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Zum Zeitpunkt der ersten, oft unspe-
zifischen Beschwerden liegt bei
Patientinnen mit einem Ovarialkar-
zinom meist bereits ein fortgeschrit-
tenes Stadium vor. Obwohl ca. 80%
auf die primdre Chemotherapie an-
sprechen, kommt es bei 60-80% die-
ser Patientinnen zu einem Rezidiv
[18]. Experimentelle Untersuchungen
zeigen, dass nur ein kleiner Anteil
der Tumorzellen, und zwar die soge-
nannten Tumorstammazellen, eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung
von Chemotherapieresistenz und Re-
zidiven spielen. Nachfolgend werden
das Tumorstammzellmodell, Metho-
den der Selektion und Anreicherung
von Tumorstammzellen und der
aktuelle Stand der translationalen
Forschung dargestelit.

Pathogenese des
Ovarialkarzinoms

Ungeachtet eines in den letzten Jahren
signifikanten Erkenntnisgewinns zur
Atiologie und Pathogenese des Ovarial-
karzinoms bleiben noch viele Fragen
offen. Neben einer auf adulten Stamm-
zellen basierenden Hypothese werden
noch weitere, sich z. T. gegenseitig beein-
flussende Theorien diskutiert, die im Zu-
sammenhang mit der Ovulation, den Ein-
fliisssen von Hormonen (Gonadotropine,
Ostrogene und Androgene), aber auch
Entziindungen bzw. Infektionen stehen.
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Bedeutung der

Tumorstammzellhypothese
fiir das Verstandnis
des Ovarialkarzinoms

Etwas genauer ist das Wissen iiber die
moglichen Ursprungszellen bzw. speziell
den Ort der Tumorbildung.

Gewebespezifische Stammzellen sind
fiir den Erhalt der Gewebehomdostase
und fiir Reparaturvorgange unentbehrlich
[8], wobei insbesondere das Ovar durch
den ovariellen Zyklus stindig Verande-
rungen unterliegt. Der Charakter dieser
gewebespezifischen Stammzellen wurde
in vielen Geweben wie beispielsweise im
Magen, Darm und Gehirn umfangreich
untersucht [8, 38]. Zum Ovar existieren
bisher nur sehr wenige Untersuchungen,
die eine Subpopulation von Stamm- bzw.
Progenitorzellen im ovariellen Oberfla-
chenepithel (,,ovarian surface epithelium®,
OSE) nachgewiesen haben [14, 39]. Eine
weitere Art im Ovar ansdssiger Stamm-
zellen sind die Keimlinienstammzellen.
Diese sind in der Lage, postnatal nicht
nur unreife Oozyten, sondern auch neue
fertilisierungskompetente Oozyten, sogar
mit Nachkommen, hervorzubringen [47].
Dies wurde durch Transplantationsunter-
suchungen an Méusen gezeigt und stellt
das Dogma einer bei Geburt fixierten ma-
ximalen Anzahl an Keimzellen bei Sauge-
tieren infrage.

Ovar als Ausgangsort der
Karzinomentwicklung

Im Mittelpunkt der Diskussion tiber die
moglichen Ursprungszellen eines Ova-
rialkarzinoms steht zunédchst die Frage

nach der Herkunft des Epithels in den
ovariellen Inklusionszysten als einem
wahrscheinlichen Ausgangsort der Kar-
zinomentwicklung, da klinisch ein Teil
der Tumoren als ovarielle Zysten ohne
extraovarielle Herde vorliegt. Im Rah-
men von Ovulationen oder auch ande-
ren Prozessen wie beispielsweise Ent-
ziindungen kommt es zum Aufbrechen
der Ovaroberfliche mit Invagination
von OSE und/oder normalem Tubenepi-
thel der eng benachbarten Fimbrien. Die-
se Zellversprengung von Tubenepithel
ist nicht ungewohnlich, ebenso wie auch
eine Implantation auf dem Peritoneum
oder in Lymphknoten auftreten kann
(Endosalpingiose). Die Auskleidung der
Inklusionszysten kann so morphologisch
entweder flachen bis kubischen Mesothel-
zellen oder hochprismatischem Flimmer-
epithel (sekretorische und zilientragende
Zellen) entsprechen (B Abb. 1; [42]).
Eine Differenzierung des mesothelia-
len oder des hiufigeren tubaren Phéno-
typs ist prinzipiell mittels Calretinin und
PAX8 immunhistochemisch moglich,
wobei man jedoch davon ausgehen muss,
dass durch metaplastische Veridnderun-
gen, bedingt durch Einfliisse der stroma-
len Mikroumgebung, das inkludierte OSE
auch den Marker des tubaren Phénotyps
exprimieren kann [4]. Die Fahigkeit zur
Metaplasie einer Zelle setzt Stammzell-
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Abb. 1 A Kortikale Inklusionszysten. a UbersichtsvergréBerung sog. kortikaler Inklusionszysten in der
ovariellen Rinde mit unterschiedlicher Lumenweite. b Starkere VergréBerung mit einem nichtpoly-
morphen, an Tubenepithel erinnernden Zylinderepithel mit mehrheitlich zilientragenden Zellen und
einzelnen sog. sekretorischen Zellen. ¢ Kortikale Inklusionszyste mit flacher, an Mesothel erinnernder
Auskleidung

eigenschaften, einschliefllich der Pluri-
potenz, voraus [4]. Vergleichende Ana-
lysen der Genexpressionsprofile von Zel-
len des Oberflachenepithels unauffalliger
Ovarien und von serds-papilldren Adeno-
karzinomen von jeweils 12 Patientinnen
ergaben iiber 2000 signifikant differen-
ziell exprimierte Gene, die einer Vielzahl
von molekularen Signalwegen zugeordnet
werden konnten [11].

