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NIKOLAS HENDRIK STOECKLEIN und
WOLFRAM TRUDO KNOEFEL

Disseminierte Tumorzellen bei gastrointestinalen
Karzinomen – Molekulargenetische Analyse der

relevanten Tumorzellen zum Aufsuchen therapeutischer
Zielstrukturen für effektive adjuvante Therapien

Einer der wichtigsten Behandlungsschwerpunkte am Universitätsklinikum Düsseldorf
(UKD) ist die operative Therapie bösartiger Tumore des Verdauungstraktes. Krebsarten
des Verdauungstraktes gehören zu den häufigsten und zu den aggressivsten Tumoren über-
haupt. So können beispielsweise weniger als 50 Prozent der Patienten mit Ösophagus- oder
Pankreaskarzinom einer chirurgischen Therapie mit heilender Absicht zugeführt werden,
da der Tumor in den anderen Fällen zu weit fortgeschritten ist. Bei diesen aggressiven
Tumoren versterben, trotz moderner Operationsverfahren, 70 bis 80 Prozent der Patienten
tumorbedingt innerhalb von fünf Jahren nach der operativen Therapie.1 Insgesamt ist das
heutige Hauptproblem bei der Behandlung der gastrointestinalen Karzinome weniger die
lokale operative Entfernung des Primärtumors als vielmehr die Entwicklung von letztlich
unheilbaren Fernmetastasen, was den systemischen Charakter der Krebserkrankung wider-
spiegelt.2 Kann der Patient dagegen in einem sehr frühen Tumorstadium operiert werden,
ist eine Heilung möglich.3 Leider sind derzeit für nur sehr wenige solide maligne Tumore
effektive systemische Therapien verfügbar, um das metastatische Auswachsen von disse-
minierten Tumorzellen zu unterdrücken. Eine Heilung durch systemische Therapien allein
ist bei gastrointestinalen Karzinomen nicht möglich.

Der Schlüssel zu erfolgreicheren adjuvanten Therapien könnte die umfassende Analyse
von disseminierten Tumorzellen sein, da diese das eigentliche Ziel solcher systemischen
operationsbegleitenden Therapien darstellen. Disseminierte Tumorzellen repräsentieren
die potenziellen Vorläuferzellen der späteren letalen Metastasen, sind aber mit derzeitigen
diagnostischen Standardverfahren nicht zu erfassen. Mit Hilfe von antiepithelialen Anti-
körpern gelingt es jedoch, diese Zellen in mesenchymalen Organen nachzuweisen, was in
klinischen Studien mit einer schlechten Prognose verbunden ist.4 Obwohl disseminierte

1 Vgl. Alexakis et al. (2004), Chu et al. (2003), Hosch et al. (2003), Korn (2004), Lerut et al. (2005), Malthaner
et al. (2004b) sowie Wray et al. (2005).

2 Vgl. Klein (2003) sowie Riethmüller und Klein (2001).
3 Vgl. Chessin und Guillem (2004), Hosch et al. (2003), Korn (2004) sowie Sato et al. (2005).
4 Vgl. Klein (2003), Pantel und Brakenhoff (2004) sowie Pantel und Riethmüller (1996).
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Tumorzellen einen starken prognostischen Einfluss haben, gehören sie zu den seltensten
Zellen überhaupt. Man findet sie in einer Frequenz von 10-5 bis 10-6 normaler Knochen-
markszellen bei 30 bis 40 Prozent der Krebspatienten mit lokal begrenzter Erkrankung.5

Diese Seltenheit erschwert deren weitergehende Analyse, weshalb bislang wenig über die
Biologie dieser für die Krebsprogression wichtigen Zellpopulation bekannt ist.

