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Zusammenfassung

Adenokarzinome des Osophagus gehdéren zu den aggressivsten Karzinomen des
Gastrointestinaltraktes. Sie metastasieren haufig friihzeitig sowohl hamatogen als auch
lymphogen. Als ursachlich fur die Metastasierung werden frih disseminierte Tumorzellen
angesehen, welche in der Routinediagnostik nicht erfasst werden kdnnen. Eine ausgepragte
chromosomale Instabilitdt gilt allgemein als ein Merkmal fortgeschrittener epithelialer
Malignome und ist mit einer schlechten Prognose assoziiert. Daher wurde in dieser Arbeit
Uberprift, ob eine ausgepragte chromosomale Instabilitat bei disseminierten Tumorzellen
eine aggressive, klinisch okkulte, minimale Resterkrankung anzeigen kann und mit einem
kiirzeren Uberleben der Patienten korreliert ist. Es wurden systematisch CK18+ disseminierte
Tumorzellen aus Knochenmarkpraparaten und makroskopisch tumorfreien Lymphknoten von
operablen Osophaguskarzinompatienten isoliert. Nach der Amplifikation des gesamten
Genoms wurden die disseminierten Tumorzellen auf Einzelzellebene unter Verwendung der
Metaphasen-basierten vergleichenden chromosomalen Hybridisierung auf chromosomale
Zugewinne und Verluste Uberprift. AnschlieBend konnte der Prozentsatz der genomischen
Veranderungen pro Genom fiir jede einzelne disseminierte Tumorzelle berechnet und ein
kritischer Schwellenwert mit Hilfe einer STEPP-Analyse (Subpopulation Treatment Effect
Pattern Plot) fiir Hochrisikopatienten identifiziert werden. Dieser Befund wurde in einem
zweiten unabhingigen Patientenkollektiv mit Adenokarzinomen des Osophagus validiert
(Kohorte # 1, n=44; Kohorte # 2, n=29). Bei dem untersuchten Kollektiv wurden fiir das
Osophaguskarzinom typische chromosomale DNA-Zugewinne und Verluste nachgewiesen,
wobei jedoch eine Variabilitdt des Prozentsatzes der genomischen Veranderungen pro Genom
der disseminierten Tumorzellen innerhalb und zwischen verschiedenen Patienten zu
beobachten war. So waren beispielsweise disseminierte Tumorzellen aus dem Knochenmark
im Vergleich zu jenen aus den Lymphknoten signifikant weniger stark aberrant. Die STEPP-
Analyse ergab, dass ein steigender Prozentsatz der genomischen Veranderungen pro Genom
mit einem erhdhten Risiko fiir ein verkirztes Gesamtiiberleben in zwei unabhdngigen
O0sophagealen Adenokarzinom-Kohorten, sowie in der entsprechenden kombinierten Analyse
korrelierte. Uber die Analyse der disseminierten Tumorzellen konnten operable
Osophaguskarzinompatienten mit einer schlechteren Prognose identifiziert werden. Dabei
scheinen stark aberrante disseminierte Tumorzellen auf eine aggressivere minimale
Resterkrankung hinzuweisen. Eine weitere Charakterisierung dieser disseminierten
Tumorzellen kdnnte wichtige Hinweise fiir eine bessere Diagnostik zur Erkennung von
Hochrisikopatienten sowie neue therapeutische Ansatzpunkte zur Vermeidung von
Metastasen liefern.



Abstract

Adenocarcinomas of the esophagus are among the most aggressive carcinomas of the
gastrointestinal tract. They often metastasize both hematogenously and lymphogenically at
an early stage. Early disseminated tumor cells are considered to be the cause of the
metastasis, which cannot be detected with routine diagnostics. Pronounced chromosomal
instability is generally considered a feature of advanced epithelial malignancies and is
associated with a poor prognosis. It was therefore examined in this work whether a
pronounced chromosomal instability in disseminated tumor cells can indicate an aggressive,
clinically occult, minimal residual disease and is correlated with a shorter patient survival.
CK18+-disseminated tumor cells from bone marrow preparations and macroscopic tumor-free
lymph nodes were systematically isolated from operable esophageal carcinoma patients. After
whole genome amplification, the disseminated tumor cells were checked for chromosomal
gains and losses using the metaphase-based comparative chromosomal hybridization at single
cell level. The percentage of genomic changes per genome for each individual disseminated
tumor cell could then be calculated and a critical threshold for high-risk patients was identified
using a subpopulation treatment affect pattern plot analysis (STEPP). This finding was
validated in a second independent patient population with esophageal adenocarcinoma
(cohort #1, n=44; cohort #2, n=29). In the examined disseminated tumor cell collective,
chromosomal DNA gains and losses typical for esophageal carcinomas were detected,
although variability in the percentage of aberrant genome (PAG) of the disseminated tumor
cells was observed within and between different patients. For example, bone marrow
disseminated tumor cells were significantly less aberrant compared to lymph node
disseminated tumor cells. The STEPP-analysis showed that an increasing PAG correlated with
an increasing risk for shorter overall survival in two independent esophageal adenocarcinoma
cohorts, as well as in the corresponding pooled analysis. The analysis of the disseminated
tumor cells identified operable esophageal carcinoma patients with a poorer prognosis.
Strongly aberrant disseminated tumor cells seem to indicate a more aggressive minimal
residual disease. Further characterization of these disseminated tumor cells could provide
important information for better detection of high-risk patients in routine diagnostics, as well
as new therapeutic approaches to avoid metastasis formation.
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1 Einleitung

1.1 Das Adenokarzinom des Osophagus

Infolge einer lange andauernden gastroosophagealen Refluxerkrankung kann sich im unteren
Osophagus eine chronische Entziindung entwickeln, die zu einer Zerstérung des
physiologischen Osophagusepithels fiihren kann. Als Reaktion hierauf entwickelt sich unter
Umstanden die sogenannte Barrett-Schleimhaut, die das physiologische Plattenepithel im
unteren Osophagus durch ein Zylinderepithel, das auch Becherzellen enthilt, ersetzt (Bocker
et al. 2012; Spechler 2013; Runge et al. 2015). Diese Veranderung wird auch als intestinale
Metaplasie bezeichnet (Bocker et al. 2012; Spechler 2013). Die Barrett-Schleimhaut stellt eine
fakultative Prakanzerose dar, aus welcher sich sowohl eine, auf das Epithel begrenzte
Neubildung (niedriggradige intraepitheliale Neoplasie, hochgradige intraepitheliale
Neoplasie) als auch ein invasives Barrett-Karzinom (Adenokarzinom) des Osophagus
entwickeln kann (Spechler 2011; Bocker et al. 2012). Aufgrund ihrer unterschiedlichen
Pathogenese und Biologie ist die Unterscheidung zwischen Adeno- und
Plattenepithelkarzinomen klinisch relevant. Es fallt hdufig schwer eine klare Trennung
zwischen den Karzinomen des Osophagus und denen des gastrodsophagealen Ubergangs
vorzunehmen. Osophaguskarzinome kdnnen proximal die Kardia infiltrieren, ebenso kénnen
sich Kardiakarzinome in den distalen Osophagus ausbreiten (DeMeester 2006). Das
Metastasierungsverhalten und die Prognose von Adenokarzinomen des Osophagus und des
gastrodsophagealen Ubergangs lassen sich jedoch gut miteinander vergleichen, so dass diese
auch in der vorliegenden Untersuchung zusammengefasst wurden (Dolan et al. 1999;

Wijnhoven et al. 1999).
1.1.1 Risikofaktoren

Die gastroosophageale Refluxerkrankung stellt den wichtigsten Risikofaktor fir die
Entstehung einer Barrett-Schleimhaut dar, in Folge dessen sich dann ein Barrett-Karzinom
des Osophagus entwickeln kann (Lagergren et al. 1999; Gharahkhani et al. 2015). In einer
Studie aus den USA berichteten 70 % der Patienten mit Barrett-Mukosa sowie 61 % derer mit
Barrett-Karzinomen tber chronische Refluxsymptome lber eine Dauer von mehr als 5 Jahren

vor der Diagnosestellung (Chak et al. 2006).

Das jahrliche Risiko aus einer Barrett-Schleimhaut ein Barrett-Adenokarzinom zu entwickeln
betragt etwa 0,12 % (Hvid-Jensen et al. 2011). Von den Patienten, die ein Adenokarzinom

entwickeln, weisen jedoch circa 77 % eine Barrett-Mukosa auf (Patel et al. 2003), das
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bedeutet, dass der GroRteil der 6sophagealen Adeno- bzw. Barrett-Karzinome auf dem Boden

einer Barrett-Schleimhaut entstehen.
1.1.2 Epidemiologie

Osophaguskarzinome machen insgesamt nur einen geringen Anteil aller malignen Tumoren
aus. Der prozentuale Anteil der Osophaguskarzinome an allen Krebsneuerkrankungen in
Deutschland machte 2016 bei Madnnern nur 2,1 % und bei Frauen nur 0,7 % aus. Das mittlere
Erkrankungsalter fiir Osophaguskarzinome liegt bei Mannern bei 67 Jahren und bei Frauen
bei 71 Jahren (Kaatsch et al. 2015; Bertram et al. 2017). In den vergangenen Jahrzehnten ist
die Inzidenz an Adenokarzinomen des unteren Osophagus in der westlichen Welt jedoch
deutlich angestiegen (Hur et al. 2013; Arroyo-Martinez et al. 2016). Etwa 20-30 % der
malignen Tumore der Speiserdéhre sind Adenokarzinome. Trotz des geringen Anteils an
Neuerkrankungen im Vergleich zu anderen malignen Tumoren, lagen die Krebssterbefalle in
Deutschland 2016 bei Mannern mit 3,6 % und bei Frauen mit 1,2 % prozentual deutlich héher.
2016 verstarben in Deutschland 4434 Manner und 1245 Frauen an Karzinomen des
Osophagus. Auf Grund dieser hohen Mortalitdt und einem 5-Jahres-Uberleben von < 30 %
zahlt das Osophaguskarzinom zu den Krebserkrankungen mit ungiinstigen