Das OSE zeigte eine hohe Expression
von Genen (TGFB/BMP, TGFBR, Anta-
gonisten fiir WNT und Hedgehog), die in
Prozesse involviert sind, welche Stamm-
zellen im Stadium der Quieszenz halten
(OSE als interovulatorische Stammzell-
nische). Immunhistochemische Unter-
suchungen unauffilliger Fimbrien und
Ovarien (jeweils n=21) mit den Stamm-
zellmarkern NANOG, SFRP1, LHX9,
ALDHI1AI und ALDHIA?2 lassen die
Schlussfolgerung zu, dass sowohl das
ovarielle als auch das tubare Epithel das
Potenzial fiir eine maligne Transforma-
tion haben und liefern eine Erkldrung fiir
die charakteristische Lokalisation der tu-
baren Vorlduferldsionen im distalen Teil
der Fimbrien [5]. Andere Untersuchun-
gen mit den Markern LHX2 und LHX9
festigen die Annahme, dass asymmetri-
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sche Zellteilung im OSE stattfindet [11].
Neben den Genexpressionsuntersuchun-
gen unterstiitzt auflerdem die gleiche
embryologische Herkunft des OSE sowie
der Miiller-Génge aus dem Zolomepi-
thel die Moglichkeit einer Miiller-artigen
Differenzierung der ovariellen Zellen
und damit die Féhigkeit zur Ausbildung
der verschiedenen Tumorsubtypen (ser6s,
endometrioid, muzinds [4]).

In Zellkulturuntersuchungen huma-
ner OSE konnte eine Transformation in
hochinvasive Neoplasien, welche undiffe-
renzierten ,high grade® und ,low grade®
ovariellen Karzinomen glichen (nie je-
doch Mesotheliomen), induziert werden
[4]. Das OSE hat demnach prinzipiell das
Potenzial zur Tumorbildung, bevorzugt
innerhalb der Inklusionszysten, auch
wenn bisher der Nachweis von Vorlaufer-
lasionen nur in wenigen Ausnahmefillen
gelang [30, 33].

Tuben als Ursprungsort
der Tumorbildung

Fiir die Tuben als mdglichen Ursprungs-
ort der Tumorbildung sind die Ergebnisse
morphologischer Untersuchungen ent-
scheidend, die insbesondere an prophy-

laktischen Salpingoopherektomieprépa-
raten bei Patientinnen mit genetischer
Pradisposition durchgefiihrt wurden.
Entsprechend dem dualistischen Modell
der Pathogenese des Ovarialkarzinoms
werden nach morphologischen, moleku-
larbiologischen und klinischen Merkma-
len die Typen I und II unterschieden. Fiir
die Mehrheit der ,high grade® serésen
Ovarialkarzinome des Typs II geht man
sicher davon aus, dass sie aus eindeutigen
Vorléauferldsionen in den Tuben, und dort
insbesondere im Fimbrientrichter, her-
vorgehen (,,serous tubal intraepithelial
carcinoma®, STIC, und deren Vorlaufer
p53-Signatur und ,serous tubal intra-
epithelial lesion, STIL [19]). Bei der wei-
teren STIC-Progression invadieren die
Zellen das Tubenstroma oder werden ab-
getragen und gelangen auf die Ovarober-
fliche und das Peritoneum oder auch in
den Uterus und entwickeln sich zu ,,high
grade® serdsen Karzinomen.

Aktuelle Untersuchungen zeigen, dass
auch Ovarialkarzinome vom Typ I (,,low-
grade® serds) und deren Vorlduferlasionen
wie Borderlinetumoren méglicherweise
von einer priméren Lasion der Tubenmu-
kosa, einer papilliren tubaren Hyperplasie
(»papillary tubal hyperplasia“, PTH), aus-
gehen und diese dann sekundar Ovar und
Peritoneum befillt (B8 Abb. 2; [20, 42]).

Fiir den endometrioiden und klarzel-
ligen Subtyp des Ovarialkarzinoms exis-
tieren epidemiologische, histopathologi-
sche und molekularbiologische Studien-
ergebnisse, die einen Ursprung in Endo-
metrioseherden nahelegen [23]. Diese
Erkenntnisse zeigen zusammenfas-
send, dass Gewebestammzellen bei der
Tumorinitiierung eine Rolle spielen und
Ovarialkarzinome im sogenannten Miiller-
Epithel und seltener auch im OSE ihren
Gewebeursprung haben.

Historischer Hintergrund

Basierend auf den Erkenntnissen der
hidmatopoetischen Zelldifferenzierung
entstanden die ersten Arbeiten zu Tumor-
stammzellen (,,cancer stem cells, CSC)
in der Hdmatoonkologie. Zuerst zeig-
ten Lapidot et al. [21] und danach Bon-
net u. Dick [10], dass die Fahigkeit, hu-
mane Leukdmien auf immunodefiziente
Maiuse (,,nonobese diabetic/severe com-
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bined immunodeficient, NOD/SCID) zu
tibertragen, einer kleinen Population von
Tumorzellen vorbehalten ist, die wie
somatische Stammzellen CD34*/CD38~
exprimieren. Diese Zellen bildeten eine
Fraktion von nur <1/10.000 Leukdmiezel-
len, wogegen vielfach hohere Zahlen von
Zellen anderen Phénotyps nicht tumori-
gen waren [10].

Ein weiterer Meilenstein gelang
Al-Hajj et al. [2] mit dem erstmaligen
Nachweis einer CD44*/CD24/°“Linea-
ge -Zellpopulation bei einem soliden
Tumor, dem Mammakarzinom. Schon
100 dieser Zellen, die insgesamt 1-10%
der Gesamtzellpopulation ausmachten,
konnten in einer NOD/SCID-Maus ein
Mammakarzinom hervorrufen, wogegen
mehrere 10.000 Zellen ohne diese Ober-
flachenmerkmale nicht zu einem Tumor-
wachstum fiihrten.

