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Tumor stem cell research - basis and challenge
for diagnosis and therapy

Summary. Biological features of tumor cells relevant to
progression, metastasis, and prognosis in cancer patients
have been investigated for many years. During the past few
years, the concept of tumor stem cells has gained wide-
spread acceptance. The cancer stem cell (CSC) model is
based on the observation that continuous growth of tumors
depends on a small population of immature neoplastic
cells with unlimited proliferative potential. In contrast to
these CSC, more mature clonal cells in the same neoplasm
undergo apoptosis and die after a variable number of cell
divisions. The self-renewal capacity of CSC plays a central
role in this scenario and enables permanent tumor cell re-
population in vivo in patients as well as in experimental
animals, e.g., immunodeficient mice. Based on the stem
cell concept, it is clear that the success of an anti-neoplas-
tic approach depends on efficient targeting and elimina-
tion of CSC. An important aspect of CSC is their intrinsic
resistance against conventional drugs. Therefore, a major
focus in current research is molecular targets and their ex-
pression in CSC, with the goal to use targeted drugs for
CSC elimination. It is the hope for the future that thera-
peutic approaches involving CSC-targeting concepts will
lead to sustained remission and thus improvement of
prognosis in leukemia and cancer patients.
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Zusammenfassung. Seit vielen Jahren wird die Biologie der
Tumorzellen und ihre Bedeutung fiir Tumorprogression,
Metastasierung und Prognose der Tumorpatienten er-
forscht. In den letzten Jahren gewinnt dabei das Konzept
der sogenannten Tumor-Stammzellen immer mehr an Be-
deutung. Dieses Modell basiert auf der Beobachtung, dass
das kontinuierliche Wachstum von Tumoren und Leuki-
mien von einer kleinen Population sehr unreifer neoplasti-
scher Zellen, den Tumorstammzellen abhidngt, wahrend
die reiferen Zellen der Neoplasie nach einer variablen An-
zahlvon Zellteilungen iiber Apoptose absterben. Die Selbst-
erneuerungsfahigkeit der Tumorstammzellen spielt dabei
eine zentrale Rolle und ermdglicht eine dauerhafte Repo-
pulation in vivo im Patienten und in experimentellen Mo-
dellen wie z.B. in immunsupprimierten Mausen. Somit ist
auch klar, dass antineoplastische Therapien nur dann ein
kuratives Potential haben, wenn die Tumorstammzellen
getroffen werden. Ein wichtiger Aspekt ist deren intrinsi-
sche Resistenz gegeniiber konventionellen Medikamenten.
Daher versucht man, molekulare Targets und Target-Ex-
pressionsprofile in neoplastischen Stammzellen zu erken-
nen und in therapeutischen Ansétzen zu nutzen. Es ist zu
erhoffen, dass die Anwendung der Tumorstammzell-Kon-
zepte zu einer nachhaltigen Verbesserung der Therapie von
Leukdmien und Tumorerkrankungen fithren wird.

Schliisselworter: Tumor Stammzellen, Leukdmien, solide
Tumoren, Targetstrukturen fiir Diagnose und Therapie.

Einleitung

Tumor-Stammzellen (cancer stem cells = CSC) kénnen als
Keimzellen von Malignomen angesehen werden. Das CSC
Modell zielt auf die Méglichkeit ab, maligne Erkrankungen
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in Zukunft nachhaltiger (an der Wurzel der Erkrankung)
therapeutisch beeinflussen zu konnen [1-4]. Definiert
werden die CSC durch ihre Féhigkeit zur Selbsterneue-
rung und Nachbildung von relevanten Tumoranteilen,
was sich experimentell am besten durch eine dauerhafte
Repopulation der entsprechenden Neoplasie in immun-
supprimierten Mausen darstellen ldsst [1-4]. Der Ursprung
der CSCist derzeit noch nicht ganz klar. Diskutiert werden
sowohl die Herkunft aus einer normalen Stammzelle als
auch die Ubernahme von Stammzellfunktionen in reiferen
Gewebszellen im Rahmen der malignen Transformation
[1-4] (Abb. 1). Die Féhigkeit von (potentiellen) CSC, eine
Neoplasie in vivo dauerhaft nachzubilden, hdngt von zu-
sétzlichen Faktoren wie der Interaktion mit der Primédrum-
gebung (Microenvironment) und dem Immunsystem des
Organismus (Immuniiberwachung) ab [1-4].

