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Zusammenfassung Deutsch

Das Schilddrusenkarzinom war im Jahr 2020 die zehnthaufigste Krebserkrankung weltweit.
Zirkulierende Tumorzellen haben in den letzten Jahren als Biomarker in der Forschung ins-
besondere hinsichtlich der Prognoseeinschatzung oder fur den individuellen Krankheits-
verlauf bei verschiedenen soliden Tumoren an Bedeutung gewonnen. Die vorliegende
Studie untersucht zirkulierende Tumorzellen im peripheren Blut von Schilddrisenkarzinom-
patienten. Dafur sollte deren Quantitat flr differenzierte und medullare Schilddrisen-
karzinome ermittelt und Zusammenhange zwischen der Anzahl zirkulierender Tumorzellen
und klinischen Parametern erfasst werden. Hierflir wurden insgesamt 67 Schilddriisen-
karzinompatienten (33 papillare, 20 follikulare, 14 medullare) sowie 15 Kontrollpersonen mit

gutartigen Schilddrisenerkrankungen untersucht.

Es wurde festgestellt, dass Schilddriisenkarzinompatienten eine signifikant héhere Anzahl
an zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut aufwiesen als die Kontrollpersonen.
Dies galt auch fir die einzelnen Entitaten (follikulares, papillares und medullares Schild-
drisenkarzinom) im Vergleich zu den Kontrollpersonen. Des Weiteren konnte dargestellt
werden, dass die Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut mit dem initia-
len Tumorstadium gemaf der TumorgréfRe T (nach TNM-Klassifikation) positiv korrelierte.
Von besonderem Interesse war das Patientenkollektiv mit niedrigen Thyreoglobulinspiegeln
< 0,3 ng/ml, welches klinisch als tumorfrei gilt. Insbesondere bei der Betrachtung der
Patienten mit differenzierten Schilddrisenkarzinomen konnten hierbei signifikant mehr zir-
kulierende Tumorzellen im Vergleich zu den Kontrollpersonen festgestellt werden. Gleiches
traf bei der Einzelanalyse der papillaren und follikularen Schilddriisenkarzinompatienten zu.
Daruber hinaus konnte bei tumorfreien Patienten mit differenzierten Schilddrisenkarzino-
men ein Zusammenhang zwischen dem initialen T-Stadium und der Anzahl der zirkulieren-
den Tumorzellen festgestellt werden. Trotz fehlender Tumormarker im Blut konnten je nach
T-Stadium hohe Anzahlen an zirkulierenden Tumorzellen erfasst werden. Zudem wurden
in der Gruppe der papillaren Schilddriisenkarzinome ohne Thyreoglobulinnachweis 8 Jahre

nach einer Radiojodtherapie signifikant mehr zirkulierende Tumorzellen als zuvor detektiert.

Insgesamt konnten zirkulierende Tumorzellen bei Schilddriisenkarzinompatienten nach-
gewiesen und signifikante Zusammenhange zwischen zirkulierenden Tumorzellen und
klinischen Parametern aufgezeigt werden, wie beispielsweise dem T-Stadium und dem
Zeitpunkt der Radiojodtherapie. Insbesondere konnte dies auch bei serologisch bzw.
klinisch tumorfreien Patientengruppen nachgewiesen werden, was zukunftig entscheiden-
den Einfluss auf das klinische Krankheits- und Therapiemonitoring haben und zur

Prognoseabschatzung dienen kdnnte.



Zusammenfassung Englisch

Thyroid carcinoma was the tenth most common cancer worldwide in 2020. In recent years,
circulating tumor cells have gained importance as biomarkers in research, especially
regarding prognosis assessment or for the individual course of disease in various solid
tumors. In the study presented here, circulating tumor cells in the peripheral blood of thyroid
cancer patients were investigated. For this purpose, their quantity was determined for
differentiated and medullary thyroid carcinomas and correlations between the number of
circulating tumor cells and clinical parameters were recorded. A total of 67 thyroid
carcinoma patients (33 papillary, 20 follicular, 14 medullary) and 15 control subjects with

benign thyroid diseases were examined.

It was found that thyroid carcinoma patients had a significantly higher number of circulating
tumor cells in the peripheral blood than the control subjects. This was also confirmed for the
individual entities (follicular, papillary, and medullary thyroid carcinoma) compared to the
control subjects. Furthermore, it could be shown that the number of circulating tumor cells
in the peripheral blood correlated positively with the initial tumor stage according to the
tumor size T (according to TNM classification). Of particular interest were patients with low
thyroglobulin levels < 0.3 ng/ml, which is clinically considered tumor-free. When looking at
the patients with differentiated thyroid carcinomas, significantly higher circulating tumor cells
were found compared to the control patients. The same results were found in the individual
analysis of papillary and follicular thyroid carcinoma patients. Furthermore, in tumor-free
patients with differentiated thyroid carcinomas, an association between the initial T-stage
and the number of circulating tumor cells was found. Despite the absence of tumor markers
in the blood, a higher amount of circulating tumor cells were detected depending on the T-
stage. Additionally, in the group of papillary thyroid carcinomas without thyroglobulin
detection, significantly more circulating tumor cells could be detected 8 years after

radioiodine therapy than before.

In summary, circulating tumor cells were detected in thyroid cancer patients and significant
correlations between circulating tumor cells and clinical parameters could be shown, such
as T-stage and timing of radioiodine therapy. This was also demonstrated in serologically
or clinically tumor-free patient groups, which might become important in the future for clinical

disease and therapy monitoring as well as for prognosis assessment.
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1 Einleitung
1.1 Schilddrisenkarzinome

1.1.1 Epidemiologie

Nach Angaben der World Health Organization (WHQO) zahlt Krebs nach Herz-Kreislauf-
erkrankungen zur zweithaufigsten Todesursache weltweit mit steigender Tendenz (1).
Die Inzidenz aller Krebserkrankungen liegt hierbei bei ca. 19 Millionen Erkrankten, wobei
das Schilddrusenkarzinom weltweit mit einer Inzidenz von 586.202 im Jahr 2020 an 10.
Stelle steht. Frauen sind hierbei 2-3-mal haufiger betroffen als Manner. Die Mortalitat liegt

bei 0,44 % und ist eher gering im Vergleich zu anderen Krebserkrankungen (2).

In Deutschland lag 2018 die Anzahl der Neuerkrankungen an Schilddriisenkrebs bei ins-
gesamt 6200, wobei ca. 2/3 Frauen davon betroffen waren. Das mittlere Erkrankungsalter
betrug bei Frauen 51 und bei Mannern 56 Jahre. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate lag
bei den Frauen bei 95 % und bei den Mannern bei 91 %, was jedoch je nach UICC (Union
internationale contre le cancer) -Stadium differierte, wobei ein hdheres Stadium mit einer
geringeren Uberlebenswahrscheinlichkeit einherging. Fir das Jahr 2022 wurde ein Anstieg
auf insgesamt 7200 Neuerkrankungen in Deutschland prognostiziert, was einem relativen

Anstieg von ca. 16 % entspricht (3).

Insgesamt ist weltweit ein Anstieg der Inzidenzraten der Schilddrisenkarzinome, ins-
besondere der papillaren Form, festgestellt worden, was unter anderem auf eine
gesteigerte Uberwachung, verbesserte Diagnostik mittels Bildgebung wie dem Ultraschall
(wenn nicht sogar ,Uberdiagnostik®), und einem tatsachlichen Anstieg der Inzidenzzahlen
zurUckzufuhren ist (4—11). Unter anderem hangt dies mit dem zunehmenden Auftreten und
der Detektion von Mikrokarzinomen zusammen (9, 12, 13). Hinsichtlich der Mortalitat zeigen
sich hierbei kontroverse Zahlen, einerseits wird ein Anstieg postuliert, andererseits ein
Abfall der Mortalitat beschrieben (7, 10, 11).

1.1.2 Atiologie

Als Risikofaktoren zur Entstehung von Schilddrisenkarzinomen gelten unter anderem
ionisierende Strahlung, insbesondere im Kindesalter oder der Adoleszenz, sowie Struma-

Erkrankungen, Adenome und familidre Pradispositionen, z.B. in Form familiarer Syndrome,



was v.a. fir das medullare Schilddrisenkarzinom zutrifft (14—19). Der Einfluss der Jod-
aufnahme wird diesbezlglich kontrovers diskutiert. In Jodmangelgebieten beispielsweise
waren hohere Inzidenzzahlen der medullaren sowie anaplastischen Karzinome zu
verzeichnen, wohingegen papillare Schilddriisenkarzinome haufiger in Regionen mit einer

verbesserten Jodversorgung auftraten (20-22).

1.1.3 Klassifikation

Zu den 5 haufigsten Entitaten der Schilddriisenkarzinome zahlen:

o Papillares Schilddrisenkarzinom (PTC)

Follikulares Schilddriisenkarzinom (FTC)

Anaplastisches Schilddrisenkarzinom (ATC)

Gering differenziertes Schilddrisenkarzinom (PDTC)
Medullares Schilddriisenkarzinom (MTC)

In der hier vorliegenden Arbeit wurden hauptsachlich papillare, follikulare sowie medullare
Schilddrisenkarzinome untersucht. Die beiden ersten Entitdten werden als differenzierte
Schilddrisenkarzinome (DTC) zusammengefasst. Sowohl das papillare als auch das
follikulare Schilddrisenkarzinom gehen hierbei von den follikularen Zellen aus.
Zu den Karzinomen mit Follikeldifferenzierung zahlen zudem das gering differenzierte
Karzinom (poorly differentiated thyroid cancer, PDTC), welches 2004 in der
WHO-KIassifikation der Schilddrisenkarzinome erganzt wurde, sowie das anaplastische
(undifferenzierte) Karzinom (ATC) (23).

Das medullare Schilddrisenkarzinom zahlt histologisch zu den Karzinomen mit C-Zell-

Differenzierung und geht von den parafollikuldaren Zellen aus (23, 24).

Das papillare Schilddrisenkarzinom ist mit einem Anteil von 65-85% die haufigste Entitat
unter den malignen Schilddrisentumoren (25-30). Trotz frihzeitiger lymphogener
Metastasierung weist es eine sehr gute Uberlebensprognose auf (30, 31). Das follikulare
Schilddrisenkarzinom tritt mit einer Haufigkeit von 5-35% der bdsartigen Schilddrisen-
tumoren deutlich seltener auf und metastasiert bevorzugt hamatogen (25-30).
Das follikuldare Karzinom unterscheidet man in minimal- und breit-invasiv wachsend, wobei
die 10-Jahresiberlebensrate beim minimal-invasiven FTC bei 80-97% und beim
breit-invasiven FTC nur bei ca. 35-54% liegt (25-28, 32, 33).



Metastasen sind v.a. in der Lunge und den Knochen zu finden, wobei die follikularen
Karzinome haufiger in die Ferne metastasieren als die papillaren Karzinome (25). Bei den
differenzierten Schilddriisenkarzinomen wird Thyreoglobulin (Tg) als Tumormarker
verwendet. Es dient nach der entsprechenden stadiengerechten Tumorbehandlung wie
(kompletter) Thyreoidektomie und gegebenenfalls erganzender Radiojodtherapie als
Hinweis auf eine postoperativ verbliebene Resttumormasse oder als Nachweis eines
Rezidivs (34, 35). Vor allem ansteigende Thyreoglobulinspiegel kdnnen postoperativ fur
einen Krankheitsprogress bei PTC sprechen, insbesondere wenn die Verdopplungszeit der
Thyreoglobulinwerte sehr kurz ist (< 1 Jahr) (35). Zur optimalen Tumornachsorge und
frihen Erfassung moglicher Rezidive oder Residuen werden daher serielle postinter-
ventionelle Messungen der Thyreoglobulinspiegel zu unterschiedlichen Zeitpunkten
bendtigt (35).

Die medulléaren Schilddriisenkarzinome weisen insgesamt eine moderate Uberlebens-
prognose zwischen 55-100% auf, abhangig von Alter und Krankheitsstadium (19). Fir sie
werden Calcitonin und das carcinoembryonale Antigen (CEA) als Tumormarker nach
Thyreoidektomie herangezogen. Calcitonin dient hierbei als sehr sensitiver Parameter
sowohl fir die Erstdiagnose eines medullaren Schilddrisenkarzinoms als auch als
Verlaufsparameter (19, 36, 37).

