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Abb. 1: Der Weg der Tumorzellen (Kasimir-Bauer 2018).

Die friihe Reise der Tumorzellen in andere Organe

Tumorzellen sind in der Lage, sich schon friihzeitig vom Tumor zu lI8sen, um als zirkulierende
Tumorzellen (ZTZ) Uber die Blutbahn in andere Organe einzuwandern, wo sie sich als
sogenannte disseminierte Tumorzellen (DTZ) verstecken, teilweise Uber Jahre. Diese
einzelnen Zellen sind weder durch hochauflosende bildgebende Diagnoseverfahren, noch
durch die klassischen Untersuchungen der Pathologie nachweisbar. Man spricht hier
tatsachlich auch von ,,schlafenden Tumorzellen“ (tumor cell dormancy), einem Phanomen,
das man vorwiegend bei Brustkrebs, aber auch in gewissem MaRe bei Eierstockkrebs
kennt. Bevorzugt findet man die Zellen interessanterweise im Knochenmark und das bei ca
25-40% der Patientinnen in der Erstdiagnose des Tumors, wenn sich noch keine Metastasen
gebildet haben (Rack et al., 2013; Fehm et al., 2013). Dieses Phanomen hat uns schon Ende
der 90er Jahr motiviert, die Tumorzellen auf ihrer Wanderung zu entdecken und zu
charakterisieren, um fir unsere Patientinnen zusétzliche therapeutische Mdglichkeiten zu
finden. Viele Fragen sind Uber die Jahre gestellt worden, die wir und andere Arbeitsgruppen
bearbeitet haben:

» Was passiert bei einer Knochenmarkpunktion?

Wie héaufig findet man Tumorzellen im Knochenmark?
Haben die Tumorzellen im Knochenmark eine Bedeutung fiir die Prognose?
Warum werden die Zellen nicht durch die gegebene Therapie zerstort?

Sind alle Tumorzellen gleich?

YV V V V V

Warum kénnen Tumorzellen an einem fir sie fremden Ort Uberhaupt so lange
schlafen?

» Kann man eine zuséatzliche Therapie bekommen, wenn Zellen im Knochenmark
vorhanden sind?

» Wieviel Information steckt in einer Blutprobe?



Was passiert bei einer Knochenmarkpunktion?

Nachweis von Zytokeratin-bos o
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Abb. 2: Der Nachweis von disseminierten Tumorzellen (DTZ).

Eine Knochenmarkpunktion wird wahrend der Operation zur Tumorentfernung, also unter
Vollnarkose, am linken und rechten Beckenkamm durchgefiihrt. Im Labor wird das
Knochenmark dann in einer Zentrifuge aufgetrennt und die durch einen Pfeil in der
Abbildung 2 gekennzeichnete ,weilte Bande* (eine Gruppe der Blutzellen) entnommen, auf
Objekttrager gebracht und Uber Nacht getrocknet. AnschlieRend werden die Objekttrager
gefarbt, um Gewebezellen der Brust (in dunkelrot zu sehen) nachzuweisen. Dabei schauen
wir speziell nach Zytokeratin (CK)-positiven Zellen. Bei CK handelt es sich um ein
sogenanntes Zellgeriist von Brustzellen, das die Zellen in manchen Gewebetypen
stabilisiert, jedoch im Knochenmark nicht zu finden ist, weil das Knochenmark ein anderer
Gewebetyp ist. Finden wir bei unseren Patientinnen diese CK-positiven Zellen, so ist die
Wahrscheinlichkeit sehr grol3, dass dies Brustkrebszellen sind, die sich frihzeitig vom
Tumor geldst haben (Rack et al., 2013). Deshalb interpretieren wir die CK-positiven Zellen als
DTZ. Wir sprechen hier von einer Tumorzellwanderung (Tumorzelldisseminierung) in das
Knochenmark.

Wie haufig findet man DTZ im Knochenmark?