Die Behandlung eines Tumors oder einer Leukdmie mit
herkémmlichen zytostatischen Medikamenten oder
neuen zielgerichteten Medikamenten (targeted drugs)
geht in der Regel nicht mit einer kompletten Vernichtung
aller Tumorstammezellen einher, ein Problem, das beson-
ders bei den soliden Tumoren und bei bestimmten Leu-
kdmien zum Tragen kommt [1-4]. Vielmehr findet sich

Normale Leukdmische
Stammzelle ) ) Stammzelle
Mutationen in
Stammzellen
C @)

-
Vorlauferzelle
:.~>
. %Mutationen in
k Vorlauferzellen
Leukdmische
¥ Blasten
Reife ‘. .
Zellen

Abb. 1. Hypothesen zur Entwicklung neoplastischer Stammzellen
aus normalen Zellen. Prinzipiell werden 2 unterschiedliche Konzepte
diskutiert: Die neoplastischen Stammzellen entwickeln sich direkt aus
den normalen Stammzellen und ‘Ubernehmen’ ganz einfach viele
prinzipielle Stammzellfunktionen inklusive Selbsterneuerung,
asymetrische Differenzierung oder Stammzellhoming. Eine zweite
Hypothese besagt, dass die neoplastischen Stammzellen aus einer
reiferen Zellform hervorgehen und im Rahmen der malignen Evolution
Stammzell-Funktionen frisch (bernehmen. Die in vielen Fallen
darstellbare phanotypische Ahnlichkeit zwischen normalen
Stammzellen und neoplastischen Stammzellen (z.B. in der
Myelopoese — siehe Abb. 2) wiirde die erste Hypothese unterstitzen

nach einer solchen Therapie zumeist eine (zunichst oft
minimale) Resterkrankung, aus der in der Folge ein Relaps
entstehen kann [1-4]. Dies beruht darauf, dass die Tumor-
stammzellen (Leukdmiestammzellen) in der Regel nur
sehr schwer medikament6s zu beeinflussen sind [1-4].
Derzeit versucht man daher, neue wirksamere Medika-
mente und Medikamenten-Kombinationen zu entwickeln,
welche auch die Tumorstammzellen treffen konnen [1-4].
Fiir die Identifikation, Separation und funktionelle Ana-
lyse der CSC ist die Charakterisierung ihres Phianotyps von
entscheidender Bedeutung, sowohl auf der Ebene der
Oberfldchen-Proteine als auch auf der Ebene der Signal-
iibertragung und der (epi)genetischen Mechanismen
[5-7]. Als funktionelles Testsystem hat sich neben den
in vitro Kulturansitzen vor allem das Xenotransplant-Tier-
modell (immunsupprimierte Mause) bewéhrt [8, 9]. Es ist
zu erwarten, dass die Ergebnisse der CSC-Forschung in
der Zukunft zu einer Verbesserung von spezifischen The-
rapien in bestimmten Neoplasien fithren werden.

Was ist die Tumor-Stammzelle (Cancer Stem
Cell=CSC)

