,
Benzidin und Nitrosaminen zu sein [8].

1.1.2 Einteilung der Pankreastumoren

Pankreastumoren werden je nach Ursprungsgewebe und dem Grad der
Bosartigkeit in mehrere Arten unterteilt. Die beiden Uberkategorien bilden
dabei die exokrinen und endokrinen Pankreastumoren. Die mit groRem
Abstand haufigste Art ist das duktale Adenokarzinom (englisch PDAC fiir
Pancreatic Ductal Adenocarcinoma) welches aus dem exokrinen Anteil des
Pankreas hervorgeht und lber 90% aller diagnostizierten Pankreastumoren
ausmacht [9].

Weitere seltenere Tumoren des exokrinen Pankreas sind die Intraduktal
papillar-muzindse Neoplasie (IPMN) [10], das Azinuszellkarzinom, das serose
Zystadenom, [11] der Muzinds zystische Tumor und andere [12].

Des Weiteren werden auch bei dem endokrinen Anteil des Pankreas mehrere
Tumorarten unterschieden. Diese sind ebenfalls recht selten, ihre Pravalenz
wird auf ca. 1/100.000 geschéatzt. Die neuroendokrinen Tumoren des Pankreas
kann man in eine funktionell aktive und eine funktionell inaktive Gruppe
einteilen. Die funktionell aktiven machen dabei ca. 60% aus und werden nach
den Hormonen benannt, welche sie unkontrolliert ausschitten, so z.B.
Insulinome, Gastrinome und Glucagonome [13]. Diese kdonnen durch ihre
Hormonproduktion zu charakteristischen Syndromen wie z.B. dem Zollinger-
Ellison Syndrom fiihren [14]. Die funktionell inaktiven Tumoren des endokrinen
Pankreas dagegen schiitten keine Hormone aus und flihren daher auch zu
keiner hormonellen Symptomatik mit entsprechenden Syndromen [13].

1.1.3 Pathogenese

Die Pathogenese des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas ist noch nicht
vollstandig geklart und weiterhin Gegenstand der Forschung. Soweit bekannt
handelt es sich um eine in ihrer Reihenfolge relativ festgelegte Ansammlung
von Mutationen welche sowohl zur Aktivierung bestimmter Onkogene als auch
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zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen fihrt. Einer der ersten wichtigen
Schritte auf dem Weg von gesundem exokrinen Pankreasgewebe zum PDAC ist
dabei die Mutation im K-RAS Protoonkogen [15]. K-RAS gehort zur RAS Familie
der GTP-bindenden Proteine welche Uber mehrere Signalkaskaden an der
Regulierung von unter anderem Wachstum, Differenzierung und Uberleben
einer Zelle beteiligt sind [16]. Als ndachstes kommt es zur Inaktivierung des p16
Tumorsuppressorgens [17] welches eine Rolle bei der Regulierung des
Zellzyklus spielt und auch mit mehreren vererbbaren Melanom-Erkrankungen
in Verbindung gebracht wird [18].

Ebenfalls meist zu Beginn der Entwicklung des Gewebes hin zum PDAC kommt
es zu Fehlfunktionen der Telomere, diese sind in der gesunden Zelle dafir
zustandig, dass nur eine begrenzte Anzahl von Zellteilungen pro Zelle moglich
ist, und es in der Zelle danach entweder zur Apoptose oder Seneszenz kommt
[8]. Interessanterweise wird das Uberleben von Zellen mit einer Telomer-
Fehlfunktion vor allem durch den Verlust des p53-Tumorsuppressorgens
unterstitzt, zu dessen Verlust es normalerweise erst spater in der Entwicklung
des PDAC kommt [8, 19].

Das p53 Tumorsuppressorgen schitzt den Organismus vor einer Vielzahl von
genotoxischen und anderen &duBeren Einflissen indem es bei zu stark
verkiirzten Telomeren einer Zelle und damit verbundener Instabilitdt des
Genoms aktiviert wird und zur Apoptose oder Seneszenz fiihrt [19]. Neben
Mutationen am Chromosom 17p (auf welchem sich das Gen fiir den Aufbau
von p53 befindet) werden in weit fortgeschrittenen Neoplasien des Pankreas
vor allem noch Mutationen auf dem Chromosom 18 ¢ (auf diesem befindet sich
das Gen fir DPC4, auch als SMAD4 bekannt) und eine biallellische Inaktivierung
des BRCA2 gefunden. DPC4/SMAD4 und BRCA2 sind beides
Tumorsuppressorgene [15]. SMAD4 gehort zur Familie der SMAD-Proteine und
spielt vor allem eine zentrale Rolle bei der Signaltransduktion des TGF-
Signalwegs welcher unter anderem die Proliferation, Differenzierung, Mobilitat
und die Apoptose von Zellen beeinflusst [20]. BRCA2 (Breast cancer 2) ist
ebenfalls ein Protein und fir die Reparatur der DNA, insbesondere durch
homologe Rekombination von Doppelstrangbriichen, zustandig [21]. Wie der
Name schon sagt wird es vor allem mit Brustkrebs, aber auch anderen
Krebsarten in Verbindung gebracht [22].



Die Entwicklung von Pankreaskarzinomen kann auch histologisch nachverfolgt
werden und wird momentan in zwei Arten eingeteilt. Sie lduft einerseits liber
die Zwischenstufen PanIN 1 bis 3 (fir Pancreatic intraepithelial neoplasm) ab,
wobei die Anzahl der Mutationen und die Entartung des Gewebes von 1 bis 3
immer weiter zunehmen, bis es am Ende schlieRlich zum invasiven PDAC
kommt. Die Entwicklung beginnt mit der Uberexpression der Her-2/neu und
Punktmutationen innerhalb der K-ras Gene. Spater findet die Inaktivierung des
Tumorsuppressorgens pl6 und zum Schluss die Inaktivierung der Gene p53,
DPC4 und BRCA2 statt [15].

< .v~;:// A

— Normal — F PanIN-1A 4— PanIN-1B o — PanIN-2

<«—— Her-2/ney —» = pl6
K-ras

Abbildung 1: Progressionsmodell der PaniNs [15]

Die Pravalenz von PanINs steigt mit dem Alter der Patienten an, ca. 30% der
dlteren Bevolkerung weisen solche leichten bis mittelgradigen Veranderungen
der Pankreaszellen auf. Auf der anderen Seite sind zudem sogenannte IPMNs
(fir Intraductal papillary mucinous neoplasm) und MCNs (fir Mucinous cystic
neoplasm) bekannt, welche ebenfalls Vorstufen von PDACs bilden. Diese haben
eine andere histologische Struktur und kommen seltener vor als PanINs, mit
welchen sie sowohl gemeinsame als auch unterschiedliche Mutationen
aufweisen. Die Beziehungen dieser Vorstufen und ihre genauen Zellurspriinge
werden momentan noch erforscht [8].



1.1.4 Lokalisation und Metastasierung

Die exokrinen Tumoren des Pankreas, deren Hauptanteil das duktale
Adenokarzinom ausmacht, entstammen dem exokrinen Teil des Pankreas und
zwar zu 75% dem Pankreaskopf, zu 15-20% dem Pankreaskorpus und zu 5-10%
dem Pankreasschwanz [23]. Die PanINs entstehen dabei normalerweise aus
dem Gangepithel und den Azinuszellen der kleineren (<5mm) Gange des
Pankreas, wahrend die IPMNs dem Hauptgang des Pankreas, dem Ductus
pancreaticus, oder einem seiner Aste entstammen. Die MCNs schlieRlich
kommen ebenfalls in den kleineren Gangen des Pankreas und zwar vor allem
bei Frauen vor [24]. Die neuroendokrinen Tumoren des Pankreas, welche ca. 1-
2% aller Pankreastumoren ausmachen, entstammen den sogenannten
Langerhans-Inseln des Pankreas [25].

Unter Metastasierung versteht man das Ubergreifen von Krebs von einem
Organ auf ein anderes, die auf diese Weise neu entstandenen Lokalisationen
des Primartumors werden Metastasen oder Sekundartumoren genannt [26].
Die Vorgange der Metastasierung sind im Vergleich zu anderen Gebieten der
Karzinomforschung relativ unbekannt trotz intensiver Forschung, was paradox
anmutet, wenn man bedenkt, dass die Mehrzahl der Todesopfer von soliden
Tumoren auf die Metastasen zurickzufiihren sind und nur ein geringer Anteil
auf die Ausbreitung eines groflen Primartumors in die unmittelbar
angrenzenden Organe. Damit Metastasen entstehen konnen missen die
Krebszellen eine Vielzahl von Schritten erfolgreich absolvieren, dazu gehoéren
das Auflosen der Zell-Zell-Verbindungen verbunden mit dem Ausbrechen aus
dem Gewebe des Primartumors, das Eindringen in ein Gefallbett
(lymphatisches oder die Blutbahn), das Uberleben im Kérperkreislauf des Wirts,
die Extravaskularisation aus dem GefaRsystem und die erfolgreiche Adaptation
im neuen Gewebe [27]. Aufgrund der hohen Anzahl an nétigen Mutationen fiir
die erfolgreiche Uberwindung all dieser Barrieren, wird die Metastasierung
Ublicherweise als ein recht spat auftretendes Ereignis in der Entwicklung eines
Tumors angesehen [28].

Zum Todeszeitpunkt kénnen bei bis zu 90% der an einem Pankreastumor
erkrankten Patienten Metastasen nachgewiesen werden. Die Patienten bei
denen Metastasen nachgewiesen werden konnen, haben Ublicherweise
Hunderte bis gar Tausende von Metastasen in ihrem Korper, wobei dafir die
Inaktivierung von SMAD4 die wichtigste Rolle zu spielen scheint. Patienten mit
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gar keinen oder nur wenigen Metastasen (bis maximal 10) zum Todeszeitpunkt
weisen dagegen meist intakte SMAD4 Proteine auf. Die Krebszellen der
Metastasen differenzieren sich dabei auch nach dem Vorgang der
Metastasierung in den neuen Geweben immer weiter, sodass eine grolSe
Vielfalt an Zellen mit sowohl den urspriinglichen Mutationen der PanINs als
auch vollig neuen Mutationen entsteht [27]. Pankreastumoren entwickeln sehr
oft sowohl hamatogene als auch lymphogene Metastasen. Das haufigste Ziel
der hamatogenen Metastasen ist die Leber. Auch die Metastasierung in die
angrenzenden Lymphknoten, das Peritoneum, und die Lunge werden haufig
beobachtet. Zudem infiltrieren Pankreastumoren aber auch oft per
continuitatem benachbarte Organe wie Duodenum, Milz und die angrenzenden
Lymphknoten & Lymph- sowie BlutgefalRe [8, 27].

1.1.5 Klassifikationen von Tumoren

Eine einheitliche Klassifikation von Tumoren bietet vielerlei Vorteile. So hilft sie
dabei sich tber die Ausdehnung der Krebserkrankung eines Patienten weltweit
verstandigen zu konnen und dient als Grundlage fir die weitere Prognose und
individuelle Therapieplanung fiir einen Patienten. Zudem kann sie auch genutzt
werden um auf internationaler Ebene Vergleiche zwischen unterschiedlichen
Studien und Behandlungsmethoden ziehen zu kénnen und unterstitzt somit
die Krebsforschung.

Die Klassifikation der UICC (Union internationale contre le cancer) ist eine der
international verbreitetsten Tumorklassifikationen und existiert seit den
vierziger Jahren des 20. Jahrhunderts. Sie wurde seitdem immer wieder
aktualisiert, zuletzt im Jahr 2017. Diese Klassifikation basiert auf dem TNM
System, einer Arbeit des franzdsischen Professors Pierre Denoix. Dieser
entwickelte zwischen 1943 und 1952 mit dem TNM System eine Moglichkeit
die Ausbreitung der meisten soliden Tumoren im Korper schnell und
Ubersichtlich zu beschreiben. TNM ist dabei eine Abkiirzung der drei
entscheidenden Faktoren dieser Klassifikation:

- die GroRe und Ausdehnung des Primartumors (tumor)

- den eventuellen Befall von Lymphknoten (nodes)

- die eventuell vorhandene Streuung des Primartumors in Form von
Metastasen (metastases) [29]



Neben der UICC Klassifikation gibt es noch weitere verbreitete Einteilungen
welchen jedoch ebenfalls das TNM Staging zu Grunde liegt. Dazu gehoren die
Klassifikation der JPS (Japan Pancreas Society), der FIGO (International
Federation of Gynecology and Obstetrics) und dem AJCC (American Joint
Committee on Cancer). Letztere wurde mit der Einteilung der UICC 1987 zu
einer Klassifikation zusammengefasst [30, 29].