1.2 Zirkulierende Tumorzellen

Anlasslich einer steigenden Anzahl an Krebserkrankungen generell und hoher Mortalitats-
raten, insbesondere durch die Metastasierung eines malignen Tumors, werden neue
Biomarker gesucht. Diese sollen friihzeitig eine Metastasierung oder ein Rezidiv nach-
weisen und gleichzeitig auch zur Prognoseeinschatzung und Therapieplanung dienen
kénnen (38). Zudem sollten sie mdglichst sensitiv und krankheitsspezifisch sowie

unkompliziert, schnell und minimal-invasiv zu erheben sein.

Von besonderem Interesse beim klinischen Management von Tumorpatienten sind unter
anderem die Patientengruppen, die bereits eine disseminierte Tumorerkrankung aufweisen,
bei denen jedoch keine oder nur gering erhdhte Serummarker im Blut oder Metastasen in

der Bildgebung festzustellen sind sogenannte minimal residual disease (MRD).

Eine Mdglichkeit hierfur stellen zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor cell, CTC) dar,
die in den letzten Jahren in der Forschung solider Tumorerkrankungen zunehmend an

Bedeutung gewonnen haben (39-42).



CTCs sind maligne Zellen, die vom Primartumor oder von Metastasen stammen und im
peripheren Blut frei zirkulieren. Sie konnten bereits im Blut von Patienten mit verschiedenen
Tumoren epithelialen Ursprungs wie beispielsweise Brust-, Prostata- als auch Darmkrebs
detektiert werden. Im Gegensatz dazu kommen sie nicht bzw. nur in sehr geringer Anzahl

in Gesunden oder Patienten mit gutartigen Erkrankungen vor (43).

Dadurch koénnte den zirkulierenden Tumorzellen eine zunehmende Bedeutung beim
klinischen Management von Karzinompatienten eingeraumt werden. Sie kdnnten bei der
Diagnostik einer Tumorerkrankung als auch zur frihzeitigen Feststellung einer Fern-
metastasierung bzw. eines Rezidivs dienen. Zudem konnten sie helfen, frihzeitig das
Therapieansprechen einschatzen zu kdénnen und damit langfristig die Prognose der

Patienten zu verbessern (38).

1.2.1 Eigenschaften und Detektionsmethoden

Zirkulierende Tumorzellen sind sehr selten im Blut zu finden, und zwar in einer GroR3en-
ordnung von 1 CTC pro ml, was eine gro3e Herausforderung flr den Nachweis dieser
Zellen im Blut bedeutet (44, 45).

Zur Detektion der CTCs kénnen sowohl ihre physikalischen Eigenschaften wie Grdlie,
Dichtegradient oder Verformbarkeit als auch ihre biologischen / immunologischen Eigen-
schaften wie die Expression bestimmter Oberflichenmolekiile herangezogen werden (40,
43, 45-51). Inshesondere die Expression von Zytokeratin (cytokeratin, CK) und epithelialer
Zelladhasionsmolekile (epithelial cell adhesion molecule, EpCAM) auf den Zellen werden
genutzt, um zirkulierende Tumorzellen nach Trennung der Erythrozyten von anderen
Blutzellen, den mononukledren Zellen des peripheren Bluts (peripheral blood mononuclear
cells, PBMC), zu unterscheiden (40, 43, 50, 52) . CTCs koénnen hierbei mit Hilfe immun-

histochemischer Farbungen detektiert und wie folgt charakterisiert werden (53, 54):

o intakte Zelle mit runder bis ovaler Zellmorphologie

¢ sichtbarer Zellkern (positive Farbung fur 4,2-Diamidin-2-Phenylindol Dihydrochlorid,
DAPI)

e positive Farbung fiur EpCAM und/oder CK

e negative Farbung fir CD45 (cluster of differentiation 45, Oberflachenmarker flr

Leukozyten)



Das einzige bisher von der Food and Drug Administration (FDA) zugelassene auto-
matisierte immunomagnetische Separationssystem fiir die klinische Routine zur Detektion
und Analyse von CTCs in Patienten mit metastasiertem Brustkrebs, kolorektalem Karzinom
und Prostatakrebs ist das CellSearch™ System von Veridex (39, 40, 43, 45, 46, 55-57).
Es gibt jedoch verschiedene Anreicherungs- und Detektionsmethoden, die in der klinischen
Forschung genutzt werden, was wiederum die Vergleichbarkeit der Studienergebnisse

beeintrachtigen kann.

1.2.2 Klinische Relevanz

CTCs wurden bereits in mehreren Studien verschiedener solider Tumorformen wie
Mammakarzinome, kolorektaler Karzinome und Prostatakarzinome als auch fir adreno-
kortikale und neuroendokrine Tumore als zuverldassiges Werkzeug zur Einschatzung der
Prognose sowie zum Follow-Up beschrieben (39—42, 58, 59). Es konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass ein Anstieg der CTCs im Blut ein frihzeitiger Hinweis fur ein Tumor-
rezidiv bei Brustkrebs sein kann oder dass anhand der Anwesenheit von CTCs eine
Unterscheidung zwischen adrenokortikalem Karzinom und adrenokortikalem Adenom
moglich war (42, 58). Zudem konnten CTCs als Marker zum Therapiemonitoring heran-
gezogen werden. Im Vergleich zur radiologischen Bildgebung konnte friher und
reproduzierbarer der Krankheitsstatus unter Therapie bei Patientinnen mit metastasiertem
Brustkrebs evaluiert werden (60, 61). Ahnliches konnte beim Prostatakarzinom verglichen
mit dem PSA (prostataspezifisches-Antigen) -Wert festgestellt werden. Hier konnte unter
anderem demonstriert werden, dass die Anzahl der CTCs posttherapeutisch einen héheren
Vorhersagewert hatte als der PSA-Wert (62). Es wird au3erdem diskutiert, ob zirkulierende
Tumorzellen hinsichtlich bestimmter Gen- oder Proteinexpressionen im Sinne einer liquid
biopsy charakterisiert und genutzt werden konnen. Anhand bestimmter Tumorzell-
eigenschaften soll dann eine zielgerichtete Therapie, sogenannte targeted therapy, aus-
gewahlt und deren Effizienz Uberpruft werden kénnen (38). So konnten beispielsweise
CTCs aus dem peripheren Blut gewonnen und bestimmte Merkmale wie zum Beispiel der
Rezeptorstatus der CTCs bestimmt werden (38, 62—64).

Es steckt somit viel Potential in der Detektion zirkulierender Tumorzellen. Zusammen-
gefasst kénnten CTCs zukilnftig zur Diagnostik, Einschatzung der Prognose eines
Karzinoms sowie zur frihzeitigen Rezidivdiagnostik dienen. Auflerdem konnte die
Bestimmung der CTCs auch zum Monitoring wahrend und nach einer Therapie und der

individuellen Therapiegestaltung genutzt werden.



1.3 Schilddrisenkarzinom und zirkulierende Tumorzellen

Hinsichtlich Krebspatienten mit differenzierten und medullaren Schilddriisenkarzinomen
gibt es bisher nur limitierte Daten was den Zusammenhang von zirkulierenden Tumorzellen
und den Krankheitsverlauf betrifft. Eine Verlaufskontrolle nach stadiengerechter Therapie
erfolgt zur Zeit neben der Bildgebung (Ultraschall oder Computertomographie) mittels
Bestimmung der Tumormarker im Blut, die, wie bereits erwahnt, fir das differenzierte
Schilddrisenkarzinom Thyreoglobulin und fir das medulllare Schilddrisenkarzinom
Calcitonin und CEA sind. Ein Anstieg der Tumormarker im Verlauf prognostiziert einen
Krankheitsprogress mit erhdohter Mortalitat, insbesondere, wenn die Verdopplungszeiten
kurz sind (35, 65). Jedoch koénnen sowohl differenzierte als auch medullare
Schilddriisenkarzinome im Rahmen einer schlechten Zelldifferenzierung keine
Tumormarker produzieren oder, differenzierte Schilddriisenkarzinome betreffend, falsche
Thyreoglobulinspiegel aufgrund von Thyreoglobulinantikdrpern aufweisen, sodass die
Detektion eines Krankheitsprogresses erschwert wird (56, 66). Gleiches gilt fir Calcitonin

und das medullare Schilddrisenkarzinom (67).

Daher wurden in verschiedenen Studien zirkulierende Tumorzellen auch bei
Schilddrisenkarzinomen als moégliche Biomarker untersucht. Hierfir konnte unter anderem
eine Uberexpression von EpCAM bei differenzierten (DTC) sowie bei gering differenzierten
Schilddrisenkarzinomen (PDTC) im Vergleich zum anaplastischen Karzinom (ATC) und

normalen Schilddrisengewebe nachgewiesen werden (56).

Bei Patienten mit metastasiertem medullaren Schilddrisenkazinom war in einer Studie von
Xu et al. der Nachweis von = 5 CTCs mit einer schlechteren Uberlebenswahrscheinlichkeit
assoziiert und hatte einen héheren Vorhersagewert verglichen zur Calcitonin- und CEA-
Verdopplungszeit (68). Des Weiteren fand Qiu et al., heraus, dass der Nachweis von = 5
CTCs im Blut von Patienten mit differenzierten Schilddriisenkarzinomen ein potentieller
Pradiktionsmarker fir Fernmetastasen und = 7 CTCs ein mdglicher Indikator fir ein
schlechtes Ansprechen des Tumors auf eine Radiojodtherapie mit entsprechend schlechter
Prognose ist (69). Die Daten von Schmidt et al. belegen diese Aussage: hier konnte gezeigt
werden, dass es 6 Wochen nach Radiojodtherapie (RJT) bei Patienten mit differenziertem
Schilddrisenkarzinomen zu einem signifikanten Abfall der CTCs im peripheren Blut kommt.
Alle Patienten zeigten klinisch ein Ansprechen auf die Therapie (70). In einer kleinen Anzahl
an Patienten mit medullarem Schilddriisenkarzinom, die sich bereits einer Thyreoidektomie
unterzogen hatten, konnte Sriramareddy et al., hohe CTC-Zahlen im Blut nachweisen trotz
niedriger Calcitoninspiegel, was ein méglicher Hinweis auf eine schlechte Prognose sein

kann und in der Verlaufskontrolle bertcksichtigt werden sollte (71).



Insbesondere eine frihzeitige Rezidiverkennung dient daher der Verbesserung der
Uberlebensprognose von Patienten mit Schilddriisenkarzinomen. Die Detektion
zirkulierender Tumorzellen kénnte hierbei in verschiedener Hinsicht als Biomarker dazu
beitragen, jedoch gibt es noch zu wenige Studien, die dies untersuchen. Daher liegt das
Ziel dieser hier vorgestellten Arbeit darin, Erkenntnisse zur Bedeutung von CTCs im
peripheren Blut von Schilddrisenkarzinompatienten zu erhalten und daraus neue

Aussagen zum Krankheitsverlauf, der Prognose und/oder Therapiegestaltung zu gewinnen.

1.4 Ziele der Arbeit

In der hier vorgestellten Arbeit sollen zirkulierende Tumorzellen im peripheren Blut von

Schilddrisenkarzinompatienten detektiert werden.

Des Weiteren soll deren Quantitat fur differenzierte und medullare Schilddrisenkarzinome
naher untersucht und Zusammenhange zwischen der Anzahl zirkulierender Tumorzellen
und klinischer Parameter (z.B. Tumorgrofte, Tumormarker im Blut, Zeitpunkt einer

Radiojodtherapie) erfasst werden.

Ein besonderes Augenmerk liegt auf tumorfreien Patienten ohne laborchemischen oder
bildgebenden bzw. klinischen Hinweis auf ein Tumorrezidiv und dem Zusammenhang zu

zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut.

Das Ziel der Studie liegt darin, Zusammenhange zwischen der Anzahl der CTCs bei Schild-
drisenkarzinompatienten und Kklinischen Parametern zu erfassen und daraus neue

Erkenntnisse fir die Diagnostik, Prognoseabschatzung und Therapiegestaltung abzuleiten.