Uberlebensaussichten (Rustgi and El-Serag 2014; Kaatsch et al. 2015; Bertram et al. 2017).
1.1.3 Klinik und Diagnostik

Die klinischen Zeichen des Osophaguskarzinoms sind hiufig sehr unspezifisch. Das
Leitsymptom der Patienten sind Schluckbeschwerden mit einer Haufigkeit von ca. 87 %. Es
missen jedoch ungefihr 50 % des Osophagusumfanges befallen sein, bevor die
Schluckbeschwerden Uberhaupt symptomatisch werden (Miller 2014). Daher erfolgt die
Diagnose in der Regel erst in einem fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung. Nur etwa ein
Drittel der Osophaguskarzinompatienten kann dann noch einer kurativen Therapie zugefiihrt
werden (Shapiro et al. 2016). Die zielfiihrende Diagnostik bei Osophaguskarzinomen stellt die
Speiserohrenspiegelung mit Probenentnahme zur histologischen Sicherung dar (Siewert
2007). In der Praxis hat es sich bewahrt, mindestens vier-Quadranten Biopsien alle 1-2 cm
aus makroskopisch suspekten Arealen zu entnehmen (Davis-Yadley et al. 2016). Wurde
histologisch ein Osophaguskarzinom gesichert, erfolgt anschlieRend die Stadienbestimmung
des Patienten. Diese dient der exakten Bestimmung der Tumorausdehnung und dem

Nachweis von bereits vorliegenden Metastasen.



1.1.4 Klassifikation

Die Einteilung der Osophaguskarzinome erfolgt postoperativ typischerweise mittels des TNM-
Stadiums des UICC um in der Klinik prognostische Aussagen zu erleichtern. Es beschreibt die
Tumorausdehnung (,,T“), das Vorhandensein von regionaren Lymphknotenmetastasen (,,N“)
sowie das Vorhandensein von Fernmetastasen (,M“) und wird mit dem Prafix ,p“
gekennzeichnet. Zusatzlich zu diesen Kriterien werden Einbriiche in Venen und LymphgefiRe,
der Malignitatsgrad anhand des Differenzierungsgrades sowie das restliche Tumorgewebe im

Resektionsrand beurteilt. Einen Uberblick gibt Tabelle 1 (Wittekind 2020).

Tabelle 1: TNM-Klassifikation fiir Karzinome des Osophagus und des gastroésophagealen

Ubergangs.

T = Ausdehnung des Primdrtumors

Tx Primdrtumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor infiltriert Lamina propria, Muscularis mucosae oder
Submucosa

T1a Tumor infiltriert Lamina propria oder Muscularis mucosae

T1lb Tumor infiltriert Submucosa

T2 Tumorinfiltration Muscularis propria

T3 Tumorinfiltration Adventitia

T4 Tumorinfiltration benachbarte Strukturen

T4a Tumor infiltriert Pleura, Perikard, Vena azygos, Zwerchfell oder
Peritoneum

Tab Tumor infiltriert andere Nachbarstrukturen wie Aorta,

Wirbelkdrper oder Trachea

N = Regiondre Lymphknotenmetastasen

Nx Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen



N1 Metastasen in 1 bis 2 regiondaren Lymphknoten
N2 Metastasen in 3 bis 6 regiondren Lymphknoten

N3 Metastasen in 7 oder mehr regiondaren Lymphknoten

M = Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

G = Grading

G1 Gut differenziert

G2 MaRig differenziert
G3 Schlecht differenziert

R = Resektionsrand

RO Kein Residualtumor
R1 Mikroskopischer Residualtumor
R2 Makroskopischer Residualtumor

Quelle: In Anlehnung an Wittekind, 2020, S.78-79

Die vom American Joint Committee on cancer etablierten UICC-Stadien fassen die TNM-
Klassifikation libergeordnet, abhdngig von der Tumorausdehnung sowie dem Fehlen oder
Vorhandensein von Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen, zusammen und lassen die Prognose

eines Patienten abschatzen (Wittekind 2020). Das Stadium IA z.B. steht fir pT1a pNO MO.
1.1.5 Therapie und Prognose

Die Prognose des Osophaguskarzinoms ist trotz der, in der aktuellen S3-Leitlinie ,Diagnostik
und Therapie der Plattenepithelkarzinome und Adenokarzinome des Osophagus* ausfiihrlich
dargestellten, endoskopischen, chirurgischen und multimodalen Therapieregime insgesamt
sehr schlecht, was sich in der mittleren Uberlebenszeit von 13,2-22 Monaten ausdriickt
(Stoecklein et al. 2008; Tustumi et al. 2016). Auf die Schleimhaut begrenzte, nicht
metastasierte Tumore (pT1a NO MO) und hochgradige intraepitheliale Neoplasien kdnnen, in
kurativem Ansatz, endoskopisch abgetragen werden (Pech et al. 2011). Einerseits breitet sich
der Tumor bereits frih tiber die LymphgefaBe sowie die BlutgefdRe aus (Takizawa et al. 2009)

und andererseits wird auf Grund der fehlenden Friihsymptome die Diagnose erst in einem
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fortgeschrittenen Stadium gestellt (Rice et al. 2016), so dass nur ein kleiner Anteil der
betroffenen Patienten noch einer primaren chirurgischen Therapie mit kurativem Ansatz
zugefuhrt werden kann (Enzinger and Mayer 2003; Mariette et al. 2007). Das Ziel der
kurativen Resektion ist dann die vollstandige Entfernung des Tumors sowie der regionaren
Lymphknoten. Mittels einer neoadjuvanten Therapie kann eine praoperative Verbesserung
des initialen Tumorstadiums erreicht werden und somit ein Teil der zunachst inoperablen
Patienten doch noch einer kurativen Therapie zugefiihrt werden (Luketina and Emmanuel
2014; Samson et al. 2016). Es besteht insgesamt ein signifikanter Uberlebensvorteil unter
praoperativer Radiochemotherapie sowie perioperativer Chemotherapie gegenulber einer
alleinigen Operation (Allum et al. 2011). Das 5-Jahresiiberleben der Patienten korreliert
insgesamt deutlich mit dem TNM-Stadium bzw. mit der lokalen Tumorinfiltrationstiefe und
dem Grad der lymphatischen Streuung (Tabelle 2) (Enzinger and Mayer 2003; Blank et al.
2013; Bertram et al. 2017).

Tabelle 2: 5-Jahres-Uberlebensraten von Osophaguskarzinompatienten in Abhingigkeit
vom TNM-Stadium.

UICC-Stadien 5-Jahrestiberleben
0 (Tis) >95 %

I 50-80 %

A 30-40 %

1B 10-30 %

i 10-15%

IVA <5%

IVB <1%

Quelle: In Anlehnung an Enzinger und Mayer, 2003, S.2247.

1.2 Metastasierung und Metastasierungswege

Die wichtigste krebsbedingte Todesursache ist bei Osophaguskarzinompatienten die
Metastasierung und nicht der Primartumor (Kelsen et al. 2007; Tepper et al. 2008). Auch nach
erfolgter RO-Resektion sterben anndhernd 90 % der Patienten an den Folgen von
Fernmetastasen und nicht in Folge von Lokalrezidiven (Vallobohmer et al. 2010).
Osophaguskarzinome metastasieren bereits friihzeitig im Verlauf der Krankheitsentwicklung.

Etwa 50 % der Patienten weisen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits Metastasen auf



(Enzinger and Mayer 2003; Allum et al. 2011; Anderegg et al. 2016). Die Streuung der
Tumorzellen erfolgt in erster Linie lymphogen in regiondre Lymphknoten. So kdnnen bereits
auf die Schleimhaut begrenzte Tumore, auf Grund der vorhandenen Lymphgefal3e in der
Lamina propria mucosae, friihzeitig in die regionaren Lymphknoten streuen (Rice et al. 1998;
Klein 2009; Dulak et al. 2012; Lee et al. 2013). Demzufolge zeigen bereits 30-60 % der
Patienten mit lokal begrenzten Osophaguskarzinomen (pT1/pT2) Lymphknotenmetastasen
(Anderegg et al. 2016). Auch Stiles et al. wiesen bei einer Mehrzahl der Patienten mit
Tumoren im Stadium cT2-T3 NO MO intraoperativ bereits Lymphknotenmetastasen nach
(Stiles et al. 2011). Wahrend Lymphknotenmetastasen der wichtigste prognostische Faktor
bei potenziell heilbaren Patienten mit Osophaguskarzinomen sind, verkiirzt sich die
Lebenserwartung drastisch, wenn Fernmetastasen auftreten (Sproll et al. 2018). Obwohl bei
Osophaguskarzinomen fast alle Organe von Metastasen befallen werden kénnen, gibt es
doch klare Zielorgane: So sind Lebermetastasen am haufigsten (33 %), gefolgt von
Metastasen in nicht-regiondre Lymphknoten (27 %), in der Lunge (21 %) und den Knochen (16
%) (Wu et al. 2017). Interessanterweise neigen Adenokarzinome des Osophagus dazu,
haufiger in Leber und Knochen zu metastasieren, wahrend Plattenepithelkarzinome eher zu

Lungenmetastasen fihren (Sproll et al. 2018).