Die CSC ist eine Zelle, welche die Fahigkeit zur Selbster-
neuerung und dauerhaften Nachbildung der relevanten
Tumoranteile hat [1-4]. Mechanistisch weisen CSC drei
wichtige Eigenschaften auf: 1. die Fahigkeit zur Selbster-
neuerung (Proliferation ohne Ausreifung bzw. ohne Ver-
lust der proliferativen Kapazitit), 2. Selbstregulation der
Anzahl der Stammzellen durch Erhaltung eines Gleichge-
wichtes von differenzierenden und ,nur proliferierenden”
Tochterzellen, und 3. die Fdhigkeit zur Differenzierung
und Ausreifung, um die Rekonstitution und das Langzeit-
iiberleben von allen relevanten funktionellen Elementen
eines Zellverbandes zu gewihrleisten [1-4]. Ein optimaler
Labor-Ansatz, der diese Funktionen experimentell unter-
suchen kann, existiert nicht, da systemische Aspekte der
Primdrumgebung (Patientengewebe) und oft auch die
Zeitspanne (chronische Neoplasien) nicht simuliert wer-
den konnen. Das derzeit beste ,,Naherungs-Modell“ zum
Nachweis und zur Erforschung der Biologie und Funktion
der CSC ist die Xenotransplantation der Tumorzellen
(Leukdmiezellen) in der immundefizienten Maus [8, 9].
Obwohl dieses Modell generell als das derzeit beste
Stammzellmodell akzeptiert wird, muss auf die spezifi-
schen Limitationen hingewiesen werden. Zunichst fehlt
in der Regel die tumorspezifische Primdrumgebung,
welche in manchen Neoplasien moglicherweise einen
entscheidenden Einfluss auf die Biologie der CSC hat. Au-
3erdem ist die Entwicklungsphase der Neoplasie und ihrer
CSC oft ein jahrelanger Prozess, der die Lebenserwartung
der Versuchstiere iiberschreiten kann. Ein weiterer wichti-
ger Aspekt ist das Fehlen eines funktionstiichtigen
Immunsystems in der Versuchsmaus. Dies ist einerseits
wichtig, um eine AbstofSung der Neoplasie zu verhindern.
Andererseits fehlt damit auch die natiirliche Immunab-
wehr, und es bleibt unklar, ob alle CSC-artigen Zellen, die
in der immundefekten Maus wachsen, auch in einem im-
munkompetenten Organismus CSC-Funktion aufweisen.
Vor kurzem wurde am Beispiel des Melanoms gezeigt, dass
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der Grad der Immunsuppression in der Maus mit der
Fahigkeit der Tumorstammzellen korreliert, die entspre-
chende Neoplasie nachzubilden. Wahrend im herkémm-
lichen NOD/SCID System nur eine kleine Anzahl an
Melanomzellen Tumore nachbilden kénnen, entstehen in
der komplett immunsupprimierten NOD/SCID+IL-2-
Rgamma-null Maus aus jeder dritten Melanomzelle Tu-
more [10]. Ein dhnlicher Einfluss des Restimmunsystems
in der NOD/SCID Maus auf die repopulierende Funktion
der CSC findet sich auch bei Leukdmien und bei soliden
Tumoren. Im Falle der Akuten Myeloischen Leukdmie
(AML), in welcher der Phdnotyp CD34+/CD38- traditio-
nellerweise als CSC-Phéinotyp gilt, hat man vor kurzem
nachgewiesen, dass die CD38-negative Fraktion vor allem
deshalb einen Wachstumsvorteil in der NOD/SCID Maus
hat, weil das residuale Immunsystem dieser Maus die mit
dem fiir die Anreicherung notwendigen anti-CD38 Anti-
korper beladenen Zellen erkennen und dann eliminieren
kann [11]. Wird das residuale Immunsystem der NOD/
SCID Maus ausgeschaltet, so kann auch aus einem Teil der
CD38+ Zellen eine AML hervorgehen [11]. Im Falle der
Brustkrebs-Stammzellen konnte eine andere Beobach-
tung dazu beitragen, dass der Phdnotyp der CSC (CD44+/
CD24-) in Zukunft revidiert werden muss. Hier ist be-
schrieben worden, dass bestimmte gegen CD24 gerichtete
Antikorper zum programmierten Zelltod (Apoptose) in
den Brustkrebszellen beitragen konnen [12]. Es ist nicht
klar, ob die fehlende Stammzellfunktion der CD24+ Zellen
in diesen Tumoren darauf beruht, dass der Antikorper, der
zur Anreicherung dieser Zellen verwendet worden ist,
diese selbst (zumindest zum Teil) eliminiert, bevor sie in
der Maus Tumore nachbilden kénnen.

Aufgrund all dieser Daten ist man derzeit bemiiht, wei-
tere neue (bessere) Stammzellmarker und Markerkombi-
nationen zu identifizieren, um den Phénotyp der CSC in
den diversen Leukdmien und soliden Tumoren néher
beschreiben zu kénnen [1-4]. Eine weitere Serie von For-
schungsprojekten zielt darauf ab, die Wachstumsbedin-
gungen fiir CSC in den immunsupprimierten Mausen
durch Schaffung einer kiinstlichen oder autologen ko-
transplantierten Stroma-Nische oder durch die zusétzli-
che Verabreichung von Zytokinen zu verbessern [13].