2 Material und Methoden

2.1 Material

Chemikalien, Puffer und Lésungen:

Aceton,
Firma (Fa.). Merck, Darmstadt, Deutschland

antibody diluent
Fa. DAKO, Glostrup, Danemark

Demineralisiertes \Wasser
Fa. Otto Fischar GmbH & CoKG, Saarbriicken, Deutschland

Erylyse
Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland

Phosphate Buffered Saline (PBS) (pH 7, 4),
Fa. Life technologies, Carlsbad, USA

Schweineserum, normal
Fa. DAKO, Glostrup, Danemark

Tween 20
Fa. Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Antikorper/Fluoreszenzantikorper:

Alexa Fluor No. 488 goat anti-mouse 1gG, 1:1000
Fa. Invitrogen, Carlsbad, USA

Alexa Fluor No. 594 chicken anti-rabbit 19G, 1:1000
Fa. Invitrogen, Carlsbad, USA

monoclonal mouse anti-human CD45 antibody 1:750
Fa. Abcam, Cambridge, UK

polyclonal rabbit anti-human EpCAM antibody 1:200
Fa. Abcam, Cambridge, UK

ProLong Gold antifade reagent with DAPI
Fa. Invitrogen, Carlsbad, USA



Geréate und Hilfsmittel:

DAKO Pen
Fa. DAKO, Glostrup, Danemark

Deckglaser, Gréle 24 x 50 mm
Fa. ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Nikon eclipse TE 300 Fluoreszenzmikroskop
Fa. Nikon, Minato, Japan

Feuchte Kammer
Fa. Simport Scientific, Quebec, Kanada

Farbetrége mit Einsatz, Natron-Kalk-Glas 76 x 26 mm
Fa. Brand, Wertheim, Deutschland

Kryoréhrchen cryo.s (cellstar)
Fa. Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Kuhlschrank
Fa. Liebherr, Kirchdorf an der lller, Deutschland

Monochrome Kamera DMK 23U274
Fa. The Imaging Source, LLC, USA

Objekttrager, GroRe 76 x 26 mm
Fa. ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Pipetten, verschiedene GréfRen (1-10 pul, 10-100 pl, 100-1000 pli)
Fa. Eppendorf, Weseling-Erzdorf, Deutschland

Pipettenspitzen, TipOne 0-10 pl, 10-100 pl und 101-1000 pl
Fa. StarLab GmbH, Ahrensburg Deutschland

Praparate-Mappe
Fa. Welabo VGKL, Disseldorf, Deutschland

Sterile Probenréhrchen (Nalgene Cryoware a 2 ml + 4,5 ml)
Fa. Nalge Nunc Int.Corp., Rochester NY, USA

Tiefkihlschrank
Fa. Bosch, Gerlingen, Deutschland

Vacutainer CPT-Réhrchen (8 ml)
Fa. Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA



Vortex Mixer
Fa. Neolab, Heidelberg, Deutschland

Software:

GraphPad Software PRISM 6,
Fa. GraphPad Software, La Jolla, USA

Microsoft Power Point Version 97-2003
Fa. Microsoft, Redmond, USA

Microsoft Excel Version 97-2003
Fa. Microsoft, Redmond, USA

NIS Elements Version 4.00
Fa. Nikon, Minato, Japan

Photoshop CS 6
Fa. Adobe inc., San Jose, USA

2.2 Auswahl der Studienpatienten

In der Studie wurden insgesamt 67 Patienten mit differenzierten und medullaren Schild-
drusenkarzinomen untersucht, die sich zwischen dem 03.06.2014 und dem 10.01.2017 im
Universitatsklinikum Dusseldorf im Funktionsbereich Spezielle Endokrinologie oder im
Forschungszentrum Julich vorstellten. 33 Patienten (20 Frauen) litten unter einem
papillaren Schilddrisenkarzinom, 20 Patienten (13 Frauen) waren an einem follikularen und

14 Patienten (8 Frauen) an einem medullaren Schilddrisenkarzinom erkrankt.

Das mittlere Alter der PTC-Patienten lag bei Diagnosestellung im Durchschnitt bei
45,7 + 15,6 Jahren und zum Zeitpunkt der Blutentnahme bei 54,4 + 15,8 Jahren, fir die
FTC-Patienten bei 53,1 * 17,1 Jahren und bei 64,2 + 16,8 Jahren sowie fur die
MTC-Patienten bei 38,3 + 14,1 Jahren und 49,9 + 13,5 Jahren.

Alle teilnehmenden Tumorpatienten hatten eine Thyreoidektomie und in 28 von 67 Fallen
zum Zeitpunkt der Rekrutierung eine nachweisbare Tumorlast im Sinne von
Lungen-, Knochen, Leber- oder Lymphknotenbefall. Die Ausdehnung
(T, als TumorgréRe und Infiltrationstiefe), der Lymphknotenbeteiligung (N) und Fern-
metastasen (M) wurden mittels der 7. Edition der TNM-Klassifikation maligner Tumoren

erfasst.
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Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Anhalt far Primartumor

T Tumor 2 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung, begrenzt auf Schilddrise

T1a Tumor 1 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung, begrenzt auf Schilddrise

T1b Tumor mehr als 1, aber nicht mehr als 2 cm in gréfter Ausdehnung, be-
grenzt auf Schilddrise

T2 Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in gréf3ter Ausdehnung,
begrenzt auf Schilddrise

T3 Tumor mehr als 4 cm in gréfldter Ausdehnung, begrenzt auf Schilddriise
oder Tumor mit minimaler extrathyroidaler Ausbreitung (das heil3t Ausbrei-
tung in den Musculus sternothyreoideus oder perithyreoidales Weichteilge-
webe)

T4a Tumor mit Ausbreitung jenseits der Schilddrisenkapsel und Invasion einer
oder mehrerer der folgenden Strukturen: subkutanes Weichgewebe,
Larynx, Trachea, Osophagus, Nervus recurrens

T4b Tumor infiltriert pravertebrale Faszie, mediastinale Gefal’e oder umschlief3t
die Arteria carotis

NXx Regionare Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden

NO Kein Anhalt fur regionare Lymphknotenmetastasen

N1 Regionare Lymphknotenmetastasen

N1a Metastasen in Lymphknoten des Level VI: pratracheal und paratracheal,
inkl. pralaryngeale und Delphi-Lymphknoten

N1b Metastasen in anderen unilateralen, bilateralen oder kontralateralen zervi-
kalen (Level I, Il, 1ll, IV und V) oder retropharyngealen oder oberen medi-
astinalen Lymphknoten

Mx Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 1: TNM-Klassifikation der Schilddriisenkarzinome (72).
T = Tumorgrofte, N = Lymphknotenbefall, M = Metastasen
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Des Weiteren wurden 15 Probanden (davon 8 Frauen) mit benignen Schilddrisen-
erkrankungen wie beispielsweise einer Autoimmunthyreoiditis, Struma nodosa oder
vereinzelten Schilddriisenknoten als Kontrollgruppe untersucht. In der Kontrollgruppe
hatten 5 Probanden eine Autoimmunthyreoiditis (AIT) und 10 Probanden eine Knoten-

struma oder vereinzelte, nicht-bosartige Schilddrisenknoten.

2.3 Ethikvotum

Alle Probanden erklarten sich mit der Studienteilnahme schriftlich einverstanden.
Ein positives Ethikvotum zur Durchfiihrung dieser Studie wurde unter folgender Studien-
nummer 4098 am 18.12.2012 erteilt, erweitert am 04.08.2014 und genehmigt am
07.08.2014.

2.4 Blutprobenentnahme und Verarbeitung

Jedem Patienten wurden 8 ml Vollblut entgenommen, das anschlieliend 20 Minuten mit
3100 Umdrehungen bei 20° in einem Vacutainer cell preparation tube (CPT)-Rdhrchen
zentrifugiert wurde, um das Plasma, die Granulozyten, Thrombozyten und Erythrozyten von
den peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) und den zirkulierenden Tumorzellen
(CTC) zu trennen. Danach wurden die PBMC mit den CTC extrahiert und im phosphate
buffered saline (PBS) Puffer gespult. Zur Lyse der ubrigen Erythrozyten wurde Erylyse
hinzugefigt, 10 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und anschlieRend mit PBS
gewaschen. Die nun extrahierten Zellen wurden in einer Zahlkammer quantifiziert.
Insgesamt wurden 2 x 10° Zellen in 4 ml auf je 4 Objekttrager verteilt und entsprechend
5 x 10° Zellen/ml auf jeweils 3 Wells pro Objekttrager fixiert. Jeder Objekttrager wurde bis

zur weiteren Verarbeitung bei -20°C tiefgefroren.

2.5 Immunhistochemische Farbung

Die tiefgekuhlten Objekttrager mit Patientenmaterial wurden zur weiteren Bearbeitung
zunachst auf Raumtemperatur gebracht. Als interne Kontrolle flr den Farbeprozess,
wurde jeweils 1 Objekttrager mit hdmatopoetischen Zellen eines gesunden Erwachsenen
(CDA45 positive Zellen) und 1 Objekttrager mit einem seriellen Schnitt einer murinen Niere

(EpCAM positive Zellen) mitgefarbt.
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Die Proben wurden anschlieRend fir 10 Minuten in Aceton im Tiefklihischrank gelagert und
danach 5-10 Minuten an der Luft getrocknet. Die Wells-Abgrenzungen wurden mit einem
DAKO-Pen umrandet, um eine ungewollte Vermischung der Farbungen zu verhindern.

Danach wurden die Objekttrager insgesamt 4 mal 5 Minuten mit PBS-Puffer gewaschen.
Danach erfolgte eine 5-minutige Waschung mit 0,1% Tween in PBS-Puffer.

Die Objekttrager wurden nun in einer feuchten Kammer 1 Stunde mit Schweineserum im

Verhaltnis 1:20 bei RT inkubiert. Dies dient dazu unspezifische Bindungen zu mindern.

Nach einer Stunde wurde die Losung entfernt und insgesamt 3 Antikdrpermischungen
angefertigt, die als primare Antikérper zur Bindung an den entsprechenden Oberflachen-

molekulen dienen sollten.

Eine Mischung enthielt nur EpCAM-Antikorper als Nachweis fur Zellen epithelialen
Ursprungs (Positivkontrolle fur die EpCAM-Farbung), eine weitere nur CD45-Antikdrper als
Nachweis fur Zellen hamatopoetischen Ursprungs (Positivkontrolle fir die CD45-Farbung),
hier speziell fur mononukleare Zellen (PBMC), und eine Mischung wurde aus EpCAM- und

CD45-Antikorpern (Farbung des Patientenmaterials) angefertigt.

Die EpCAM-Antikérper wurden in einem Verhaltnis von 1:200 angefertigt. Hierfur wurden
200 pl antibody diluent mit 1 ul des polyklonalen rabbit anti-human EpCAM Antikoérpers in

einem Reaktionsgefalt zusammengefligt und anschlieRend gemischt.

Die monoklonalen mouse anti-human CD45-Antikérper wurden in einem Verhaltnis von
1:750 angefertigt.

Fir die Mischung aus Epcam- und CD45-Antikérper wurden 1500 pl antibody diluent mit
7,5 yl EpCAM-Antikorper und 2 pl CD45-Antikoérper vermischt.

100 pl der entsprechenden Ldsungen wurden auf die verschiedenen Wells verteilt.
Dabei diente das erste Well des Objekttragers zur Kontrolle der Eigenfluoreszenz und
wurde lediglich mit dem antibody diluent inkubiert. Auf die anderen beiden Wells des
Kontrollpraparates mit den hamatopoetischen Zellen kam jeweils die CD45-Antikdrper-
I6sung. Auf die anderen Wells des Praparates mit den seriellen Schnitten der murinen Niere
wurde die EpCAM-Antikérperlésung aufgetragen. Die Objekttrager mit Patientenmaterial

wurden jeweils mit der Mischung aus CD45- und EpCAM-Antikdrpern inkubiert.
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Die Inkubation der Primarantikérper erfolgte Uber Nacht bei 4-6°C im Dunklen. Am
folgenden Tag wurden die Antikdrperlésungen dekantiert und die Objekttrager 5 mal 5

Minuten mit PBS-Puffer gesplilt.