Bei Brustkrebs finden wir in ungefahr 30% der Falle, aber auch bei Eierstockkrebs inca 40%
der Falle DTZ (Rack et al., 2013; Fehm et al., 2013). Unterstitzt wird diese Auswertung durch
ein automatisiertes Verfahren, das es uns ermoglicht, moglichst viele Zellen einer Patientin
Zu beurteilen.

Haben DTZ eine Bedeutung fur die Prognose?

Die wichtigste Frage, die sich schon in den 90er Jahren bei Patientinnen und Medizinern
stellte war in erster Linie, ob diese Zellen tatsachlich eine Bedeutung fur die Prognose der
Erkrankung haben. Gerade in Deutschland haben viele Arbeitsgruppen an dieser Frage



gearbeitet. Da es sich beim Nachweis der Zellen im Knochenmark um eine Standardmethode
handelt, die von allen Arbeitsgruppen verwendet wird, konnten Daten von mehreren Tausend
Brustkrebspatientinnen in einer sogenannten Meta-Analyse ausgewertet werden. Schon im
Jahre 2005 zeigte die von Braun et al., initiierte Bewertung von 4700 Patientinnen, dass der
Nachweis von DTZ (rote Linie in Abb. 3) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung mit einer
ungunstigeren Prognose verbunden war (Braun et al., 2005). Das galt nicht nur fir die
Gesamtuberlebenszeit (overall survival), sondern auch fir die Zeit bis zum Wiederauftreten
der Erkrankung bzw bis zur Metastasierung. Interessanterweise waren die Ergebnisse
unabhéngig von der jeweils gegebenen Therapie.
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Abb. 3: Prognostische Bedeutung der DTZ bei Brustkrebs (Braun et al., 2005).

Aktuell hat Prof. Dr. Hartkopf aus der Universitatsfrauenklinik in Tabingen noch einmal alle
Arbeitsgruppen, auch uns und andere europdische Gruppen, die diesen Nachweis gefuhrt
haben, motiviert, ihm die jeweiligen Daten zur Verfligung zu stellen. Somit konnten Utber
10.000 Brustkrebspatientinnen bewertet werden, wobei sich auch hier die prognostische
Bedeutung der DTZ bestétigte (Hartkopf et al., 2021).

Eierstockkrebs tritt wesentlich seltener auf, weshalb sich auch nur Arbeitsgruppen mit dem
Forschungsschwerpunkt DTZ bei Eierstockkrebs beschéftigt haben, in deren Kliniken sich
eine Vielzahl von Patientinnen vorstellte und gleichzeitig ein Forschungslabor diese Thematik
bearbeiten konnte. Dazu gehdrten unsere Frauenklinik in Essen, die Universitatsfrauenklinik
in Tubingen und die Frauenklinik in Minchen. Bei fast 500 Patientinnen und einem
Beobachtungszeitraum von bis zu 8 Jahren konnten wir auch hier zeigen, dass der
Nachweis der DTZ zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Eierstockkrebs mit einer
ungunstigeren Prognose (Abb. 4) vergesellschaftet ist. Mittlerweile werden diese
Untersuchungen auch in Dresden und Leipzig von zwei ehemaligen Oberarztinnen (Prof. Dr.
Pauline Wimberger und Prof. Dr. Bahriye Aktas) unserer Klinik angeboten, die diese Thematik
nach unserer Vorgehensweise in ihren jeweiligen Forschungslaboren etabliert haben.
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Abb. 4: Prognostische Bedeutung der DTZ bei Eierstockkrebs (Fehm, Kasimir-Bauer 2013).

Warum werden die Zellen nicht durch die gegebene Therapie
zerstort?

Sind alle Tumorzellen gleich?