Derzeit werden vor allem zwei Modelle der Tumorprogression diskutiert: Das lineare und das
parallele Tumorprogressionsmodell. Bei dem linearen Modell wird von einer weitgehend
vollstandigen Entwicklung metastasierungsfahiger Zellen im Primartumor und einer Streuung
relativ spat im Krankheitsverlauf ausgegangen (Fearon and Vogelstein 1990; Klein 1998; Klein
2009). Wenn dieses Modell zutrifft, missten gestreute Tumorzellen und die daraus
entstehenden Metastasen weitgehend die meisten genetischen Veranderungen des
Primartumors ibernehmen und erwerben nach Verlassen des Primartumors gegebenenfalls
noch zuséatzliche Mutationen (Klein 2009). Jedoch zeigten mehrere Untersuchungen an frih
gestreuten Tumorzellen (Schmidt-Kittler et al. 2003; Schardt et al. 2005; Stoecklein and Klein
2010) sowie neuere Vergleiche mit Hochdurchsatz-Sequenzierverfahren von Primartumoren
und ihren autologen Metastasen, dass die Zusammenhange deutlich komplexer sind (Torres
et al. 2007; Navin et al. 2011; Gerlinger et al. 2012; Bashashati et al. 2013; Castellarin et al.
2013; Gerlinger et al. 2014; Mattos-Arruda et al. 2014; Gundem et al. 2015, 2015; Yates et al.
2015). Anhand der Mutationsmuster wurde erkennbar, dass es offenbar haufig zu einer
friihen Streuung in der Tumorentwicklung und Entwicklung metastasierungsfahiger Zellklone

auBerhalb des Primartumors kommt (Torres et al. 2007; Klein 2009). Dabei lduft die



Entwicklung mit Akkumulation weiterer genetischer Aberrationen in den Metastasenzellen
unabhangig und parallel zum Primartumor ab, weshalb man auch von einem parallelen
Metastasierungsmodell spricht (Klein 2009). Die Formierung einer Metastase stellt allerdings
einen sehr komplexen Prozess dar, bei dem nur ein kleiner Anteil aller gestreuten
Tumorzellen liberlebt und im weiteren Verlauf eine Metastase griinden kann (Hermanek
1999b). Ebenso kénnen die Tumorzellen in eine Art Ruhephase eintreten und als sogenannte
»schlafende Tumorzellen” (tumor cell dormancy) bestehen bleiben. Zu einem spéateren
Zeitpunkt kdnnen sie dann erneut in eine Proliferationsphase eintreten oder auch zugrunde
gehen (Bragado et al. 2012; Aguirre-Ghiso et al. 2013; Sosa 2016). Da derzeit immer nur
punktuelle Ausschnitte bzw. auch nur Endpunkte in der Metastasenentwicklung betrachtet
werden konnen, verbleibt der zeitliche Ablauf und die Entwicklung der Metastasierung im
einzelnen Patienten weitgehend unbekannt. Uber die vorgenannten Hochdurchsatz-
Sequenzierungen von mehreren Metastasen und den zugehdrigen Primartumoren ist jedoch
deutlich geworden, dass die Krebserkrankung innerhalb eines Patienten sehr heterogen sein
kann und eigentlich immer einer sogenannten, verzweigten Evolution (,,branched evolution®)
folgt. Dies konnte bereits bei verschiedenen soliden sowie hamatopoetischen Tumoren
nachgewiesen werden (Campbell et al. 2010; Navin et al. 2010; Thirlwell et al. 2010; Yachida
et al. 2010; Anderson et al. 2011; Navin et al. 2011; Gerlinger et al. 2012; Haffner et al. 2013;
Gerlinger et al. 2014; Kim et al. 2015). Das aggressive Metastasierungsverhalten und die
intrinsische therapeutische Resistenz von Adenokarzinomen des Osophagus limitieren
derzeit die erfolgreiche Behandlung betroffener Patienten. Insgesamt erleiden 48-80% der
Patienten, bei denen eine vollstandige Tumorresektion erreicht werden kann und die
multimodale Behandlungen erhalten, innerhalb von fiinf Jahren nach der Operation ein

todliches Rezidiv (Visser et al. 2016).

1.3 Minimale Resterkrankung und Bedeutung von disseminierten

Tumorzellen

Bei nicht metastasierten Patienten wird die Operation (Osophagektomie) gegebenenfalls in
Kombination mit einer Radio- und/oder Chemotherapie als kurativer Therapieansatz
durchgefliihrt. Diese Patienten gelten postoperativ zundchst als tumorfrei. Dennoch
versterben die meisten Patienten tumorbedingt durch die Entwicklung von Metastasen
(Kelsen et al. 2007; Tepper et al. 2008). Der offensichtliche Ausgangspunkt dieser

metastatischen Ruickfille sind einzelne Tumorzellen, auch disseminierte Tumorzellen



genannt, die bereits vor der Erstdiagnose in entfernte Organe gestreut haben und nach der
operativen Resektion des Primartumors weiterhin dort verblieben sind (Polzer and Klein
2013; Pantel and Alix-Panabiéres 2014). Es handelt sich meist um einzelne Tumorzellen,
maximal jedoch um kleine Zellgruppen, bei denen es weder zu einer desmoplastischen
Stromareaktion, noch zu einer extravaskuldren Zellproliferation gekommen ist (Hermanek
1999a). Offensichtlich sind diese einzelnen gestreuten Tumorzellen resistent gegeniber
Radio- und/oder Chemotherapien, denn auch bei neoadjuvant oder adjuvant therapierten
Patienten sind disseminierte Tumorzellen nachweisbar bzw. treten spater bei solchen
therapierten Patienten Metastasen auf (Vallbohmer et al. 2010). Zwei moégliche Erklarungen
fur das langfristige Uberleben der disseminierten Tumorzellen sind denkbar. Sie werden tber
das Blut verteilt und verstreuen sich in Organe, beginnen sich zu teilen und bilden
Metastasen, oder werden z.B. durch Filterfunktionen im Knochenmark abgefangen und
konnen dort nachweislich, teilweise jahrelang, in einem inaktiven Stadium tberdauern. Es
wird davon ausgegangen, dass die Tumorzellen wadhrend dieses Stadiums nicht
proliferationsaktiv sind, das heilt, sie befinden sich in einer Ruhephase (GO - Phase) und
teilen sich nicht weiter (Sosa et al. 2014). Daher sind sie einer systemischen Chemotherapie
nicht zuganglich. Die zweite mogliche Erklarung ist, dass es sich auf Grund ihrer genetischen
Ausstattung um Zellen mit ausgepragter Resistenz gegeniiber den eingesetzten Therapeutika
handelt (Schneck et al. 2013). Diese, nach operativer Entfernung des Tumors, noch im Koérper
des Patienten befindlichen, gestreuten Tumorzellen bezeichnet man als minimale
Resterkrankung (Klein et al. 2002). Der Nachweis ist mit konventionellen bildgebenden
Verfahren bzw. aktuellen Routinemethoden nicht moglich (Klein et al. 2002; Sproll et al.
2018), jedoch kann diese klinisch nicht erkennbare Disseminierung mit hoch-sensitiven
laborexperimentellen Nachweismethoden erfasst werden. Der immunzytochemische
Nachweis isolierter Tumorzellen im Knochenmark und Lymphknoten ist dabei eine
anerkannte und gut etablierte Methode, welche Zellen epithelialen Ursprungs in den
mesenchymalen Indikatororganen Knochenmark und Lymphknoten nachweisen kann
(Scheunemann et al. 2003). Da es keine tumorspezifischen Nachweisverfahren gibt, wird
versucht diese Tumorzellen epithelialen Ursprungs Uber epitheliale Zielantigene, wie z.B.
Zytokeratine (Scheunemann et al. 2001) oder das epitheliale Zell-Adh&sions-Molekil
(EpCAM) (Lacroix and Doeberitz 2001) zu identifizieren, welche von mesenchymalen Zellen
im Knochenmark und in Lymphknoten (iblicherweise nicht exprimiert werden (Moll et al.

2008). Somit eignen sich diese Kérperkompartimente als ,,Indikatororgane” fiir die Detektion



von disseminierten Tumorzellen. In der Vergangenheit wurde bereits hdufig der monoklonale
Antikorper A45/BB3 verwendet, welcher mit den Epitopen der Zytokeratine 8 (CKS8), 18
(CK18) und 19 (CK19) reagiert, die unter anderem von Adenokarzinomen des Osophagus
exprimiert werden. Bei den hier untersuchten Patienten und detektierten Tumorzellen
handelt es sich um einen Teil eines groBeren Kollektivs, bestehend aus 90 Patienten mit
Adenokarzinomen oder Plattenepithelkarzinomen des Osophagus und des
gastrodsophagealen Ubergangs (Driemel et al. 2013) In dieser Untersuchung wurde, wie von
Driemel et al. beschrieben, eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen die Antigene CK18
und EpCAM zur Detektion Marker-positiver disseminierter Tumorzellen bei 59 operablen
Patienten mit Adenokarzinomen des Osophagus und des gastrodsophagealen Ubergangs

durchgefihrt (Driemel et al. 2013; Schumacher et al. 2017).

1.4 Detektionsrate und prognostische Relevanz disseminierter Tumorzellen

Je nach verwendeter Methode und Antigenen sowie abhangig vom Tumorstadium
schwanken die Detektionsraten disseminierter Tumorzellen erheblich. So konnten bei
verschiedenen soliden Tumoren (z.B. Lunge, Brust, Prostata, Kolon) mittels
immunzytochemischen Methoden Detektionsraten zwischen 20 und 40 % erfasst werden
(Pantel et al. 2003). Bei operablen Osophaguskarzinomen konnten in
Knochenmarkspraparaten in 11-88 % der Falle disseminierte Tumorzellen nachgewiesen

werden (Tabelle 3) (Sproll et al. 2018).

Tabelle 3: Detektionsraten disseminierter Tumorzellen (DTC) in Knochenmarkspraparaten.

Autor Jahr Patienten Patienten Prognostisch
(Alle) (DTCY)

Thorban 1996 90 41 Ja

O’Sullivan 1999 50 88 Nicht verfiugbar
O’Sullivan 1999 27 15 Nicht verfiugbar
Thorban 2000 75 39 Ja

Bonavina 2001 48 79 Nicht verfligbar
Bonavina 2001 18 11 Nicht verfligbar
Spence 2004 49 45 Nicht verfiugbar



Ryan

Kaifi
Stoecklein
Bagheri
Gray
Vashist
Driemel

Ryan

Quelle: In Anlehnung an Sproll et al., 2018, S.69.