Die erste Arbeit zur Isolierung und
Identifizierung von CSC beim Ovarialkar-
zinom wurde 2005 publiziert. Bapat et al.
[6] identifizierten Zellklone mit Stamm-
zelleigenschaften im Aszites einer Patien-
tin mit einem serésen Ovarialkarzinom
im Stadium FIGO IV mittels Sphéroidas-
say und bewies die Tumorigenitat durch
Xenotransplantation. Bereits ein Jahr spé-
ter wiesen Szotek et al. [40] in ovariellen
Tumorzelllinien von Miusen mit dem
DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff
Hoechst 33342 eine Subpopulation von
Tumorzellen nach, die Eigenschaften von
CSC besitzen. Diese Zellen der sogenann-
ten ,,side population® fithrten nach In-
jektion in das Fettgewebe einer thymus-
aplastischen Maus schneller als solche,
die nicht als ,,side population® eingestuft
wurden, zu messbarem Tumorwachstum.
Die Isolierung und Charakterisierung von
Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften
aus einer humanen ovariellen Tumorzell-
linie gelang Wang et al. [44] mithilfe des
Wachstums in multizelluldren Sphéroi-
den. An diesen Zellen erfolgte auch eine
erste klinische Anwendung mit Testung
der am hiufigsten beim Ovarialkarzinom
verwendeten Chemotherapeutika.

Die unterschiedliche Nomenklatur
auf diesem Gebiet kann zu Verwirrung
fithren. Zellen wurden héiufig nach ihrer
Funktion benannt (z. B. tumorinitiieren-
de oder -propagierende Zellen, stamm-
zelldhnliche Zellen, therapieresistente
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Zusammenfassung

Hintergrund. Das Ovarialkarzinom hat trotz zierung in weitere Zelltypen. Strukturell sind
komplexer operativer und systemischer The- die CSC durch verschiedene Oberflachen-
rapie eine schlechte Prognose. Verantwortlich merkmale und Verdnderungen in bestimm-
fiir die Entwicklung von Chemotherapiere- ten Signalwegen charakterisiert. Aktuell
sistenzen und die hohe Rezidivrate wird eine laufen Phase-I/II-Studien zur spezifischen
kleine Anzahl tumorigener Zellen gemacht, Beeinflussung von CSC.

die als Tumorstammzellen (,cancer stem Schlussfolgerung. Viele klinische Charakte-
cells” CSC) bezeichnet werden. ristika des Krankheitsverlaufs beim Ovarial-
Fragestellung. Dieser Reviewartikel stellt karzinom lassen sich gut anhand des Tumor-
die Tumorstammzellhypothese vor und be- stammzellmodells darstellen. Trotz klar
schreibt Methoden der Identifizierung und definierter funktioneller CSC-Eigenschaften
Anreicherung von CSC sowie Ansdtze zur the- zeigen die duBeren und inneren strukturellen
rapeutischen Nutzung dieser Erkenntnisse. Merkmale individuelle und entitatsspezifi-
Material und Methode. Systematische sche Unterschiede. Dies erschwert die Identi-
Literaturrecherche basierend auf PubMed fizierung und Anreicherung. Erste experimen-
und Web of Science. telle Ergebnisse mit vielféltigen Ansatzen und
Ergebnisse. Das Tumorstammzellmodell sogar erste klinische Studien machen

geht von einer hierarchischen Tumorstruktur Hoffnung auf eine personalisierte, auf CSC
aus, wobei neben wenigen CSC unterschied- ausgerichtete Krebstherapie.

lich differenzierte Tumorzellen, welche die

Haupttumormasse bilden, vorhanden sind. Schliisselwérter

Nur die CSC haben tumorigenes Potenzial. Tumorigene Zellen - Hierarchische

Andere entscheidende funktionelle Merk- Tumorstruktur - Chemotherapieresistenz -
male der CSC sind ihr Potenzial zur Selbst- Rezidiv - Selbsterneuerungspotenzial

erneuerung und ihre Fahigkeit zur Differen-

Importance of the tumor stem cell hypothesis
for understanding ovarian cancer

Abstract

Background. Despite complex surgical and structurally characterized by different sur-
systemic therapies epithelial ovarian cancer face markers and changes in certain signaling
has a poor prognosis. A small quantity of pathways. Currently there are phase | and Il
tumorigenic cells termed cancer stem cells studies in progress investigating specific
(CSC) are responsible for the development influences on CSCs.

of chemoresistance and high rates of recur- Conclusion. Various clinical characteristics
rence. of the course of disease in ovarian cancer
Objectives. This review presents the CSC are aptly represented by the tumor stem cell
hypothesis and describes methods of iden- model. In spite of precisely defined function-
tification and enrichment of CSCs as well as al characteristics of CSCs, surface markers and
approaches for the therapeutic use of these signaling pathways show individual differ-
findings. ences and vary between tumor entities. This
Material and methods. A systematic litera- complicates identification and enrichment.
ture review based on PubMed and Web of Current experimental findings in various ap-
Science was carried out. proaches and even first clinical studies raise
Results. The CSC model is based on a hierar- hopes for a personalized cancer therapy
chical structure of tumors with few CSCs and targeting CSCs.