Dabei gewinnt die Plastizitdt der Tumorstammzellen
zunehmende Beachtung: Dieses Konzept besagt, dass die
Biologie, die molekularen Signaturen, und der Phénotyp
der CSC keinem einheitlichen Muster folgen. Vielmehr
muss man davon ausgehen, dass bereits in einem frithen
Stadium der Tumor(stammzell)entwicklung viele Sub-
klone mit Stammzellpotenz angelegt werden. Ein Beweis
fiir diese Hypothese ist die Tatsache, dass klinisch rele-
vante (stabil messbare) Subklone im Laufe der Entwick-
lung einer Neoplasie nachweisbar werden, wobei in vielen
Fillen Kofaktoren oder ein Selektionsdruck (Therapie mit
spezifischen Medikamenten) diese Entwicklung fordern
oder die Manifestation der Subklone unterstiitzen, welche
in der Regel CSC enthalten. Ein wichtiges Beispiel ist das
,Auftreten” (die Ausselektion) von resistenten BCR/ABL
Mutanten in der chronisch myeloischen Leukdmie (CML)
unter einer Therapie mit dem gegen das BCR/ABL-Onko-

protein gerichteten Tyrosinkinaseninhibitor Imatinib [14].
Sowohl bei CML als auch in der Philadelphia-Chromosom
positiven ALL (=akute lymphoblastische Leukdmie)
finden sich die BCR/ABL Mutationen in zunichst kleinen
definierten (und fast immer in separat angelegten) Sub-
klonen bereits vor dem Start der Imatinib - Therapie [15].

Eine entscheidende Frage in der stammzellorientierten
Therapie von Tumoren und Leukdmien ist, welche Rolle
normale Stammzellen in der Krebsentstehung spielen,
und welche Gemeinsamkeiten zwischen normalen
Stammzellen und Tumor-Stammzellen bestehen. Das ist
insofern von Bedeutung, als die stammzellorientierten
Therapiekonzepte logischerweise auf die komplette Eradi-
kation aller Stammzellsubklone ausgerichtet sein miissen,
wobei dann die Frage zu stellen ist, inwieweit auch die ge-
samte Masse der normalen Stammzellen durch diese The-
rapien eliminiert wird.

Gemeinsamkeiten zwischen CSC und normalen
Stammzellen

Normale Stammzellen und CSC dienen beide als entschei-
dende permanente Quelle fiir neu-gebildete ausdifferen-
zierende Zellen. Die Differenzierungsfahigkeit der CSC ist
jedoch in den meisten Féllen im Vergleich zu den norma-
len Gewebsstammzellen sehr eingeschrénkt. Fiir beide
Fille gilt allerdings die Hypothese, dass die reiferen Zellen
in der Regel nach einer bestimmten Anzahl von Zellteilun-
gen automatisch tiber Apoptose eliminiert werden, was fiir
die Stammzellen hingegen nicht oder nur in sehr einge-
schranktem Maf3e gilt. Die Mechanismen, {iber welche die
Stammzellen sich selbst dauerhaft am Leben halten, gehen
aber iiber die Selbsterneuerung und Proliferation hinaus.
So nimmt man an, dass die Stammzellen (normale und
CSC) tiber Mechanismen verfiigen, welche das Eindringen
und Verbleiben von bestimmten Toxinen verhindern [16].
Dies ist wahrscheinlich ein allgemeines biologisches Kon-
zept, welches (im Falle von z.B. Toxin-Exposition) verhin-
dert, dass der Stammzellpool akut auf eine sehr geringe
Anzahl von Stammzellen absinkt. Die molekularen Mecha-
nismen, welche dieser Schutzfunktion zugrunde liegen
sind nur zum Teil bekannt. Ein wichtiger Bestandteil des
Schutzsystems diirften die Ionen-Pump-Kandle der
Zellmembran darstellen. So konnte gezeigt werden, dass
Toxine iiber diese Ionen-Pumpen rasch wieder aus den
Zellen hinausgepumpt werden [14]. Leider gilt dies auch
fiir viele Medikamente, so dass auf Stammzellebene oft
eine primére Resistenz gegen diverse Medikamente be-
steht [14, 17]. Uberdies fehlen in den Tumorstammzellen
héufig Medikamenten-Transporter (ebenfalls oft Ionen-
Kanile), tiber welche diese Zellen die entsprechenden
Medikamente aufnehmen konnen. Ein spezielles Beispiel
dafiir ist die CML Stammzelle, welche im Gegensatz zu ih-
ren reiferen Tochterzellen kaum oder kein OCT1 jedoch
sehr viel MDR1 (multi drug resistance gene) exprimiert
[2,17] (Abb. 2). Da das derzeit wichtigste zielgerichtete Me-
dikament, der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib, haupt-
sdchlich tiber OCT1 in die CML-Zellen aufgenommen wird
und dann tiber MDR1 wieder ausgeschleust wird [18], ist
klar, dass die intrazelluldren Konzentrationen von Imatinib
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Abb. 2. Phanotyp und Target-Expressionsmuster in myeloischen Stammzellen. Die normale Stammzelle der Mylopoese ist Lineage-negativ
(ohne Differenzierungsmarker) und koexprimiert CD34 und andere Oberflachen-Antigene. Im Gegensatz zur neoplastischen myeloischen
Stammzelle kann der IL-3 Rezeptor (alpha-Kette) auf normalen myeloischen Stammzellen kaum oder gar nicht nachgewiesen werden. Unter den