Schon in den friilhen 90er Jahren wurde nachgewiesen, dass es sich bei den DTZ um ruhende
Zellen handelt, die sich selten teilen und vermehren (Pantel et al.,1993). Da Chemotherapie
jedoch nur sich teilende Tumorzellen angreifen kann, ist dies vermutlich auch der Grund,
warum viele DTZ durch eine Chemotherapie nicht beseitigt werden kdnnen. Weitere Studien
beinhalten, dass sich die DTZ, aber auch ZTZ, im Hinblick auf die Ausbildung der fir die
Therapieentscheidung wichtigen Hormonrezeptoren (Ostrogen- und Progesteronrezeptor)
und den Wachstumsfaktorrezeptor HER2 vom Primartumor unterscheiden. Haufig gehen
Hormonrezeptoren auf den wandernden Tumorzellen verloren. Andererseits findet man bei ca
20% der Patientinnen HER2-positive DTZ/ZTZ, wobei der jeweilige Tumor diesen Rezeptor
nicht vorwies (Yeung et al., 2016; Zhang et al., 2021). Man vermutet, dass sich ZTZ auf ihrer
Reise dermalien verandern, dass sie plétzlich Merkmale erhalten, die sie vorher nicht hatten,
die ihnen aber vermutlich einen Uberlebensvorteil bieten. Andererseits kénnten auch wenige,
vom Pathologen nicht nachzuweisende Tumorzellen mit dem entsprechenden
Oberflachenmarker auswandern und sich langsam vermehren.

Aus unseren eigenen Studien wissen wir, dass es sowohl bei Brust-, als auch bei
Eierstockkrebs Tumorzellen (Abb. 5 und 6) gibt, die den sogenannten Stammzellen &hneln
oder Marker auspragen, die die Bildung solcher Zellen fordert. Dabei handelt es sich um
Zellen, die sich immer wieder selbst erneuern kénnen und somit sich selbst erhalten. Diese
Zellen sind schon bei Ersterkrankung vorhanden und werden haufig durch die gegebene
Therapie nicht beseitigt (Krawczyk et al., 2014). Ein weiteres Phanomen der Tumorzellen ist
ein sogenannter ,,Verkleidungscharakter®, der es Ihnen ermdéglicht, unerkannt zu bleiben.
Wenn Tumorzellen ihren Gewebeverband in der Brust oder dem Eierstock verlassen, dann
tragen sie noch die Merkmale dieses Gewebes, sie sind ,epithelial®. Das Blut und
Knochenmark hat aber einen anderen Charakter, man spricht hier von ,mesenchymal®. Einige
Tumorzellen sind so schlau, dass sie sich den Gegebenheiten schnell anpassen, sie
verwandeln sich von epithelial in mesenchymal, was man in der Fachsprache als EMT
(Epitheliale-Mesenchymale-Transition) bezeichnet. Zuriickverwandeln kénnen sie sich auch.

Diese zu Beginn kleine Gruppe von Tumorstammzellen und Zellen in EMT haben ein
gefahrliches Potential, aber auch resistente Tumorzellen bei beiden Erkrankungen kdnnen
zu einem schlechteren Verlauf fihren.
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Abb. 5: DTZ mit Stammzellcharakter bei einer Patientin mit Eierstockkrebs. Im Bild links zeigt die DTZ (Pfeil)
einen flr Eierstockkrebs beschriebenen Stammzellmarker LIN28, sowie das Zellgerust Zytokeratin. Im Bild rechts
ist der Ursprungsgewebecharakter (Zytokeratin) nicht mehr vorhanden, wobei es sich vermutlich um eine DTZ in
EMT handelt (Chebouti, Kasimir-Bauer et al., 2016).
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Abb. 6: DTZ mit Stammzellcharakter bei einer Patientin mit Brustkrebs. Die Abbildung zeigt zwei verschiedene
DTZ-Typen innerhalb einer Patientin. Oben: DTC Cluster (Zusammenschluss von DTZ) mit Zellkern (Dapi, blau),
Zellgerust des Epithelgewebes, CK, Zytokeratin, griin), ohne den Marker CXCR4 (rot). Unten: Einzelne DTZ, die
alle Marker aufweist (Kallergi, Kasimir-Bauer et al., 2020).