Die derzeit gultige Einteilung der UICC flr Pankreaskarzinome sieht
folgendermalien aus:

Tabelle 2: UICC Klassifikation des Pankreaskarzinoms [29]

T - Primartumor

X Keine Beurteilung des Primartumors moglich

TO Kein Primartumor nachweisbar

Tis Carcinoma in situ. Tumorzellen innerhalb des Pankreas
nachweisbar, die Basallamina ist noch intakt

T1 Tumor nur innerhalb des Pankreas und nicht grofRer als 2cm
im Durchmesser

T2 Tumor nur innerhalb des Pankreas und grofSer als 2cm im
Durchmesser

T3 Ausbreitung des Tumors auBerhalb des Pankreas, jedoch noch
keine Beteiligung grofSer Blutgefalle

T4 Ausbreitung des Tumors aulSerhalb des Pankreas, mit
Beteiligung groBer BlutgefaRe

N — Lymphknoten

NX Keine Beurteilung der Lymphknoten moglich

NO Kein Anhalt fir regiondare Lymphknotenmetastasen

N1 Regionare Lymphknotenmetastasen nachweisbar

M - Metastasen

MX Keine Beurteilung von Fernmetastasen moglich
MO Kein Anhalt fir Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen nachweisbar




Mit den aus der TNM Klassifizierung gewonnenen Daten lassen sich Patienten

mit malignen Pankreastumoren in einzelne Stadien einteilen, aus welchen sich

wiederum Riuickschliisse auf die individuellen Prognosen und Therapien ziehen

lassen.

Tabelle 3: UICC Stadieneinteilung des Pankreaskarzinoms [29]

UICC Stadium | TNM Klassifikation | Erlauterungen

0 Tis NO MO Carcinoma in situ. Tumorzellen
innerhalb des Pankreas nachweisbar, die
Basallamina ist noch intakt

A T1 NO MO Tumor nur innerhalb des Pankreas und
nicht groBer als 2cm im Durchmesser

IB T2 NO MO | Tumor nur innerhalb des Pankreas und
grofBer als 2cm im Durchmesser

A T3 NO MO Ausbreitung des Tumors aulBerhalb des
Pankreas, jedoch noch keine Beteiligung
groRer BlutgefalRe

1IB T1-3 | N1 MO Ausbreitung des Tumors innerhalb oder
auBerhalb des Pankreas, ohne
Beteiligung grofSer Blutgefalle. Sowie
Befall der regiondaren Lymphknoten.

1] T4 NO-1 | MO Ausbreitung des Tumors auBerhalb des
Pankreas, mit Beteiligung groRer
BlutgefalRe. Befall der regionaren
Lymphknoten moglich

\Y; T1-4 | NO-1 | M1 Fernmetastasen nachweisbar, meist in

der Leber, Lunge oder der
Peritonealhdhle




Neben diesen Hauptfaktoren gibt es noch einige weitere Kriterien nach denen
Pankreaskarzinome  klassifiziert ~werden  kénnen. So gibt eine
histopathologische Untersuchung der Tumorzellen Auskunft Uber den
Differenzierungsgrad des Tumors und damit wichtige Hinweise Uber den
Fortschritt der Erkrankung. Dazu werden die Zellen in folgende Grade
eingeteilt:

Tabelle 4: UICC Klassifikation des histopathologischen Differenzierungsgrades
[29]

GX Keine Beurteilung des Differenzierungsgrades moglich

Gl Gut differenzierte Zellen, kaum Abweichungen zum gesunden
Pankreasgewebe

G2 Mittelgradig differenzierte Zellen, mallige Abweichungen zum
gesunden Pankreasgewebe

G3 Wenig differenzierte Zellen, Ahnlichkeiten zum gesunden
Pankreasgewebe nur noch rudimentar vorhanden

G4 Undifferenzierte Zellen, oftmals keine Ahnlichkeit mehr zum
urspriinglichen Pankreasgewebe erkennbar

Zusatzlich lasst sich der Tumor nach dem Grad des Befalls der benachbarten
Lymph- und Venensysteme genauer einteilen:

Tabelle 5: UICC Klassifikation der Lymph- und Venenbeteiligung [29]

Lymphsystembeteiligung

LO Keine Tumorzellen im Lymphsystem nachweisbar

L1 Tumorzellen im Lymphsystem nachweisbar

VenengefiBbeteiligung

VO Keine Tumorzellen in den VenengefaRen nachweisbar

Vi Tumorzellen in den VenengefalRen mikroskopisch
nachweisbar

V2 Tumorzellen in den VenengefalBen makroskopisch
nachweisbar
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Des Weiteren ist es wichtig zu wissen ob nach einer bereits erfolgten Therapie
ein Residualtumor im Patienten verblieben ist. Dieser Residualtumor kann
dabei sowohl an der Stelle des alten Tumors oder an einer anderen Stelle im
Kérper des Patienten als Folge von Metastasen auftreten. Informationen dazu
liefert folgende Einteilung:

Tabelle 6: UICC Klassifikation von Residualtumoren [29]

RX Keine Beurteilung eines eventuell vorhandenen Residualtumors
moglich

RO Kein Anhalt fiir einen Residualtumor

R1 Reisdualtumor mikroskopisch nachweisbar

R2 Reisdualtumor makroskopisch nachweisbar

Eine weitere bedeutende Einteilung betrifft die Sicherheit der jeweils
vorliegenden Klassifikation. Diese Einteilung reflektiert die jeweilige
Untersuchungsmethode und wird mit einem ,,C“ (englisch fiir ,,certainty”) und
einer entsprechenden Zahl hinten an die TNM Klassifikation angehangt:

Tabelle 7: Einteilung der Zuverlassigkeit der jeweiligen Klassifikation [29]

C1 Allgemeine klinische Untersuchung, Standard-Réntgen-
Aufnahme

C2 Spezielle Untersuchungen mit CT, MRT, Ultraschall,
endoskopische Untersuchung

C3 Chirurgisch gewonnene Informationen mit Biopsie oder
Zytologie

Cca Chirurgisch gewonnenes Gewebe, welches histopathologisch
vollstandig untersucht wurde

C5 Durch eine Autopsie gewonnenes Gewebe, welches
histopathologisch vollstandig untersucht wurde
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Weiterhin gibt es in der TNM Klassifikation noch eine Reihe von Prafixen die
zusatzliche Informationen liefern kénnen:

Tabelle 8: Prafixe des TNM Staging [29]

Klassifikation erfolgte nach einer Autopsie

Y Klassifikation erfolgte nach einer vorausgehenden Therapie

r Klassifikation erfolgte nach einem Wiederauftreten des Tumors
(Rezidiv), nach einer vorausgehenden Therapie

u Klassifikation erfolgte nach einer Ultraschalluntersuchung

Klassifikation nach einer klinischen Untersuchung (entspricht
normalerweise dem certainty Grad C1-C3)

p Klassifikation nach einer pathologischen Untersuchung
(entspricht normalerweise dem certainty Grad C4-C5)

1.1.6 Therapie

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist zur Zeit eine der am schwersten
zu therapierenden Tumorarten. Obwohl die Signalkaskaden innerhalb der
Pankreastumorzellen inzwischen relativ gut erforscht sind, konnte noch kein
wirksames Medikament entwickelt werden, welches dieses Wissen effektiv zur
Heilung des Tumors umsetzt [31]. Eine Behandlung mit kurativer Intention ist
nur in 20-30% der Falle moglich. Die kurative Standardbehandlung eines
duktalen Adenokarzinoms sieht momentan folgende Optionen vor:
Chirurgischer Eingriff, Chemotherapie, Bestrahlung und Kombination aus
Chemotherapie und Bestrahlung. Welche dieser Therapiemdglichkeiten bei
einem Patienten heute eingesetzt wird hangt vor allem vom Stadium des
Tumors und dem allgemeinen Gesundheitszustand des Patienten ab [32].

Tumore des exokrinen Pankreas wie das PDAC welche sich noch im Stadium O, |
und Il befinden, sowie PDAC Tumore im Stadium Il mit einer noch wenig
ausgepragten Beteiligung der BlutgefaRe werden als chirurgisch resektabel
bzw. potentiell resektabel eingestuft. Dies ist jedoch aufgrund der meist spaten
Diagnose nur bei jedem flinften Patienten mit einem Tumor des exokrinen
Pankreas der Fall [33]. Tumoren des endokrinen Pankreas dagegen wachsen in
der Regel langsamer und kdnnen oOfter reseziert werden [32]. Bei all diesen
Patienten ist eine moglichst komplette chirurgische Entfernung des Tumors die
Therapie der Wahl. Dies ist die zurzeit einzige Therapieoption mit einer
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realistischen Chance den Patienten langfristig von seinem Tumor zu heilen. Bei
ca. 80% der Patienten wird die Pankreaskopfresektion nach Kausch / Whipple
ausgefiihrt, einer partiellen Duodenopankreatektomie bei welcher der
Pankreaskopf, der Zwolffingerdarm, die Gallenblase, der distale Gallengang,
das Antrum des Magens und angrenzende Lymphknoten entfernt werden.
Seltener, bei Patienten mit einer groBeren Ausbreitung des Tumors, wird eine
Pankreaslinksresektion mit vollstandiger Entfernung des Pankreas und der Milz
oder eine totale Duodenopankreatektomie durchgefiihrt [33].

Zusatzlich zum chirurgischen Eingriff empfiehlt sich im UICC Stadium > |, falls
der Gesundheitszustand der Patienten es zulasst, eine Nachbehandlung mit
einer Chemotherapie mit Zytostatika wie z.B. Gemcitabin oder 5-Fluoruracil,
entweder alleine oder in Kombination mit einer Bestrahlungstherapie. Diese
adjuvante Therapie dient vor allem dazu noch eventuell vorhandene
vereinzelte Tumorzellen, welche bei der Operation nicht entfernt wurden,
abzutoten und somit ein erneutes Auftreten des Tumors zu verhindern. Bei
Patienten mit schlechterem Allgemeinzustand, bei welchen die postoperative
Regeneration absehbar langer dauern und damit die adjuvante Therapie
verzogern oder gar verhindern wiirde, sowie bei Patienten mit einem potentiell
resezierbaren Tumor kann die Chemo- / Bestrahlungstherapie auch als
sogenannte neoadjuvante Therapie bereits vor dem chirurgischen Eingriff
angewendet werden um die Tumorausdehnung praoperativ zu verkleinern [32,
33]. Die Ergebnisse im Vergleich zwischen adjuvanter und neoadjuvanter
Therapie scheinen dabei keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Heilung der Patienten aufzuweisen [34]. Palliative chirurgische Eingriffe zur
Linderung der Beschwerden des Patienten wie z.B. eine vor der Whipple-OP
stattfindende operative Sicherstellung der Durchgdngigkeit des Gallengangs
mittels eines Stents werden zurzeit kontrovers diskutiert. So fihren solche
praoperativen Eingriffe oftmals zu Komplikationen, welche unter Umstanden
die eigentliche Operation des Tumors hinauszégern oder gar verhindern
kénnen [35].