variably differentiated tumor cells constitut-

ing the tumor bulk. Only the CSCs possess Keywords

tumorigenic potential. Other essential func- Tumorigenic cells - Hierarchical tumor

tional characteristics of CSCs are their poten- structure - Chemotherapy resistance -

tial for self-renewal and their ability to differ- Recurrence - Self-renewal potential

entiate into further cell types. The CSCs are
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Normalgewebe Tumorgewebe
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Abb. 3 A Stochastisches Modell. Das Mehrstufenmodell der Karzinogenese geht von einer sequenziellen Akkumulation einer
Kombination kritischer Mutationen (rote Pfeile) aus, wobei initial prinzipiell alle Zellen eines differenzierten Gewebes ganz
zufdllig Ausgangspunkt sein konnen. Durch einen natirlichen Selektionsprozess, bei dem nur die (iberlebensféhigsten Zellen
einen Wachstumsvorteil erfahren, kommt es zum Erwerb tumorigener Eigenschaften (Fahigkeiten zur Tumorbildung) und
damit der Generierung der eigentlichen Tumorzellen mit der Eigenschaft zur Selbsterneuerung (kreisférmiger Pfeil). Phanoty-
pisch zeigen die Tumorzellen beispielsweise eine zunehmende Dedifferenzierung (durch Anderung der Zellfarbe dargestellt).
Die genetische Instabilitdt und die unkontrollierte Proliferation erlauben nun im Rahmen der malignen Progression die
Addition zusétzlicher Mutationen mit weiterer Veranderung des Genoms und fithren damit zur Ausbildung unterschiedlicher
zelluldrer Subklone mit speziellen Eigenschaften (Tumorheterogenitat durch verschiedene Zellfarben und unterschiedliche
Anzahl der Mutationen im Kern verdeutlicht)

Abb. 2 € Tubare Vorlaufer-
lasionen des serdsen Ova-
rialkarzinoms. a—c Sergses
In-situ-Karzinom der Tube
(STIC) mit Ersatz des nor-
malen Tubenepithels durch
ein polymorphes, hyper-
chromatisches serdses Epi-
thel (@) mit starker prolife-
rativer Aktivitat (b, Ki-67)
und starker diffuser Far-
bung gegeniiber p53 (c).
d, e Papilldre tubare Hyper-
plasie (PTH): fein aufge-
gliederte Tubenschleim-
haut mit zahlreichen papil-
laren Formationen (d), fili-
gran gegliederte Schleim-
haut mit isoliert im Lumen
liegender Papille (e).

STIC ,serous tubal intraepi-
thelial carcinoma”

Zellen), bis sich der iibergreifende Ter-  biologie und der Entwicklung neuer Tier- Die Modelle der Karzinogenese

minus ,Tumorstammzellen® gegeniiber =~ modelle hat die Tumorstammzellhypo-

den Einzelfunktionen beschreibenden  these in den letzten Jahren starken Auf-  Zur Verdeutlichung der Karzinogenese
Namen durchgesetzt hat. Aufgrund von  trieb erhalten. werden hauptsichlich 2 Modelle disku-
Fortschritten im Bereich der Stammzell- tiert, welche die Tumorinitiierung, die
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Abb. 4 A Besonderheiten der Struktur von Primdrtumor, Metastasen und Rezidiven nach beiden Modellen. a, b Primartumor-
struktur — beim stochastischen Modell (a) besteht der Tumor aus einer heterogenen Mischung aus unabhéngigen Subklonen;
beim Tumorstammzellmodell (b) ist die intratumorale Heterogenitat hauptsachlich bedingt durch eine Zelldifferenzierung
(Differenzierungshierarchie). ¢, d Ursprung und Struktur von Metastasen — nach dem stochastischen Modell (c) ist prinzipiell
jede Tumorzelle zur Metastasierung fahig. Im hierarchischen Modell (d) besitzen nur die Tumorstammzellen (CSC) ein me-
tastatisches Potenzial, wahrend andere vom Primédrtumor geldste Zellen der Apoptose unterliegen (nichttumorigene Zellen).
Die Struktur der korrespondierenden Metastasen zeigt dementsprechend einen deutlichen Unterschied zur Primartumor-
struktur (c) oder ist durch das gleiche Differenzierungsprogramm eher dhnlich (d). e, f Therapiebedingte Tumorverdnderun-
gen und Ursachen der Rezidivierung (ohne Berlicksichtigung der Akkumulation weiterer Mutationen, die den Grad der ge-
netischen Heterogenitét erhohen) — einige zellulare Subpopulationen kdnnen durch die Ausbildung von Resistenzmechanis-
men eine Systemtherapie {iberleben und werden damit selektiert (e). Beim Tumorstammzellmodell weisen nur die CSC Resis-
tenzmechanismen auf und kdnnen die aktuell eingesetzte Systemtherapie tiberstehen (f /inks). Der Rezidivtumor gleicht dem
Primartumor. Ziel aktueller Forschungen ist es, selektive Therapieformen gegen die CSC zu etablieren, die dann zu einer kon-
sekutiven Reduktion der anderen Tumorzellen fiihren oder mit einer herkdmmlichen Therapie kombiniert werden kénnen

(f rechts)

heterogene Struktur und die Merkmale
der malignen Progression auf der Basis
verschiedener Zelltypen erklaren. Die
Mutationshypothese fithrte zunachst zur
Entwicklung des stochastischen Tumormo-
dells. Dieses Modell besagt, dass ein mali-
gner Tumor seinen Ausgang in prinzipiell
jeder Zelle eines Gewebes nehmen kann.
Durch eine Akkumulation kritischer Mu-

tationen entsteht der maligne Phéano-
typ. Bedingt durch die zunehmende ge-
netische Instabilitét bildet sich dann ein
Tumor bestehend aus heterogenen
Tumorsubklonen (B Abb. 3 und 4a). Die
Tumorzellen und der daraus resultierende
Tumor zeigen vereinfacht die biologi-
schen Fihigkeiten, die von Hanahan u.