2004

2005

2008

2011

2012

2012

2014

2015

106

135

107

43

42

370

83

88

54

44

41

30

45

32

25

53

Nicht verflgbar
Ja

Nicht signifikant
Nicht verflgbar
Nein

Ja

Nein

Ja

In histopathologisch tumorfreien Lymphknoten fanden sich in der Vergangenheit in 8-71 %

der Félle disseminierte Tumorzellen (Tabelle 4) (Sproll et al. 2018).

Tabelle 4: Detektionsraten disseminierter Tumorzellen (DTC) in Lymphknotenprdparaten.

Autor Jahr Patienten  Patienten Lymphknoten Prognostisch

(Alle) (DTC)
Izbicki 1997 68 62 16,8 Ja
Natsugoe 1998 69 42 2,4 Ja
Glickman 1999 78 26 7 Nicht signifikant
Mueller 2000 145 33 4,9 Ja (Mikrometastase)
Matsumoto 2000 59 66 2,4 Ja
Komukai 2000 37 38 1 Ja
Sato 2001 50 40 1,6 Nicht signifikant
Qubain 2001 86 19 1 Nicht verfigbar
Hosch 2001 86 71 18 Ja
Komukai 2002 104 45 1,4 Ja
Doki 2002 41 44 2 Ja (Mikrometastase)
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Vazquez- 2002 124 11 Nicht verfiigbar  Nein

Sequeiros

Waterman 2004 28 61 Nicht verfiigbar  Nein

Heeren 2005 60 30 24 Ja

McGuill 2008 146 8 1,4 Ja

Buskens 2008 20 25 2,8 Ja

Zingg 2009 86 16 4,2 Ja (Plattenepithel-
karzinom)

Koenig 2009 73 34 Ja (ratio)

Chao 2009 52 12 Nicht verfiigbar  Nicht signifikant

Thompson 2010 119 25 Nicht verfliigbar Ja

Grotenhuis 2010 63 19 Nicht verfiigbar  Nicht verfiigbar

Prenzel 2012 48 15 1,3 Ja

Driemel 2013 28 50 Nicht verfiigbar  Nicht verfligbar

Yanagi 2018 41 54 3 Ja (mit pN)

Quelle: In Anlehnung an Sproll et al., 2018, S. 61-66.

Mehrere der zuvor aufgelisteten Untersuchungen konnten eine signifikante prognostische
Relevanz fir das alleinige Auftreten von disseminierten Tumorzellen beim
Osophaguskarzinom nachweisen. Einen Uberblick dazu geben ebenfalls die Tabellen 3 und 4.
Demgegeniiber stellten einige Studien, unter anderem Driemel et al., keine signifikante
Korrelation mit dem Uberleben der Patienten fest (Vazquez-Sequeiros et al. 2002; Waterman
et al. 2004; Gray et al. 2012; Driemel et al. 2013). Obwohl die prognostische Bedeutung der
disseminierten Tumorzellen somit beim Osophaguskarzinom noch nicht abschlieRend geklart
ist, wird im Allgemeinen davon ausgegangen, dass es sich um potentielle metastatische
Vorlauferzellen handelt (Klein 2013). Daher konnte ihre weitere molekulare
Charakterisierung einen tieferen Einblick in das Voranschreiten der systemischen Erkrankung
gewdhren und zur ldentifizierung neuer Biomarker fiihren, die moglicherweise die Therapie

verbessern konnen.
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1.5 Molekulare Analyse der disseminierten Tumorzellen

Die Charakterisierung des Primartumors und der disseminierten Tumorzellen kénnte klaren,
durch welche tumorbiologischen Faktoren eine hamatogene Streuung beglinstigt werden
konnte und welche Eigenschaften weitergegeben, verloren oder neu erworben werden. Ein
erster Schritt in Richtung einer umfassenderen Charakterisierung ist die gesamt-genomische
Analyse einzelner disseminierter Tumorzellen. Dies wurde erstmals mit der Etablierung einer
stabilen gesamt-genomischen Amplifikationsmethode mdglich. Die erste Beschreibung einer
solchen Amplifikationsmethode fiir disseminierte Tumorzellen erfolgte mit der Msel-
Adapter-Linker-Polymerase-Kettenreaktion durch Klein et al., wobei nach der Vervielfiltigung
der DNA dieser Ansatz mit der Metaphasen-basierten komparativen genomischen
Hybridisierung (,,metaphase-based comparative genomic hybridization”; mCGH) kombiniert
wurde und somit das ganze Genom einer einzelnen Zelle erstmals bezliglich chromosomaler
Zugewinne und Verluste untersucht werden konnte (Klein et al. 1999). Die mCGH ist eine
zytogenetische Methode, die in den 1990er Jahren beschrieben wurde und mit der erstmals
strukturelle chromosomale Aberrationen anhand von DNA untersucht werden konnten, die
aus Tumormaterial extrahiert wurde (Kallioniemi et al. 1992). Fiir diese Methode waren
jedoch groRe Mengen DNA (500ng-1upg) notig, was durch die gesamt-genomische
Amplifikationsmethode erreicht werden konnte. Es ist jedoch wichtig zu betonen, dass die
mCGH auf die Detektion chromosomaler Zugewinne und Verluste mit einer Grol3e ab ca. 10

Megabasenpaaren limitiert ist (Kallioniemi et al. 1994).

Auch wenn die Information Gber chromosomale Zugewinne und Verluste nur einen Teil des
moglichen Aberrationsspektrums abdeckt und die Auflosung der mCGH gering ist, kénnen
Hinweise auf amplifizierte Onkogene oder deletierte Tumorsuppressorgene (Yen et al. 2003;
Dulak et al. 2013; Cancer Genome Atlas Research Network 2017), sowie Informationen zum
Ausmald der chromosomalen Instabilitdt des Tumors gewonnen werden. So untersuchten
Hoffmann et al. z.B. die in dieser Arbeit und in einem weiteren Kollektiv von
Osophaguskarzinompatienten  detektierten disseminierten Tumorzellen auf das
Vorhandensein von Amplifikationen des Onkogens ERBB2 und korrelierten diese
anschlieBend mit dem Uberleben der Patienten. Dabei konnte eine signifikante prognostische
Relevanz nachgewiesen werden (Hoffmann et al. 2018). Dariber hinaus gibt es auch
tumortypische Aberrationsprofile, die helfen konnen Tumore zu klassifizieren (Baudis 2007).

So bietet beispielsweise die Datenbank Progenetix einen allgemeinen Uberblick iiber die
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chromosomalen Aberrationen bei den verschiedenen Tumorentitdten. In Abbildung 1 sind
die haufigsten chromosomalen Verluste und Zugewinne bei Adenokarzinomen des
Osophagus in einem Penetranz-Diagramm dargestellt (n=134) (Abbildung 1) (Baudis M.;
Baudis and Cleary 2001).

1 2 3 4 5 6 78 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19202122
1 PR O O 0 A T AT T

75%

50%

25%

25% - I v
50%
75%

Abb.1: Penetranz-Diagramm der chromosomalen Verluste und Zugewinne bei Adenokarzinomen des

Osophagus (n=134, mCGH, aCGH) (cancer genome data @ progenetix.org; Baudis and Cleary 2001).
1.6 Chromosomale Instabilitat

Die chromosomale Instabilitdt (CIN) ist ein Kennzeichen der meisten humanen malignen
Tumorerkrankungen und eine wichtige Voraussetzung filir genetische Heterogenitat,
Tumorprogression und Metastasierung (Nowak et al. 2002; Bakhoum and Swanton 2014). So
wurde nachgewiesen, dass eine groRere Anzahl von chromosomalen Veranderungen direkt
mit der chromosomalen Instabilitat (Thompson et al. 2010; Nicholson and Cimini 2015), der
Krankheitsprogression (Chin et al. 2004; Li et al. 2014) und einer erhdhten genomischen
Heterogenitat (Jamal-Hanjani et al. 2017) korrelieren. Friihere gesamt-genomische-Analysen
von Einzelzellen mittels der mCGH zur Detektion von Kopienzahlverdanderungen (copy
number alterations, CNAs) in disseminierten Tumorzellen, welche von Patienten mit
verschiedenen Tumorentitdten isoliert wurden, verdeutlichten eine hohe Variabilitat im
Ausmal der CNA. Dies spiegelt unterschiedliche Dimensionen der CIN wider (Klein et al. 1999;
Klein et al. 2002; Schmidt-Kittler et al. 2003; Stoecklein et al. 2008; Weckermann et al. 2009b).
Interessanterweise wurde bereits mehrfach festgestellt, dass disseminierte Tumorzellen aus
dem Knochenmark eine signifikant niedrigere CIN aufweisen als ihre entsprechenden
Primartumoren oder disseminierte Tumorzellen aus Lymphknoten (Schmidt-Kittler et al.

2003; Stoecklein et al. 2008; Weckermann et al. 2009b).

Bei der Entwicklung des 6sophagealen Adenokarzinoms nimmt die Anzahl der CNA und damit
das Ausmal’ der CIN wahrend der Tumorprogression Uber die verschiedenen pramalignen
Stadien der  Barrett-Schleimhaut bis zum invasiven Karzinom und den

Lymphknotenmetastasen kontinuierlich zu (Barrett et al. 1999; Maley et al. 2006; Pasello et
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al. 2009; Paulson et al. 2009; Merlo et al. 2010; Davison et al. 2014; Li et al. 2014). Jiingste
Daten deuten darauf hin, dass das Risiko fir die Entwicklung von 06sophagealen
Adenokarzinomen durch den Erwerb einer friihen genetischen Instabilitat in Barrett-Lasionen
herbeigefiihrt wird (Martinez et al. 2016). Bei histopathologisch gesicherten primaren
Osophaguskarzinomen berichteten Pasello et al. liber eine signifikante Korrelation zwischen
der Anzahl an CNA und dem Uberleben der Patienten (Pasello et al. 2009). In dhnlicher Weise
zeigte eine Studie von Davison et al., dass die Variation des Aneuploidiegrades direkt mit

einer schlechteren Prognose zusammenhangt (Davison et al. 2014).