Etwa 80% der Tumoren des exokrinen Pankreas, und seltener Tumoren des
endokrinen Pankreas, sind bei ihrer Diagnose bereits zu weit entwickelt um
operativ komplett entfernt werden zu kénnen, weil sie entweder das sie
umgebende Gewebe, und dabei vor allem die groBen BlutgefdaRe, zu tief
infiltriert haben oder gar schon nachweisbare Metastasen in anderen Organen
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gebildet haben. Solche Tumoren werden in der Regel nicht mehr chirurgisch
behandelt, da dies zu keiner Erhohung der Lebenserwartung der Patienten
fuhrt [31]. Bei diesen Patienten empfiehlt sich eine Chemotherapie, eventuell
kombiniert mit einer Bestrahlungstherapie. Dabei kann jedoch in den
allermeisten Fallen keine Heilung des Tumors erzielt werden, das Ziel dieser
Therapien ist dann vor allem eine signifikante Verlangerung der Lebensdauer
[32]. Dabei galt Gemcitabin auch in diesen Fallen lange Zeit als das
Standardmedikament, welches den Patienten im Durchschnitt ca. 4 Monate
zusatzliche Lebenszeit einbringt. Neuere Studien geben jedoch Folfirinox, einer
Kombination aus den 4 Zytostatika Fluoruracil, Folinsdure (Leucovorin),
Irinotecan und Oxaliplatin den Vorzug. Folfirinox kann im Vergleich zu
Gemcitabin allein die Lebenserwartung um nochmals ca. 4 Monate steigern
und erhalt insgesamt die Lebensqualitat der Patienten, trotz hoherer Toxizitat
des Medikaments, langer auf einem hoheren Niveau da es tumorbedingte
Beschwerden wie Schmerzen und Gewichtsverlust besser zu lindern vermag
[36]. Mehrere Studien der Gastrointestinal Study Group und der Eastern
Cooperative Oncology Group haben zudem gezeigt, dass eine Chemotherapie
sowohl mit Gemcitabin als auch mit 5-Fluoruracil und weiteren Medikamenten
noch bessere Ergebnisse in Hinsicht auf die Uberlebensdauer von Patienten mit
einem fortgeschrittenen Tumor des Pankreas bietet, wenn sie mit einer
Bestrahlungstherapie kombiniert wird [37, 38].

1.1.7 Prognose

Trotz vieler neuer Erkenntnisse Uber die Pankreastumoren innerhalb der
letzten Jahrzehnte, bleibt die Prognose fiir Patienten die damit diagnostiziert
werden weiterhin sehr schlecht. Die 5 Jahres-Uberlebensrate nach
Erstdiagnose liegt momentan je nach Quelle bei 4% bis 6%, was vor allem auf
den Mangel an wirkungsvollen diagnostischen Mitteln zurlickzufiihren ist. Die
meisten Pankreastumoren werden mit den zurzeit gangigen Methoden zu spat
erkannt [31, 39]. Bei Patienten mit resezierten Pankreastumoren variiert die 5
Jahres-Uberlebensrate je nach Klinik, hat sich jedoch in den letzten Jahren
aufgrund zunehmender Erfahrung und Konzentration der chirurgischen
Eingriffe auf wenige spezialisierte Kliniken tendenziell etwas verbessert und
liegt aktuell bei ca. 20% mit einer mittleren Uberlebensdauer von 15 bis 22
Monaten [33, 40].
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1.2 Diagnostik

Die meisten Pankreastumoren, unter anderem auch das PDAC, machen sich
erst sehr spat in ihrer Entwicklung durch ausgepragte Symptome bemerkbar.
Zu diesem Zeitpunkt hat der Tumor meist bereits entweder lokal eine recht
grofle Ausdehnung erreicht oder schon Metastasen gebildet. Die meisten
dieser Symptome sind allgemein und unspezifisch, dazu gehoren vor allem
Schmerzen im Oberbauch, welche auch oft in den Ricken ausstrahlen,
Ubelkeit, Appetitlosigkeit, Gewichtsverlust und als etwas spezifischere
Symptome der schmerzlose Ikterus und eventuell Lehmfarbener Stuhlgang [5,
41]. Des Weiteren werden Pankreastumoren oft von Verdauungsbeschwerden
und einem erstmaligen Auftreten des Diabetes mellitus begleitet [41].

Entsteht der Verdacht auf das Vorliegen eines Pankreastumors, sollte vor
einem chirurgischen Eingriff ein praoperatives Staging durchgefiihrt werden,
um einen Uberblick iber die Ausdehnung des Tumors, die Méglichkeit der
Resektion und eventuelle Metastasen zu bekommen. Zur Routinediagnostik
gehoren die Anamnese, die korperliche Untersuchung, die Endosonographie,
die Computertomographie und die Magnetresonanztomographie, oft in
Kombination mit einer Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie (MRCP),
die dabei entstehenden Schnittbilder haben den Vorteil, dass sie zudem auch
zum Staging des Tumors genutzt werden konnen [5]. In einigen Fallen wird
dazu auch die Positronen-Emissions-Tomographie eingesetzt [42]. Zusatzlich
kann der Pankreastumor durch die Pathologie untersucht werden. Dazu kann
entweder wahrend der Endosonographie oder durch eine Punktation der
Bauchdecke mit einer feinen Nadel eine Gewebeprobe zur Untersuchung
entnommen werden [5, 41].

Bei Bestatigung des Verdachts auf einen Pankreastumor sollte anschlieRend vor
der Operation der Tumormarker CA 19-9 bestimmt werden. Dieser dient
einerseits als ein weiterer Hinweis auf die GréRRe des Tumors und andererseits
als Kontrolle des Behandlungsverlaufs. Sein Wert fallt Gblicherweise nach der
kompletten operativen Entfernung des Tumors rapide ab, sollte jedoch spater
erneut in regelmaBigen Abstanden gemessen werden, weil sein erneuter
Anstieg einen Hinweis flr ein Wiederauftreten des Tumors liefern kann. Da
dieser Wert jedoch auch aufgrund anderer Erkrankungen erhoht sein kann, ist
er zur Primardiagnostik leider nicht geeignet [5].
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1.3 Nachsorge

Auch nach erfolgreich verlaufener Operation eines Pankreastumors sollten die
Patienten regelmaRig untersucht werden um im Falle eines Wiederauftretens
des Tumors moglichst friih behandelt werden zu kénnen. Bei den Follow-up
Untersuchungen spielen vor allem die Anamnese und der CA 19-9 Wert eine
grofle Rolle. Und auch die Erndhrung und Schmerztherapie sind fiir viele
Patienten oftmals ein wichtiges Thema. Viele Patienten brauchen nach der
Operation von aullen zugeflihrte Enzyme um die eingeschrankte Funktion der
Bauchspeicheldriise ausgleichen und die Nahrung gut verdauen zu kénnen [32].
Je nach Auspragung der beim Patienten auftretenden Schmerzen koénnen
zudem entweder Nichtopioid-Analgetika, unterschiedlich starke Opioide [43]
oder gar ein chirurgischer Eingriff zur Schmerzlinderung indiziert sein [44]. Des
Weiteren sind Patienten bei denen das komplette Pankreas entfernt wird auf
das Einnehmen von Insulin angewiesen [5].

1.4 Klinische Problematik

Wie bereits erwahnt ist eines der groflten Probleme bei der Behandlung von
Pankreastumoren die meist erst sehr spat gestellte Diagnose. Zudem ist es
schwierig nur aufgrund des UICC-Staging, welches vor allem auf
morphologischen Eigenschaften wie der Ausdehnung des Primartumors, der
Beteiligung groRerer benachbarter Blutgefdle und der Existenz von
Fernmetastasen basiert, eine zuverldssige Prognose fiir einen Patienten zu
erstellen.

Und nicht zuletzt ware es auch sehr wichtig zu wissen, ob nach der operativen
Entfernung des Primartumors noch vereinzelte Tumorzellen im Patienten
verblieben sind, welche zu einem Rezidiv fiihren kdnnten. Solche sogenannten
disseminierten Tumorzellen sind mit den zurzeit Ublichen diagnostischen
Mitteln noch nicht nachweisbar. lhre Identifikation und Elimination sind jedoch
gleichzeitig von groRter Bedeutung fiir die langfristig erfolgreiche Behandlung
des Patienten. Mit einem diagnostischen Mittel, welches diese disseminierten
Tumorzellen nachweisen kann, lieRe sich eine exaktere Prognose stellen und
die Behandlung entsprechend besser anpassen [45].
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1.5 Disseminierte Tumorzellen

Disseminierte Tumorzellen (DTCs) sind Zellen des Primartumors welche sich aus
seinem Zellverband gel6st haben und als einzelne Zellen Gber die Blut- und
LymphgefdaRe in den Korperkreislauf und weitere Organe gelangen.
Disseminierte Zellen in der Blutbahn werden auch als zirkulierende
Tumorzellen (CTCs) bezeichnet. (Mikro)Metastasen sind im Gegensatz dazu
Tumorzellen welche bereits alle Schritte der Metastasierung durchlaufen
haben, also die Blut- und Lymphbahnen bereits wieder verlassen, ein Gewebe
invadiert haben und dort eine Stromareaktion hervorgerufen haben [46, 47].

Das Vorkommen disseminierter Tumorzellen bei einem Patienten steht im
Verdacht die Prognose stark beeinflussen zu kdonnen, weil es in direktem
Zusammenhang mit der Bildung von Metastasten steht. Und wie bereits vorher
erwahnt sind es in den meisten Fallen die Metastasen, und nicht der
Primartumor an sich, welche fiir den Tod eines Patienten verantwortlich sind.
Aus diesem Grund hat man nach neuen sensibleren Methoden zum Nachweis
und zur Charakterisierung dieser Zellen gesucht, um sie in das Staging bzw. die
Diagnose einflieen lassen zu konnen [27, 47].

Priméartumor

Lymphogene Metastasierung

.

Lymphknoten Metastasen

Fernmetastasen

Abbildung 2: Modell der metastatischen Kaskade von Tumorzellen [74]

17



Die Krebszellen (in der Abbildung rot dargestellt) [6sen sich vom Primartumor
und dringen mit Hilfe unterschiedlicher Mechanismen, wie der Epithelial-
mesenchymalen Transition, in den Blutkreislauf / das lymphatische System
(LymphgefaBe und Lymphknoten) ein. Diese disseminierten Tumorzellen
konnen zu Fernmetastasen in z.B. der Leber oder Lunge fiihren. Mehr als 90%
der zirkulierenden Tumorzellen im Blutkreislauf gehen allerdings vorher
zugrunde ohne die notigen Eigenschaften erlangt zu haben, um
Fernmetastasen bilden zu kénnen. Die disseminierten Tumorzellen in den
Lymphknoten koénnen entweder Mikrometastasen bilden oder als isolierte
Tumorzellen in den Lymphknoten verbleiben. Letztere kdnnen mit Hilfe der
konventionellen HE-Farbung nicht entdeckt werden. Es besteht wahrscheinlich
eine Kommunikation zwischen dem Blutkreislauf und dem lymphatischen
System und es wird vermutet, dass CTCs im lymphatischen System ebenfalls
Fernmetastasen bilden kdnnen. Des Weiteren wird vermutet, dass Metastasen
selbst die Fahigkeit haben Tumorzellen zuriick in den Blutkreislauf zu
entsenden. Zudem besteht eine Kommunikation zu disseminierten Tumorzellen
im Knochenmark (nicht in der Abbildung 2 dargestellt), dort konnen die
Tumorzellen Gber mehrere Jahre ruhend verbleiben bevor sie eventuell wieder
in den Blutkreislauf ibergehen und Fernmetastasen bilden. Gepunktete Linien
stellen vermutete Verbindungen dar und durchgezogene Linien zeigen
etablierte und akzeptierte Mechanismen der Metastasierung [74].

Die klinische Bedeutung des Nachweises disseminierter Tumorzellen im
Knochenmark wurde bereits in friiheren Studien bestatigt [48], allerdings hat
dieses Verfahren aufgrund des mit der Entnahme der Probe verbundenen
Aufwandes und Schmerzen fiir den Patienten noch keinen Einzug in die
Routinediagnostik gefunden. Zirkulierende Tumorzellen aus der Blutbahn
konnten dagegen relativ bequem mit einer peripheren Blutprobe enthommen
werden, was die Diagnostik um ein vielfaches praxistauglicher machen wiirde.
Auf diese Weise lieRRen sich einerseits Patienten mit einem erhohten Risiko der
Metastasenbildung friihzeitig, effizient und kostengiinstig herausfiltern und
andererseits auch der Krankheitsverlauf besser verfolgen lassen. Somit konnten
entsprechende individuellere Therapiemallnahmen wie ein adjuvantes
Vorgehen frither und gezielter eingesetzt und die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit verbessert werden [47].
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Disseminierte Tumorzellen werden auch als Marker fir andere Tumorarten
untersucht. So sterben an Brustkrebs erkrankte Patienten zum Grol3teil in Folge
von Metastasen. Ein Zustand, der dhnlich wie bei Pankreaskarzinomen neue
frihzeitige und zuverlassige Diagnosemethoden verlangte. Und tatsachlich
wurde das Auftreten von CTCs bei Brustkrebs Patienten als wichtiger und
unabhingiger Marker fiir sowohl das progressionsfreie Uberleben als auch das
Gesamtiiberleben bestatigt [47, 50]. Ahnlich verhilt es sich auch bei der
Diagnostik von Prostatakrebs wo sich disseminierte Tumorzellen ebenfalls
etabliert haben [73, 81]. Fir metastasierende kolorektale Karzinome wurde die
prognostische Bedeutung von CTCs im Blutkreislauf ausfiihrlich untersucht und
bereits 2010 in einer Metaanalyse bestatigt. Und inzwischen konnten
disseminierte Tumorzellen auch fir kolorektale Karzinome in frihen Stadien als
ein wichtiger und unabhangiger prognostischer Marker nachgewiesen werden
[55]. CTCs sind also bereits bei mehreren anderen Tumorarten als ein
zuverlassiger Marker etabliert.