Wahrenddessen wurden die sekundaren Fluoreszenzantikbrpermischungen angefertigt.
Fur die hamatopoetischen Zellen wurde 1 pul CD45 goat anti mouse Alexa fluor No.488 1gG
mit 1000 ul antibody diluent vermischt (Verdinnung 1:1000). Fur die seriellen Schnitte der
murinen Niere wurde EpCAM goat anti rabbit Alexa fluor No. 594 1gG im Verhaltnis 1:1000

verwendet.

Fur die Patientenpraparate wurden der o.g. CD45-Fluoreszenzantikérper und der o.g.
EpCAM-Fluoreszenzantikdrper entsprechend einer Verdiinnung von 1:1000 angefertigt und

im nachsten Schritt auf die jeweiligen Praparate aufgetragen.

Auf den Objekttrager mit den hamatopoetischen Zellen (PBMC) wurde auf alle 3 Wells
jeweils nur CD45-Fluoreszenzantikdrper appliziert. Auf den Objekttrager mit den seriellen
Schnitten einer murinen Niere wurde nur EpCAM-Fluoreszenzantikérper appliziert. Auf die
Probandenpraparate wurde die Mischung beider Fluoreszenzantikdrper aufgetragen.

Die Aufteilung ist nachfolgend tabellarisch dargestellt.

Positivkontrolle fiir Positivkontrolle fiir

CD45 EpCAM Patientenpréaparate
. PBMC eines gesun- | Serieller Schnitt ei- = PBMC der Patien-
Préparat . .
den Probanden ner murinen Niere ten
CD45, 1:750 und
Primérer Antikérper = CD45, 1:750 EpCAM, 1:200
EpCAM, 1:200
5 - CD45, 1:1000 und
Sekundére FIUOTes- | n5 1.1000 EpCAM, 1:1000
zenzantikGrper EpCAM, 1:1000

Tabelle 2: Schematische Darstellung der Antikdrperapplikationen auf die jeweiligen Prapa-
rate unter Angabe der entsprechenden Mischverhaltnisse

CD45 = cluster of differentiation 45, EpCAM = epithelial cell adhesion molecule, PBMC = peri-
pheral blood mononuclear cells
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In der folgenden Abbildung ist zudem exemplarisch ein Objekttrager der Patientenpraparate

dargestellt.

Antibody diluent + Primarer + Primarer +

sekundarer AK sekundarer AK sekundarer AK

Abb. 1: Darstellung der Verteilung der primédren und sekundaren Antikorper
Verteilung der primaren und sekundaren Antikérper auf die 3 Wells der Objekttrager mit PBMC der
Schilddrisenkarzinompatienten. PBMC = peripheral blood mononuclear cells, AK = Antikérper

Die Praparate wurden abgedeckt und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden die Praparate in 3 Waschschritten a 5 Minuten mit PBS-Puffer gespult. Die Objekt-
trager wurden schlielich getrocknet. Im nachsten Schritt wurden 2-3 Tropfen ,ProLong
Gold antifade reagent with DAPI* auf je ein Well pipettiert, um Zellkerne fur die
Fluoreszenzmikroskopie ersichtlich zu machen, und diese mit 24 x 50 mm grofien Deck-
glasern abgedeckt. Nach 30 Minuten bei Raumtemperatur konnten die Objekttrager in einer
geschlossenen lichtgeschiitzten Sammelmappe bis zum Mikroskopieren im Kuihlschrank

bei 4-6°C gelagert werden.

2.6 Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur Durchfuihrung der Fluoreszenzmikroskopie wurde ein Nikon eclipse TE 300 Mikroskop
mit monochromer Kamera mit der Software NIS Elements Version 4.00 verwendet.
Zunachst mussten die Kontrollpraparate mit der hamatopoetischen Zellreihe und dem
seriellen Schnitt einer murinen Niere mikroskopiert werden, um zu Uberprifen, ob die
primaren und sekundaren Antikdrper richtig gebunden hatten und die Immunfluoreszenz-
farbung gelungen war. Danach wurden alle Patientenpraparate sorgfaltig Abschnitt fir Ab-

schnitt durchgesehen.

Eine Zelle wurde als zirkulierende Tumorzelle definiert, wenn sie folgende Eigenschaften
erfullte:

o EpCAM-Farbung positiv (sprich intensive rote Immunfluoreszenzfarbe)

e CD45-Farbung negativ (kein grinlicher Anteil)

¢ rund bis ovale Zellform mit vorhandenem Zellkern, was einer positiven DAPI-Farbung

(blaue Farbung) entsprach
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Trafen auf eine Zelle die gesuchten Merkmale zu, wurde diese Zelle fotografiert. Hierbei
wurde fir jede spezifische Farbung ein eigenes Foto abgespeichert, also ein Foto in der
EpCAM-Fluoreszenz mit 200 millisekunden (ms) Belichtungszeit, eins in CD45-Fluoreszenz
mit 40 ms Belichtungszeit und eins in DAPI mit 2 ms Belichtungszeit und hohem Farb-
kontrast. Das bereits untersuchte Patientenpraparat wurde an den 2. unabhangigen

Untersucher weiteregegeben und innerhalb von 2 Tagen erneut mikroskopiert.

2.7 Bearbeitung der ausgewahlten potenziellen CTCs

Die fotografierten und im ,jpeg® (joint photographic experts group) -Format abgespeicherten
potenziellen zirkulierenden Tumorzellen wurden zur Bearbeitung mit Photoshop als
einzelne Dateien geoffnet, hierbei jeweils die 3 Bilder einer Zelle (EpCAM, CD45 und DAPI).
Die 3 Bilder wurden zur endgultigen Beurteilung, ob eine ,Zielzelle” (also eine zirkulierende
Tumorzelle) vorliegt, in Helligkeit und Kontrast angepasst und ,Ubereinander (overfay)

gelegt. Die verschiedenen Zellbilder wurden erneut im ,jpeg“-Format abgespeichert.

Die einzelnen Bilder wurden nun in einer Power-Point-Prasentation nebeneinander
aufgereiht, sortiert und fur positiv (CTC) oder negativ (keine CTC) befunden und
entsprechend markiert. Eine Zelle wurde als CTC identifiziert, wenn sie den oben ge-
nannten immunhistochemischen Kriterien (EpCAM-Farbung positiv, CD45-Farbung negativ
und DAPI-Farbung positiv) entsprach. Praktisch bedeutete dies, eine intensiv rot gefarbte
Zelle mit blauem Zellkern und fehlender Grinfarbung, im overlay als intensiv rot/orange

Zelle dargestellt, entsprach der gesuchten Zielzelle, einer zirkulierenden Tumorzelle.

DAPI-Farbung CDA45-Farbung EpCAM-Farbung ,Overlay“-Bild

Abb. 2: Inmunfluoreszenzbilder einer CTC

Darstellung einer CTC in der Immunfluoreszenzmikroskopie in 100facher VergrofRerung. DAPI =
4,2-Diamidin-2-Phenylindol Dihydrochlorid, CD45 = cluster of differentiation 45, EpCAM = epithelial
cell adhesion molecule, adaptiert nach Ehlers et al. (73)

Der 2. Untersucher flihrte diese Schritte in gleicher Reihenfolge durch. Die Endergebnisse,

also die Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen fur den jeweiligen Probanden, wurden am
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Schluss der gesamten Bearbeitung in einer Excel-Tabelle erfasst. Dabei sollte die maximale
Differenz der detektierten zirkulierenden Tumorzellen der beiden unabhangigen
Untersucher bei < 3 Zellen liegen, ansonsten wurden andere Praparate des gleichen

Probanden erneut gefarbt und bearbeitet oder aus der Auswertung entfernt.

2.8 Erfassung der Patientendaten

Neben der Erfassung der identifizierten zirkulierenden Tumorzellen wurden folgende

Patientendaten und Parameter erhoben:

e Geburtsdatum

e Geschlecht

o Art des Tumors (medullar, papillar oder follikular)

e Datum der Erstdiagnose der Erkrankung

e Tumorstadium (nach TNM-Klassifikation der 7. Auflage) inklusive Metastasen-
lokalisationen (wenn Information vorhanden)

e Datum der Blutentnahme

¢ Informationen zum Verlauf bzw. zur Therapie der Erkrankung

e Thyreoglobulin- bzw. Calcitoninwerte im Verlauf und zum Zeitpunkt der Blutentnahme

e zeitlicher Abstand zur (letzten) Therapie wie Schilddrisenoperation und der letzten

stattgefundenen Radiojodtherapie

2.9 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mittels Graphpad Prism software (PRISM 6, GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA, USA) ausgewertet. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 definiert.
Nicht-parametrische Daten wurden bei Vergleichen von 2 Stichproben mit dem Mann-
Whitney-U-Test oder bei einem Gruppenvergleich mittels dem Kruskal-Wallis Test und
Dunn’s Vergleichstest erfasst und ausgewertet. Daten mit einer Normalverteilung wurden
mittels t-Test, ANOVA-Test und Dunnett Test analysiert. Fir die Korrelationsanalysen
wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson bei normal verteilten oder Spearman bei
nicht normalverteilten Daten bestimmt, wobei r = 1 fiir einen positiven, r = - 1 fir einen

negativen und O fur keinen Zusammenhang steht.
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3 Auswertung

3.1 Deskriptive Analyse des Patientenkollektivs

Von den 67 untersuchten Patienten mit Schilddrisenkarzinomen litten 33 (49%) unter
einem papillaren Schilddrisenkarzinom. 20 (30%) Patienten waren an einem follikularen

und 14 (21%) Patienten an einem medullaren Schilddrisenkarzinom erkrankt (73).

49%

30%

PTC =FTC =MTC

Abb. 3: Untersuchtes Patientenkollektiv
Untersuchtes Patientenkollektiv aufgeteilt nach Entitat in Prozent. PTC = papillares Schilddriisenkar-
zinom, FTC = follikulares Schilddriisenkarzinom, MTC = medullares Schilddriisenkarzinom

3.1.1 Altersdurchschnitt der Patienten

Das mittlere Alter der Schilddrisenkarzinompatienten mit papillarem Karzinom lag bei
Diagnosestellung im Durchschnitt bei 45,7 + 15,6 Jahren und zum Zeitpunkt der Blut-
entnahme bei 54,4 + 15,8 Jahren, fir die Patienten mit follikularem Schilddriisenkarzinom
bei 53,1 + 17,1 Jahren und bei 64,2 + 16,8 Jahren sowie flir die medullaren Schilddrisen-
karzinompatienten bei 38,3 £ 14,1 Jahren und 49,9 £ 13,5 Jahren. Die Probanden der
Kontrollgruppe waren durchschnittlich 55,7 £+ 18,8 Jahre alt zum Zeitpunkt der Blutent-
nahme (73).

3.1.2 Nachweis von Tumormasse

Zum Zeitpunkt der Blutenthnahme lagen bei 28 von 67 Patienten Tumormasse bzw.

Metastasen in unterschiedlichen Organen, unter anderem in Lunge, Knochen, Leber
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und/oder Lymphknoten, vor, was 42% der Patienten entspricht. Hiervon waren jeweils 10
von 20 Patienten (50%) mit follikularem, 10 von 33 Patienten (30%) mit papillarem und 8

von 14 Patienten (57%) mit medulldrem Schilddrisenkarzinom betroffen (73).

3.1.3 Thyreoglobulinspiegel in der Gruppe der differenzierten Schild-

drusenkarzinome

Zudem wurden in der Gruppe der papillaren Schilddrisenkarzinome 21 Patienten (64%)
mit einem Thyreoglobulinwert < 0,3 ng/ml, 4 Patienten (12%) mit einem Thyreoglobulinwert
zwischen 0 - 5 ng/ml (moderat erhdhte Spiegel) und 8 (24%) Patienten mit hohen Thyreo-
globulin-Spiegeln (= 5 ng/ml) erfasst. Bei einem Patienten waren in der krankheitsfreien
Gruppe mit Thyreoglobulinwerten < 0,3 ng/ml Thyreoglobulinantikérper nachgewiesen
worden. Bei der Auswertung der Daten der follikuldren Schilddrisenkarzinome konnten 8
Patienten (40%) mit einem Thyreoglobulinwert von < 0,3 ng/ml, 2 (10%) mit einem
moderaten Spiegel und 7 (35%) mit hohen Thyreoglobulinspiegeln von > 5 ng/ml ermittelt
werden. Bei 3 (15%) Patienten konnten diesbezlglich keine Thyreoglobulinspiegel in der

Dokumentation gefunden werden.
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m papillare Schilddrisenkarzinome follikulare Schilddrisenkarzinome

Abb. 4: Anzahl der Patienten mit differenziertem Schilddriisenkarzinom
Anzahl der untersuchten Patienten mit differenziertem Schilddrisenkarzinom aufgeteilt nach
Tg-Spiegeln. Tg = Thyreoglobulin
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3.1.4 Zeit seit letzter Radiojodtherapie in der Gruppe der differenzierten

Schilddrusenkarzinome

Des Weiteren wurde fiir die differenzierten Schilddriisenkarzinome die Zeit in Monaten seit

der letzten Radiojodtherapie der Patienten erfasst.