Folglich erscheint die molekulargenetische Analyse von disseminierten Tumorzellen, im
Vergleich mit den homologen Primdrtumoren und Lymphknotenmetastasen, ein
vielversprechender Ansatz zu sein um einerseits einen Uberblick tiber das AusmaR der CIN
sowie die Prognose der Patienten zu erhalten und andererseits den Verlauf der Metastasen-
Entstehung besser zu verstehen. Bislang wurden jedoch noch keine Studien beschrieben, in
denen diesbeziiglich systematische Untersuchungen beim Adenokarzinom des Osophagus
durchgefliihrt wurden. In dieser Arbeit werden nun einzelne disseminierte Tumorzellen aus
histopathologisch tumorfreien Lymphknoten und Knochenmarkspraparaten isoliert und
mittels mCGH analysiert. Zusatzlich werden mittels der Lasermikrodissektion einzelne
Tumorzellen aus Formalin-fixierten und in Paraffin-eingebetteten Primartumoren und
Lymphknotenmetastasen isoliert und ebenfalls mittels mCGH analysiert. Die bei diesen
Untersuchungen beobachteten genetischen Unterschiede, zwischen den disseminierten
Tumorzellen und den Primartumoren bzw. Lymphknotenmetastasen, konnen ein
Ansatzpunkt fiir eine zielgerichtete Therapie sein, um effektiver das Neuauftreten von
Metastasen zu verhindern und auch bereits bestehende Metastasen zu behandeln. Das
Vorhandensein von nicht- oder nur wenig-aberranten disseminierten Tumorzellen zeigt, dass
diese Zellen offensichtlich bereits friihzeitig im Laufe der Tumorentwicklung in das
Knochenmark disseminieren kénnen (Braun et al. 2000; Hiisemann et al. 2008). Da jedoch
nur wenige Zellen der disseminierten Tumorzell-Population zu manifesten Metastasen
heranwachsen, ist es wichtig diese direkt zu analysieren und deren Biologie besser zu
verstehen. Auf Grund der bekannten Heterogenitat der disseminierten Tumorzellen, sowie
angesichts der bekannten Treiberfunktion der CIN bei der Tumorprogression (Nowak et al.
2002; Bakhoum and Swanton 2014; Tanaka and Hirota 2016) und des Befundes, dass die CIN
schon friih bei Osophaguskarzinomen ausgeprigt zu sein scheint (Paulson et al. 2009; Nones

et al. 2014) wurde in dieser Arbeit der Fokus auf diese Thematik gelegt. Es wurde die
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Hypothese aufgestellt, dass disseminierte Tumorzellen mit hohergradig aberranten Genomen
eine erhdhte CIN aufweisen und eine fortgeschrittene systemische Tumorerkrankung
widerspiegeln. Damit wadren sie eher in der Lage, manifeste Metastasen auszubilden.
Demgegenliber reprasentieren disseminierte Tumorzellen ohne Veranderungen oder mit nur
wenigen chromosomalen Aberrationen, einen Zustand der verzogerten systemischen

Progression oder eine Sackgasse.

1.7 Ziele der Arbeit

Nach der Hypothese, die dieser Arbeit zu Grunde liegt, sind disseminierte Tumorzellen mit
starken Aberrationen Anzeichen einer aktiven systemischen Tumorausbreitung, wahrend
disseminierte Tumorzellen mit wenig oder gar keinen Verdnderungen in der mCGH Analyse
auf einen inaktiven Prozess bzw. eine Sackgasse in der Tumorausbreitung hinweisen und
nicht in der Lage sind, wihrend der Lebensdauer eines Osophaguskarzinom-Patienten zu
Metastasen auszuwachsen. Des Weiteren sollten Osophaguskarzinompatienten mit stark
aberranten disseminierten Tumorzellen im Vergleich zu Patienten, die keine disseminierten
Tumorzellen aufweisen oder bei denen nur wenige Veranderungen nachweisbar sind, ein
signifikant kiirzeres Uberleben aufweisen. Um diese Hypothesen zu testen, wurden im
Rahmen dieser Doktorarbeit die Verfahren zur Einzelzellisolation, zur Amplifikation des
gesamten Genoms und zur mCGH im Wesentlichen wie in frilheren Untersuchungen von
disseminierten Tumorzellen beschrieben, durchgefiihrt (Klein et al. 2002; Schmidt-Kittler et
al. 2003; Stoecklein et al. 2008; Weckermann et al. 2009b). Als Mal fiir die CIN wurde der
prozentuale Anteil chromosomaler Zugewinne und Verluste pro Zellgenom (percentage of
aberrant genome, PAG) berechnet. Um den PAG anhand von mCGH-Daten zu ermitteln
musste die GesamtgroRe aller Aberrationen einer einzelnen Tumorzelle in Basenpaaren
berechnet und der prozentuale Anteil bezogen auf die GesamtgroRe des Genoms (3,15
Gigabasenpaare) bestimmt werden. Fir die Anwendung eines solchen PAG sollte mit Hilfe
einer linearen Regressionsanalyse getestet werden, ob dieser reprasentativ fiir die Anzahl der

Aberrationen ist und mit diesen korreliert.

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurden zwei unabhangige Kollektive analysiert. Dabei
bestand das erste Testkollektiv aus Adenokarzinomen und Plattenepithelkarzinomen
(Gesamtkollektiv). Fur diese Arbeit wurde jedoch nur die Subgruppe der Adenokarzinome

betrachtet (Teilkollektiv). Fir das zweite unabhangige Kollektiv wurden zur Validierung der in
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dieser Arbeit beschriebenen Befunde, die hier etablierten Auswertungen auf bereits

gewonnene und publizierte Daten angewendet (unabhangiges Kollektiv).
Teilziele:

1. Detektion, Isolation und Analyse von disseminierten Tumorzellen aus den
Indikatororganen Knochenmark und Lymphknoten mittels mCGH.

2. lIsolation von Tumorzellen aus autologen Primartumoren und
Lymphknotenmetastasen und deren Analyse mittels mCGH.

3. Vergleichende Analyse der erfassten Verdnderungen zwischen disseminierten
Tumorzellen aus dem Knochenmark und Lymphknoten mit den korrespondierenden
Primartumoren sowie Lymphknotenmetastasen.

4. Korrelation der Aberrationsanzahl fiir jede disseminierte Tumorzelle und Korrelation
mit den Uberlebensdaten, um den prognostischen Einfluss zu testen.

5. Korrelation der Aberrationsanzahl eines zuvor publizierten unabhangigen Kollektivs
von Osophaguskarzinompatienten (mCGH-Daten) zur Validierung der hier beschrieben
prospektiv gesammelten Daten.

6. Berechnung des PAG der isolierten disseminierten Tumorzellen und Korrelation mit

dem Gesamtiberleben.

Die geplanten Untersuchungen werden nur an menschlichen Geweben (Tumorgewebe,
Lymphknoten und Knochenmarksproben) durchgefiihrt, die wahrend der klinisch
erforderlichen Operation entnommen werden. Die Entnahme der Proben und deren
Verwendung flr wissenschaftliche Zwecke ist durch die Ethikkommission an der
Medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf positiv votiert worden

(Antragsnummer: 2316 / 2655).
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2 Disseminated tumour cells with highly aberrant genomes are
linked to poor prognosis in operable oesophageal
adenocarcinoma, Schumacher S. et al., British Journal of Cancer,

117: 725-733, (2017).
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3 Diskussion

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine erhéhte chromosomale Instabilitdt von einzelnen
disseminierten Tumorzellen, die aus dem Knochenmark und histopathologisch tumorfreien
Lymphknoten von operablen Osophaguskarzinompatienten isoliert wurden, mit einer
schlechteren Prognose einhergeht und somit auf eine aggressivere minimale Resterkrankung

hindeutet.

3.1 Detektion disseminierter Tumorzellen bei Patienten mit

Adenokarzinomen des Osophagus

Es konnten mit der anti-CK18- / EpCAM-Immunfluoreszenz-Doppelfarbung Marker-positive
Zellen in 24 % der Knochenmarkaspirate und 41 % der Lymphknotenpraparate des hier
untersuchten Kollektivs, mit Proben von 59 operablen Adenokarzinompatienten des
Osophagus, gefunden werden (Publikation Abbildung S1) (Schumacher et al. 2017). Auch in
dem Gesamtkollektiv wurden zuvor, mittels derselben Immunfluoreszenz-Doppelfarbung,
Marker-positive Zellen in Knochenmarksaspiraten (25 %) und Lymphknotenpraparaten (50 %)
detektiert (Driemel et al. 2013). Um technische Artefakte auszuschlieBen bzw. nachzuweisen,
wurden in einem zusatzlichen Screening-Experiment Knochenmark-Proben einer ahnlich
grolen Referenzpatientengruppe, welche Patienten mit benignen Tumoren und
entzidndlichen Verdanderungen umfasste, auf das Vorkommen von Marker-positiven Zellen
untersucht. Hierbei fand sich eine Detektionsrate von 6 % (Schumacher et al. 2017). Es ist
jedoch zu beriicksichtigen, dass unsere Kontroll-Kohorte nicht aus gesunden Kontrollen
bestand, sondern aus Patienten mit gutartigen Tumoren und entziindlichen Erkrankungen. So
ergaben Untersuchungen zu epithelialen Zellen im peripheren Blut, dass bei solchen
Patienten-Kohorten eine erhéhte Detektionsrate von disseminierten epithelialen Zellen (7,5
% in > 200 Einzelpersonen) im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Miller et al. 2010)
nachzuweisen war. Die Detektion einer signifikant hoheren Anzahl Marker-positiver Zellen in
dem zuvor untersuchten Gesamtkollektiv und dem hier untersuchten Teilkollektiv deutet
jedoch darauf hin, dass es sich bei der Mehrzahl dieser Zellen in erster Linie um epitheliale
Zellen handelt, die mit den malignen Tumoren assoziiert sind bzw. von diesen stammen. Es
muss bei der Interpretation der hier gewonnenen Daten jedoch berlicksichtigt werden, dass
die Detektion der disseminierten Tumorzellen in etwa 10 ml untersuchtem Knochenmark
nicht reprasentativ fir die Gesamtmenge an Knochenmark eines Erwachsenen (ca. 1,75 1) sein

kann (Hassan and El-Sheemy 2004) und moglicherweise die minimale Resterkrankung somit
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unterschéatzt wird. Insgesamt zeigten friihere Untersuchungen bei
Osophaguskarzinompatienten abhingig von der Methode und den verwendeten Antigenen
sehr unterschiedliche Detektionsraten, sowohl im untersuchten Knochenmark (11-88 %), als
auch in den Lymphknotenpraparaten (8-71 %) (Sproll et al. 2018). Ein Erklarungsansatz fir die
hohe Spanne an disseminierten Tumorzellen aus dem Knochenmark kann sein, dass die
Studien, in denen prozentual sehr viele disseminierte Tumorzellen detektiert werden
konnten, Knochenmark aus resezierten Rippen untersucht haben (O'sullivan et al. 1999;
Bonavina et al. 2001; Ryan et al. 2004; Bagheri et al. 2011). Diese Knochenmarksproben sind
moglicherweise von besserer Qualitat als die Beckenkammaspirate und z.B. weniger durch