Warum kdnnen Tumorzellen an einem fur sie fremden Ort Gberhaupt
so lange schlafen?

Lange hat man sich gefragt, wie Tumorzellen es schaffen, so lange in einem fur sie fremden
Gewebe zu schlafen. Mittlerweile konnten einige Fragen beantwortet werden. Es beginnt
schon im Tumor selbst, dass Tumorzellen sich ein sogenanntes ,,Schlupfloch®“ schaffen,
indem sie sich mit im Tumor befindlichen Fresszellen (Makrophagen) und Gefal3zellen
verbunden (Abb. 7a). Im Knochenmark selbst schlafen sie gerne in der Nahe von Gefalien,
so dass sie sich auf die Reise machen kdnnen, sobald neue Blutgefalie gebildet werden und
es somit zu einer Aussprossung der Gefalde kommt, die auch ein Schlupfloch bieten (Abb.
7b). Aktuell wurde vertffentlicht, dass Tumorzellen es auch schaffen, die Knochen
aufbauenden Zellen (Osteoblasten), die eigentlich nicht daftir bekannt waren, Tumorzellen
zu helfen, auf ihre Seite ziehen (Abb. 7c). Sobald DTZ das Knochenmark erreicht haben,
beginnen sie mit einer ErziehungsmalRhahme und verandern diese Knochenzellen so, dass
diese flr einen ungestoérten Schlaf der DTZ sorgen. Man nennt die Knochenzellen dann in der
Fachsprache ,,Educated Osteoblasts* (erzogene/gebildete Osteoblasten).
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Abb. 7: Raffinessen der Tumorzellen. A. Tumorgewebe einer Brustkrebspatientin, ,Schlupfloch“ im vergréRerten
Ausschnitt (schwarze Kreise) bestehend aus Tumorzelle, Fresszelle und GefaRRzelle (aus Coste et al., 2020). B.
Schlafende Tumorzelle (grtn) in der Nahe eines Gefalles (rot) (aus Ghajar et al.,, 2013). C. Umerzogener
Osteoblast (aufbauende Knochenzelle) EO; educated osteoblast durch im Knochen eintreffende Brustkrebszelle
(Disseminated Breast Cancer Cell) (aus Kolb et al., 2019).

Kann man eine zuséatzliche Therapie bekommen, wenn Zellen im
Knochenmark vorhanden sind?

Schon Ende der 90er Jahre wurde Klar, dass nur eine Therapie aul3erhalb der klassischen
Strategien (Rezeptor-unabhéangig) diese Zellen beseitigen kénnte. Prof. Ingo Diel
veroffentlichte 1998, dass durch die Einnahme sogenannter Bisphosphonate [Clodronat
(Ostac®)] nicht nur Knochenmetastasen, sondern auch Leber- oder Lungenmetastasen bei
Patientinnen mit Brustkrebs reduziert wurden. Weiterhin profitierten diese Patientinnen
signifikant im Hinblick auf das Gesamtiiberleben. Bei Bisphosphonaten handelt es sich um
Phosphat-ahnliche Stoffe, die ,Licken® im Knochen wieder auffillen. Bekannt sind sie durch
Vorbeugung gegen Osteoporose.