In der Gruppe der Patienten mit papillarem Schilddrisenkarzinom lagen die durchgefiihrten
Therapien zwischen 0 und 237 Monaten zurlck, bei einem Patienten war es unklar und bei
2 Patienten lag die Auswertung noch vor der Radiojodtherapie. Durchschnittlich lagen die

Therapien 76 Monate zurlick.

In der Gruppe der follikuldren Schilddrisenkarzinompatienten lagen die letzten Radio-
jodtherapien zwischen 0 und 248 Monaten zurtick. Bei 2 Patienten gab es keine Angaben.

Durchschnittlich war eine Zeitspanne von 53 Monaten seit der letzten Radiojodtherapie

vergangen.
Papilldres Follikuléares Medulléares
Schilddriisenkarzinom | Schilddriisenkarzinom | Schilddriisenkarzinom
Anzahl (n) 33 20 14
Alter (in Jahren) bei
Erstdiagnose: 45,7 £+ 15,6 53,1+ 17,1 38,3+ 14,1
Blutentnahme: 54,4 £ 15,8 64,2+ 16,8 499+ 135
CTC (Mittelwerte 23%+22 34146 1,3+1,6
+ SD)
Geschlecht (m/w) | 13/ 20 7/13 6/8
Durchschnittliche 76 Monate 53 Monate /
Zeitspanne seit letz-
ter RIT
Thyreoglobulinwert
Tg < 0,3 ng/ml 21 Patienten 8 Patienten /
Tg 0,3- 5 ng/ml 4 Patienten 2 Patienten /
Tg > 5 ng/ml 8 Patienten™ 7 Patienten** /

Tabelle 3: Ubersicht zur Aufteilung des Patientenkollektivs nach Tumorentitit n = Anzahl,

CTC = circulating tumor cell, SD = Standardabweichung, m = mannlich, w = weiblich, RJT = Radio-
jodtherapie, Tg = Thyreoglobulin
*1 Patient nachweislich mit Thyreoglobulinantikdrpern
** 3 Patienten ohne Dokumentation
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3.2 Nachweis von CTCs bei Patienten mit Schilddriisenkarzinomen

verglichen zur Kontrollgruppe

Qualitativ konnten sowohl in der Kontroll- als auch in der Gruppe der Schilddrisen-
karzinompatienten CTCs nachgewiesen werden. Erhoben wurde nun, ob sich die Anzahl
der nachgewiesenen CTCs der Schilddrisenkarzinompatienten und der Kontroligruppe

signifikant unterschieden.

Die durchschnittliche Anzahl der identifizierten CTCs in der Gruppe der Schilddriisen-
karzinompatienten lag zwischen 0 und 15 mit einem Mittelwert (MW) von 2,4 + 3,1 CTC.
In der Kontrollgruppe konnten zwischen 0 und 1,5 CTCs gefunden werden mit einem
Mittelwert von 0,2 + 0,42 (73).

In der Gruppenauswertung nach Kruskal-Wallis mit anschlieRendem Dunn’s Vergleichstest
ergaben sich signifikante Unterschiede fir die CTC-Werte der Kontrollgruppe im Vergleich
zur Gruppe der papillaren Schilddrisenkarzinome als auch zu den follikularen

Schilddrisenkarzinomen, nicht jedoch fir die medullaren Schilddriisenkarzinome.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe ergab sich in der Einzelanalyse im Mann-Whitney-U-Test,
eine signifikant hohere Anzahl an CTCs der Patienten aller Schilddriisenkarzinomarten im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit p = < 0,0001. Dies konnte gleichermalien bei den
einzelnen Tumorentitaten festgestellt werden. Verglichen zur Kontrollgruppe ergaben sich
somit MW von 2,3 £ 2,2 CTCs; p < 0,0001 innerhalb der papillaren Schilddriisenkarzinome,
MW von 3,4 £ 4,6 CTCs, p = 0,0049 bei den follikularen und MW von 1,3 = 1,6 CTCs,

p = 0,009 bei den medullaren Schilddrisenkarzinomen (73).
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Abb. 5: Anzahl CTCs aller Schilddriisenkarzinompatienten und einzelner Entititen im
Vergleich zur Kontrollgruppe

Anzahl CTCs aller Schilddrisenkarzinompatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe und auf einzelne
Entitaten aufgeteilt mit Angabe der jeweiligen Signifikanzen. PTC = papillares Schilddriisenkarzinom,
FTC = follikulares Schilddrisenkarzinom, MTC = medullares Schilddriisenkarzinom,
p = Signifikanz, CTC = circulating tumor cell, PBMC = peripheral blood mononuclear cells, adaptiert
nach Ehlers et al. (73)
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3.3 Zusammenhang zwischen CTCs und TumorgréRe bei

Erstdiagnose nach TNM-Klassifikation

Zur weiteren Abklarung eines Zusammenhangs zwischen TumorgroRe gemafll TNM-
Klassifikation (der 7. Edition entsprechend) bei Erstdiagnose und der Anzahl der CTCs der
Schilddrisenkarzinompatienten erfolgte eine Korrelationsanalyse nach Pearson. Hierbei
ergab sich ein positiver Zusammenhang zwischen der Tumorgré3e gemal T-Stadium bei
Erstdiagnose und der Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen (r = 0,9837, p = 0,0163,
95%iges Konfidenzintervall 0,42 - 0,99) (73).
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Abb. 6: Darstellung des Zusammenhangs zwischen TumorgréoBe und Anzahl der CTCs
Darstellung des Zusammenhangs zwischen Tumorgrofe gemal TNM-Stadium von T1-T4 und der
Anzahl der CTCs. r = Korrelationskoeffizient, p = Signifikanz, T = Tumorgréf3e, N = Lymphknotenbe-
fall, M = Metastasen, CTC = circulating tumor cell, PBMC = peripheral blood mononuclear cells,
adaptiert nach Ehlers et al. (73)

Es konnte somit eine positive Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten r = 0,9837
zwischen dem T-Stadium (aufsteigend von T 1-T 4) und der detektierten CTCs im Blut

nachgewiesen werden.
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Kein signifikanter Zusammenhang konnte in der Auswertung der T-Stadien der einzelnen

Tumorentitaten (follikular, papillar oder medullar) zu den CTCs festgestellt werden (73).

In weiteren Berechnungen konnte zudem kein Zusammenhang zwischen Lymphknoten-
befall (N) oder dem Vorhandensein von Metastasen (M) weder im Vergleich zur Erst-
diagnose noch im Vergleich zum Zeitpunkt der Blutentnahme und der detektierten CTCs

festgestellt werden (73).

3.4 Zusammenhang zwischen CTCs und den Thyreoglobulinspiegeln

differenzierter Schilddrisenkarzinome

In der Gruppenanalyse nach Kruskal-Wallis und Dunn’s Vergleichstest zeigten sich bereits
signifikante Unterschiede in der Anzahl der CTCs bei den differenzierten Schilddriisen-
karzinomen, der krankheitsfreien Patienten, die definitionsgemal einen Thyreoglobulin-
spiegel < 0,3 ng/ml aufwiesen, und Patienten mit Thyreoglobulinspiegeln = 5 ng/ml im

Vergleich zur Kontrollgruppe (73).

In der Einzeltestung nach Mann-Whitney-U konnte eine signifikant erhéhte Anzahl an CTC
bei den krankheitsfreien Patienten (Anzahl zwischen 0 und 10,5 mit einem MW von
2,7 £ 3,0) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Anzahl zwischen 0 und 1,5) mit einem Mittelwert
von 0,2 £ 0,4, mit p = 0,0002 bestatigt werden (73).

Patienten mit moderaten Thyreoglobulinspiegeln, zwischen 0,3 und 5 ng/ml, zeigten
insgesamt die geringste Anzahl an CTCs, zwischen 0 und 2, was einem Mittelwert von 0,8
* 0,8 entsprach und keinen signifikanten Unterschied (p = 0,089) zur Kontrollgruppe bot
(73).

Hingegen ergaben sich bei Patienten mit hohen Thyreoglobulinspiegeln = 5§ ng/ml,
die héchste Anzahl an nachgewiesenen CTCs mit 0 bis 15 CTC, was einem Mittelwert von
3,5 £ 4,5 entspricht. Hierbei bestand ein signifikanter Unterschied (p = 0,0005) zur
Kontrollgruppe (73).
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Abb. 7: Anzahl der CTCs bei Patienten mit differenzierten Schilddriisenkarzinomen

Anzahl der CTCs bei Patienten mit differenzierten Schilddrisenkarzinomen aufgeteilt nach
Tg-Spiegeln im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Angabe der signifikanten Ergebnisse. Tg = Thyreo-
globulin, p = Signifikanz, CTC = circulating tumor cell, PBMC = peripheral blood mononuclear cells,
adaptiert nach Ehlers et al. (73)

Bei der einzelnen Betrachtung papillarer und follikularer Karzinome ergab sich ein ahnliches

Bild wie oben beschrieben.
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Abb. 8: Anzahl der CTCs bei Patienten mit follikularen Schilddriisenkarzinomen

Anzahl der CTCs bei Patienten mit follikularen Schilddriisenkarzinomen aufgeteilt nach Tg-Spiegeln
im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Angabe der signifikanten Ergebnisse. Tg = Thyreoglobulin,
p = Signifikanz, CTC = circulating tumor cell, PBMC = peripheral blood mononuclear cells, adaptiert
nach Ehlers et al. (73)

Von den 20 Patienten mit follikularem Schilddriisenkarzinom konnten bei 3 Patienten keine

Daten zu den Thyreoglobulinspiegeln erhoben werden.

Wie man aus der Abbildung entnehmen kann, ergaben sich signifikante Unterschiede in
den ermittelten CTCs zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe der Tg < 0,3 ng/ml
(Mittelwert von 3,8 + 4,18 mit p = 0,013) und Tg = 5 ng/ml (Mittelwert von 4,9 + 6,34 mit
p = 0,001) innerhalb der Gruppe der follikularen Schilddrisenkarzinompatienten im
Mann-Whitney-U Test.

Keine signifikanten Unterschiede konnten zwischen den einzelnen Gruppen

(Tg < 0,3 ng/ml, Tg 0,3-5 ng/ml und Tg = 5 ng/ml) ermittelt werden.
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Fur die Gruppe der papillaren Schilddriisenkarzinompatienten verhielt es sich wie folgt:
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Abb. 9: Anzahl der CTCs bei Patienten mit papillaren Schilddriisenkarzinomen

Anzahl der CTCs bei Patienten mit papilldren Schilddrisenkarzinomen aufgeteilt nach Tg-Spiegeln
im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Angabe der signifikanten Ergebnisse. Tg = Thyreoglobulin,
p = Signifikanz, CTC = circulating tumor cell, PBMC = peripheral blood mononuclear cells, adaptiert
nach Ehlers et al. (73)

Wie in der Abbildung zu sehen ist, ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen der
Anzahl der CTCs der Kontrollgruppe und der jeweiligen Gruppe der papillaren Schild-
drusenkarzinome mit Tg < 0,3 ng/ml (Mittelwert von 2,34 + 2,6 mit p = 0,0004), Tg 0,3 -5
ng/ml (Mittelwert von 1,5 £ 1,22 mit p = 0,0054) und Tg = 5 ng/ml (Mittelwert von 2,3 £+ 1,81
mit p = 0,0011) im Mann-Whitney-U Test.