Fettmark verunreinigt.

3.2 mCGH-Analysen disseminierter Tumorzellen, korrespondierender

Primartumoren und Lymphknotenmetastasen

In einem nachsten Schritt wurden die 43 detektierten disseminierten Tumorzellen von 18
Patienten (31 %) und 67 Tumorproben, isoliert aus korrespondierenden Primartumoren und
Lymphknotenmetastasen von 17 Patienten mittels mCGH analysiert, um mogliche CNA-
Unterschiede zwischen den verschiedenen untersuchten Proben zu erkennen (Publikation

Abbildung S1) (Schumacher et al. 2017).

Es konnten genomische Verdanderungen der disseminierten Tumorzellen, Primartumoren und
Lymphknotenmetastasen beobachtet werden, die den in der Literatur beschriebenen, fiir das
Osophaguskarzinom typischen chromosomalen Verlusten und Zugewinnen entsprachen
(Moskaluk et al. 1998; Walch, Zitzelsberger and Bink et al. 2000; Walch, Zitzelsberger and
Bruch et al. 2000; Baudis and Cleary 2001; Goh et al. 2011; Dulak et al. 2012; Frankel et al.
2014). So konnten unter anderem Zugewinne bei den Chromosomen 1q, 5p, 8q, 179, 19 und
20, sowie Verluste bei den Chromosomen 5q, 8p, 9p, 16q und 18q identifiziert werden, die
als typisch fiir das Adenokarzinom des Osophagus gelten (Moskaluk et al. 1998; van Dekken
et al. 1999) (Publikation Abbildung S3) (Schumacher et al. 2017). Solche typischen
Veranderungen konnten bei allen Primdrtumoren und Lymphknotenmetastasen, sowie bei
75 % der untersuchten disseminierten Tumorzellen aus Lymphknoten und 38 % der
disseminierten Tumorzellen aus dem Knochenmark nachgewiesen werden (Publikation
Tabelle S3) (Schumacher et al. 2017). In einem nachsten Schritt wurde die Haufigkeit der
Veranderungen fiir die vier Probentypen (disseminierte Tumorzellen aus Knochenmark und

Lymphknoten,  Primartumoren, Lymphknotenmetastasen) berechnet und auf
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Gemeinsamkeiten hin untersucht. Die chromosomalen Verdanderungen der einzelnen
disseminierten Tumorzellen unterschieden sich von denen der korrespondierenden
Primartumoren und Lymphknotenmetastasen, was als Zeichen der intratumoralen
Heterogenitat interpretiert werden kann (Maley et al. 2006; Stoecklein and Klein 2010; Dulak
et al. 2013; Cao et al. 2015; Hao et al. 2016). Es konnten jedoch auch gemeinsame
Aberrationen, beispielsweise bei den disseminierten Tumorzellen aus Lymphknoten und den
Lymphknotenmetastasen beobachtet werden (Publikation Tabelle S4) (Schumacher et al.
2017), welche bei den Primartumoren nicht nachweisbar waren, wahrend andere
Veranderungen exklusiv den disseminierten Tumorzellen aus dem Knochenmark und den
Primdrtumoren gemeinsam waren (Publikation Tabelle S5) (Schumacher et al. 2017). Diese
Befunde konnten auf charakteristische CNA hinweisen, die fir die Ausbreitung in
Lymphknoten bzw. Knochenmark relevant sind. Trotz der festgestellten Heterogenitat, waren
sich in einer anschlieBend durchgefiihrten hierarchischen Clusteranalyse die CNA der
disseminierten Tumorzellen von Patienten, bei denen mehr als eine aberrante Zelle gefunden
wurde, in der Mehrzahl der Patienten (53 %) sehr ahnlich (Publikation Abbildung S4)
(Schumacher et al. 2017).

3.3 Chromosomale Instabilitat disseminierter Tumorzellen

Ein wichtiger Befund dieser Arbeit war, dass disseminierte Tumorzellen aus dem
Knochenmark nur in 50 % aberrant waren und insgesamt eine signifikant geringere
Aberrationsanzahl aufwiesen als die disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten (2,4
versus 8,78) (Schumacher et al. 2017). So waren in der niedrigauflosenden mCGH teilweise
auch keine Veranderungen bei den immun-detektierten disseminierten Tumorzellen aus dem
Knochenmark zu beobachten, was eine sorgfiltige Interpretation erfordert. In unserer
Referenzpatientengruppe wurden 6 % Marker-positive Zellen gefunden, was ein Hinweis
darauf sein konnte, dass es sich bei einigen der nicht-aberranten disseminierten Tumorzellen
moglicherweise um gutartige, unspezifisch Marker-positive Zellen handeln koénnte
(Schumacher et al. 2017). Ein denkbarer Erklarungsansatz wéare eine unspezifische
Farbereaktion (z.B. durch nicht ausgewaschene Antikorper-Ansammlungen). Eine andere
Interpretation dieser Zellen ware, dass es sich um disseminierte Tumorzellen handelt, welche
nur wenige oder gar keine Alterationen in der mCGH aufweisen da sie sich bereits in einem
sehr friihen Erkrankungsstadium vom Tumorverband geldst und in das Zielorgan disseminiert

sind (Schmidt-Kittler et al. 2003; Schardt et al. 2005; Hisemann et al. 2008; Schumacher et
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al. 2017). Tatsachlich konnten bei genomischen Analysen in verschiedenen Tumorentitdten
dhnliche Beobachtungen gemacht werden (Klein et al. 2002; Schmidt-Kittler et al. 2003;
Weckermann et al. 2009a), was als Merkmal einer frilhen Disseminierung interpretiert
wurde. Spannenderweise konnten in transgenen Tumor-Mausmodellen in der Tat solche
Zellen nachgewiesen werden (Hlisemann et al. 2008). Nach dieser Interpretation waren diese
wenig/nicht aberranten Zellen Tumorzellen, die bereits wahrend der ersten Schritte der
malignen Transformation des Primdrtumors gestreut sind, zu einem Zeitpunkt bei dem nur
wenig oder keine groReren chromosomalen Veranderungen vorhanden sind. In diesem
Zusammenhang ist es auch wichtig zu betonen, dass die Auflésung der mCGH sehr limitiert
ist und Veranderungen nur in einer GroRRenordnung von >10 Megabasenpaaren erfasst
werden konnen (Fuhrmann et al. 2008; Mohlendick et al. 2013). Das heildt, dass die hier
beschrieben ,unveranderten” disseminierten Tumorzellen durchaus chromosomal verandert
sein konnten. Wenn die Verdanderungen kleiner als 10 Megabasenpaare grol8 sind und keine
fokalen Amplifikationen mit einer sehr hohen Kopienzahl besitzen, werden sie nicht erfasst
(Kallioniemi et al. 1994). So konnten beispielsweise Schardt et al. mit Hilfe von
hoherauflésenden Analysen krebsrelevante subchromosomale DNA-Verdanderungen in
disseminierten Tumorzellen von Mammakarzinom-Patienten ohne mCGH-Veranderungen
nachweisen (Schardt et al. 2005). Deshalb wére es durchaus interessant, die in dieser Arbeit
gewonnene Tumor-DNA mit mittlerweile verfligbaren, hoéherauflosenden Methoden zu
analysieren. Eine denkbare Methode wiare die 1997 erstmals am Deutschen
Krebsforschungszentrum in Heidelberg entwickelte array-basierte vergleichende genomische
Hybridisierung (arrayCGH) (Solinas-Toldo et al. 1997). Sie dient ebenfalls dem Nachweis von
Verlusten und Zugewinnen von genomischer DNA. Die vergleichende genomische
Hybridisierung wird gegen ein Raster von immobilisierten DNA-Fragmenten durchgefiihrt,
was in der Routine mittlerweile eine Auflésung von kleiner 200 kbp erméglicht (Hanemaaijer
et al. 2012). In unserer Arbeitsgruppe wurde die Methode auf Einzelzellebene etabliert und
erlaubt es nun CNA von mindestens 56 kbp in Einzelzellen zu erfassen (Mohlendick et al.
2013). Eine weitere schnellere Methode stellt die Gesamt-genomische Sequenzierung nach
dem Protokoll von Ferrarini et al. dar, welche eine Auflosung von 100 kbp erreicht (Ferrarini

et al. 2018).