In diesem Zusammenhang stellte die Entwicklung einer robusten Einzelzell-PCR6

(SCOMP) einen signifikanten Fortschritt dar.7 Mit Hilfe dieser Methode gelingt es, das ge-
samte Genom einer einzelnen Zelle global und repräsentativ zu vervielfältigen. Das global
amplifizierte Einzelzellgenom kann anschließend umfassenden molekulargenetischen und
zytogenetischen Analysen zugeführt werden. Erste Ergebnisse mit diesem Verfahren bei
Krebspatienten ohne manifeste Metastasen offenbarten eine starke genetische Heterogeni-
tät der nach Tumoroperation im Körper verbliebenen disseminierten Tumorzellpopulation.
Im Gegensatz dazu waren die genomischen Veränderungen disseminierter Tumorzellen
bei Patienten mit klinisch manifesten Metastasen untereinander ähnlich und zeigten die
Zeichen klonaler Expansion und Selektion.8 Ein weiterer wichtiger Befund war die Ver-
schiedenheit der genetischen Veränderungen zwischen den disseminierten Tumorzellen
und ihren autologen Primärtumoren.9 Insgesamt weisen die bisherigen experimentellen
Ergebnisse darauf hin, dass die Tumorzellen bereits sehr früh in der Tumorprogression
disseminieren können und dass die Metastasenentstehung aus diesen Tumorzellen unab-
hängig von der Entwicklung des Primärtumors ablaufen kann. Es ist daher nicht möglich,
a priori von den genetischen Veränderungen des Primärtumors direkt auf die Aberratio-
nen der disseminierten Tumorzellpopulation zu schließen. Angesichts dieser Erkenntnisse
erscheint es für die zukünftige Entwicklung und Validierung von effektiven adjuvanten
Therapien unabdingbar, die Population der disseminierten Tumorzellen im Hinblick auf
geeignete Zielstrukturen zu untersuchen.

Dass dieses Vorgehen einen vielversprechenden Ansatz darstellt, möchten wir anhand
des Ösophaguskarzinoms illustrieren. Dieser maligne Speiseröhrentumor gehört weltweit
zu den zehn häufigsten Krebsarten und gilt als besonders aggressiv. Bis zu 70 Prozent
der in heilender Absicht operierten Patienten versterben, trotz Verbesserungen der operati-
ven Techniken und des perioperativen Managements, innerhalb von fünf Jahren an einem
metastatischen Rezidiv.10 Die verfügbaren systemischen neoadjuvanten und adjuvanten
Therapien konnten die Überlebensraten nur wenig verbessern, so dass deren Nutzen kon-
trovers diskutiert wird.11 Eine dringend erforderliche effektive und standardisierte beglei-
tende Therapie ist für operable Ösophaguskarzinompatienten derzeit nicht verfügbar.

Genomische Charakterisierung disseminierter Tumorzellen
Um bei Ösophaguskarzinomen wesentliche Mechanismen der Disseminierung und Meta-
stasierung aufzudecken und damit Hinweise auf geeignete therapeutische Zielstrukturen

5 Vgl. Klein (2003).
6 Polymerase-Kettenreaktion
7 Vgl. Klein et al. (1999).
8 Vgl. Klein et al. (2002) sowie Schmidt-Kittler et al. (2003).
9 Vgl. Schmidt-Kittler et al. (2003).
10 Vgl. Enzinger und Mayer (2003) sowie Hosch et al. (2003).
11 Vgl. Malthaner et al. (2004a) sowie Malthaner et al. (2004b).
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zu bekommen, haben wir im Rahmen des DFG-Projektes STO 464/1-1 von über 100 un-
tersuchten Ösophaguskarzinompatienten insgesamt 60 disseminierte einzelne Tumorzel-
len mit SCOMP und komparativer genomischer Analyse (CGH) umfassend genomisch
analysiert. Bei dieser relativ großen Probenanzahl zeigte sich nun ein deutlicher Unter-
schied bei den genomischen Veränderungen zwischen den Zellen, die von Patienten mit
Platteneptihelkarzinomen und solchen mit Adenokarzinomen isoliert wurden (Abb. 1).