Konkordant zur Gruppe der follikularen Schilddrisenkarzinompatienten ergaben sich
zwischen den einzelnen Gruppen (Tg < 0,3 ng/ml, Tg 0,- 5 ng/ml und Tg = 5 ng/ml) der

papillaren Schilddriisenkarzinome keine signifikanten Unterschiede.
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3.5 Zusammenhang zwischen Anzahl der CTCs bei differenzierten
Schilddrisenkarzinomen mit Tg-Spiegeln < 0,3 ng/ml und dem
T-Stadium

Es ergab sich ein Zusammenhang in der Analyse der Patienten mit differenzierten Schild-
drisenkarzinomen und Thyreoglobulinspiegeln < 0,3 ng/ml,die serologisch als tumorfrei
gelten, und der Anzahl der detektierten CTCs mit dem initialen

T-Stadium gemaR TNM-Klassifikation wie unten dargestellit.
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Abb. 10: Anzahl der CTCs bei Patienten mit DTC und Tg-Spiegeln < 0,3 ng/ml

Anzahl der CTCs bei Patienten mit DTC und Tg-Spiegeln < 0,3 ng/ml aufgeteilt auf T-Stadien T1, T2
und T = 3 unter Angabe der signifikanten Ergebnisse. Tg = Thyreoglobulin, ng = Nanogramm,
ml = Milliliter, T = TumorgrélRe, p = Signifikanz, CTC = circulating tumor cell, PBMC = peripheral
blood mononuclear cells, DTC = differenzierte Schilddriisenkarzinome, adaptiert nach Ehlers et al.
(73)

Zwischen der Gruppe T1 und T2 (T1: MW 0,9 £ 1,2 CTCs; T2: 3,1 £ 2,0 CTCs mit
p = 0,0351) sowie T1 und 2 T3 (= T3: MW 3,9 £ 4,0 CTCs mit p = 0,0187) ergaben sich im
Mann-Whitney-U Test jeweils signifikante Unterschiede in der Anzahl der detektierten CTCs
(73).
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3.6 Zusammenhang zwischen Anzahl der CTCs und Therapie

3.6.1 Papillares Schilddrisenkarzinom

Zunachst wurde erortert, ob ein Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt der letzten
Radiojodtherapie und der Anzahl der CTCs bestehe, was jedoch nicht bestatigt werden

konnte (Spearman Korrelation r = 0,34; p = 0,0821).

In einer vorherigen Studie wurden 8 Jahre (entspricht 96 Monaten) als mittlerer
Zeitpunkt eines Rezidivs bei papillarem Schilddriisenkarzinom beschrieben, sodass wir
diesen Zeitpunkt zum Vergleich der CTC-Anzahlen heranzogen (74). Zudem wurden nur
tumor- bzw. krankheitsfreie Patienten, die definitionsgemal einen Thyreoglobulinspiegel
< 0,3 ng/ml nachwiesen, untersucht. Hierbei konnten im Mann-Whitney-U Test signifikant
mehr CTCs in der Gruppe der Patienten, bei denen die Radiojodtherapie > 96 Monate
zurucklag (MW von 4,6 + 3,1 CTC), als bei denen, deren Therapie < 96 Monate zuriicklag
(MW von 1,0 £ 1,0; p = 0,0014), festgestellt werden (73).
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Abb. 11: Darstellung des Zusammenhangs zwischen Zeit seit der letzten Radiojodtherapie bei
tumor-freien PTC-Patienten und Anzahl der CTCs

Darstellung des Zusammenhangs zwischen Zeit seit der letzten Radiojodtherapie bei tumor-freien
PTC-Patienten und Anzahl der CTCs unter Angabe der signifikanten Ergebnisse. PTC = papillares
Schilddrisenkarzinom, p = Signifikanz, CTC = circulating tumor cell, PBMC = peripheral blood mon-
onuclear cells, adaptiert nach Ehlers et al. (73)
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3.6.2 Follikulares Schilddrisenkarzinom

Bei den follikuldaren Schilddrisenkarzinomen konnte kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Zeitpunkt der letzten Radiojodtherapie und der Anzahl der CTCs weder bei

Thyreoglobulinwerten < 0,3 ng/ml noch bei Tg > 0,3 ng/ml festgestellt werden (73).

3.6.3 Medullares Schilddrisenkarzinom

Auch fur das medullare Schilddriisenkarzinom konnte kein Zusammenhang zwischen der

letzten Therapie (Operation) und der CTC-Anzahl nachgewiesen werden (73).
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4 Diskussion

4.1 Ubergeordnete Zusammenfassung

In der hier prasentierten Studie konnten CTCs im peripheren Blut von Patienten mit Schild-
drisenkarzinomen detektiert werden. Es konnte zudem ein positiver Zusammenhang
zwischen der Anzahl der CTCs und dem T-Stadium festgestellt werden. Insbesondere
Patienten mit differenzierten Schilddrisenkarzinomen ohne Nachweis von Tg als Tumor-
marker im Blut (Tg-Spiegel < 0,3 ng/ml), die serologisch als tumorfrei galten, wiesen
signifikant mehr CTCs (MW 2,7 + 3,0) mit einer weiten Spannbreite von 0 - 10,5 CTC im
Vergleich zu gesunden Probanden (MW 0,2 + 0,4) auf. Es konnte zudem ein Zusammen-
hang zwischen dem initialen T-Stadium und der erfassten CTCs bei tumorfreien
Patienten mit differenzierten Schilddrisenkarzinomen ermittelt werden. Bei Patienten mit
T1-Stadium ergab sich ein signifikanter Unterschied der detektierten CTCs im Vergleich zu
Patienten mit Stadium T2 und = T3. Des Weiteren wurde fur Patienten mit PTC und
Tg-Spiegeln < 0,3 ng/ml ein signifikanter Anstieg der Anzahl der CTCs

festgestellt, wenn die Radiojodtherapie langer als 96 Monate zurticklag.

4.2 Zusammenhang zwischen TNM-Klassifikation und der Anzahl der

CTCs im peripheren Blut

In dieser Arbeit konnte ein positiver Zusammenhang zwischen der Tumorausdehnung,
ausgedruckt als T nach der 7. TNM-Klassifikation (72), und der Anzahl der CTCs im
peripheren Blut festgestellt werden. Im untersuchten Patientenkollektiv befanden sich
jedoch funf statistische Ausreiler (Stadien T3 und T4), bei welchen bis zu 15 CTCs nach-
gewiesen wurden. Zwei davon wiederum hatten Fernmetastasen, unter anderem in der
Lunge, sodass diese aus den Berechnungen nicht ausgeschlossen wurden (73).

In anderen Studien konnte bereits ein positiver Zusammenhang zwischen dem
Tumorstadium und der Anzahl der detektieren CTCs im peripheren Blut der Erkrankten
nach gewiesen werden, unter anderem bei Leber-, Magen- und adrenokortikalem Karzinom
(58, 75, 76).

Gleiches konnte auch kirzlich in Studien zum Mamma- und bei kolorektalem Karzinom
festgestellt werden, nicht jedoch bei Prostata- oder dem Plattenepithelkarzinom des
Osophagus (77-82). Die Ursache dieser unterschiedlichen Ergebnisse bedarf naherer

Untersuchungen.
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Zhang et al. erklarten den fehlenden Zusammenhang beim Plattenepithelkarzinom des
Osophagus mit einer mdglicherweise fehlenden Detektion der CTCs und der geringen
Patientengrofle (63 Patienten) sowie einer kurzen Follow-Up Zeit (81). Bei der vorliegenden
Studie war die GroRRe des Patientenkollektivs mit 67 ahnlich, jedoch konnte hier ein
Zusammenhang festgestellt werden. Inwiefern die angewandte Detektionsmethode oder
die Tumorentitat ausschlaggebend flr die unterschiedlichen Ergebnisse ist, bleibt unklar.
Ein groReres Patientenkollektiv als Nachweis der Zuverlassigkeit der Methode ware
wlnschenswert, erfordere jedoch grél3ere zeitliche und personelle Kapazitaten, da die
Aufarbeitung der Proben manuell erfolgt und immer zwei Untersucher die Objekttrager in

kurzen zeitlichen Abstanden hintereinander mikroskopieren.

Die TumorgroRe wurde als ein Risikofaktor zur Entwicklung zentraler Lymphknoten-
metastasen bei papillaren Mikrokarzinomen der Schilddriise beschrieben und war zudem
mit einem erhdhten Rezidivrisiko bei papillaren Schilddriisenkarzinomen assoziiert (83—86).
Inwiefern dies maoglicherweise ein Grund fur eine vermehrte Anzahl von CTCs im Blut

darstellt, verbleibt zu Uberprifen.

Fur FTC-Patienten konnte zudem gezeigt werden, dass die Tumorgréie mit einer kiirzeren
Uberlebenszeit (je groRer, desto kiirzer) und die Prasenz von Fernmetastasen zum
Zeitpunkt der Diagnose mit einer geringeren Uberlebensrate assoziiert waren (87). Insofern
konnte die minimal-invasive Bestimmung der CTCs im peripheren Blut einen Weg

aufweisen, diese Risiken ohne gro3en Aufwand abzuschatzen.

Auch bei den serologisch tumorfreien DTC-Patienten ergaben sich signifikante
Unterschiede bei der CTC-Anzahl zwischen den T-Stadien. Patienten mit initialem

T1-Stadium wiesen eine signifikant geringere CTC-Anzahl im Blut auf im Vergleich zu
Patienten mit T2- und = T3-Stadium. Stadium T3 und T4 wurden hierbei zusammengefasst,
da es nur 3 Werte fir T4 gab. Das bedeutet, dass selbst bei serologisch tumorfreien
Patienten mit initial fortgeschrittenem Tumorstadium noch hohe Anzahlen an CTCs fest-
gestellt werden konnten (73). Bis auf einen Patienten mit PTC hatten alle anderen Patienten
des untersuchten Kollektivs keinen Tumornachweis zum Zeitpunkt der Blutentnahme,
sodass sich die Frage stellt, wieso die Patienten mit initial héheren T-Stadien bei
serologisch fehlendem Tumornachweis tendenziell mehr CTCs im Blut aufwiesen.
Womadglich handelt es sich um verbliebene (schlafende) Tumorzellen, die im Verlauf zu
einem Rezidiv fuhren koénnten. Inwiefern die ermittelte CTC-Anzahl prognostische

Bedeutung hat, kann nur in prospektiven Langzeitstudien geklart werden.
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Die hier erhobenen Daten weisen auf einen Zusammenhang zwischen der Tumor-
ausdehnung und der Anzahl der CTCs im peripheren Blut von Schilddrisenkarzinom-
patienten hin. Zusammenfassend kann man festhalten, dass bei gréRerer Tumor-
ausdehnung mehr CTCs im Blut der Patienten zu finden waren, was sich teilweise mit
anderen Studienergebnissen deckt und mit weiteren Krankheitsparametern verknlpft
werden sollte. Die Bestimmung der CTCs konnte daher als zusatzlicher unabhangiger
Faktor zur Krankheitstiberwachung als auch der Prognoseabschatzung beim Schilddriisen-

karzinom dienen.

In dem hier untersuchten Patientenkollektiv ergab sich hingegen kein Zusammenhang
zwischen dem N- (Lymphknotenbefall) und M- (Metastasen) Stadium und der CTCs.
Kontroverse Daten diesbeziglich ergaben sich auch in anderen Studien zum Beispiel zum
kolorektalen Karzinom, Plattenepithelkarzinom des Osophagus als auch dem Mamma-
karzinom (77, 78, 80, 81, 88).

In einer Studie von Xu et al. 2016 wurde ebenfalls keine erhdhte CTC-Anzahl bei
metastasierten differenzierten Schilddrisenkarzinomen detektiert. Erklart wurde dies
aufgrund einer verminderten oberflachlichen (extrazellularen) Membranexpression von
EpCAM, welche durch das CellSearch-System detektiert wird, und stattdessen einer
erhohten nukledaren EpCAM-Akkumulation der CTCs (68). Diese Tatsache konnte bereits

zuvor bei aggressiv verlaufenden PTC nachgewiesen werden (89).