1.6 Das Veridex CellSearch System

Das Veridex CellSearch System der Firma Veridex LLC ist ein semiautomatisches
diagnostisches Mittel zur in vitro Entdeckung, Markierung und Aufzahlung von
zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) und weiteren Zellfragmenten epithelialen
Ursprungs im peripheren Vollblut [49]. Der Nachweis von CTCs im Blut eines
Patienten steht in Verbindung mit einem verringerten progressionsfreien
Uberleben und einem verringerten Gesamtiiberleben dessen bei kolorektalen-,
Prostata- und Mamma-Karzinomen im metastasierenden Stadium [50]. Somit
hilft das Veridex CellSearch System dem Onkologen bei der Prognose und der
Uberwachung von Krebspatienten, welche von Metastasen betroffen sein
konnten. Das Veridex CellSearch System ist dabei momentan das einzige auf
dem Markt befindliche System zur Quantifizierung von zirkulierenden
Tumorzellen in Patienten mit metastasiertem Brust-, Prostata— oder Kolorektal-
Karzinom, das von der Federal Drug Administration der USA zugelassen wurde.
Die Ergebnisse dieses semiautomatischen Systems sollten von einem
Pathologen oder einer dhnlich qualifizierten Person Uberprift werden und
dienen als Erganzung zur Routinediagnostik wie der Anamnese, korperlichen
Untersuchung oder bildgebenden Verfahren [49].
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1.7 Fragestellung

Obwohl Pankreastumoren und vor allem das duktale Adenokarzinom des
Pankreas (PDAC) seit Jahrzehnten Gegenstand intensiver Forschung sind, waren
Fortschritte hinsichtlich der Uberlebensprognose bisher selten und von
malkigem Erfolg. Man konnte in dieser Zeit viele Erkenntnisse Uiber die
komplexen Mechanismen der Pathogenese, die beteiligten Signalkaskaden und
die Vorgange der Metastasierung des PDAC gewinnen. Jedoch konnten trotz all
dieses neuen Wissens die Diagnose und Behandlung noch nicht zufrieden-
stellend optimiert werden und das PDAC bleibt weiterhin einer der
prognostisch unglinstigsten Tumoren [31]. Dabei sind vor allem die Patienten
im UICC-Stadium Il und IV mit einer schlechten Prognose assoziiert, da hier der
Tumor bereits die grofen benachbarten BlutgefalRe wie die Arteria mesenterica
superior und den Truncus coeliacus erreicht oder gar Metastasen gebildet hat.
Denn bei ihnen muss der Tumor nach momentanem Forschungsstand als
entweder nur bedingt oder gar nicht resektabel eingestuft werden. Die
komplette chirurgische Entfernung des PDAC gilt jedoch zurzeit als die einzige
Behandlungsoption mit einer realistischen Heilungsprognose, allerdings kommt
es bei der Mehrheit der Operierten immer noch zu einem Rezidiv [41].
Gleichzeitig stellen diese Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium
mit ca. 80% auch den grofiten Anteil der mit einem Pankreastumor
Diagnostizierten [31]. Es ware also wiinschenswert neue Diagnose-
moglichkeiten zu einer friihzeitigen ldentifikation von Pankreas-tumoren zu
entwickeln. Zudem stellt sich die Frage ob es neben den CTCs eventuell noch
weitere bisher nicht untersuchte Kriterien gibt welche fir die Prognose von
Bedeutung sind? Und lassen sich solche Kriterien mit dem Veridex CellSearch
System ebenfalls finden? Um diese Fragen zu beantworten ist es von
entscheidender Bedeutung das Auftreten der zirkulierenden Tumorzellen und
eventuell weiterer Parameter im Blut sowohl qualitativ als auch quantitativ
nachweisen und beurteilen zu kénnen. In der vorliegenden Arbeit sollen die
zirkulierenden Tumorzellen aus praoperativ entnommenen Blutproben von
Patienten mit einem diagnostizierten Pankreaskarzinom verglichen und
beurteilt werden. Die Analyse der CTCs fand dabei mit Hilfe des Veridex
CellSearch Systems statt. Des Weiteren sollen, zum besseren Verstandnis der
klinischen Bedeutung der CTCs und weiterer untersuchten Parameter, diese auf
ihre Korrelation mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit untersucht werden.
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2 Patienten und Methoden

2.1 Vorstellung der Studie

Die Daten fiur die vorliegende prospektive Studie wurden anhand von 190
Patienten mit Verdacht auf ein Pankreaskarzinom erhoben. Alle 190 Patienten
wurden zwischen Oktober 2009 und Oktober 2012 aufgrund eines duktalen
Adenokarzinoms in der Abteilung fir Allgemein-, Viszeral- und
Transplantationschirurgie der Chirurgischen Universitatsklinik Heidelberg
operiert. Jedem Patienten wurde praoperativ Blut enthommen und mit Hilfe
des Veridex CellSearch Systems die Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen
(CTCs) bestimmt. Die Patienten wurden im Schnitt Giber einen Zeitraum von 28
Monaten hinsichtlich sowohl eines allgemeinen Uberlebens (OS) als auch eines
Progressionsfreien Uberlebens (PFS) beobachtet.

2.2 Patienten

2.2.1 Patientenauswahl

Jeder Patientenfall wurde hinsichtlich der Behandlungsoptionen vor der
jeweiligen Operation in einem multidisziplinaren Team diskutiert. Von der
Studie ausgeschlossen wurden Patienten in fortgeschrittenen Stadien der
Erkrankung, bei welchen eine Operation mit kurativer Absicht als nicht mehr
empfehlenswert erschien (z.B. bei weit gestreuten Metastasen oder sehr
grofler Ausdehnung des Primartumors), Patienten bei welchen eine weitere
maligne Erkrankung innerhalb der letzten 5 Jahre vorlag, sowie Patienten
welche zuvor eine neoadjuvante (Bestrahlungs-)Chemotherapie bekommen
hatten.

Jeder Patient wurde flr die vor der Operation stattfindende Blutentnahme
ausfihrlich aufgeklart und das schriftliche Einverstandnis zur Verwendung fir
wissenschaftliche Zwecke eingeholt. Die Studie wurde von der zustdandigen
Ethikkomission der Universitat Heidelberg genehmigt (Antragsnummer
323/3004).
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2.2.2 Patientenscreening

Das standardisierte praoperative Screening der Patienten beinhaltete eine
korperliche Untersuchung, routinemaRige Labor Tests, einen Rontgen-Thorax
und eine Untersuchung des Abdomens mittels einer mit Kontrastmittel
durchgefiihrten Computertomographie (CT) oder einer Magnetresonanz-
tomographie (MRT) und einer Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie
(MRCP).

Bei allen Patienten wurde anschlieBend eine Laparotomie mit kurativer Absicht
durchgefiihrt. Als Kontraindikationen fir eine Tumorresektion galten eine
intraoperative Diagnose von Fernmetastasen, eine Peritonealkarzinose sowie
ein fortgeschrittener Befall (>180° des Umfangs) der Arteria mesenterica
superior und/oder des Truncus coeliacus [51]. Eine isolierte Beteiligung der
Vena mesenterica superior oder der Vena portae galt nicht als eine
Kontraindikation fiir eine Resektion [52].

Die Nachsorgeuntersuchungen wurden entweder beim den Patienten
betreuenden Onkologen oder im Europdischen Pankreas Zentrum der
Abteilung fir Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie der
Chirurgischen Universitatsklinik Heidelberg durchgefiihrt. Die Untersuchungen
beinhalteten eine klinische Untersuchung, einen Ultraschall des Abdomens und
wo sinnvoll und erforderlich eine Computertomographie und routinemaRige
Labor Tests inklusive einer Bestimmung des Tumormarkers Carbohydrate-
Antigen 19-9 (CA19-9).

Die Einteilung in die TNM Klassifikation erfolgte gemaR den Richtlinien des
American Joint Committee on Cancer [53]. Bei Patienten welche einem
explorativen oder palliativen Eingriff unterzogen wurden, wurden der
Primartumor und/oder vorhandene Metastasen histologisch bestatigt und die
TNM Klassifikation klinisch erhoben (cTNM). Die R1 Resektion wurde
entsprechend der Definition von Esposito definiert als der Abstand des Tumors
vom Resektionsrand von <1mm [54].

Eine adjuvante Therapie mit entweder 5-Fluoruracil oder Gemcitabin wurde
unabhangig vom Tumor Status allen Patienten empfohlen, deren Verfassung
eine postoperative Chemotherapie zuliels.

22



2.3 Gewinnung der Blutproben und Erfassung der zirkulierenden
Tumorzellen

Die Gewinnung der Blutproben von Patienten, welche einer Resektion des
Tumorgewebes unterzogen werden sollten, erfolgte unmittelbar vor dem
Eingriff aus dem zentralvendsen Blutkompartiment. Die Blutproben von je
mindestens 7,5m| wurden nach der Entnahme in CellSave Preservative Tubes
(CellSave, Veridex LLC, NJ, USA) umgefillt, welche stabilisierende Faktoren fir
die Konservierung der zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) enthalten. Die
Blutproben wurden bei Raumtemperatur aufbewahrt und die Separierung der
zirkulierenden Tumorzellen erfolgte der Herstelleranweisung entsprechend mit
dem CellTracks Autoprep System (Veridex LLC).

Die halbautomatische Analyse der Blutproben mit Hilfe des CellTracks Analyzer
Il Systems wurde von zwei speziell geschulten und fiir die Patientendaten
verblindeten Mitarbeitern voneinander unabhangig fir jeden Patienten
durchgefiihrt. Da die Anzahl von zirkulierenden Tumorzellen in gesunden
Probanden bereits ausgiebig untersucht wurde [55, 56] und die Ergebnisse sich
stets der Zahl null annadherten, wurde fiir diese Studie keine direkte
Kontrollgruppe aufgestellt. Als Grenze fir einen positiven Test auf zirkulierende
Tumorzellen wurde im Einklang mit anderen Studien welche sich der
Untersuchung von CTCs in Frihstadien von Tumoren widmeten der Wert von
>1 CTC pro 7.5ml Blut genommen [55].

2.4 Das Veridex CellSearch System

Das von der amerikanischen Firma Veridex LLC entwickelte Veridex CellSearch
System ermoglicht die Identifikation und quantitative Bestimmung von
zirkulierenden Tumorzellen epithelialen Ursprungs im Vollblut. Das System
besteht aus den folgenden Komponenten:

- CellSearch Circulating Tumor Cell Kit
- CellSave Preservative Tubes

- CellTracks AutoPrep System

- CellTracks MagNest

- CellTracks Analyzer I
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2.4.1 Das CellSearch Circulating Tumor Cell Kit

Das CellSearch Circulating Tumor Cell Kit dient der Anreicherung und
Identifikation von zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) epithelialen Ursprungs im
entnommenen Vollblut.

Erreicht wird dies mit Hilfe von verschiedenen Reagenzien: Ein Anti-EpCAM
Ferrofluidreagenz, mit an mikroskopische Eisenpartikel (sogenannte
Ferrofluide) gebundenen Antikdrpern. Diese Kombination von Antikérpern und
Ferrofluiden bindet sehr spezifisch an das von den zirkulierenden Tumorzellen
exprimierte Epithelzellen-Adhdsionsmolekiil-Antigen (Epithelial Cell Adhesion
Molecule = EpCAM). Dadurch wird ein selektives Aussortieren und die
immunomagnetische Anreicherung der CTCs ermoglicht.