Weinberg [15, 16] 2000 und 2011 als ,, hall-
marks of cancer® publiziert wurden.
Normalgewebe zeigt einen Aufbau
mit hierarchischer Struktur verschiede-
ner Zellen: Nicht alle Zellen haben die
gleichen Fahigkeiten, sondern nur
Stammzellen besitzen die Eigenschaft der
Selbsterneuerung und ein Differenzie-
rungspotenzial zur Umwandlung in ver-
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Tab. 1
Primare Charakteristika

Primare und sekundare Charakteristika von Tumorstammzellen

Sekundare Charakteristika

Unbegrenzte Selbsterneuerung
Differenzierungspotenzial (multipotent)
Verlust der Aufrechterhaltung der
Gewebehomdgostase

Erhéhte Tumorigenitét bei Xenotransplantation
Rekapitulation des Primartumors (mit markerpositiven
und -negativen Zellen)

Charakteristische (Oberflichen-)Marker

Formation von Sphéroiden in Suspension
Chemotherapieresistenz
Strahlenresistenz

Tab.2 Ubersicht spezifischer CSC-Marker sowie Anteil der CSC an der Gesamtzellpopulation

bei verschiedenen Tumorentitaten. (Mod. nach [17, 32, 35])

Tumortyp

(Oberflachen-)Marker der Stammzellpopulation

CSC (%)

cD117+
CD133*
Sca-1*

Bronchialkarzinom

<2

CD24*
CD44*/EpCAMM CD133*
ALDH1*

Kolonkarzinom

<0,01-2,5

CD44*
CD44+/CD24"°"/~/ESA*
ALDH1*

Mammakarzinom

<1

CD44*/CD24*/ESA*
CD133*

Pankreaskarzinom

1-3

CD44*
CD44*/a21"/CD133+
Sca-1*

ALDH1A1*

Prostatakarzinom

0,1

CD133+
CD44*/MyD88*
CD44+/CD117*
CD44*/CD24~
CD44+/CD24*
D117+
CD24*/EpCam™*
ALDH1AT*
ALDH1A1*/CD133*

Ovarialkarzinom

Nestin

ABCG2 (,side population”)

0,03-7,8

CSC,cancer stem cells”.

schiedene Zelltypen. Sie sind Ausgangs-
punkt neuer Stammzellen und Proge-
nitorzellen (Vorlauferzellen), aus denen
differenzierte Zellen hervorgehen.
Diese hierarchische Organisation liegt
dem Tumorstammzellmodell zugrun-
de (B Abb.5). In diesem zweiten Mo-
dell geht man davon aus, dass nur die
Gewebestammzellen die kritischen Mu-
tationen anhdufen kénnen. Aus ihnen
konnen durch asymmetrische Teilung
eine zur Stammzelle identische Toch-
terzelle mit einem identischen Prolife-
rations-, Expansions- und Differenzie-
rungspotenzial und eine Progenitorzelle
entstehen, die keine Selbsterneuerungs-
eigenschaften mehr aufweist und in einem
hierarchischen Prozess weiter proliferiert
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und differenziert. In Einzelfillen konnen
auch Gewebeprogenitorzellen die Selbst-
erneuerungseigenschaft wiedererlangen
und so zum Ausgangspunkt einer Tumor-
entwicklung werden [13]. Die sich entwi-
ckelnde Tumorstruktur zeigt demnach
eine hierarchische Gliederung und ist in
O Abb. 4a, b vergleichend mit der hetero-
genen Tumorstruktur des stochastischen
Modells dargestellt. Die CSC haben im
Unterschied zu den Gewebestammzellen
die Fahigkeit zur homdostatischen Kont-
rolle des Gewebeaufbaus, also der Balan-
ce zwischen Proliferation und Apoptose
sowie zwischen Differenzierung und
Selbsterneuerung, verloren und zei-
gen eine deregulierte Proliferation und
Expansion sowie oft ein geringeres Diffe-

renzierungspotenzial. Die Merkmale der
CSC sind in @ Tab. 1 zusammengefasst.
Der Prozess der Metastasierung und
die Struktur der Metastasen unterschei-
den sich nach beiden Hypothesen und
sind in @ Abb. 4¢, d gegeniibergestellt.
Beide Modelle sind stark vereinfachend
und konnen die wirkliche Komplexitit
eines Tumors nur anndhernd abbilden.
Epigenetische Modifikationen in der
Genexpression mit Veranderungen des
zelluldren Phénotyps und die Mikro-
umgebung des Tumors bleiben eben-
so wie Verdnderungen des Tumors iiber
die Zeit (subklonale genetische Diversi-
tat, Tumorvolumen, Gefidflversorgung,
Hypoxie, Nekrosen) unberiicksichtigt.
Insbesondere der Mikroumgebung der
CSC, der sogenannten Stammzellnische,
bestehend aus supportiven Zellen (Fibro-
zyten, immunkompetente Zellen, Perizy-
ten, Endothelzellen...) und extrazellularer
Matrix, wird eine grofie Bedeutung bei
der malignen Progression zugeschrieben.