Ein moglicher Erklarungsansatz fur die, sowohl in dieser, als auch in vorbeschriebenen
Untersuchungen festgestellte geringe Anzahl an Alterationen in den frih disseminierten

Tumorzellen, konnte die Wechselwirkung der Krebszellen mit Knochenmarks-Nischen sein
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(Klein 2009). Demnach wiirden diese niedrig-aberranten Zellen, nachdem sie sich in
hdmatopoetischen Stammzellnischen des Knochenmarks abgesiedelt haben, am Auswachsen
zu einer manifesten Metastase durch diese Mikroumgebung behindert, da bei ihnen, dhnlich
wie bei den Stammzellen, eine Art Ruhezustand, die zelluldire Dormanz, induziert wird
(Aguirre-Ghiso et al. 2013; Guzvi¢ and Klein 2013; Pantel and Alix-Panabieres 2014; Sosa et
al. 2014). Die in den Knochenmarks-Nischen eingenisteten Tumorzellen, welche sich in einem
dormanten Funktionszustand befinden, konnen sich nicht weiter teilen und somit keine
weiteren Alterationen wahrend der Zellteilung ansammeln (Sosa et al. 2011; Bragado et al.
2012). Dariber hinaus wird diskutiert, dass die bereits besetzten Stammzellnischen dann
spater disseminierten und ggf. starker aberranten Tumorzellen nicht mehr zur Verfligung
stehen (Shiozawa et al. 2011). Obwohl die Daten der hier vorliegenden Arbeit diese
Hypothese weder beweisen noch wiederlegen kénnen, war der signifikant unterschiedliche
PAG von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark (0,44) gegeniber denen aus
Lymphknoten (16,74) auffallig (Publikation Tabelle 2) und stitzt die Hypothese einer
frihzeitig und genetisch noch ,unreifen” Population disseminierter Tumorzellen,
wohingegen es bei den lymphatisch disseminierten Tumorzellen eher zu einer vom
Primdrtumor unabhdngigen Ansammlung von Alterationen gekommen sein koénnte
(Schumacher et al. 2017). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass mit weiteren
Stichproben disseminierte Tumorzellen isoliert werden kdnnten, die den chromosomalen
Aberrationen und der Aberrationsanzahl der Primartumoren &dhnlicher sind als den

Lymphknotenmetastasen und eine spat disseminierte Population darstellen.

Vergleicht man nun den maximalen PAG des gesamten untersuchten Tumorzell-Kollektivs,
konnte ein kontinuierlicher Anstieg der maximalen PAG-Werte von disseminierten
Tumorzellen aus dem Knochenmark Uber Primdrtumoren, lymphatisch disseminierten
Tumorzellen bis hin zu den Lymphknotenmetastasen festgestellt werden. Der mediane PAG
war sowohl bei den Lymphknotenmetastasen, als auch bei den Primartumoren deutlich
niedriger als bei den lymphatisch disseminierten Tumorzellen (Publikation Abbildung 2)
(Schumacher et al. 2017). Dass der PAG reprasentativ fiir die Aberrationsanzahl war, zeigte
die Korrelation in einer linearen Regressionsanalyse (Publikation Abbildung S2) (Schumacher
et al. 2017). Neben den biologischen Erklarungsansatzen fir die unterschiedlichen
Aberrationszahlen, dirfen auch technische Artefakte nicht auller Acht gelassen werden. So
kann es bei der verwendeten Lasermikrodissektion zur Tumorzellisolierung zu einer

Kontamination mit Zellen des peritumoralen Bindegewebes, umgebenden Lymphozyten oder
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auch Retikulumzellen kommen (Moll et al. 1992). Da Lymphknotenmetastasen Ublicherweise
relativ klein sind (¢ 4.8 mm?) (Kajiyama et al. 2006), kann eine Kontamination mit gesunden
Zellen der Umgebung nicht sicher ausgeschlossen werden und somit der mediane PAG
falschlicherweise zu niedrig liegen. Eine weitere Fehlerquelle fiir die genaue Bestimmung des
PAG konnte auch in der Isolation und Analyse von genomischer DNA aus Zellverbdnden liegen.
Dabei kann eine Mischung genetisch heterogener Subklone im Primartumor und den
Lymphknotenmetastasen zu einer artifiziellen Verminderung des medianen PAG fiihren. Des
Weiteren wurden fir die Analyse nur kleine Tumorareale untersucht, sodass prinzipiell nicht
alle Subklone erfasst werden kdnnen. Daher erscheint es wichtig Zellen bzw. Proben aus
verschiedenen Arealen der Primartumore oder der Lymphknotenmetastasen zu isolieren,
einerseits um ggf. die verschiedenen Subklone abzubilden und andererseits eine
Kontamination mit nicht-tumoralen Zellen, beispielsweise intratumoralen Entziindungszellen
und Stromazellen, so gering wie moglich zu halten. Um das Risiko einer Kontamination mit
Normalzellen bei der Isolierung der einzelnen disseminierten Tumorzellen aus Lymphknoten-
und Knochenmarkprédparaten zu minimieren, wurden die Marker-positiven Zellen zunachst
von den Haftobjekttragern isoliert und auf einen weiteren, gekammerten Objekttrager
transferiert, um von dort sicher die einzelne Tumorzelle aufzunehmen und in die weiteren
Reaktionsansatze zu transferieren.

Insgesamt bestatigen jedoch die aktuellen Daten eine bereits publizierte mCGH-Analyse
disseminierter Tumorzellen von Osophaguskarzinomen, die an einem unabhingigen Kollektiv

durchgefihrt wurde (Stoecklein et al. 2008), in zwei wichtigen Punkten:

1. In den untersuchten Lymphknoten konnten insgesamt mehr disseminierte Tumorzellen als
bei den Knochenmarkaspiraten detektiert werden, welche unabhdngig von den zur Detektion
verwandten Markern, einen signifikant hoheren PAG im Vergleich zu disseminierten
Tumorzellen aus dem Knochenmark aufwiesen (Publikation Tabelle 2, Abbildung S1)
(Schumacher et al. 2017). Dabei ist hervorzuheben, dass im Gegensatz zur vorliegenden
Arbeit, bei der friiheren Untersuchung die Tumorzellen in den Kompartimenten
Knochenmark und Lymphknoten {iber zwei unterschiedliche Marker (Zytokeratin und
EpCAM) detektiert wurden. Daher war fraglich, ob der genomische Unterschied alleine mit
dem unterschiedlichen Zielorgan oder auch mit den unterschiedlichen Detektionsmarkern
zusammenhangt. Dies konnte mit den Daten dieser Arbeit geklart werden, da die
disseminierten Tumorzellen mit einer Doppelfarbung fiir EpCAM und Zytokeratin detektiert

wurden. Geht man von einem systemischen Disseminierungsgeschehen in alle erreichbaren
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Organe aus, scheint sich zu bestatigen, dass friih disseminierte Tumorzellen der
Osophaguskarzinome in Lymphknoten bessere Wachstumsbedingungen vorfinden und diese,
im Vergleich zum Knochenmark, besser kolonisieren kénnen. Eine andere Hypothese wire,
dass die lymphatische Disseminierung in tumornahe Lymphknoten zu einem spéateren
Zeitpunkt geschieht und diese Tumorzellen daher &dhnlich viele Verdanderungen wie
Primdrtumoren aufweisen. In jedem Fall ist, in Hinblick auf eine zielgerichtete
patientenorientierte Tumortherapie bei Osophaguskarzinom-Patienten, die beobachtete
genetische Heterogenitdt relevant, da diese den Therapieerfolg durchaus negativ

beeinflussen kann (Murugaesu et al. 2015).

2. Wurden bei einem Patienten mehrere aberrante disseminierte Tumorzellen in
Lymphknoten gefunden, ergaben die Cluster-Analysen der mCGH Daten, dass diese sehr
dhnliche chromosomale Verdanderungen aufwiesen (Publikation Abbildung S4) (Schumacher
et al. 2017). Moglicherweise handelt es sich bei diesen Zellen um expandierte Zellklone,

welche sich in der Entwicklung zu einer manifesten Metastase befinden (Klein 2013).

3.4 Prognostischer Wert des PAG/der CIN

Da bekannt war, dass die CIN ein wichtiger Faktor fiir die Tumorprogression ist und
disseminierte Tumorzellen eine hohe Variabilitdt der CIN aufweisen, wurde im Weiteren
Uberprift, welchen Einfluss die genomischen Veranderungen, bzw. der PAG als MaRB fiir die
CIN, auf das Uberleben der Patienten haben. Die Einfiihrung des PAG war wichtig, da die
alleinige Angabe einer chromosomalen Aberrationsanzahl nicht aussagekraftig ist bzw. nichts
Uber die GrolRe der Deletionen oder Amplifikationen und somit den Anteil des veranderten

Genoms aussagt.

Motiviert durch die veroffentlichten CNA-Daten im Rahmen der Entwicklung dsophagealer
Adenokarzinome wurde die Hypothese aufgestellt, dass nicht- oder niedrig-aberrante
disseminierte Tumorzellen (CIN®%) eine Sackgasse oder zumindest eine verzdgerte
Progression der minimalen Resterkrankung darstellen, wohingegen stark aberrante
disseminierte Tumorzellen (CIN"@") auf eine fortgeschrittenere / aggressivere minimale
Resterkrankung hinweisen. Nach dieser Hypothese sollten Patienten mit disseminierten
Tumorzellen, welche hohe CIN-Level zeigen kiirzere Uberlebensintervalle aufweisen als
Patienten mit disseminierten Tumorzellen mit geringeren oder fehlenden Veranderungen in

der mCGH.