Abbildung 3: CellSearch Circulating Tumor Cell Kit

(Abbildung aus: https://www.cellsearchctc.com/product-systems-overview/cellsearch-ctc-kit, Zugriff
am 04.05.2017)

Neben dem Anti-EpCAM Ferrofluidreagenz enthalt das Kit 4‘,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) zur Anfarbung der Zellkerne und die immunofluoreszenten
Antikorper, Anti-CD45-Allophykocyanin (APC) und Anti-CK-Phycoerythrin (CK-
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PE) zum Anfarben von Leukocyten bzw. der fiir Epithelzellen charakteristischen
intrazellularen Zytokeratintypen 8, 18 und 19.

Des Weiteren sind im CellSearch Circulating Tumor Cell Kit ein Abfangreagenz
(capture enhancement reagent), welches durch eine kontrollierte Aggregation
der Ferrofluide die Abfangrate der CTCs erhoht, und drei unterschiedliche
Puffer enthalten. Die Puffer dienen dazu die Zellmembran fiir die fluoreszenten
Farbereagenzien permeabel zu machen, die Zellen fur die Identifikation zu
fixieren und die Proben zu reinigen [57].

2.4.2 Aufbereitung der in den CellSave Preservative Tubes gelagerten Proben
mit dem CellTracks AutoPrep System

Das CellTracks AutoPrep System ist ein semi-automatisch funktionierendes
Gerat zur automatischen und standardisierten Aufbereitung der Blutproben.

Das CellSearch Circulating Kit enthalt 15ml groBe konische Réhrchen in welche
zunachst die sich in den CellSave Preservative Tubes befindlichen 7,5ml Vollblut
umgefullt werden. Daraufhin werden zudem 6,5ml eines Dilutionspuffer
hinzugefligt, die konischen Réhrchen verschlossen und das Vollblut mit dem
Dilutionspuffer durch flinfmaliges Umwenden vermischt.

Als Nachstes wird das Gemisch fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur mit
800facher g-Kraft bei abgeschalteter Bremse zentrifugiert. AnschliefSend sollten
die Proben innerhalb einer Stunde in das CellTracks AutoPrep System eingelegt
werden. Das CellTracks AutoPrep System Ubernimmt anschlieBend das
Hinzufligen der restlichen Reagenzien, das Durchmischen und die Inkubation
der Proben, sowie alle Aspirationsvorgange.

Als erstes wird dabei der sich nach der Zentrifugation gebildete Uberstand von
Plasma und Dilutionspuffer aspiriert. Danach wird das Anti-EpCAM
Ferrofluidreagenz, das Abfangreagenz und der Dilutionspuffer hinzugefiigt.
Daraufhin fuhrt das CellTracks AutoPrep System die magnetische Inkubation
und Separation der Proben durch. Die Proben werden dabei einem starken
magnetischen Feld ausgesetzt, was zum Absetzen der immunomagnetisch
markierten Zellen (CTCs) an den Wanden der Rohrchen fihrt, wahrend
ungebundene Zellen und das restliche Plasma aspiriert werden. Als Nachstes
wird das magnetische Feld wieder abgeschaltet und die verbliebenen mit dem

25



Ferrofluidreagenz markierten Zellen in etwas Pufferlosung gelost. Nun werden
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), Anti-CD45-Allophykocyanin (APC) und Anti-
CK-Phycoerythrin (CK-PE), sowie ein Permeabilisationspuffer in die Rohrchen
gegeben. Dieser ermoglicht es den drei fluoreszenten Anfarbereagenzien in die
immunomagnetisch markierten Zellen einzudringen. Nach der Inkubation
dieser Reagenzien wird das magnetische Feld erneut aktiviert und unge-
bundene Anfarbereagenzien aspiriert, sowie ein Zellfixiermittel hinzugegeben.

Wahrend all dieser Schritte wird die anfanglich aus 7,5ml Vollblut bestehnde
Probe auf ca. 300ul reduziert. Die Probe mit den nun isolierten und immuno-
magnetisch angefarbten Zellen und Zellfragmenten wird vom CellTracks
AutoPrep System in eine Kassette in der MagNest-Magnetvorrichtung
eingebracht und in der Zellprasentationsvorrichtung platziert. Die MagNest
konnen anschlieend entnommen werden. Wahrend einer ca. 20 minutigen
Inkubationszeit bei Dunkelheit und Raumtemperatur wandern die immuno-
magnetisch markierten Zellen und Zellfragmente aufgrund eines magnetischen
Feldes innerhalb der MagNest-Vorrichtung an die Oberflache der Kassette und
werden fir die Analyse mit Hilfe des CellTracks Analyzer Il ausgerichtet [57].

Abbildung 4: CellTracks AutoPrep System

(Abbildung modifiziert aus:
http://mms.businesswire.com/bwapps/mediaserver/ViewMedia?mgid=177162&vid=5&download=1,
Zugriff am 04.05.2017)
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2.4.3 Der CellTracks Analyzer Il

Die Analyse der Blutproben und damit verbundene Zahlung der zirkulierenden
Tumorzellen (CTCs) erfolgt mit Hilfe des CellTracks Analyzer Il, bei welchem es
sich um ein semi-automatisches Fluoreszenzmikroskop handelt, und einen
speziellen Computer mit installierter CellTracks Software.

feelltracks

O IMMUNICON

Abbildung 5: CellTracks Analyzer Il

(Abbildung aus: http://hs-design.com/news/top-medical-innovation-for-2009, Zugriff am 04.05.2017)

Der CellTracks Analyzer Il verfligt Uber vier Filter um die zuvor fluoreszent
markierten, immunomagnetisch selektierten und ausgerichteten Zellen und
Zellfragmente zu zahlen. Das semiautomatische Mikroskop scannt nach dem
Einlegen der MagNest insgesamt vier Mal die gesamte Oberflache
einschlielllich der Rander der MagNest Kassette. Nach dem Scanvorgang
werden die Bilder aller vier Filter kombiniert, vom Computer hinsichtlich zuvor
definierter Parameter ausgewertet und aufgenommene Bilder von Objekten
welche als zirkulierende Tumorzellen in Frage kommen automatisch in einer
Tabelle dem Anwender dargestellt.

Die endgiiltige Beurteilung und Klassifikation der Zellen und Zellfragmente
findet durch einen geschulten Anwender statt. In unserem Fall wurde jede
Probe von zwei Anwendern unabhangig voneinander untersucht. Positiv
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markierte Objekte wurden als Tumorzellen eingestuft, wenn sie eine runde bis
ovale Zellform und einen im Zytoplasma sichtbaren Kern besallen, sowie der
Phanotyp EpCAM+, CK+, DAPI+ und CD45- vorlag. Bei Unstimmigkeiten in der
Auswertung einzelner Objekte wurden diese erneut untersucht, bis man sich
auf eine Diagnose einigen konnte. Die Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen
wurde stets pro Probe, also 7,5ml Vollblut, bestimmt [57].

DAPIFITC CD34-FITC DAPlI CD45-APC VEGFR2-PE

Abbildung 6: Darstellung der als Tumorzellen in Frage kommender Objekte
durch den CellTracks Analyzer I

(Abbildung modifiziert aus:
https://openi.nlm.nih.gov/imgs/512/217/3554681/PMC3554681 pone.0055079.g003.png, Zugriff
am 04.05.2017)
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2.5 Statistische Auswertung

Die Studie hatte zum Ziel herauszufinden wie effektiv zirkulierende
Tumorzellen in der peripheren Blutbahn erkannt werden kénnen und welchen
Einfluss ihre Entdeckung auf die Prognose eines an einem potenziell malignen
Pankreastumor erkrankten Patienten hat.

Kategorische Daten wurden als absolute und relative Haufigkeiten dargestellt
und mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests verglichen. Kontinuierliche Daten wurden
als Median und als Intervall dargestellt und mit Hilfe des t-Tests verglichen. Das
allgemeine Uberleben (OS) wurde definiert als der Zeitraum zwischen der
Resektion des Tumorgewebes und dem Todeszeitpunkt des Patienten,
unabhingig von der Todesursache. Das progressionsfreie Uberleben wurde
definiert als der Zeitraum zwischen der Resektion des Tumorgewebes und
entweder dem Zeitpunkt eines Wiederauftretens des Primartumors, dem
Auftreten von Metastasen oder dem Todeszeitpunkt, je nachdem was als erstes
eintrat.

Patienten bei denen die letzte Nachuntersuchung innerhalb von zwei Wochen
nach der Resektion stattgefunden hatte, wurden von der Auswertung
ausgeschlossen. Patienten die nicht mehr fir Nachuntersuchungen zur
Verfligung standen und bei denen kein Wiederauftreten des Tumors bekannt
war oder die bei der letzten Kontaktaufnahme noch am Leben waren, wurden
bis zum zuletzt bekannten Zeitpunkt ihres Zustandes in die Statistik
eingeschlossen.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeiten der Patienten wurden mit Hilfe des
Kaplan-Meier-Schitzers verglichen, sowie die nicht angepassten Uberlebens-
wahrscheinlichkeiten mit dem Log-Rang-Test geprift und die Differenzen mit
den nicht angepassten Hazard Ratios (HRs) zusammen mit 95%igen Konfidenz-
intervallen (Cls) quantifiziert. Mit Hilfe von multivariablen Cox-Regressionen
wurden die Auswirkungen von zirkulierenden Tumorzellen fir folgende
Parameter verglichen:

- UICC-Stadium (Il gegenliber >ll)
- Das Alter des Patienten
- Das Geschlecht des Patienten
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- Prdoperativer Wert des Tumormarkers CA19-9 (<37ug/l gegenliber >37

ug/l)
- Der R Status (<2 gegeniber 2)

Zur Vermeidung von verzerrten Ergebnissen und um alle erhobenen Daten
nutzen zu konnen, wurden fehlende Informationen fiir alle Cox-Regressions-
analysen mit Hilfe multipler Imputationen extrapoliert [57,58]. Alle p-Werte
<0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Alle p-werte waren
zweiseitig. Die statistischen Analysen wurden mit der Statistik Software R
Version 3.1.2 (www.r-project.org) und STATA erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

In die vorliegende Studie wurden insgesamt 190 Patienten, bei denen ein
Verdacht auf ein Pankreaskarzinom vorlag, prospektiv aufgenommen (Tabelle
9). Die Studienpopulation setzte sich aus 112 (58,9%) Mannern und 78 (41,1%)
Frauen zusammen. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 65,5 Jahre.
Retrospektiv lag bei der Mehrheit der Patienten ein T3 Tumor vor (n=123;
64,7%) und bei 164 Patienten (86,3%) wurden bei der letzten pathologischen
Untersuchung Lymphknotenmetastasen festgestellt.

Die 190 Patienten wurden in eine potentiell kurative Gruppe mit 137 Patienten
(72,1%) und eine palliative Gruppe mit 53 Patienten (27,9%) eingeteilt. Die
erste Gruppe wurde dabei mit kurativer Absicht operiert, wahrend bei der
zweiten Gruppe ein chirurgischer Eingriff mit rein explorativer und/oder
palliativer Absicht erfolgte. Bei 18 der 53 Patienten aus der palliativen Gruppe
war der Grund fir das Unterlassen einer Operation mit kurativer Absicht das
intraoperative Auffinden von Fernmetastasen. Bei den restlichen 35 Patienten
dieser Gruppe wurde der Primartumor aufgrund seiner anatomischen Aus-
dehnung wahrend der OP als nicht resektabel eingestuft. Beide Gruppen
wurden als Ganzes (gesamte Kohorte) und jeweils fir sich alleine untersucht.
Die Tabelle 9 fasst die klinisch-pathologischen Charakteristika fiir jeweils die
kurative und palliative Gruppe, sowie fiir die gesamte Kohorte zusammen.

123 Patienten der gesamten Kohorte (64,7%) wiesen ein duktales Adeno-
karzinom im Frihstadium auf, welches nach der UICC Stadieneinteilung einem
Stadium von <IIB entsprach. In der palliativen Gruppe hatten die allermeisten
Patienten (52 Patienten, 98,1%) dagegen mit einem UICC Stadium von Il bzw.
IV bereits einen Pankreastumor im Spatstadium entwickelt. Bei diesen
Patienten waren also entweder eine Beteiligung groller benachbarter Gefalie
oder Fernmetastasen gegeben.