vielen Oberflachen-Targets soll vor allem CD33 und CD44 erwahnt werden

in den CML Stammzellen viel geringer sind als in den rei-
feren Zellen, und dass Imatinib daher zwar die Masse der
reifen CML Zellen, jedoch nicht die CML Stammzellen eli-
minieren kann [2, 14, 17]. Aus klinischer Sicht bedeutet
das, dass alle CML Patienten Imatinib dauerhaft (wahr-
scheinlich lebenslang) einnehmen miissen, da ein Abset-
zen dazu fiihrt, dass aus den wenigen verbliebenen
(residualen) CML Stammzellen die gesamte CML rasch
wieder nachgebildet werden kann [14, 19]. Ebenso bedeu-
tet dies, dass im Stammzellpool der CML auch unter der
Imatinib-Therapie weitere Mutationen akkumuliert
werden konnen und dass daher Imatinib ein Rezidiv, aus-
gehend von einem noch weiter transformierten Stamm-
zellsubklon, nicht verhindern kann [14], abgesehen von
der Moglichkeit, dass sich die CML-Stammzellen auch
durch die ,Flucht“ in das schiitzende Stroma vor einem
Imatinib-Angriff schiitzen kénnen [20]. Weiters wurde
kiirzlich die Moglichkeit einer Reversion der Multi-Drug-
Resistance auf epigenetischer Ebene mit Histon-Deaze-
tylase-Inhibitoren postuliert [21]. Auch in Bezug auf die
Oberflaichenmarker bestehen augenscheinliche Parallelen
und Gemeinsamkeiten zwischen CSC und gesunden
Stammzellen (Abb. 2). Zum Beispiel tragen normale und
neoplastische Stammzellen der Myelopoese die Oberfla-
chenmarker CD34 und CD44 [22-25]. Auch andere Tar-
getstrukturen werden in beiden Zellarten zur Expression
gebracht. Es gibt allerdings einige interessante Unter-
schiede im Phénotyp der Stammzellen, wenn man die
AML oder CML mit der normalen Myelopoese vergleicht
(ADbb. 2). So exprimieren normale myeloische Stammzellen
kaum CD33 und CD123, wiahrend AML- und CML Stamm-

zellen fiir beide Marker zumeist eindeutig (stark) positiv
sind [22-25]. Einen spezifischen Stammzellmarker gibt es
allerdings weder fiir die AML oder CML, noch fiir CSC
in anderen Tumoren oder Geweben. Da die Komplexitét
der Cancerogenese auch in einem systemischen
Zusammenhang betrachtet werden muss [26, 27], ist es
wichtig, immer mehrere Marker-Kombinationen zu analy-
sieren, um stammzellspezifische Muster aufzuzeigen [1-4].