24



Tatsachlich ergab die Analyse unserer Patientenkohorte und einer weiteren, unabhangigen
Patientenkohorte mit 29 Adenokarzinompatienten des Osophagus, dass Patienten, bei
welchen disseminierte Tumorzellen mit deutlich aberranteren Genomen (Kohorte 1: PAG >
26 %; Kohorte 2: PAG = 19 %) nachgewiesen werden konnten, im Vergleich eine signifikant
schlechtere Prognose als solche mit einem niedrigeren PAG besaRen (Publikation Abbildung
S5) (Schumacher et al. 2017). Dabei stellen die 26 % bzw. 19 % einen Schwellenwert dar.
Patienten mit aberranten disseminierten Tumorzellen, deren Genom zu weniger als 26 %
bzw. 19 % aberrant war, Uberlebten signifikant langer als Patienten deren PAG diese
Schwellenwerte Uberstiegen. Zuletzt wurden die beiden unabhdngigen Datensdtze
zusammengefasst untersucht, um die Patientenzahl zu erhéhen. Auch in dieser Analyse war
ein hdherer PAG (> 15 %) signifikant mit einem kiirzeren Uberleben der Patienten verbunden.
Da disseminierte Tumorzellen aus Lymphknoten signifikant starker aberrant waren als die
disseminierten Tumorzellen aus dem Knochenmark, stellte sich die Frage, ob dieser
Zusammenhang auf die disseminierten Tumorzellen aus den Lymphknoten zurlickzufiihren
ist. In diesem Zusammenhang konnte in einer weiteren Analyse ein Trend zu einem erhdhten
Risiko fiir ein kiirzeres Uberleben, bei der alleinigen Untersuchung von disseminierten
Tumorzellen aus dem Knochenmark, festgestellt werden. Die Anzahl der disseminierten
Tumorzellen, die einen PAG von > 15 % besaRen, war jedoch so gering, dass keine statistische
Signifikanz erreicht werden konnte. Es ist jedoch davon auszugehen, dass disseminierte
Tumorzellen aus beiden Indikatororganen, Knochenmark und Lymphknoten, zu einem
reduzierten Uberleben der Patienten beitrugen (Schumacher et al. 2017). So ergab sich die
klinische Relevanz der CIN und CNA-Heterogenitat bei Tumoren im Frithstadium eindeutig
aus jlingsten umfangreichen next generation-Sequenzierungsstudien bei nicht-kleinzelligen
Lungentumoren. Diese ergaben, dass die CIN nicht nur einen wesentlichen Treiber der
parallelen Evolution darstellt, sondern auch mit einer schlechten Prognose assoziiert ist
(Abbosh et al. 2017; Jamal-Hanjani et al. 2017). In der Literatur wurde bereits haufiger,
sowohl bei Tumorvorstufen, als auch bei Osophaguskarzinomen, eine Korrelation zwischen
Aneuploidie / CIN und der Progression des Tumors sowie der prognostischen Bedeutung
beschrieben (Barrett et al. 1999; Galipeau et al. 1999; Reid et al. 2000; Finley et al. 2006;
Maley et al. 2006; Pasello et al. 2009; Merlo et al. 2010; Goh et al. 2011; Davison et al. 2014;
Li et al. 2014).

In diesem Zusammenhang ist es auch interessant zu erdrtern, dass der alleinige Nachweis von

disseminierten Tumorzellen, unabhdngig von einer weiteren genetischen Analyse, bei einigen
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Tumorentitdten prognostisch ungiinstig ist (Weitz et al. 1999; Vogel et al. 2002; Fehm et al.
2013; Stefanovic et al. 2016). Jedoch ist dies beim Osophaguskarzinom nicht abschlieRend
geklart (Sproll et al. 2018), wobei einige Daten publiziert wurden, die auch hier eine
prognostische Relevant nachweisen (Vashist et al. 2012). In dem hier untersuchten
Teilkollektiv (n=59), sowie auch dem vorher veroffentlichten Gesamtkollektiv (n=90), konnte
keine signifikante Korrelation zwischen disseminierten Tumorzellen und dem Uberleben der
Patienten beobachtet werden (Driemel et al. 2013; Schumacher et al. 2017).
Interessanterweise wurde, bei deutlich grofleren Kohortenstudien an
Osophaguskarzinompatienten, ein signifikanter negativer prognostischer Einfluss von
disseminierten Tumorzellen nachgewiesen (Vashist et al. 2012). Es ist daher moglich, dass die
Anzahl (59 bzw. 90) an Osophaguskarzinompatienten in der vorliegenden Arbeit nicht
ausreichend war um einen Effekt des Nachweises von disseminierten Tumorzellen messen zu
kdnnen. So umfasste die Kohorte von Vashist et al. 370 Patienten mit Adeno- und
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus, wobei ein starker prognostischer Einfluss der
disseminierten Tumorzellen auf das Uberleben der Patienten beobachtet wurde
(Gesamtiberleben: p=0,001) (Vashist et al. 2012). Moglich ist auch, dass die disseminierten
Tumorzellen der Plattenepithelkarzinome fir diesen starken Effekt verantwortlich sind, denn
beide histologische Typen wurden, im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, nicht differenziert
betrachtet. Insgesamt geht aus den unterschiedlichen Daten hervor, dass nicht jede
gefundene disseminierte Tumorzelle in der Lage ist, eine Metastase zu entwickeln und mit

einem verkiirzten Uberleben einhergeht.

3.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Osophaguskarzinome werden in der Regel, auf Grund fehlender Symptome, erst zu einem
spaten Zeitpunkt im Krankheitsverlauf diagnostiziert. Es erfolgt daraufhin eine zeitnahe
operative bzw. multimodale Therapie der Primartumore. Dennoch versterben im Verlauf
viele der Patienten an Fernmetastasen. Ursachlich hierfiir sind disseminierte Tumorzellen, die
bereits zum Zeitpunkt der Operation in tumorferne Organe gestreut sind, aber von der
Routinediagnostik nicht erfasst werden konnen. Verschiedene Arbeiten legten nahe, dass
unter den gestreuten Tumorzellen verschiedene Gruppen, solche mit deutlichen
tumortypischen genomischen Verdanderungen und solche mit wenigen oder gar keinen

genomischen Veranderungen (zumindest in der niedrig-auflésenden mCGH) existieren. Die
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prasentierten und diskutierten Daten legen nahe, dass es sich bei den wenig aberranten
disseminierten Tumorzellen um eine Sackgasse oder zumindest eine verzogerte Progression
der minimalen Resterkrankung handelt. Nach den hier vorgestellten Daten gibt es aber
offenbar disseminierte Tumorzellen mit genomischen Verdnderungen, die nach Anzahl und
Art den Primartumoren oder Lymphknotenmetastasen dhneln und eine ,aktive” minimale
residuale Erkrankung anzeigen. Diese disseminierten Tumorzellen, welche eine
entscheidende Rolle im Verlauf der Tumorprogression spielen bzw. offensichtlich ab einem
gewissen PAG fiir den Patienten prognostisch relevant sind, missen demnach genauer

untersucht werden.

Die Tumorbehandlung hat sich im Laufe der vergangenen 10 Jahre, durch zielgerichtete
Therapiemoglichkeiten, deutlich verdndert. Jedoch erwerben viele Tumoren durch
Tumorheterogenitat, klonale Evolution und Selektion Resistenzen gegeniber systemischen
Therapien (Schneck et al. 2013). Auch wenn die Genotypisierung zurzeit die haufigste
verwendete Methode darstellt um den Tumor fiir die weiteren klinischen Entscheidungen zu
kategorisieren, spiegelt sie nur eine kleine Stichprobe des Tumorgewebes wieder. Primare
Tumorbiopsien kdnnen nicht alle relevanten genomischen Informationen einer einzelnen
Krankheit bereitstellen. Es besteht jedoch die Hoffnung, dass die sogenannte fliissige Biopsie
mehr Informationen liefert. In diesem Zusammenhang erscheint die direkte Analyse der
minimalen Resterkrankung, mittels Charakterisierung der disseminierten Tumorzellen, daher
als vielversprechender Ansatz, um Hochrisikopatienten zu identifizieren, die dann einer
intensivierten Behandlung bzw. Therapie zugefiihrt werden konnen. Aus klinischer Sicht ware
es interessant zu testen, ob im peripheren Blut zirkulierende Tumorzellen (CTC) dhnliche
molekulare Informationen zum Stand bzw. Status der minimalen Resterkrankung liefern
kénnten. Die Vorteile von solchen, im Blut zirkulierenden Biomarkern, sind, dass sie schnell,
kosteneffektiv und wenig invasiv sowie zu verschiedenen Zeitpunkten im Krankheitsverlauf
gemessen werden konnen. Zellfreie, im Blut frei zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) oder CTCs
konnten als Ersatz fir Tumorgewebe in bestimmten diagnostischen Situationen dienen. So
konnen z.B. heute schon in der klinischen Routine, mit Hilfe von ctDNA Analysen, EGFR
Mutationen in der Tumor-DNA bestimmt werden und somit bei Lungenkarzinompatienten
die Therapie selektiert werden (Jenkins et al. 2017; Pisapia et al. 2019). Der Vorteil von CTC
Analysen im Vergleich zur ctDNA Diagnostik ist, dass diese — dhnlich wie Biopsiegewebe - viel
umfangreicher untersucht werden konnen (Proteinexpression, DNA, RNA etc.) (Alimirzaie et

al. 2019). Da jedoch die CTC-Konzentration im Rahmen der minimalen Resterkrankung

27



extrem niedrig ist, konnte die diagnostische Leukapherese (Fischer et al. 2013; Stoecklein et
al. 2016) einen praktikablen Ansatz darstellen um die CTCs anzureichern und somit eine
informative flUssige Biopsie zu erhalten (Franken et al. 2019). Diese, in Kombination mit den
modernen Sequenzierungsmethoden, bietet in Zukunft eine Vielzahl von klinischen
Méglichkeiten, wie z.B. friihzeitige Diagnostik von Tumoren, Uberwachung der minimalen
Resterkrankung, Bewertung der Heterogenitit des Tumors, Uberwachung der
Tumordynamik, Identifizierung therapeutischer Zielstrukturen, Einschatzung des
Therapieerfolges, das Erkennen einer etwaigen Therapieresistenz in Echtzeit, die
Identifizierung von Hochrisikopatienten mit erhéhtem Rezidivrisiko sowie eine Korrelation in

Veranderungen der Tumorlast (Heitzer et al. 2015).
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