In der hier vorgestellten Studie hat das EpCAM-Expressionsmuster hingegen keinen
Einfluss auf die Ergebnisse, da die hier genutzte Methodik nicht die extrazellulare EpCAM-
Expression zur Anreicherung von CTCs nutzt. Jedoch weisen sich gerade die zur Metasta-
sierung neigenden Tumorzellen durch eine vermehrte epitheliale-mesenchymale Transition
(EMT) aus und sind fir die Detektion anhand epithelialer Oberflachenmarker mdéglicher-
weise nicht erfassbar (90-92). Dies konnte eine Erklarung fur den fehlenden Zusammen-

hang zwischen detektierten CTCs und der Metastasierung bzw. dem M-Stadium sein.

Ein weiterer Grund fir den fehlenden Zusammenhang zwischen dem Metastasen-Stadium
und der CTCs kodnnte, zumindest bei der Auswertung der PTC, an der v.a. lymphogenen
Ausbreitung und eher selten auftretenden Fernmetastasierung liegen (93). Damit ergibt sich
jedoch die Frage, ob die CTC-Bestimmung bei Patienten mit papilldaren Schilddrisen-
karzinomen zur Prognostik Uberhaupt geeignet ist, da diese Entitat sich eher durch ein
langsames Tumorwachstum und einen seltenen krankheitsbezogenen Tod auszeichnet
(31, 94, 95). Bekannte Risikofaktoren fur eine erhdhte Rezidiv- und Todesrate sind unter

anderem Fernmetastasen, Tumorgrofie und Lymphknotenbeteiligung (74).
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Aufgrund der unterschiedlichen Tumorbiologie hinsichtlich Ausbreitung und Metastasierung
der Subtypen (MTC, PTC und FTC) der Schilddrisenkarzinome wird daher auch postuliert,
eine getrennte Auswertung erhobener Studiendaten vorzunehmen, was in dieser Arbeit
teilweise Berlcksichtigung fand (87, 93). Damit koénnte das Aussagepotential der
detektierten CTCs hinsichtlich der Krankheitsprognose fir die jeweilige Tumorentitat

verbessert werden.

4.3 Einfluss der Detektionsmethoden und Charakteristika der CTCs

Ein weiterer Grund flir die kontroversen Ergebnisse friherer Studien hinsichtlich der
Zusammenhange zwischen TNM-Klassifikation und Anzahl der CTCs kénnten die in den
Studien teilweise sehr unterschiedlichen Detektionsmethoden mit entsprechend variabler
Sensitivitdt und Spezifitat sein, was die Vergleichbarkeit der Aussagen generell einschrankt.
Dies konnte beispielsweise in einer systematischen Ubersichtsarbeit von Tonozzi et al. fur
Schilddrisenkarzinome nachgewiesen werden. Hier zeigten sich in verschiedenen Studien
Sensitivitdten zwischen 20 % bis 90,9 % sowie Spezifitaten von 77,8 % bis 100 % fir den
Nachweis von CTCs, was unter anderem durch die verschiedenen angewandten
Methoden und die unterschiedlichen Tumorsubtypen (medullar, papillar und follikular)

begrindet wurde (96).

Des Weiteren muss man bertcksichtigen, dass EpCAM als Oberflachenprotein nicht nur
auf Tumorzellen von Karzinomen, sondern auch auf ,normalen® Epithelzellen unter
anderem dem Gastrointestinaltrakt, den Gallenwegen, der Harnblase und dem Follikel-
epithel der Schilddrise nachzuweisen ist (97-99). Karzinomzellen kénnen EpCAM
ausbilden und an der Zelloberflache exprimieren, auch wenn sie normalerweise kein
EpCAM als Oberflachenmolekil tragen (100). Die Detektionsmethoden sollten
wulnschenswerterweise eine eindeutige Differenzierung von Tumorzellen und Epithelzellen

mit EpCAM-Expression gewahrleisten.

Unter anderem findet die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT), die, wie bereits
erwahnt, Einfluss auf die Metastasierung eines Tumors hat und somit auch fir die weitere
Prognose der Erkrankung entscheidend ist, je nach Detektionsmethode keine
Bertcksichtigung (91, 101, 102). Dadurch werden die vorhandenen CTCs im Blut

womdglich nicht erfasst und somit unterschatzt (92).

Des Weiteren weisen sich die unterschiedlichen Tumorarten bzw. Tumorzellen auch durch

unterschiedliche Charakteristika hinsichtlich der Expression von EpCAM oder anderer
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Oberflachenmolekiile aus (103—-105). Selbst der einzigen durch die FDA zugelassenen
Detektionsmethode mittels der CellSearch Plattform von Veridex (zugelassen fir
Mamma-, Prostata- und kolorektales Karzinom) mangelt es unter anderem aufgrund der
Heterogenitat der CTCs und der geringen Anzahl im peripheren Blut an Sensitivitat und
Spezifitat (92, 103, 106, 107). Dies trifft insbesondere dann zu, wenn die Tumorzellen nur
wenige epitheliale Marker exprimieren wie z.B. beim Nierenzellkarzinom, wo sich die
epithelunabhangige Methode mit ISET (isolation by size of epithelial tumor cells) als pro-
bater erwies (103). Eine Diskrepanz der CTC-Anzahl je nach Tumortyp und Detektions-
methode konnte bereits in anderen Studien aufgezeigt werden (108). In einer Studie von
Yu et al. konnte bei Patienten mit Mammakarzinom gezeigt werden, dass die Detektion von
CTCs mit mesenchymalen Merkmalen mit einem Krankheitsprogress assoziiert ist (109).

Um daher die erhobenen Daten besser vergleichen und zur validen Prognoseeinschatzung
heranziehen zu kdnnen, ware eine einheitliche Detektionsmethode oder eine Kombination
aus mehreren Methoden mit hoher Sensitivitdt und Spezifitdt zur Erfassung der CTCs
wunschenswert. Denkbar ware zum Beispiel eine Kombination aus einer biochemischen
und biophysikalischen Detektionsmethode zu etablieren, die einerseits kosteneffektiv ist

und andererseits einen hohen Durchsatz bietet (106).

4.4 Einfluss therapeutischer MalRnahmen und tumor dormancy

In unseren Daten zeigte sich, dass CTCs noch lange Zeit nach abgeschlossener Therapie
(z.B. Operation und Radiojodtherapie) im peripheren Blut nachweisbar waren, was unter
anderem bereits fur Patienten mit Mammakarzinom beschrieben wurde (110, 111).
Pachmann et al. 2005 beschrieb das 13 von 16 ihrer Patienten in kompletter Remission
CTCs auch noch tber 1 Jahr nach erfolgter Therapie aufwiesen (110).

Dies ist konsistent mit unseren erhobenen Daten, wobei in der hier vorgestellten Studie
CTCs noch mehrere Jahre (bis zu 19 Jahren) nach erfolgreicher Therapie im Patientenblut
festgestellt werden konnten (73). Im Vergleich zu den Kontrollprobanden zeigten sich bei
den DTC mit fehlendem serologischen Tumornachweis (Tg < 0,3 ng/ml) signifikant mehr
CTCs im Blut, was sowohl fur PTC als auch fur FTC in der Einzelbetrachtung bestatigt
werden konnte. Mdglicherweise handelt es sich bei diesen Tumorzellen um ,ruhende”
Tumorzellen, die das Auftreten eines Rezidivs frihzeitig anzeigen, was wiederum fir die

Therapie und Prognose entscheidend sein kénnte.

Dies flhrt zur Diskussion Uber den Mechanismus des sogenannten fumor dormancy.

Unter tumor dormancy versteht man den ,ruhenden® Zustand eines Tumors, der lange nach
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der eigentlichen Tumorentfernung bzw. stattgefundener Therapie und klinisch fehlendem
Tumornachweis, entweder lokal oder systemisch als Rezidiv auftreten kann (112, 113).
Bei Patienten mit Mammakarzinom tritt bei 20 % der klinisch tumorfreien Patienten
zwischen 7 bis 25 Jahren ein Rezidiv auf, ahnliches wurde ebenfalls flr das Schilddriisen-
karzinom beschrieben (113, 114). Insbesondere wird dies beim gut-differenzierten
Schilddrisenkarzinom mit, wenn Uberhaupt, spater Metastasierung und langsamen Tumor-

progress, als Mechanismus eines Rezidivs angenommen (115).

Diskutiert wird, ob es sich dabei um CTCs handelt, die langlebig, sich in einem
,Schlafenden“ Zustand befinden, und deswegen noch Jahre spater im Blut nachweisbar
sind oder ob CTCs von replizierenden Tumorzellen aus dem Gewebe stammen und von da
aus wieder ins Blut gelangen (110, 112, 116). Ein wichtiger Aspekt ist, dass man davon
ausgeht, dass dieser ,schlafende” Zustand fur die Therapieresistenz mancher Karzinome

verantwortlich ist (112).

Die genauen Hintergrinde und Mechanismen zu tumor dormancy und die exakte Rolle der
CTCs bedirfen jedoch noch weiterer Untersuchungen, insbesondere um entsprechende
therapeutische Schritte einzuleiten und damit die Prognose bei Patienten mit

metastasierten Schilddriisenkarzinomen zu verbessern.

Grogan et al. 2013 untersuchte 269 Patienten mit papillaren Schilddriisenkarzinomen Utber
eine Zeit von 27 Jahren bezuglich der Rezidiv- und krebsassoziierten Todesrate, welche
bei 28 % und 9 % lagen. Die Zeitspanne bis zum Rezidivereignis lag bei durchschnittlich
8,1 Jahren und beim tumor-assoziierten Tod bei 9,0 Jahren (74). In unseren Daten lielRen
sich bei krankheitsfreien PTC-Patienten, bei denen die Radiojodtherapie > 96 Monate
(entspricht 8 Jahren) zurlcklag, ebenfalls signifikant héhere Anzahlen an CTCs als bei den
Patienten < 96 Monate, nachweisen. Dies kdnnte maoglicherweise auf einen kritischen
Zeitpunkt beim Follow-Up von PTC-Patienten hindeuten (73). Unsere Daten zeigen das
Potenzial der CTC-Bestimmung hinsichtlich einer Prognosevorhersage bei dieser
Patientengruppe auf, sollten jedoch in weiterfiihrenden Studien naher untersucht werden.
CTC-Messungen konnten bereits fiir Patientinnen mit Mammakarzinom als unabhangige
Faktoren fur die Prognose und die Uberlebenswahrscheinlichkeit herangezogen werden
(117, 118).

In der vorliegenden Untersuchung wurde bei den Patienten mit differenzierten Schild-
drisenkarzinomen, und fehlendem Tumormarkernachweis (Tg-Spiegel < 0,3 ng/ml) eine
CTC-Anzahl zwischen 0 - 10,5 festgestellt mit einem MW von 2,7 + 3,0 CTC, was sogar
hoher lag als die CTC-Anzahl bei Patienten mit moderat erhdhten Tg-Spiegeln (0,3 - 5
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ng/ml) und signifikant héher als bei den Kontrollprobanden. Keine signifikanten Unter-
schiede ergaben sich jedoch im Vergleich der Gruppen anhand des T-Stadiums und der
LAggressivitat* des Tumors (Thyreoglobulinspiegel, Anzahl der Radiojodtherapien,
applizierte Radiojodmenge). Einfluss auf die Ergebnisse kénnte der Zeitpunkt der letzten
Radiojodtherapie gehabt haben. Denn die Radiojodtherapien bei den Patienten mit Tg <
0,3 ng/ml (tumorfrei) lagen signifikant langer zurlick als bei der Gruppe der Tg 0,3 - 5 ng/ml,
namlich 80,6 £+ 82,4 Monate vs. 16,7 £ 22,9 Monate (p = 0,0185) (73). Zudem war die
Gruppe der DTC mit moderaten Tg-Spiegeln (Tg 0,3 - 5 ng/ml) mit 6 Patienten eher klein,

sodass ein signifikanter Unterschied womaglich nicht erfasst wurde.