Methoden der Identifizierung
und Anreicherung von
Tumorstammzellen

Zellsortierung

Die in der Praxis am haufigsten verwen-
deten In-vitro-Verfahren zur Identifizie-
rung und Anreicherung von CSC sind die
fluoreszenzmarkierte und/oder magneti-
sche Zellsortierung, bei denen spezifische
Antikorper gegen einen oder mehrere
(Oberflichen-)Marker von Stammzellen
verwendet werden (B Tab.2, @ Abb.6).
Hier wird sichtbar, dass es keinen univer-
sellen Tumorstammzellmarker gibt, auch
wenn beispielsweise CD133 mit meh-
reren Tumorentititen assoziiert ist. Bei
bestimmten Tumorentititen gibt es sogar
differente Ergebnisse. Beim kolorektalen
Karzinom wurden durch eine Arbeits-
gruppe CDI33 exprimierende Zellen als
CSC identifiziert [28], andere zeigten
jedoch, dass CSC EpCAMMigh/CD44*
exprimieren und nicht CD133 [12]. Bei
Ovarialkarzinom-CSC sind besonders
folgende Marker relevant: CD44, CD117,
CD133 und ALDH [24, 36, 37]. Erste im-
munhistochemische Untersuchungen mit
den Stammzellmarkern CD133 und Nes-
tin konnten an einem grofleren Patien-
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Abb. 5 A Tumorstammzellmodell. In diesem Modell ist die sequenzielle Akkumulation von Mutationen auf ,Gewebestamm-
zellen” beschrankt, die bereits die Eigenschaft zur Selbsterneuerung besitzen (rote Zellen mit kreisformigem Pfeil). In seltenen
Fallen kénnen auch Progenitorzellen (braune Zellen) oder sogar differenzierte Zellen durch (mutationsbedingte) Reprogram-
mierung die Selbsterneuerungseigenschaft wiedererlangen. Die so entstandenen Tumorstammzellen konnen sich durch
asymmetrische Teilung einerseits selbst erhalten und andererseits in weiter differenzierte Tumorzellen entwickeln. Sie kon-
nen sich aber auch durch symmetrische Teilung weiter vermehren und im Lauf der malignen Progression zusétzliche Muta-
tionen erwerben. Im Vergleich zum Normalgewebe zeigen die der asymmetrischen Teilung nachgeordneten Tumorzellen ein
erhohtes Proliferationspotenzial (transient schnell replizierende Zellen), eine geringere Apoptoserate und eine weniger stark
ausgepragte Fahigkeit zur Differenzierung (geringere Differenzierungsstufe)

tenkollektiv mit fortgeschrittenem se-
résem Ovarialkarzinom (n=123) eine
verstarkte Cisplatinresistenz sowie ein
verkiirztes Gesamtiiberleben bei einer
Uberexpression von Nestin nachwei-
sen [31]. In einer anderen Studie mit
Immunfluoreszenz an Gewebemikro-
arrays (TMAs) von 56 Patientinnen mit
einem Ovarialkarzinom zeigten sich ein
schlechteres progressionsfreies Uberle-
ben und Gesamtiiberleben, wenn die Tu-
morzellen ALDH*/CD133* waren [37].
Leider steht hinter diesen und vergleich-
baren Ergebnissen [46] beim Ovarialkar-
zinom noch keine unmittelbare klinische
Konsequenz, aber sie unterstreichen die
klinische Bedeutung von CSC-Markern
fir die Prognoseeinschétzung.

Der Anteil der CSC an der Gesamtzahl
von Tumorzellen differiert stark und ist
abhéngig von der Selektionsmethode und
dem Stadium der Tumorprogression. Es
werden Anteile von 0,0001% [17] bis 41%
beschrieben [9]. Bareiss et al. [7] zeigten,
dass die Expression des Transkriptions-
faktors SOX2 bei Zellen des serdsen Ova-

rialkarzinoms die Expression von CSC-
Markern erhoht.

Tumorspharen

CSC kénnen auch durch ihre Eigenschaft
identifiziert werden, dass sie bei Kulti-
vierung im serumfreikonditionierten
Medium, das mit bestimmten Wachs-
tumsfaktoren versetzt ist, in sogenannten
Sphéren wachsen. Diese Tumorsphiren
enthalten jedoch neben den CSC auch
Progenitorzellen und noch weiter diffe-
renzierte, nichttumorigene Zellen [22],
weshalb die aus den Sphéren gewonnen
Zellen auch als ,,stem-like cells* bezeich-
net werden.

Teilungsverhalten

Eine weitere Moglichkeit ist ein vom
Fraunhofer-Institut fiir Zelltherapie und
Immunologie in Leipzig patentiertes Ver-
fahren, das auf dem unterschiedlichen
Teilungsverhalten der Tumorsubpopula-
tionen basiert [34]. Im Vergleich zu den
nichttumorigenen Tumorzellen, die sich

schnell teilen und damit die Haupttumor-
last bilden, teilen sich die CSC nur sehr
langsam. Es wird ein retrovirales Vektor-
system genutzt, um eine GFP-Insertion
(griin fluoreszierendes Protein) in Tumor-
zellen einzubringen. Hierzu muss dieser
Marker zundchst iiber Plasmide in Vehi-
kelzellen (Phoenixzellen) transfiziert wer-
den. Anschlieflend erfolgt eine Transduk-
tion der dadurch hergestellten retroviralen
Partikel in alle sich schnell teilenden Zel-
len. Diese fluoreszieren griin und kénnen
so in einer FACS-Analyse (,,fluorescence-
activated cell sorting®) von den sich in der
Go-Phase befindlichen CSC separiert wer-
den. So ist es moglich, unabhingig von
Surrogat-Zelloberflichen- Antigenen eine
Negativselektion von CSC vorzunehmen.
Damit wird ein hoherer Reinheitsgrad
der separierten CSC im Vergleich zu auf
Oberflachenantigenen basierenden Ver-
fahren erreicht, da partiell auch auf den
nichttumorigenen Zellen sowie auf soma-
tischen Zellen stammzellassoziierte Anti-
gene exprimiert werden.
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Xenotransplantation/serielle
Transplantationen

Der kritischste Punkt bei den Anrei-
cherungsverfahren liegt im Beweis der
Fahigkeit der Zellen, an sekundarer Stelle
erneut einen Tumor zu bilden. Der ,Gold-
standard® hierfiir ist die Xenotransplanta-
tion auf immundefiziente Mause. Zum
Nachweis des Selbsterneuerungspoten-
zials und gleichfalls zu ihrer Anreicherung
konnen auch serielle Transplantationen
genutzt werden [8].