Abb. 1: Histogramme der DNA-Gewinne und -Verluste bei disseminierten Tumorzellen von Plattene-

pithelkarzinomen (a) und Adenokarzinomen (b)

Neben den Aberrationen an den Chromosomen 3, 4, 5, 6, 7, 8, 19 und 20 war in der um-
schriebenen chromosomalen Region 17q12-21 der stärkste Unterschied sichtbar. Dieser
Bereich war bei 58 Prozent der Zellen von Adenokarzinomen amplifiziert, jedoch nur bei
elf Prozent der disseminierten Tumorzellen von Plattenepithelkarzinomen. Grundsätzlich
wiesen die Tumoreinzelzellen entsprechend des jeweiligen histologischen Typs tumortypi-
sche Veränderungen auf. Die Amplifikation bei 17q12-21 war insgesamt die am häufigsten
beobachtete chromosomale Veränderung.

Disseminierte Tumorzellen ösophagealer Adenokarzinome im Kontext
der Metaplasie-Dysplasie-Karzinomsequenz des Barrett-Ösophagus
Die Inzidenz des ösophagealen Adenokarzinoms ist in den letzten Jahren aus bislang unge-
klärter Ursache signifikant angestiegen und ist daher aus klinischer und tumorbiologischer
Sicht von besonderer Bedeutung – insbesondere auch deshalb, weil sich das ösophageale
Adenokarzinom sequenziell über definierte morphologische Tumorvorstufen (Barrett-Me-
taplasie → Low-grade-Dysplasie → High-grade-Dysplasie) bis hin zum invasiven und me-
tastasierenden Karzinom (Abb. 2) entwickeln kann.12 Es war daher von außerordentlichem
Interesse, die genomischen Alterationen der disseminierten Tumorzellen von Adenokarzi-
nompatienten in den Kontext dieser sequenziellen Tumorprogression einzuordnen. Da die
Dysplasien der Barrett-Schleimhaut aus wenigen, in Normalgewebe eingebetteten, mor-
phologisch definierten Zellgruppen bestehen, ist eine Mikrodissektion zur Isolation dieser
Zellen unumgänglich – insbesondere dann, wenn vergleichende genomische Methoden
wie CGH oder loss of heterozygosity-Analyse (LOH-Analyse) angewendet werden. Um

12 Vgl. Enzinger und Mayer (2003), Spechler (2002) sowie Vieth und Seitz (2001).
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die Vergleichbarkeit der Methoden zu gewährleisten, wurde im Rahmen des Projektes
STO 464/1-1 ein SCOMP-basiertes Protokoll zur Amplifikation von wenigen, lasermi-
krodissektierten Zellen aus formalinfixiertem Gewebe etabliert. Diese Methode war den
bislang angewendeten Amplifikationsverfahren deutlich überlegen.13

Abb. 2: Barrett-Ösophagus; Quelle: http://pathology2.jhu.edu/beweb/Definition.cfm (06.07.2006)

Darüber hinaus konnte mit subchromsomalen Untersuchungen experimentell belegt
werden, dass sich bis zu drei Monate lang archiviertes, in Paraffin eingebettetes und for-
malinfixiertes Gewebe grundsätzlich für hochauflösende Matrix-CGH-Analysen eignet.

Insgesamt wurden nach dem publizierten Protokoll vier Metaplasien, acht Low-grade-
Dysplasien, 19 High-grade-Dysplasien sowie 13 Adenokarzinome mit SCOMP und CGH
untersucht. Dabei wurde die Lasermikrodissektion von den kooperierenden Pathologen
Univ.-Prof. Dr. Stephan Baldus (Universität zu Köln, jetzt Institut für Pathologie, Heinrich-
Heine-Universität Düsseldorf) und PD Dr. Andreas Erbersobler (Universität Hamburg)
durchgeführt, um eine korrekte morphologische Zuordnung zu gewährleisten.

Wie erwartet, zeigten die Metaplasien keine Veränderungen in der CGH-Analyse, je-
doch stieg mit zunehmender Malignität der Läsionen die mittlere Aberrationszahl an und
war am höchsten bei den lymphatisch disseminierten Tumorzellen (Abb. 3).