Bei 127 Patienten (92,1%) der kurativen Gruppe konnte histologisch ein
duktales Adenokarzinom nachgewiesen werden. Wahrend bei 12 Patienten der
kurativen Gruppe andere Formen eines Pankreastumors vorlagen: 3 neuro-
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endokrine Karzinome, 2 anaplastische Karzinome, 4 adenosquamadse Karzinome
und 3 intraduktale papillar-muzinése Tumore (IPMTs). Bei 84 Patienten (61,3%)
der kurativen Gruppe wurde eine Duodenopankreatektomie durchgefiihrt
(entweder klassisch oder als Pankreaskopfresektion nach Kausch / Whipple mit
Erhalt des Pylorus). 19 Patienten (13,9%) erhielten eine distale
Pankreatektomie, weitere 19 Patienten (13,9%) eine totale Pankreatektomie
und 15 Patienten (10,9%) eine multiviszerale Resektion [60].

Tabelle 9: Charakteristika der Studienpopulation [60]

Kriterien Kurative Gruppe | Palliative Gruppe | Gesamte Kohorte
n 137 53 190

Alter (Jahre)

Median (IQR) 66 (57; 71) 64 (58; 71) 65,5 (57,2; 71)
Geschlecht

mannlich 76 (55,5) 36 (67,9) 112 (58,9)
weiblich 61 (44,5) 17 (32,1) 78 (41,1)
T Status

Tis 3(2,2) 0 (0) 3(1,6)

T1 1(0,7) 0 (0) 1(0,5)

T2 3(2,2) 0 (0) 3(1,6)

T3 122 (89,1) 1(1,9) 123 (64,7)
T4 8(5,8) 52(98,1) 60 (31,6)
N Status

NO 25(18,2) 0 (0) 25(13,2)
N1 112 (81,8) 52(98,1) 164 (86,3)
M Status

MO 128 (93,4) 2(3,8) 130 (68,4)
M1 9(6,6) 18 (34) 27 (14,2)
UICC Stadium

0 2(1,5) 0(0) 2(1,1)

I 4(2,9) 0(0) 4(2,1)

I 116 (84,7) 1(1,9) 117 (61,6)
1l 6 (4,4) 34 (64,2) 40 (21,1)
\Y 9 (6,6) 18 (34) 27 (14,2)
Histologie

PDAC (duktales Adenokarzinom) 127 (92,7) 48 (90,6) 175 (92,1)
andere 10(7,3) 2(3,8) 12 (7,8)
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R Status

RO 28 (20,4) 0 (0) 28 (14,7)
R1 106 (77,4) 4(7,5) 110 (57,9)
R2 0 (0) 19 (35,8) 19 (10)

Lokalisation des Primartumors

Pankreaskopf 110 (80,3) 43 (81,1) 153 (80,5)
Pankreaskorpus/schwanz 20 (14,6) 10 (18,8) 30 (15,7)
Papilla/ distaler Gallengang 6 (4,4) 0 (0) 6(3,2)

Art der chirurgischen Therapie

Duodenopankreatektomie 84 (61,3) 0 (0) 84 (44,2)

Distale Pankreatektomie 19 (13,9) 0 (0) 19 (10)

Totale Pankreatektomie 19 (13,9) 0 (0) 19 (10)
Multiviszerale Resektion 15 (10,9) 0 (0) 15(7,9)
Exploration/palliativer Eingriff 0(0) 53 (100) 53(27,9)

CA 19-9

Median (IQR) 83 (35; 132) 87 (46; 124) 84,5 (38,2; 129,8)

Nachweis intakter CTCs (21 CTC)

Patienten ohne CTCs 111 (81) 36 (67,9) 147 (77,4)
Patienten mit CTCs 12 (8,8) 7 (13,2) 19 (10)
keine Angabe moglich 14 (10,2) 10 (18,9) 24 (12,6)

3.2 Die Detektionsrate von zirkulierenden Tumorzellen

Von den 190 Patienten der gesamten Kohorte konnten mit Hilfe des Veridex
CellSearch Systems lediglich bei 19 Patienten (10%) zirkulierende Tumorzellen
nachgewiesen werden. Dabei konnten in der kurativen Gruppe bei 8,8% (12
Patienten) und in der palliativen Gruppe bei 13,2% (7 Patienten) der
Untersuchten in den Proben CTCs (zirkulierende Tumorzellen) festgestellt
werden.

Tabelle 10 zeigt die Detektionsrate der CTCs in Abhdngigkeit vom
Tumorstadium gemal8 der UICC Einteilung fir Pankreaskarzinome. Die
Detektionsrate war unterschiedlich fur Patienten mit Pankreastumoren im
Frihstadium (UICC Stadium <IIB, 8,3%) und fiir Patienten mit fortgeschrittener
Erkrankung (UICC Stadien Ill und 1V, 13%). Dieser Unterscheid verfehlte jedoch
die statistische Signifikanz (p=0,064).
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Tabelle 10: Abhdngigkeit der Detektionsrate von zirkulierenden Tumorzellen
in der Gesamtkohorte [60]

UICC Stadium | + 11 | UICC Stadium Il + IV Gesamtzahl P-Wert
Patientenanzahl 121 69 190
Intakte zirkulierende Tumorzellen (CTCs) 0,064
CTC Anzahl =0 100 (82,6) 47 (68,1) 147 (77,4)
CTC Anzahl 21 10(8,3) 9(13) 19 (10)
keine Angabe moglich | 11 (9,1) 13 (18,8) 24 (12,6)

Zur Untersuchung moglicher Zusammenhdnge zwischen dem Nachweis
zirkulierender Tumorzellen und unterschiedlichen klinisch-pathologischen
Variablen wurden hauptsachlich univariate Analysen durchgefiihrt. Diese
Analysen hatten den Zweck, klinische Parameter mit einem Einfluss auf das
Auftreten von zirkulierenden Tumorzellen, ausfindig zu machen.

Diese univariaten Analysen ergaben eine deutliche Verbindung zwischen dem
Auffinden von CTCs und dem Auftreten von Metastasen. Zirkulierende
Tumorzellen konnten bei 7 von 23 Patienten (30,4%) mit Fernmetastasen (M1)
nachgewiesen werden, bei Patienten mit MO Status wurden lediglich bei 10 von
118 Patienten (8,5%; p=0,015) CTCs nachgewiesen.

Der M Status war der einzige klinisch-pathologische Parameter bei welchem ein
starker Zusammenhang zum Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen vorlag.
Bei den anderen Parametern inklusive des T- und N-Status, der Lokalisation des
Primartumors, sowie der praoperativ gemessenen Tumormarker CEA und
CA19-9 konnte keine eindeutige Wechselwirkung mit dem Nachweis von CTCs
festgestellt werden. Tabelle 11 gibt eine Ubersicht dieser Ergebnisse [60].
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Tabelle 11: Univariate Analyse eventueller Zusammenhange klinisch-
pathologischer Parameter mit dem Nachweis zirkulierender Tumorzellen [60]

intakte CTCs =0 intakte CTCs 21 Gesamtmenge P-Wert
Patientenanzahl 147 19 166
Patientenalter 0,206
Median (IQR) 66 (57,5;70) 69 (60,5;78) 66(58;71)
Geschlecht 1,0
mannlich 85 (57,8) 11 (57,9) 96 (57,8)
weiblich 62 (42,2) 8(42,1) 70(42,2)
T-Status 0,383
TO 3(2) 0(0) 3(1,8)
T1 1(0,7) 0(0) 1(0,6)
T2 3(2) 0(0) 3(1,8)
T3 100 (68) 10 (52,6) 110 (66,3)
T4 40 (27,2) 9 (47,4) 49 (29,5)
N-Status 0,538
NO 22 (15) 1(5,3) 23 (13,9)
N1 124 (84,4) 18 (94,7) 142 (85,5)
M-Status 0,015
MO 108 (73,5) 10 (52,6) 118 (71,1)
M1 16 (10,9) 7 (36,8) 23 (13,9)
R-Status 0,156
RO 21 (14,3) 3(15,8) 24 (14,5)
R1 91 (61,9) 9 (47,4) 100 (60,2)
R2 13 (8,8) 5(26,3) 18 (10,8)
Lokalisation 0,27
Pankreaskopf 122 (83) 13 (68,4) 135 (81,3)
Pankreaskorpus/schwanz 19 (12,9) 5(26,3) 24 (14,5)
Papilla/ Gallengang 5(3,4) 1(5,3) 6 (3,6)
Art der chirurgischen 0,362
Therapie
Distale Pankreatektomie 13 (8,8) 3(15,8) 16 (9,6)
Exploration/palliativer Eingriff | 36 (24,5) 7 (36,8) 43 (25,9)
Totale Pankreatektomie 31(21,1) 2 (10,5) 33(19,9)
Duodenopankreatektomie 67 (45,6) 7 (36,8) 74 (44,6)
CEA 0,656
Mittelwert (SD) 24,9 (19,7) 27,1 (20,5) 25,1 (19,7)
CA 19-9 0,492
Median (IQR) 82 (35,5;127,5) 88 (61,5;131) 82,5 (38,2; 128,8)
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3.3 Auswertung der prognostischen Parameter

Von den 190 Patienten der gesamten Kohorte waren nach einer Follow-up Zeit
von durchschnittlich 28 Monaten (95%-Konfidenzintervall von 27 bis 31
Monaten) 89 Patienten (46,8%) gestorben und 31 Patienten (16,3%) nicht mehr
auffindbar. Bei insgesamt 95 Patienten (50%) kam es entweder zu einem
Wiederauftreten des Tumors oder zum Tod. Die mittlere progressionsfreie
Uberlebensdauer (PFS) betrug 17 Monate (12 Monats PFS Quote von 61,6%,
95%-Konfidenzintervall von 53,0 bis 69,1) und die Gesamtiiberlebensdauer (OS)
betrug 20 Monate (12 Monats PFS Quote von 70,0%, 95%-Konfidenzintervall
von 61,7 bis 76,8).

Zur Beurteilung der statistischen Signifikanz der prdaoperativen Bestimmung
zirkulierender Tumorzellen hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens und
des Gesamtiberlebens, wurden multivariate Analysen mit bereits bekannten
Risikofaktoren anhand der gesamten Kohorte durchgefiihrt. Diese Analysen
wiesen das UICC Stadium des Tumors sowie eine praoperativ im Blut erhdhte
Menge des Tumormarkers Carbohydrate-Antigen 19-9 als prognostische
Parameter fiir PFS und OS auf. Eine Ubersicht dieser Untersuchungen ist in
Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: Multivariate Analyse der Risikofaktoren fiir das progressionsfreie
Uberleben und das Gesamtiiberleben innerhalb der gesamten Kohorte [60]

Parameter Hazard Ratio | 95%-Konfidenzintervall P-Wert
CTC (21 versus 0) 2,05 0,90 bis 4,14 0,087
Alter 0,99 0,97 bis 1,01 0,51
& Geschlecht (m versus w) 0,86 0,56 bis 1,34 0,52
a. | UICC (<l versus >lIl) 0,42 0,27 bis 0,66 0,000
CA 19-9 (erhoht versus normal) 1,87 1,13 bis 3,09 0,014
R-Status (2 versus <2) 2,17 0,30 bis 15,64 0,44
CTC (21 versus 0) 1,49 0,72 bis 3,05 0,27
Alter 0,99 0,96 bis 1,01 0,40
»v | Geschlecht (m versus w) 0,87 0,56 bis 1,36 0,56
O [uicc (il versus >lI) 0,38 0,24 bis 0,61 0,000
CA 19-9 (erhoht versus normal) 1,90 1,13 bis 3,20 0,015
R-Status (2 versus <2) 1,69 0,23 bis 12,22 0,60
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Wie in Abbildung 7 zu sehen wiesen Patienten der gesamten Kohorte bei
welchen praoperativ mindestens eine intakte zirkulierende Tumorzelle im Blut
nachgewiesen wurde ein deutlich verringertes Progressionsfreies Uberleben
(PFS) auf, als Patienten ohne einen Nachweis von CTCs. Der durchschnittliche
PFS Wert lag bei 10 versus 20 Monaten, der Log-Rang-Test ergab einen P-Wert
von 0,0174, die nicht bereinigte Hazard Ratio lag bei 2,12 und das 95%-
Konfidenzintervall lag bei 1,11 bis 4,06).