In-vivo-Monitoring

Neben den Methoden zur Identifizie-
rung und Anreicherung sowie Bestati-
gung durch Xenotransplantation gibt es
ein sehr interessantes Verfahren fiir ein
In-vivo-Monitoring der CSC im Gewebe,
die genetische Zelllinienverfolgung (,,cell
lineage tracing®). Hierbei kann bei trans-
genen Miusen iiber eine klonale Analyse
mit einem Reporter-Gen eine Aussa-
ge iiber das Potenzial zur Proliferation,
Heterogenitdt, Selbsterneuerung und
Differenzierung von CSC erreicht wer-
den [8]. Im Wesentlichen geht es um die
Frage, wie eine bestimmte Zelle in ihrer
natiirlichen Umgebung den Grad ihrer
terminalen Differenzierung, der das
Schicksal dieser Zelle bestimmt, erlangt.
In der Entwicklungsbiologie ist das ,fate
mapping“ (Schicksalsbestimmung) ein
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fraktion). PE Phycoery-
thrin, FITC Fluorescein-
isothiocyanat

T
104 105

Verfahren zum Verstidndnis des embryo-
nalen Ursprungs verschiedener Gewebe
im erwachsenen Organismus. Dabei wird
die Korrespondenz zwischen den ein-
zelnen Zellen (oder Zellgruppen) eines
Entwicklungsstadiums und deren Nach-
kommen in einem spdteren Stadium der
Entwicklung bestimmt. Wenn dies auf
Einzelzellniveau erfolgt, wird diese Pro-
zedur als ,cell lineage tracing® (Zellli-
nienverfolgung) bezeichnet und wurde
bisher mit onkologischer Fragestellung
an Haut- und Darmtumoren sowie dem
Mammakarzinom durchgefiihrt. Kiirzlich
haben Wissenschaftler weitere Ansitze
entwickelt, die auf Grundlage von fluores-
zierenden Peptidtracern sowie der GFP-
Reporter-Gen-Technologie erfolgen [8].

Chemotherapieresistenz und
neue Therapieoptionen

Die Forschungsergebnisse der letzten
Jahre sprechen dafiir, dass die Rezidiv-
entstehung bei Leukdmien und auch bei
soliden Tumoren damit zusammenhéngt,
dass traditionelle Chemo- und Radio-
therapien die CSC nur wenig oder gar
nicht beeinflussen [26]. Bei der Thera-
pie des Ovarialkarzinoms reduzieren
platinhaltige Chemotherapien sehr erfolg-
reich die Tumormasse. Uberlebende CSC
konnen jedoch Ausgangspunkt eines
Rezidives sein (B8 Abb. 4e, f). Zum Bei-
spiel zeigten Wang et al. [44] an multi-

zelluldren Tumorsphiroiden eines Ova-
rialkarzinoms, dass diese Zellen im Ver-
gleich zur Gesamtheit der Tumorzelllinie
(OVCAR-3) wesentlich weniger auf die
traditionellen Chemotherapeutika Cispla-
tin, Topotecan und Docetaxel ansprachen.
Es wurden mehrere Mechanismen zur Re-
sistenzentwicklung von CSC beschrie-
ben. Bei CSC des Ovarialkarzinoms wird
vermutet, dass sie die praexistenten DNA-
Reparatursysteme normaler Stammzellen
iibernehmen und Membran-ATPasen ex-
primieren [17]. Zudem sind ovarielle CSC
resistent gegeniiber der Tumornekrose-
faktor-a-induzierten Apoptose [3] und
bilden ein Tumormikromilieu, das bei-
spielsweise durch die Ausbildung von
Thermotoleranz zu einer Resistenzbil-
dung beitragt. Insgesamt kénnen wahr-
scheinlich die CSC einen DNA-Schaden
schneller reparieren und exprimieren
hohere Level an antiapoptotischen Mole-
kiilen [8].

Die Identifizierung und die Anrei-
cherung von CSC eréffnen die Moglich-
keit, zielgerichtete Therapien zur selek-
tiven Beeinflussung von CSC zu finden,

ohne die somatischen Stammzellen zu
schidigen. Zum einen wurde in einem
allgemeinen Ansatz versucht, Wirkstoftbi-
bliotheken auf stammzellwirksame Subs-
tanzen zu screenen [27]. Zum anderen
wurden Molekiile analysiert, die inhibito-
risch auf Signalwege wirken, die speziell
in CSC dereguliert sind (z. B. Hedgehog,
Notch, PTEN/AKT und Wnt-/f-Catenin-
Signalwege). Dieser Ansatz hat zur Identi-
fizierung mehrerer potenzieller therapeu-
tischer Wirkstoffe gefiihrt, die derzeitig
in Studien getestet werden. Die Firma
OncoMed Pharmaceuticals hat beispiels-
weise im September 2013 erklart, dass sie
eineklinische Studie Phase Ib/II mit ihrem
Antitumorstammzellmedikament Dem-
cizumab, einem humanisierten mono-
klonalen Antikérper gegen den Delta-
Like Ligand 4 (DLL4) im Notchsignalweg,
begonnen hat. Dieses Medikament ist als
Kombinationstherapie bereits beim fort-
geschrittenen Pankreas- und nicht klein-
zelligen Bronchialkarzinom in Phase-Ib-
Studien getestet worden. Nun wird es in
Kombination mit Paclitaxel beim platin-
resistenten Ovarialkarzinom untersucht.
Weitere Substanzen sind in der préklini-
schen Testung [1].