Überraschenderweise waren die ins Knochenmark disseminierten Tumorzellen, im Ver-
gleich zu Zellen aus Lymphknoten, durch signifikant weniger Veränderungen charakte-
risiert (p = 0.001, Mann-Whitney-U-Test) und wiesen sogar im Mittel weniger Verände-
rungen als die Primärtumore auf. Dass sich die hämatogen disseminierten Zellen von den
Tumorzellen aus den Lymphknoten, vor allem aber auch von den Primärläsionen unter-
scheiden, machte die hierarchische Clusteranalyse deutlich.
13 Vgl. Stoecklein et al. (2002).
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Abb. 3: Mittlere Aberrationshäufigkeiten bei der Dysplasie-Karzinomsequenz (Low Grade = Low-

grade-Dysplasie, High Grade = High-grade-Dysplasie, LK MM = disseminierte Tumorzellen

aus Lymphknoten, Km MM = disseminierte Tumorzellen aus Knochenmark)

Hierbei werden die Zellen hinsichtlich der Ähnlichkeiten ihrer genomischen Verände-
rungen zugeordnet. Wie in Abbildung 4 sichtbar, ergab sich eine Gruppe, die überwie-
gend aus hämatogen disseminierten Tumorzellen besteht (Gruppenvergleich: p = 0,022,
Fisher’s Exact Test). Offensichtlich liegt bei Tumorzellen, die entweder hämatogen oder
lymphogen metastasieren, eine unterschiedliche Biologie zu Grunde, die sich im chro-
mosomalen Aberrationsmuster widerspiegelt. Dass hämatogen disseminierte Tumorzellen
deutlich weniger genomische Veränderungen aufweisen, könnte ein Hinweis auf eine in
der Tumorprogression besonders frühe Disseminierung sein, woraufhin diese Tumorzel-
len möglicherweise in einem Zustand der tumor dormancy arretiert wurden.

Ein weiterer interessanter Befund zeigte sich beim Vergleich der Inzidenz der bei den
disseminierten Tumorzellen diesen histologischen Typs sehr häufigen 17q12-21-Amplifi-
kationen in der Dysplasie-Karzinomsequenz, denn offenkundig wird diese Amplifikation
bei der Tumorzelldisseminierung selektiert (Abb. 5).

Das häufige Auftreten der 17q12-21-Amplifikation, insbesondere im Unterschied zu
den primären Läsionen, macht eine Bedeutung der Gene dieses Bereichs für die Tumor-
zelldisseminierung wahrscheinlich.

Da in dieser Region das HER2-Onkogen lokalisiert ist, ein prognostischer Marker bei
verschiedenen malignen Tumoren und zugleich Zielstruktur für molekulare Therapien,
wurde die Projektarbeit auf die Validierung dieser attraktiven therapeutischen Zielstruktur
fokussiert.

HER2 als adjuvante therapeutische Zielstruktur bei einer Subgruppe
von ösophagealen Adenokarzinomen

Das HER2-Gen kodiert für die Tyrosinkinase p185, die die Übertragung von Wachstumssi-
gnalen für ein kontrolliertes Zellwachstum mit geregelter Teilungsrate regelt. Bei 20 bis 30
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Abb. 4: Hierarchische Clusteranalyse. Die blaue Linie zeigt die Trennlinie der beiden Hauptcluster-

gruppen an. Die roten Balken markieren die hämatogen disseminierten Tumorzellen.