Der Nachweis von CTCs in serologisch tumor-freien Patienten kdnnte insbesondere fur
schlecht-differenzierte und metastasierte differenzierte Schilddrisenkarzinome ohne
erhdhte Thyreoglobulinwerte im Blut oder mit nachweislichen Thyreoglobulin-Antikdrpern
zum Monitoring der Krankheitsaktivitat hilfreich sein. Ein Patient (initiales TNM-Stadium
T3N1MX) in unserer Kohorte mit papillarem Schilddriisenkarzinom wies beispielsweise
keine erhdhten Thyreoglobulinspiegel (Tg < 0,2 ng/ml) oder Thyreoglobulin-Antikérper auf
und hatte zum Zeitpunkt der Blutentnahme als Mittelwert 3,5 CTCs im Blut mit klinisch
eindeutigem Krankheitsprogress (wachsende Lymphknoten- und Lungenmetastasen).
Aufgrund einer Operation im Verlauf konnte keine erneute Blutentnahme als Follow-Up
erfolgen. Dieses Beispiel weist jedoch auf die Einsatzmdglichkeiten der CTC-Bestimmung
als alternative Uberwachungsmethode zur Ermittlung Tumormarker-negativer

Patienten mit Krankheitsprogress hin (73).

4.5 Rolle der CTCs bei Kontrollprobanden

Wie bereits in anderen Studien ermittelt, fanden wir nur wenige CTCs im Blut unserer
Kontrollprobanden (zwischen 0 - 1,5 CTC, MW 0,2 + 0,42), die eine Struma, Autoimmun-
thyreoiditis oder gutartige Schilddrisenknoten aufwiesen. Diese Tatsache wurde
bereits in vorherigen Untersuchungen bei Patienten mit inflammatorischen oder benignen
Erkrankungen gleichermalRen beschrieben (43, 77, 119, 120). Da auch diese Kontroll-
probanden vereinzelt CTCs im Blut aufwiesen, sollte hier weiter
untersucht werden, welcher Entitdt die gefundenen Zellen angehdren.
Handelt es sich moéglicherweise um bereits vorhandene Tumorzellen, die sich in einem
friihen Stadium einer beginnenden Tumorerkrankung befinden, oder sind es andere Zellen,
die ahnliche Charakteristika aufweisen, was somit die Detektion der eigentlichen CTCs

beeintrachtigen kénnte. In einer Studie von llie et al. wurden beispielsweise bereits einige
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Jahre zuvor CTCs im Blut von Risikopatienten mit COPD detektiert. Diese wurden jahrlich
Uberwacht und im Verlauf konnten Lungentumoren in friihen Stadien der Krankheit entdeckt
und entfernt werden (121). Um diese Fragen eindeutig zu klaren, bedarf es prospektiver
Langzeitstudien und naherer Charakterisierungen dieser Zellen, wie bereits vorgeschlagen
wurde (120).

4.6 Limitationen der Studie

Unsere Studie weist ebenfalls Limitationen auf. Ein Faktor spielt beispielsweise der
unkalkulierbare Einfluss therapeutischer Interventionen wie Operationen oder systemische
Therapien beziglich des Uberlebens potentieller Tumorzellen, die langfristig (fir Jahre) in
der Blutzirkulation tberleben und vorkommen kénnen (41, 110, 122, 123). Da die meisten
der untersuchten Patienten vor der Blutentnahme operiert oder bestrahlt wurden, kann man
diese Einflussfaktoren in unserer Untersuchung nicht ausschlieRen bzw. einkalkulieren.
Weitere Studien sollten daher darauf zielen, die Auswirkung dieser Therapien anhand
unterschiedlicher Messzeitpunkte vor, wahrend und nach der jeweiligen Therapie zu
untersuchen, um damit einen besseren Einblick bezuglich der Bedeutung von CTCs in
Schilddrisenkarzinomen zu bekommen. In der Publikation von Schmidt et al. 2021 konnte
bereits gezeigt werden, dass die Anzahl der CTCs in Patienten mit DTC 6 Wochen nach
Radiojodtherapie signifikant sank und die Detektion von CTCs mdglicherweise als
effizientes Instrument zum Therapiemonitoring dienen kdnnte (70).

Des Weiteren zeigte sich in der Korrelationsanalyse ein positiver Zusammenhang zwischen
dem T-Stadium und der Anzahl der CTCs, wobei die Korrelation auf 5 statistische Ausreil3er
mit Stadien T3 und T4 zurtckzufihren war. Da bei 2 Patienten Fernmetastasen nach-
zuweisen waren, wurden diese nicht exkludiert (73).

Wie bereits erwahnt, ware die Untersuchung eines grofieren Patientenkollektivs zur Unter-
mauerung der Ergebnisse und verbesserten Reprasentation wiinschenswert. Durch die teil-
weise kleinen Kohorten kann nicht ausgeschlossen werden, dass signifikante
Unterschiede nicht erkannt wurden. Beispielsweise gab es nur bei 60 % des untersuchten
Patientenkollektivs Informationen zur Metastasierung. Jedoch bedarf die hier angewandte
Methodik einen groRen zeitlichen und personellen Aufwand, da die Verarbeitung der
Proben manuell erfolgt und das Mikroskopieren der Objekttrager durch 2 Untersucher in
kurzen Abstanden hintereinander erfolgen muss. Des Weiteren werden mehr Daten zum
Follow-Up bendétigt, um die Bedeutung der CTCs fir die Krankheitsprognose besser

untersuchen zu konnen.

38



4.7 Zukunftsperspektiven der CTCs

Aufgrund der zunehmenden Anzahl an Krebserkrankungen weltweit bedarf es weiterer
Untersuchungen sowohl des Metastasierungsprozesses als auch der Therapiestrategien,
um langfristig die Prognose von Krebspatienten zu verbessern. Ein Potenzial hierfur bieten
die CTCs, die in den letzten Jahren zunehmend erforscht wurden. Zukunftig ware eine
Verbesserung der Detektionsmethoden unter Berticksichtigung der EMT, tumor dormancy
und anderer morphologischer Aspekte der einzelnen CTCs wiinschenswert, um damit die
Aussagekraft hinsichtlich der Krankheitspradiktion zu verbessern (44, 124). Des Weiteren
koénnte die Bestimmung von CTCs im Blut als liquid biopsy Verwendung finden und vor,
wahrend und nach einer Therapie als Surrogatmarker des Therapieansprechens und zum
Krankheitsmonitoring dienen (125, 126). Zudem ware es winschenswert die CTCs
molekular naher zu charakterisieren, um individualisierte und zielgerichtete Therapie-

strategien entwickeln zu kénnen (127).

Wir konnten aufzeigen, dass signifikant mehr CTCs im peripheren Blut von Patienten mit
Schilddrisenkarzinomen im Vergleich zu Kontrollpatienten mit gutartigen Schilddrisener-
krankungen festgestellt werden konnten. Dies lieRe auf die Moglichkeit schlieRen, CTC-
Bestimmungen als Screeningelement zur Tumorsuche bei beispielsweise Risikopatienten
zu verwenden, wie es llie et al. zum Lungenkarzinom untersuchte, oder zur Differenzierung
von benignen oder malignen Veranderungen im Gewebe wie in der Studie von Pinzani et
al. zum adrenokortikalen Karzinom heranzuziehen (58, 121). Allerdings bedarf es hierflr
einer hohen Sensitivitat sowie Spezifitat der Detektionsmethoden, um eine Uberdiagnostik
zu vermeiden.

Zudem konnte ein positiver Zusammenhang zwischen dem T-Stadium, der Tumor-
ausdehnung, und der Anzahl der detektierten CTCs nachgewiesen werden. Dies konnte
insbesondere auch fur die serologisch und klinisch tumorfreien Patienten mit
differenziertem Schilddriisenkarzinom aufgezeigt werden.

Daruber hinaus konnten bei tumorfreien PTC-Patienten ohne serologischen Tumor-
nachweis signifikant mehr CTCs im peripheren Blut festgestellt werden, wenn die Radio-
jodtherapie > 8 Jahre zuricklag, im Vergleich zu den Patienten, bei denen die Therapie

kurzer zurucklag.

Daraus lielRe sich ableiten, dass CTCs zum Krankheitsmonitoring und Follow-Up sowie als
zusatzliches Werkzeug in der Tumordiagnostik und -therapie des Schilddrisenkarzinoms
dienen kénnten. Um dies in der klinischen Anwendung zu etablieren, bedarf es jedoch noch

weiterer reprasentativer Studien.
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4.8 Schlussfolgerungen

Zirkulierende Tumorzellen sind zum besseren Verstandnis der Tumorbiologie bei
verschiedenen soliden Tumorarten bereits seit mehreren Jahrzenten Gegenstand
wissenschaftlicher Forschungen. Sie kdnnten als Biomarker dem klinischen Management
einer Tumorerkrankung dienen und sind zudem einfach und minimal-invasiv durch eine

Blutentnahme zu erheben.

In der hier vorgestellten Arbeit wurde die Detektion von CTCs bei Patienten mit Schild-
drusenkarzinomen mittels einer immunfluoreszierenden Methode untersucht. Es konnten
hierbei signifikant mehr CTCs im peripheren Blut von Schilddrisenkarzinompatienten als
bei den Kontrollpatienten mit gutartigen  Schilddriisenerkrankungen  fest-
gestellt werden. Dies konnte fiir die untersuchten einzelnen Entitaten (FTC, MTC und PTC)
gleichermallen nachgewiesen werden, was bereits erhobene Daten anderer Studien zu

CTCs fur andere solide Tumorarten bestatigt.

Des Weiteren konnte ein positiver Zusammenhang zwischen der Tumorausdehnung und
der Anzahl der CTCs festgestellt werden. Je gréfier also ein Tumor in der Ausdehnung war,
desto mehr CTCs konnten durchschnittlich im Blut detektiert werden. Die Bestimmung der
CTCs im Blut kénnte daher dem weiteren Krankheitsmanagement und der Prognoseab-
schatzung dienen. Dies deckt sich jedoch nur teilweise mit Studienergebnissen zu anderen
Tumorarten, was teilweise auf unterschiedliche Detektionsmethoden, die nicht oder nur
unzureichend miteinander vergleichbar sind, zurlickzuflihren ist. Des Weiteren werden
CTCs, die sich beispielsweise in einer EMT befinden, mdglicherweise durch epitheliale

Detektionsmethoden nicht erfasst, sodass es anderer, z.B. kombinierter Methoden bedarf.

Vor allem bei Patienten mit differenziertem Schilddrisenkarzinom, die serologisch als
tumorfrei gelten, konnten in der hier aufgefihrten Arbeit im Vergleich zur Kontrollgruppe
mehr CTCs nachgewiesen werden. Zudem wurde ebenfalls ein Zusammenhang zwischen
der Tumorausdehnung und der Anzahl der CTCs aufgezeigt. Dies konnte die Bedeutung
der CTCs bei Patienten ohne serologischen oder klinischen Tumornachweis als Prognose-
marker oder zur Therapiekontrolle verstarken, sollte jedoch zuklinftig noch naher untersucht

werden.

AulRerdem konnten im Blut von Patienten mit papillarem Schilddrisenkarzinom signifikant
mehr CTCs im Blut festgestellt werden, wenn die Radiojodtherapie mehr als 96 Monate
(8 Jahre) zurucklag, was mdglicherweise fur einen kritischen Zeitpunkt in der Tumor-

nachsorge mit einem erhéhten Rezidivrisiko spricht. Diese Hypothese sollte Uberpruift
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werden, insbesondere hinsichtlich der Dynamik der CTC-Detektion vor, wahrend und nach
einer Radiojodtherapie, um daraus zuklnftig entsprechende therapeutische Schllisse

ziehen zu konnen.

Insgesamt konnte mittels der hier vorgestellten Arbeit nachgewiesen werden, dass sich
signifikant mehr CTCs im Blut von Schilddriisenkarzinompatienten als im Blut von Kontroll-
patienten befinden und durch die detektierte Anzahl méglicherweise Schllisse auf die
TumorgrofRe und einen -progress gezogen werden kénnen. Limitierend ist jedoch sowohl
die Tumorbiologie mit EMT und fumor dormancy als auch die angewandte Methodik, die
die Erfassung aller CTCs im Blut unterschatzen kann. Zudem war der Einfluss

therapeutischer Interventionen des hier untersuchten Patientenkollektivs unkalkulierbar.

Erstrebenswert ware die Detektionsmethoden unter Bertcksichtigung der Charakteristika
der CTCs zu verbessern, um damit die Anwendung der CTCs als Biomarker nicht nur in der
Forschung, sondern auch im klinischen Management von soliden Tumorerkrankungen und

hier speziell dem Schilddriisenkarzinom zu etablieren.
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