In manchen Fillen handelt es sich bei den Oberfld-
chenmarkern um Rezeptoren fiir bestimmte Wachstums-
faktoren (Zytokine), wie beispielsweise die alpha Kette des
Interleukin 3 Rezeptors CD123 [27]. Interessanterweise
steuern die entsprechenden Zytokine tatsdchlich das
Wachstum, das Uberleben und wahrscheinlich auch die
Differenzierung der myeloischen Tumorstammzellen, und
zwar in dhnlicher Weise wie auch das Wachstum der
normalen myeloischen Stammzellen. So sind also die
Botenstoffe (Zytokine), iiber welche AML- und CML
Stammzellen und die normalen Stammzellen der Myelo-
poese reguliert werden, vielfach ident [28]. Das bedeutet
auch, dass die Regulation des Wachstums der Tumorzel-
len nicht nur durch Onkogene gesteuert wird, sondern
auch durch extrazelluldre Botenstoffe und physiologische
Faktoren (Hormone, Zytokine, Stoffwechselprodukte in
der Primdrumgebung). Es bestehen hier also vielfaltige
funktionelle Wechselwirkungen auf molekularer und zel-
luldrer Ebene, die auf Gemeinsamkeiten von normalen
Stammzellen und CSC hindeuten [14]. Ebenso auffillig ist,
dass sich CSC und normale Stammzellen dhnlicher (zyto-
kin-abhéngiger und -unabhéngiger) Signalwege bedienen
[29, 30]. Auch im Genprodukt-Expressionsmuster (mRNA
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Muster, Proteom-Muster) und in Bezug auf epigenetische
Regulationsmuster von Stammzellen und CSC zeigen sich
deutliche Ahnlichkeiten [31].

Diese und weitere Parallelen werden von mehreren
Forschern dahingehend interpretiert, dass Tumor-Stamm-
zellen in der Regel aus gesunden Stammzellen entstehen
und zumindest in frithen Krankheitsphasen einer dhnli-
chen Regulation durch (primir) physiologische Faktoren
unterworfen sind. Fiir den klinischen Gebrauch von
stammzellaktiven Zytokinen und bestimmten Medika-
menten in Tumorpatienten (Gefahr der Mobilisierung von
CSC) ist dies eine wichtige Erkenntnis.

Wichtige Molekiile, die im Zusammenhang
mit Wachstum oder Uberleben von CSC
diskutiert worden sind

Regulatoren von Zellzyklus und Apoptose

Aufgrund von zahlreichen Studien nimmt man an, dass
eine grofe Anzahl von Regulatoren des Zellzyklus und der
Apoptose im Wachstum, in der Proliferation und im Uber-
leben der CSC eine Rolle spielen [32]. Etliche Molekiile wie
beispielsweise die Gruppe der Tumornekrosefaktor-Re-
zeptoren, P53 aber auch zahlreiche mitochondriale Gene
steuern extrinsische und intrinsische Signalwege des re-
gulierten Zelltodes [33]. Abbildung 3 illustriert die zentrale
Rolle der Regulatoren des Zellzyklus, vor allem des Cyclin-
CDK-Komplexes. Diese Molekiile bilden eine Schaltstelle
fiir die Inhibitoren der cip/kip-Familie P21, P27 und P57,
die Tumorsuppressorgene der INK4a(ARF-Familie zu de-
nen die P15 (=CDKN2B), und P16 (=CDKN2A), und den
»Checkpoint-Regulator” P53. Weitere wichtige Regulato-
ren fiir das Uberleben der Tumorzellen (Verhinderung der
Apoptose) sind Mitglieder der Bcl-2 Familie, die sowohl
antiapoptotische (Bcl-2, Bcl-xL) als auch proapoptotische
Molekiile (Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, Bik, Bim, Bid) inkludiert,