Eine weitere vielversprechende
Therapiemoglichkeit entsteht durch die
Verwendung von CSC in der Immunthe-
rapie; es gibt bereits Studien zur therapeu-
tischen Nutzung dendritischer Zellen, die
mit CSC beladen werden [29, 45].

Zudem wird die Nutzung von Gewe-
bestammzellen, insbesondere den aus der
Plazenta stammenden mesenchymalen
Stammzellen, als Vektoren fiir thera-
peutische Trans-Gene auf Tumorzellen
erforscht. Erste Studien beim Ovarialkar-
zinom liegen vor, in denen zelltodinduzie-
rende und proliferationshemmende Gene
tibertragen wurden [25].

Status quo und Perspektiven

In den letzten Jahrzehnten haben sich
Untersuchungen an Stammzellen zu
einem eigenstdndigen Forschungsgebiet
in der Medizin entwickelt. Neben den
embryonalen und adulten (Gewebe-)
Stammzellen als zentralem Element in der
Regenerationsmedizin haben die CSC der
onkologischen Forschung eine neue Aus-
richtung gegeben. Das Tumorstamm-
zellmodell hat sich zur Darstellung der
Tumorinitiierung und der malignen
Progression, einschliefSlich der Mecha-
nismen der Metastasierung und Rezi-
diventstehung, etabliert und spiegelt ins-
besondere beim Ovarialkarzinom den
klinischen Krankheitsverlauf mit einer oft
guten Chemotherapiesensitivitit in der
ersten Erkrankungsphase und zuneh-
mender Chemotherapieresistenz im wei-
teren Verlauf theoretisch gut wieder. Ob
die CSC wirklich fiir den klinischen Ver-
lauf unserer Patientinnen verantwortlich
sind, bleibt allerdings vorerst noch offen.

Zunichst ist es aus unserer Sicht
essenziell, die Methoden zur Identifizie-
rung einzelner CSC zu optimieren und
zu standardisieren, da die bisher ver-
wendeten (Oberflichen-)Marker nicht
spezifisch genug sind. Dies ist die Grund-
lage fiir eine zielgerichtete CSC-orien-
tierte Diagnostik am Primartumor oder
auch in entfernteren Kompartimenten
(Knochenmark, Blut) und damit der erste
Schritt fiir eine CSC-basierte Prognosebe-
urteilung und auch eine personalisierte,
auf CSC ausgerichtete Krebsmedizin. Die
Methoden der Separation einer grofie-
ren Anzahl von CSC und deren Kultivie-

rung miissen ebenfalls verbessert werden,
da nach unserer Erfahrung gegenwir-
tig nur in ca. 20% die Etablierung einer
Tumorstammzelllinie aus einem Primér-
tumor gelingt. Dies ist aber die Vorausset-
zung fiir die praklinische Testung neuer
Substanzen und auch fiir individuelle pra-
therapeutische In-vitro-Untersuchungen.
Dariiber hinaus wire eine vergleichende
Analyse von CSC-Isolierungen zum glei-
chen Zeitpunkt, aber an verschiede-
nen Tumorlokalisationen (Primartumor
und Metastase) sowie sequenziell in der
Primidr- und Rezidivsituation wiin-
schenswert, um die sogenannte zelluldre
Plastizitdt des Systems mit Anderung der
zelluldren Hierarchie, einschliefllich des
Einflusses einer Systemtherapie, besser zu
verstehen [41].

Im letzten Jahrzehnt haben genom-
weite Sequenzierungsanalysen verschie-
dener Tumorentititen zu bahnbrechen-
den Erkenntnissen der Karzinogenese
gefithrt und eine Gruppe von entschei-
denden Treibermutationen identifiziert
[43]. Die Rolle der CSC und ihre Unter-
schiede zu den nichttumorigenen Zellen
miissen in diesem Kontext noch weiter
spezifiziert werden.

Bei den therapeutischen Ansitzen
steht nicht nur die Induktion des Zell-
todes der CSC (wie in @ Abb. 4 darge-
stellt) im Vordergrund, sondern auch die
Beeinflussung des Selbsterneuerungs-
potenzials und der spezifischen Mikro-
umgebung, der Stammzellnische. So wer-
den beispielsweise Wege gesucht, um die
CSC in eine Differenzierung zu drin-
gen. Eine allein gegen die CSC gerichte-
te Therapie wird aufgrund der Plastizitat
der CSC-Nachkommen nicht ausreichend
sein, um den gesamten Tumor zu erfassen
[41], sodass wahrscheinlich eine Kombi-
nation mit klassischen Chemotherapeuti-
ka angestrebt werden muss. Wir sind uns
sicher, dass sich die klinische Bedeutung
der CSC in Zukunft enorm steigern wird.

Fazit fiir die Praxis

== Das Tumorstammzellmodell liefert
eine Erklarung fiir klinische Charak-
teristika des Krankheitsverlaufs beim
Ovarialkarzinom wie die Entwicklung

von Chemotherapieresistenzen und
die hohe Rezidivrate.

== Ovarialkarzinome haben ihren Ur-
sprung im Miiller-Epithel und seltener
auch im ovariellen Oberflachenepi-
thel. Bei der Tumorinitiierung sind
Gewebestammzellen beteiligt.

== Die Identifizierung von Tumorstamm-
zellen (CSC) ist dadurch erschwert,
dass bisher noch keine ausreichend
spezifischen Oberflachenmarker
gefunden wurden.

== Eine optimierte Identifizierung und
Anreicherung von CSC bildet die
Grundlage fiir die Entwicklung ziel-
gerichteter Therapien zur selektiven
Beeinflussung von CSC ohne Schadi-
gung der somatischen Stammzellen.

== Therapeutische Ansatze finden sich in
der Induktion des Zelltodes der CSC,
der Beeinflussung des Selbsterneue-
rungspotenzials und der Stammzell-
nische.
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