Prozent besonders aggressiver Mammakarzinome ist HER2 amplifiziert, wobei es zu einer
Überexpression des HER2-Proteins p185 und dessen dauerhafter Aktivierung kommt.14

Dies führt zu unkontrolliertem Zellwachstum, gesteigerter Proliferation und erhöhtem me-
tastatischem Potenzial der Tumorzellen. HER2 ist vor allem aber auch das Angriffsziel für
den therapeutischen Antikörper Trastuzumab, der bei Mammakarzinompatientinnen mit
HER2-Amplifikation bereits mit Erfolg eingesetzt wird.15 Im Hinblick auf die häufige
Amplifikation im Bereich des HER2-Gens bei den disseminierten Tumorzellen ergaben
sich zwei wesentliche Fragen:

1. Hat HER2 eine Bedeutung bei der Disseminierung und Metastasierung von ösopha-
gealen Adenokarzinomzellen?

2. Könnte HER2 als sinnvolle Zielstruktur für eine adjuvante Therapie disseminierter
ösophagealer Adenokarzinome dienen?

14 Vgl. Hynes und Lane (2005) sowie Medinger und Drevs (2005).
15 Vgl. Pegram et al. (2004), Slamon et al. (2001), Vogel et al. (2001) sowie Vogel et al. (2002).
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Abb. 5: 17q12-21-Amplifikation in der Dysplasie-Karzinomsequenz (Low Grade = Low-grade-Dyspla-

sie, High Grade = High-grade-Dysplasie, LK MM = disseminierte Tumorzellen aus Lymphkno-

ten, Km MM = disseminierte Tumorzellen aus Knochenmark)

Um diese Fragen beantworten zu können, haben wir zunächst überprüft, ob es sich bei
der häufigen 17q12-21-Amplifikation der disseminierten Tumorzellen tatsächlich um ei-
ne HER2-Amplifikation handelt. Hierzu wurde eine quantitative Real-Time-PCR (qPCR)
entwickelt, die es ermöglicht, die relative HER2-Genkopienzahl im Vergleich zu normalen
diploiden Zellen zu messen. Diese Analyse ergab, dass in 48 Prozent der mit CGH gemes-
senen DNA-Gewinne bei 17q12-21 HER2 amplifiziert war. Zusätzlich wurden HER2-Am-
plifikationen in Zellen gefunden, die in der CGH in dieser Region keine Amplifikation auf-
wiesen, so dass sich insgesamt eine patientenbezogene HER2-Amplifikationsrate von 39
Prozent bei den disseminierten Tumorzellen ergab. Um diese Daten mit Primärtumordaten
vergleichen zu können, untersuchten wir ein Set von über 140 primären Ösophaguskar-
zinomen bezüglich des HER2-Status mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
und Immunhistochemie. Eine HER2-Amplifikation und -Überexpression war signifikant
häufiger bei Adeno- als bei Plattenepithelkarzinomen. Bei den Adenokarzinomen war ei-
ne Amplifikation von HER2 in 18 Prozent und eine Überexpression des HER2-Proteins
p185 in 50 Prozent der Fälle nachzuweisen, wobei die HER2-Amplifikation in fast allen
Fällen eine starke Überexpression des Genprodukts p185 induzierte. In Bezug auf den ge-
netischen Defekt fand sich also bei den Primärtumoren ein deutlich geringerer Wert (18
Prozent) im Vergleich zu den disseminierten Tumorzellen (39 Prozent). Wir führten an-
schließend eine Subgruppenanalyse zum Vergleich des HER2-Status der disseminierten
Tumorzellen mit dem der autologen Primärtumore durch und stellten dabei fest, dass der
HER2-Status der disseminierten Tumorzellen unabhängig von dem des Primärtumors ist.

Interessanterweise zeigte sich bei der Korrelation mit dem Gesamtüberleben, dass die
Amplifikation des HER2-Gens bei disseminierten Tumorzellen ein unabhängiger progno-
stischer Faktor war, nicht aber bei den Primärtumoren. Diese Ergebnisse weisen auf ein
erhöhtes metastatisches Potenzial der ösophagealen Adenokarzinomzellen mit HER2-Am-
plifikation hin und lassen eine Abhängigkeit der Zellen von der HER2-Amplifikation ver-
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muten – eine wichtige Voraussetzung für eine zielgerichtete molekulare Therapie. Folge-
richtig sollte für eine effektive adjuvante Anti-HER2-Therapie beim Ösophaguskarzinom
die Behandlungsentscheidung anhand der direkten Analyse disseminierter Tumorzellen
erfolgen und kann nicht allein vom Primärtumorstatus abhängig gemacht werden.