Auf Basis dieser Daten haben wir seit 1998 jeder Patientin in der Essener
Universitatsfrauenklinik die Einnahme von Clodronat (Ostac) fur die Dauer von zwei Jahren
empfohlen, wenn zum Zeitpunkt der Primardiagnose Brustkrebs DTZ nachgewiesen wurden.
Bei regelmafigen Nachbeobachtungen unserer Patientinnen haben wir interessanterweise
festgestellt, dass sich der internationale Trend einer schlechteren Prognose fir Patientinnen
mit DTZ nicht bestatigt hatte. Patientinnen mit DTZ im Knochenmark zu Beginn der
Primardiagnose und Einnahme von Clodronat hatten die gleiche Prognose wie die
Patientinnen, bei denen wir keine DTZ gefunden hatten (Abb. 8). Das Bisphosphonat wirkt
vermutlich nicht direkt auf die DTZ, sondern eher indirekt, indem die Knochen abbauenden
Zellen (Osteoklasten), die in ,Kontakt® mit den Tumorzellen stehen und sie gewissermalien
auch erndhren, gehemmt werden, wodurch auch die DTZ ihren ,Ernahrer® verlieren. Ahnliche
Ergebnisse wurden durch andere Arbeitsgruppen mit dem Bisphosphonat Zoledronsaure
erzielt, die in der Brustkrebstherapie haufig eingesetzt wird.
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Das Blut als ,,Liquid Biopsy* (Fliissigkeitsbiopsie)
Wieviel Information steckt in einer Blutprobe?

Seit langer Zeit besteht der Wunsch, alle Informationen Uber das aktuelle Tumorgeschehen
im Korper aus einer Blutprobe zu ziehen, da eine Knochenmarkpunktion zur Beobachtung
des Krankheitsgeschehens nicht vertretbar ist. Somit haben sich viele Arbeitsgruppen mit der
Gewinnung und Charakterisierung von zirkulierenden Tumorzellen (ZTZ) im Blut
beschaftigt. Obwohl es hier, anders als beim Knochenmark, keine Standardmethode gibt,
kamen letztendlich alle Arbeitsgruppen zum gleichen Ergebnis. Findet man bei Brust-und
Eierstockkrebs zu Beginn der Erkrankung ZTZ im Blut, was bei 20% (Brustkrebs) und 30%
(Eierstockkrebs) der Patientinnen der Fall ist, ist dies mit einem ungunstigeren Verlauf der
Erkrankung vergesellschaftet (Abb 9 und 10). ZTZ zeigen auch vergleichbare Eigenschaften
wie DTZ. Die Rezeptoren auf der Oberfliche gehen verloren, die Zellen haben
Stammzellcharakter, wandeln sich um (EMT) und sind h&ufig resistent. Besonders beim
Ovarialkarzinom ist auffallig, dass ZTZ gerade nach Therapie viel mehr ZTZ in EMT
aufweisen und resistente ZTZ, die schon zu Beginn der Erkrankung gefunden wurden, nach
Therapie immer noch nachweisbar sind (Chebouti, Kasimir-Bauer et al., 2017 a und b).
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Abb. 9: Prognostische Bedeutung der ZTZ bei Eierstockkrebs vor (A) und nach (B) Therapie. Patientinnen
mit ZTZ im Blut (blauer Pfeil) zeigen eine kiirzere Uberlebenszeit (Aktas, Kasimir-Bauer et al., 2011).



1.0

g

$ 09+

@

2

$ 08-

a

5 P=0.0227

§ 074 HR 2.058 [1.106-3.828]

o

1]

w neg

06 - pos

T T 1 T
0 6

Jahrde

Abb. 10: Prognostische Bedeutung der ZTZ bei Brustkrebs vor Operation und Therapie. Patientinnen mit ZTZ
im Blut (rote Linie) zeigen eine kiirzere Zeit bis zum Fortschreiten der Erkrankung (Kasimir-Bauer et al., 2016).