CTC=0(N=147)

~~~~~ CTC=> 1 (N=19)

0.75

Uiberlebenswahrscheinlichkeit
0.25 0.5)
1 1

0.00
1

Monate seit der Operation

Abbildung 7: Zusammenhang zwischen dem Progressionsfreien Uberleben
und dem praoperativen Nachweis von intakten zirkulierenden Tumorzellen in
der gesamten Kohorte [60]

37



Der Zusammenhang zwischen dem Gesamtiberleben (OS) innerhalb der
gesamten Kohorte und dem Nachweis von praoperativ vorliegenden CTCs ist in
Abbildung 8 dargestellt. Die Ergebnisse waren hier &dhnlich wie beim
Progressionsfreien Uberleben: Der durchschnittliche OS-Wert lag bei 12 versus
22 Monaten bei Patienten ohne praoperativ nachweisbare CTCs, der Log-Rang-
Test ergab einen P-Wert von 0,2425, die nicht bereinigte Hazard Ratio lag bei
1,54 und das 95%-Konfidenzintervall lag bei 0,73 bis 3,22). Beim Gesamt-
Uberleben erreichte dieser Unterscheid jedoch nicht die statistische Signifikanz.

1.00

CTC = 0(N=147)

| CTC= 1 (N=19)

Log-Rang-Test, P=0,2425

Uberlebenswahrscheinlichkeit
0.25

10 20 30 40
Monate seit der Operation

Abbildung 8: Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben und dem
praoperativen Nachweis von intakten zirkulierenden Tumorzellen in der
gesamten Kohorte [60]
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Tabelle 13 zeigt die Multivariate Analyse der Risikofaktoren fir PFS und OS. Der
starke Einfluss praoperativ nachgewiesener zirkulierender Tumorzellen auf das
Progressionsfreie Uberleben innerhalb der gesamten Kohorte erwies sich auch
hierbei als unabhangig. Der P-Wert lag bei dieser Analyse bei 0,027, die
bereinigte Hazard Ratio bei 2,10 und das 95%-Konfidenzintervall bei 1,09 bis
4,08.

Tabelle 13: Multivariate Analyse der Risikofaktoren fiir das progressionsfreie
Uberleben und das Gesamtiiberleben innerhalb der gesamten Kohorte [60]

Parameter Hazard Ratio | 95%-Konfidenzintervall P-Wert
CTC (21 versus 0) 2,10 1,09 bis 4,08 0,027
Alter 0,99 0,96 bis 1,01 0,4
& Geschlecht (m versus w) 0,83 0,52 bis 1,32 0,44
a. | UICC (<l versus >lIl) 0,37 0,23 bis 0,60 0,000
CA 19-9 (erhoht versus normal) 1,65 0,99 bis 2,75 0,054
R-Status (2 versus <2) 5,47 0,73 bis 40,96 0,098
CTC (=1 versus 0) 1,56 0,74 bis 3,27 0,24
Alter 0,98 0,96 bis 1,01 0,39
»v | Geschlecht (m versus w) 0,77 0,48 bis 1,21 0,25
O [uicc (<l versus >lI) 0,36 0,22 bis 0,58 0,000
CA 19-9 (erhoht versus normal) 1,62 0,96 bis 2,75 0,072
R-Status (2 versus <2) 3,71 0,49 bis 27,74 0,20

Eine getrennte Analyse der kurativen und palliativen Gruppe brachte folgende
Ergebnisse hervor:

In der kurativen Gruppe war die Auswirkung von praoperativ nachgewiesenen
zirkulierenden Tumorzellen mit einem P-Wert=0,0301 von statistischer
Signifikanz fiir das Progressionsfreie Uberleben, wiahrend die Auswirkung auf
das Gesamtiiberleben mit einem P-Wert=0,3870 auch hier statistisch nicht
signifikant war. Die Abbildungen 7 und 8 zeigen jeweils die Werte fiir das
Progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben.
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Abbildung 9: Progressionsfreies Uberleben und der prioperative Nachweis
von intakten zirkulierenden Tumorzellen in der kurativen Gruppe [60]
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Abbildung 10: Gesamtiiberleben und der praoperative Nachweis von intakten
zirkulierenden Tumorzellen in der kurativen Gruppe [60]
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In der palliativen Gruppe konnte weder fiir das Progressionsfreie Uberleben,
noch fir das Gesamtiiberleben ein statistisch signifikanter Zusammenhang mit
dem praoperativen Nachweis zirkulierender Tumorzellen festgestellt werden.
Fiir das PFS betrug der P-Wert=0,2945 und fiir das OS war der P-Wert=0,3987.
Allerdings muss bei den Ergebnissen fiir die palliative Gruppe die geringe
Ereignismenge bedacht werden. Die Abbildungen 9 und 10 zeigen jeweils die
Werte fiir das Progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben.

Die in den Tabellen 12 und 13 zusammengefassten Ergebnisse der
Multivariaten Analysen zeigten zudem wie erwartet, dass sowohl ein
fortgeschrittenes UICC Stadium von Il und IV als auch ein erhdhter praoperativ
gemessener Wert des Tumormarkers CA19-9 von statistischer Signifikanz fir
das Progressionsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben in der gesamten
Kohorte und auch in der kurativen Gruppe war [60].

| *I l CTC =0 (N=36)
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Abbildung 11: Progressionsfreies Uberleben und der prioperative Nachweis
von intakten zirkulierenden Tumorzellen in der palliativen Gruppe [60]
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Abbildung 12: Gesamtiiberleben und der praoperative Nachweis von intakten
zirkulierenden Tumorzellen in der palliativen Gruppe [60]

Tabelle 14: Multivariate Analyse der Risikofaktoren fiir das progressionsfreie
Uberleben und das Gesamtiiberleben innerhalb der kurativen Gruppe [60]

Parameter Hazard Ratio | 95%-Konfidenzintervall P-Wert
CTC (21 versus 0) 1,93 0,90 bis 4,14 0,087
" Alter 0,99 0,96 bis 1,01 0,47
lé_l- Geschlecht (m versus w) 1,00 0,59 bis 1,70 0,98
UICC (Il versus >ll) 0,28 0,13 bis 0,63 0,002
CA 19-9 (erhoht versus normal) 1,65 0,92 bis 2,94 0,088
CTC (21 versus 0) 1,38 0,56 bis 3,43 0,47
Alter 0,99 0,96 bis 1,01 0,56
8 Geschlecht (m versus w) 0,99 0,57 bis 1,70 0,97
UICC (Il versus >ll) 0,26 0,12 bis 0,57 0,001
CA 19-9 (erhoht versus normal) 1,86 1,00 bis 3,47 0,048

42




4 Diskussion

4.1 Resiimee der Fragestellung

Pankreaskarzinome im Allgemeinen und das PDAC (duktales Adenokarzinom)
im Besonderen sind aufgrund ihrer aggressiven Biologie und der daraus
resultierenden hohen Mortalitat seit Jahrzehnten Gegenstand intensiver
Forschung. Dennoch waren Fortschritte hinsichtlich der Diagnostik und
Uberlebensprognose von Pankreastumoren bisher selten und von miRigem
Erfolg [31].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es eine neue Art der Diagnostik fur
Pankreastumoren mit Hilfe des Veridex CellSearch Systems zu testen. Es sollte
untersucht werden wie zuverladssig zirkulierende Tumorzellen (CTCs) damit
aufgefunden werden kénnen und ob die identifizierten CTCs als unabhangiger
Parameter fiir eine Uberlebensprognose genutzt werden kdnnen. Hierfir
wurden mogliche Zusammenhange zwischen dem praoperativen Nachweis von
CTCs, weiteren klinischen Parametern und dem Uberleben der Patienten mit
einem diagnostizierten Pankreastumor untersucht.

Es konnte in dieser prospektiven, 190 Patienten umfassenden Untersuchung
mit einer standardisierten Messmethode gezeigt werden, dass eine statistisch
signifikante Verbindung zwischen dem Auftreten von zirkulierenden
Tumorzellen und dem progressionsfreien Uberleben besteht und es auch eine
deutliche Tendenz bezliglich des Gesamtiiberlebens gibt. Praoperativ
nachgewiesene CTCs kdnnen also als Erganzung zu den etablierten Standard-
Testverfahren dienen, um eine genauere Diagnose des Fortschritts der
Erkrankung und daraus resultierende individuellere Prognose und Therapie zu
ermoglichen. Die vorliegende Studie sollte helfen die Bedeutung von im Blut
zirkulierenden Tumorzellen besser zu verstehen und mit diesem Wissen
Pankreastumore in Zukunft besser behandeln zu kdnnen.
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4.2 Ist das Veridex CellSearch System ein geeignetes Verfahren zum
Nachweis zirkulierender Tumorzellen?

Es wurden bereits viele Methoden wie die Reverse Transkriptase Polymerase
Kettenreaktion (RT-PCR), die Immunzytochemie oder die Durchflusszytometrie
zum Nachweis zirkulierender Tumorzellen untersucht. Diese Nachweis-
methoden haben jedoch alle den Nachteil, dass sie trotz ihrer Komplexitat in
der Reproduzierbarkeit ihrer Ergebnisse, der Sensitivitdt, der Spezifitat
variieren konnen und auch keine Aussage Uber die exakte Anzahl der CTCs
liefern.

Das semiautomatisierte und standardisierte Verfahren des CellSearch Systems
macht es moglich die Untersuchungsergebnisse verschiedener Studien zum
Nachweis und Quantitat von zirkulierenden Tumorzellen miteinander zu
vergleichen. Das Veridex System konnte die hohe Reproduzierbarkeit seiner
Untersuchungsergebnisse, seine Zuverladssigkeit bereits in zahlreichen Studien
unter Beweis stellen [56, 57]. Zudem ist die Probengewinnung und
Untersuchung in der Praxis relativ leicht und minimalinvasiv durchfiihrbar. Die
vom Veridex CellSearch System ausgesuchten Zielgene EpCAM und die
Zytokeratine 8, 18 und 19 sind hochspezifisch fiir zirkulierende Tumorzellen
und werden im Blut ansonsten normalerweise nicht exprimiert [57,61].

Die Nachteile dieses Verfahrens liegen unter anderem in den relativ hohen
Investitionskosten und einer notwendigen Schulung der das Gerat bedienenden
Mitarbeiter. Die hohe Sensitivitdt des CellSearch Systems auf die im Blut
vorhandenen zirkulierenden Tumorzellen wurde ebenfalls bereits mehrfach
bestatigt. Sie setzt allerdings ein Vorhandensein des EpCAM Antigens auf der
Tumorzelle voraus, was nicht bei allen Tumorzellen der Fall ist [57]. Und gerade
bei Tumorzellen des Pankreas wurde bereits festgestellt, dass sie EpCAM in
einem deutlich geringeren AusmaR exprimieren als Tumorzellen die dem Kolon,
der Brust oder der Prostata entstammen [62, 63]. Zudem ist das untersuchte
Volumen mit 7,5ml im Vergleich zur gesamten Blutmenge eines Patienten sehr
klein, was es schwierig macht Aussagen zum gesamten Blutvolumen zu machen
[56].
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4.3 Diskussion der vorliegenden Ergebnisse

Friihere Untersuchungen zur prognostischen Rolle von zirkulierenden
Tumorzellen bei Patienten mit Pankreastumoren haben bereits auf einen
Zusammenhang zwischen dem Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen und
einem verkiirzten Progressionsfreien Uberleben und dem Gesamtiiberleben
hingewiesen. Allerdings handelte es sich dabei um kleiner angelegte Studien
mit im Schnitt um die 50 Patienten. Zudem wurden beim Grofteil der
Probanden aufgrund des weit fortgeschrittenen Krankheitsstadiums keine
kurativen chirurgischen Eingriffe durchgefihrt und die Detektionsmethoden fiir
zirkulierende Zellen waren nicht einheitlich, ein CellSearch System kam lediglich
bei finf dieser Arbeiten zum Einsatz [64-67].

Bei der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe des standardisierten CellSearch
Systems Daten von 190 prospektiv aufgenommenen Patienten ausgewertet,
von welchen ein Groldteil in kurativer Absicht operiert wurde. Die
Detektionsrate von zirkulierenden Tumorzellen in unserer Studie lag bei 10%