Ein weiterer wichtiger Punkt ergab sich aus dem Vergleich der qPCR-Ergebnisse disse-
minierter Tumorzellen von ösophagealen Adenokarzinomen und Mammakarzinomen, der
klassischen Indikation für derzeitige Anti-HER2-Therapien. Hierbei fanden sich HER2-
Amplifikationen bei den disseminierten Ösophaguskarzinomen signifikant häufiger als bei
Mammakarzinomen. Im Vergleich würden mehr Ösophaguskarzinompatienten als Mamm-
akarzinompatientinnen von einer adjuvanten Anti-HER2-Therapie profitieren.

Um schließlich zu überprüfen, ob Ösophaguskarzinomzellen auf eine Therapie mit
Trastuzumab ansprechen könnten, haben wir bei Zelllinien ösophagealer Adenokarzinome
(PT1590 und LN1590), die eine HER2-Amplifikation und p185-Überexpression aufwei-
sen, einen der wichtigsten Wirkmechanismen des therapeutischen Antikörpers überprüft,
die antigenabhängige Zytotoxizität (ADCC).

Die Ergebnisse zeigten nicht nur eine sehr gute Bindung des Antikörpers an die Zielzel-
len, sondern auch deren effektive Lyse (Abb. 6). Eine prospektive Studie zur Überprüfung,
ob eine Anti-HER2-Therapie in der adjuvanten Situation effektiv ist, ist in Planung.

Ausblick
Die häufigste Veränderung, die wir bei den disseminierten Tumorzellen von Ösopha-
guskarzinompatienten beobachteten, war die Amplifikation bei Chromosom 17q12-21.
Wie bereits oben berichtet, war in 52 Prozent der amplifzierten Zellen HER2 nicht be-
troffen, so dass in diesem etwa 16 Megabasenpaare (Mbp) umfassenden Bereich noch
weitere, für die Tumorzelldisseminierung wichtige Gene angenommen werden müssen.
Es ist das Ziel des DFG-Projektes STO 464/2-1, das im März 2006 startete, mit Hilfe von
höher auflösenden Methoden relevante Gene in dieser Region zu identifizieren.

Die Analyse der potenziellen metastatischen Vorläuferzellen wird einen Schwerpunkt
der chirurgischen Forschung der Chirurgischen Klinik A des UKD bilden und zukünftig
auch andere Karzinomentitäten einschließen. Da Hauptzielorgan für Metastasen gastroin-
testinaler Karzinome die Leber ist, werden wir unsere Arbeit auch auf die Identifikation
und Isolation von hepatisch disseminierten Tumorzellen aus dem Lebergewebe konzen-
trieren. Die erfolgreiche Einbettung dieser, für die chirurgische Onkologie grundlegenden
Projekte in den klinischen Alltag wird in den nächsten Jahren eine Herausforderung für
unsere Abteilung sein.

Eine wichtige Voraussetzung für die erfolgreiche Umsetzung unserer „translationellen“
Forschungsprojekte ist die Etablierung einer standardisierten Tumor- und Gewebebank.
Mit Unterstützung der Vodafone Stiftung seit April 2006 und mit Hilfe unserer Tumor-
dokumentation sowie der EDV-Abteilung des UKD ist dieses essenzielle Vorhaben für
unsere Klinik nun realisierbar geworden.
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Abb. 6: Die FISH-Analyse von PT1590 zeigt die HER2-Genamplifikation (rot) (A); in der Immunfluo-

reszenz ist die starke p185-Überexpression sichtbar (B). (C) Standard-ADCC-Assay, bei dem

die Zielzellen über vier Stunden mit Trastuzumab inkubiert werden. Es ist die Standardabwei-

chung der Ergebnisse von drei Experimentdurchführungen angegeben. Die Mammakarzinom-

Zelllinie MCF-7 exprimiert p185 in äußerst geringen Konzentrationen und diente als Negativ-

kontrolle.
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