Wahrend die bisherigen Untersuchungen in der Gesamtheit der ZTZ erfolgte, charakterisieren
wir in einem aktuellen, von der Deutschen Krebshilfe geférderten Projekt, einzelne ZTZ im
Verlauf der Erkrankung. Mit diesen aufwendigen Versuchen (dargestellt in Abb. 11) wollen wir
z. b. herausfinden, welche ZTZ eine Therapie Uberleben und letztendlich eine Metastase
bilden kdonnten. Aktuell hat Frau Salmon, die sich im Rahmen ihrer Doktorarbeit mit diesem
Thema beschéftigt, die erarbeitete Methodik sowie die ersten Daten veroffentlicht (Salmon et
al., 2021).
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Abb. 11: Arbeitsablauf fur die Isolierung und molekulare Charakterisierung einzelner ZTZ (hier CTC) im Blut
von Patientinnen mit Eierastockkrebs. 1: Auftrennung des Blutes tber Dichtegradientenzentrifugation; 2 und 3:
Magnetische Entfernung von roten Blutkérperchen (CD235a) und weiRen Blutzellen (CD45); 4: Fixierung und
Anfarbung der ZTZ mit ausgewéhlten Fluoreszenzfarbstoffen; 5: Sortierung von einzelnen Zellen im sogenannten
DEPArray™ Nxt System; 6 und 7: Molekulare Charakterisierung einzelner ZTZ (Abb wurde erstellt mit
BioRender.com; aus Salmon et al., 2021).



Im Rahmen der sogenannten ,,Liquid Biopsy“ sind aber nicht nur die Tumorzellen, sondern
auch ihre ,,Bestandteile” in das Interesse gertickt (Abb. 12). Dazu gehort die zirkulierende
Erbinformation der Tumorzellen (ztDNA), aber auch andere Informationstrager (miRNA), die
die Tumorzelle gerne auch mal in kleine Pakete (Exosomen, extrazellulare Vesikel)
verpackt, die andere Zellen dann aufnehmen kdnnen. Somit werden Informationen
verschickt und von anderen Zellen aufgenommen, wie bei der Post. Insgesamt ist das Blut
als Informationsquelle ein sehr komplexes System, bei dem auch das Immunsystem eine
grof3e Rolle spielt (Kasimir-Bauer 2018; Keup; Kimmig, Kasimir-Bauer, 2020).

Frau Dr. Corinna Keup aus unserer Arbeitsgruppe hat sich wahrend ihrer Doktorarbeit und
auch aktuell mit der Frage beschéftigt hat, welcher Marker im Blut fir die Patientin am
Wichtigsten ist. In zahlreichen Vergleichsstudien im Blut von Brustkrebspatientinnen, die
schon Metastasen gebildet hatten, konnte Frau Dr. Keup zeigen, dass jeder Marker andere
Informationen beinhaltet. Vergleicht man zwei Marker, z.B. die Informationen von ZTZ und
Vesikeln, so sind Ubereinstimmungen sehr gering (Abb. 13A). Betrachtet man aber
mehrere Marker gemeinsam, so wird letztendlich fur die Patientin die Gesamtanalyse
entscheidend sein (Abb. 13B). Aktuell wurden diese umfassenden Untersuchungen in der
hochrangigen wissenschaftlichen Zeitschrift ,,Genome Medicine” mit Frau Keup als
Erstautorin veroffentlicht (Keup et al., 2021).
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Abb. 12: Bestandteile der ,,Liquid Biopsy*“. Zirkulierende Tumorzellen (hier: CTC, orange), extrazellulare Vesikel
(EVs, gelb), Tumor-DNA (ctDNA) und das Immunsystem (weil3e Blutkérperchen (Lymphozyten) und ihre
Bestandteile sind Informationstrager das Tumorgeschehen (Keup, Kimmig, Kasimir-Bauer 2020).
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Abb. 13: Bedeutung einer Multi-Markeruntersuchung. A Informationsgehalt zweier Blutmarker, z.B. [ZTZ (1)
und Vesikel (2)], wobei nur wenige gleiche Informationen in beiden Markern vorhanden sind. B. Uberlebenskurven
von Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs aufgrund des Auftretens von ,bdsartigen Ereignissen®: blau: kein
Marker verandert, langeres Gesamtiiberleben; rot: ein Marker verandert; griin: 2 Marker verandert; usw. Das
Gesamtlberleben verkirzt sich mit der Anzahl der ,bosartigen Ereignissen” (Keup et al., 2021).
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