und war damit im Vergleich zu bisher vorliegenden Untersuchungen, bei
welchen Detektionsraten von 23,4% bis 96,2% gemeldet wurden, deutlich
geringer [64-68]. Bei den vorigen Untersuchungen handelte es sich allerdings
wie erwahnt um Studien an palliativ behandelten Patienten in weit
fortgeschrittenen Tumorstadien, bei welchen man von einer deutlich groBeren
Menge an zirkulierenden Tumorzellen im Blut ausgehen kann.

Neben den praoperativ nachgewiesenen zirkulierenden Tumorzellen konnten
wie erwartet das UICC Stadium und der praoperativ gemessene Wert des
Tumormarkers CA 19-9 als statistisch signifikante Faktoren fiir das
Progressionsfreie Uberleben und auch fiir das Gesamtiiberleben festgestellt
werden. Der Tumormarker CA 19-9 wird haufig als Kontrollparameter fir
Karzinome des Gastrointestinaltrakts verwendet. Ca 19-9 ist jedoch weder
tumor- noch organspezifisch und wird sowohl von Tumorzellen als auch von
gesunden Schleimhautzellen exprimiert [69]. CA 19-9 ist daflir bekannt die
Adhasion zirkulierender Tumorzellen zum Endothel zu verstarken und an der
hamatogenen Metastasierung beteiligt zu sein, womit sein Nachweis mit dem
verringerten PFS und OS in Zusammenhang gebracht werden kann [70, 71].
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Bei der Diskussion der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gilt es mehrere
Punkte zu berlicksichtigen. Aufgrund der geringen Detektionsrate fiir CTCs von
10% erwies sich die 190 Patienten umfassende gesamte Kohorte, trotz einer
starken Tendenz, als zu klein um eine statistische Signifikanz hinsichtlich der
Relevanz des Nachweises von zirkulierenden Tumorzellen fir das
Gesamtliberleben zu erreichen. Untergruppenanalysen konnten ebenfalls
aufgrund der geringen Fallzahl nicht durchgefiihrt werden. Da alle in diese
Studie eingeschlossenen Patienten in nur einer groRBen chirurgischen Klinik
behandelt wurden, konnen eventuell Unterschiede sowohl beziglich der
Patientenauswahl als auch ihrer Einstufung als kurativ operierbar im Vergleich
zu Studien an kleineren Kliniken vorliegen. Von den urspriinglich 190 Patienten
waren mit 31 (16,3%) relativ viele dem Follow up verloren gegangen. Ebenfalls
relativ hoch ist im Vergleich zu vorigen Studien die Anzahl von 53 (27,8%)
zunachst mit kurativer Absicht operierter Patienten bei welchen wahrend der
explorativen Laparotomie ein fortgeschrittenes Stadium der Erkrankung
festgestellt wurde. Die Anzahl an mit einem R1 bzw. R2 Status eingestuften
Patienten war relativ hoch, da die histopathologische Einteilung gemaR den
Vorgaben von Esposito et al. erfolgte [54, 60]. Bei den insgesamt 9 (6,6%) mit
kurativer Absicht operierten Patienten welche dem M1 Stadium zugeordnet
wurden, geschah dies aufgrund der Tatsache, dass in der vorliegenden Studie
Patienten mit positiv getesteten Interaortokavalen Lymphknoten als M1 positiv
eingestuft wurden [60].

4.4 Die Rolle zirkulierender Tumorzellen

Die Vermutung zirkulierende Tumorzellen konnten an der Entstehung von
Metastasen beteiligt sein wurde bereits vor ca. 150 Jahren von T.R. Ashworth
geaullert [72]. Heute werden CTCs immer haufiger als unabhangige Parameter
fir die Diagnose, Prognose und Verlaufskontrolle von Patienten mit
kolorektalen-, Prostata- und Mamma-Karzinomen sowohl im frithen als auch
fortgeschrittenen Erkrankungsstadium verwendet [47, 55, 73-75]. Unser
Wissen Uber die CTCs hat in den letzten 20 Jahren stark zugenommen,
allerdings bleiben viele Fragen wie die individuellen Fahigkeiten zirkulierender
Tumorzellen und ihre genaue Rolle bei der Entwicklung des Tumors und der
Entstehung von Metastasen weiterhin offen [73, 74, 76]. Auch hinsichtlich der

46



Korrelation ihres praoperativen Nachweises mit der Prognose fiir den Patienten
gibt es noch viel Forschungsbedarf. Es konnte anhand von Mamma-Karzinomen
gezeigt werden, dass bei weitem nicht alle zirkulierenden Tumorzellen in der
Lage sind Metastasen zu bilden [77]. In der Tat scheint die Bildung von
Metastasen ein sehr ineffektiver Vorgang zu sein. Nach aktuellem
Wissensstand werden die meisten CTCs bereits in der Blutbahn zerstort, lange
bevor es zu ihrer Extravaskularisation aus dem Gefallsystem und der
Adaptation im neuen Gewebe kommt [78-80].

4.5 Ausblick

Es konnte in der Vergangenheit bereits mit Hilfe von grofen multizentrischen
Untersuchungen gezeigt werden, dass bei fortgeschrittenen kolorektalen-,
Prostata- und Mammakarzinomen ein Zusammenhang zwischen der Detektion
zirkulierender Tumorzellen und einer schlechteren Prognose sowohl fiir das
Progressionsfreie Uberleben als auch fiir das Gesamtiiberleben besteht [50, 81-
83]. Wie in Kapitel 4.4 erwahnt bleiben jedoch weiterhin viele Fragen bezliglich
disseminierter Tumorzellen offen. In Zukunft sollte in groBen multizentrischen
Studien mit standarisierten Untersuchungsmethoden die genaue Rolle der CTCs
bei Pankreaskarzinomen weiter untersucht werden. Das Hauptziel ist dabei
momentan herauszufinden welche zirkulierenden Tumorzellen tatsachlich
Metastasen bilden kdénnen und damit den grofSten Einfluss auf die
Tumorentwicklung und Prognose haben. Dabei kann das Veridex CellSearch
System aufgrund des standardisierten Verfahrens von groem Nutzen sein. Es
sollte zudem bedacht die Entwicklung anderer Verfahren mit &hnlicher
Sensitivitat und Spezifitat zur qualitativen und quantitativen Messung
zirkulierender Tumorzellen bertlicksichtigt werden [84]. Weitere Studien
konnten sich damit befassen, das Verfahren mit der groRten Genauigkeit
hinsichtlich der Detektion und Zahlung zu bestimmen.
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5 Zusammenfassung

Mit 16.451 Neuerkrankungen in Deutschland im Jahr 2012 gehoren
Pankreaskarzinome bei uns zu den haufigeren Krebsarten. Es ist jedoch vor
allem die sehr hohe Letalitdt und geringe 5-Jahre-Uberlebensrate welche diese
Erkrankung zu einem groRRen gesundheitlichen Problem in den westlichen
Industrienationen macht. Weltweit erkranken ca. 340 000 Menschen an
Bauchspeicheldrisenkrebs. Damit befinden sich Pankreaskarzinome an der
zwolften Stelle unter den haufigsten Krebsarten, gleichzeitig sind sie in der
Krebstodesdiagnostik jedoch an siebter Stelle. In Europa war Bauchspeichel-
drisenkrebs 2012 mit ca. 104.000 Neuerkrankungen im Jahr an 8.er Stelle der
haufigsten Krebsarten. Zudem steigen die absoluten Fallzahlen aufgrund einer
immer alter werdenden Bevolkerung stetig an.

Wie bei den meisten anderen soliden Tumorarten ist die Mehrheit der
Todesfdlle auf die Metastasierung des Primartumors zurickzufiihren. Die
Pathogenese der Pankreaskarzinome ist noch nicht vollstandig geklart und zur
Zeit Gegenstand der Forschung. Paradoxerweise ist dabei vor allem der
Vorgang der Metastasierung noch relativ unbekannt. Seit langerem bekannt ist
allerdings, dass an der Entstehung der Metastasen sogenannte zirkulierende
Tumorzellen (CTCs) beteiligt sind, welche dem Primartumor entstammen. Es
konnte bereits bei fortgeschrittenen kolorektalen-, Prostata- und
Mammakarzinomen nachgewiesen werden, dass ein Auftreten solcher
zirkulierenden Tumorzellen mit einer schlechteren Prognose zusammenhangt.
Die vorliegende Studie hatte zum Ziel mit Hilfe eines quantitativen und
gualitativen praoperativen Nachweises von CTCs im Blut der Patienten die
prognostische Relevanz von CTCs bei Patienten mit Pankreaskarzinomen zu
prifen.

In die vorliegende Studie wurden insgesamt 190 Patienten, bei denen ein
Verdacht auf ein Pankreaskarzinom vorlag, prospektiv aufgenommen. In 137
Fallen wurde zwischen Oktober 2009 und Oktober 2012 aufgrund eines
duktalen Adenokarzinoms in der Abteilung fir Allgemein-, Viszeral- und
Transplantationschirurgie der Chirurgischen Universitatsklinik Heidelberg mit
kurativer Absicht operiert. 53 Patienten wurden bei erst intraoperativ
diagnostiziertem fortgeschrittenem Krankheitsstadium palliativ behandelt.
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Jedem Patienten wurde unmittelbar vor dem Eingriff aus dem zentralvendsen
Blutkompartiment eine Blutprobe von 7,5ml entnommen und mit Hilfe des
Veridex CellSearch Systems auf zirkulierende Tumorzellen untersucht. Die
Patienten wurden im Schnitt Gber einen Zeitraum von 28 Monaten hinsichtlich
sowohl eines allgemeinen Uberlebens (OS) als auch eines progressionsfreien
Uberlebens (PFS) beobachtet.

Mit der Tumorzelldetektion zusammenhangende Parameter wurden jeweils fir
die gesamte Kohorte, die kurative Gruppe von 137 Patienten und die palliative
Gruppe von 53 Patienten mit univariaten und multivariaten Analysen
ausgewertet. Die Ergebnisse der multivariaten Analysen zeigten, dass sowohl
ein fortgeschrittenes UICC Stadium von Il und IV als auch ein erhohter
praoperativ gemessener Wert des Tumormarkers CA19-9 von statistischer
Signifikanz fiir das progressionsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben in der
gesamten Kohorte und auch in der kurativen Gruppe war. Patienten der
gesamten Kohorte und der kurativen Gruppe bei welchen praoperativ intakte
zirkulierende Tumorzellen im Blut nachgewiesen wurden wiesen ein deutlich
verringertes progressionsfreies Uberleben (PFS) auf. Fiir das Gesamtiiberleben
wurde die statistische Signifikanz nicht erreicht. In der palliativen Gruppe
konnte in der vorliegenden Studie weder fiir das progressionsfreie Uberleben,
noch fir das Gesamtiiberleben ein statistisch signifikanter Zusammenhang mit
dem praoperativen Nachweis zirkulierender Tumorzellen festgestellt werden.
Allerdings sollte dabei die geringe Ereignismenge in dieser Gruppe
berlicksichtigt werden.

Zusammenfassend konnte zum ersten Mal in einer groRen prospektiven
Kohorte von Patienten mit potenziell kurativ resektablen Pankreaskarzinomen
mit einer standardisierten qualitativen und quantitativen Nachweismethode
ein Zusammenhang zwischen der prdaoperativen Detektion zirkulierender
Tumorzellen und einem verringerten Progressionsfreien  Uberleben
nachgewiesen werden. Zudem konnte bei diesen auf CTCs positiv getesteten
Patienten eine starke Tendenz zum schlechteren Gesamtiiberleben festgestellt
werden. Zukiinftige Studien an groRen Patientenkollektiven sind notwendig um
die beste Methode zur quantitativen und qualitativen Analyse zirkulierender
Tumorzellen von Pankreaskarzinomen herauszufinden, die Biologie dieser CTCs
weiter zu erforschen, ihre relevantesten Untergruppen herauszufinden und
unsere Ergebnisse in groRangelegten multizentrischen Studien zu bestatigen.
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