und diverse Hitzeschock Proteine. Ebenfalls von Bedeu-
tung ist das Bmi-1 Protein, welches auch eine gewisse
Rolle im Selbsterneuerungsprozess von normalen
Stammzellen und CSC spielen diirfte. So ist das Bmi-1 Pro-
to-Onkogen beispielsweise fiir die Erhaltung der Selbster-
neuerungskapazitdt von Stammzellen wichtig [34]. Unter
normalen Bedingungen hemmt Bmi-1 die Transkription
von P16 (CDKN2A). Ein Fehlen von P16 (CDKN2A) in
Kombination mit einer abnormalen Bmi-1-Funktion f6r-
dert die Zellproliferation, indem das Selbsterneuerungs-
potential stimuliert wird und hemmt die Expression von
proapoptotischen Genen [35]. Die Expression von P16
(CDKN2A) in normalen hamatopoietischen Stammzellen
bedingt eine Hemmung Proliferation und induziert so-
wohl Seneszenz als auch den P53-induzierten Apoptose-
weg, wohingegen die - meist epigenetische Inaktivierung
von P16 (CDKN2A) und/oder P15 (CDKN2B) in leukdmi-
schen Zellen das Gegenteil (also Apoptose-Hemmung und
Proliferations-Stimulierung) bewirken kann [36, 37]. Eine
dhnlich komplexe Rolle spielen die RUNX-Proteine, wel-
che durch verschiedenste genetische und epigenetische
Mechanismen gesteuert werden und sowohl als Onko-
gene als auch als Tumorsuppressorgene agieren konnen
[38-40]. Weitere Molekiile und Signalwege, die in der Selbst-
erneuerung der Stammezellen eine Rolle spielen diirften
sind der Wnt und 3-Catenin Pathway und der Sonic Hedge-
hog Pathway [41].

Signaltibertragende Proteine

Signaltransduktionswege spielen als Effektoren der Regu-
lation von Wachstumsfaktoren und damit auch fiir Selbst-
erneuerung, und ‘Survival’ von CSC eine Rolle. Abgesehen
von den bereits erwdhnten Apoptose-Regulationswegen
betreffen die wichtigsten dieser Signalwege den 1. Phos-
phoinositide (PI)3-Kinase-mTOR Signaliibertragungsweg,

Zellzyklus-Regulation (Cyclin-abhangige Kinasen, CDKs) als zentrale
Schaltstelle fur Signalwege in Stammzellen
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2. den MAPK/RAS/RAF/MEK/ERK Signaliibertragungsweg,
3. den JAK/STAT - Signaliibertragungsweg sowie 4. den
Wnt/f3-Catenin - Signaliibertragungsweg.

1. Der Phosphoinositide (PI) 3-Kinase Signaliibertragungs-
weg. Normalerweise wird die Aktivitdt der PI3-Kinase
(PI3K) von ,iibergeordneten” Signalen, wie Rezeptoren
an der Zellmembran gesteuert [42]. In der Neoplasie ge-
hen die PI3K-stimulierenden Signale in der Regel von
den krankheitsspezifischen Onkoproteinen aus. Ein
wichtiger Gegenspieler der PI3K ist PTEN. Diese Phos-
phatase, hat das Potential, die katalytische Wirkung der
PI3K aufzuheben. PTEN wirkt daher als wichtiger
Tumorsuppressor. Der Verlust von PTEN kann in Stamm-
zell-Populationen eine gesteigerte Selbsterneuerungsfa-
higkeit und Proliferation bewirken [43]. PI3 -Kinase
aktiviert nachgeschaltete Proteine wie mTOR, welche
entscheidend in das Wachstum der Tumorzellen eingrei-
fen. Seit einigen Jahren ist bekannt, dass der PI3K-mTOR
Signalweg eine wichtige Rolle im Wachstum und im
Uberleben von leukimischen Stammzellen spielt [44].
Auch fiir anderen Neoplasien konnte gezeigt werden,
dass die PI3K und/oder mTOR eine wichtige Rolle im
Wachstum und in der Proliferation der CSC spielen [45].

2. Der Signalweg der Mitogen-aktivierten Protein Kinasen
(MAPKs) Dieser Signalweg reguliert die Zellprolifera-
tion und die Differenzierung und ist daher ein potenti-
eller Angriffspunkt fiir antineoplastische Therapien [46,
47]. MAPKs werden im Zytoplasma aktiviert, und trans-
lozieren dann in den Zellkern, wo sie eine grofie Zahl
von Proteinen phosphorylieren. Das membrangebun-
dene RAS iibertragt extrazellulire Wachstumssignale
(z.B.vom epidermalen Wachstumsfaktor, EGFR, der bei
vielen Malignomen iiberexprimiert wird) an den MAPK
Signalweg, in dem es zur Aktivierung von weiteren Sig-
nalmolekiilen (Raf, MEK, ERK) kommt. Man nimmt an,
dass der dysregulierte MAP Kinase Signalweg auch eine
Rolle in der Regulation des Wachstum in den Stamm-
zellen von akuten myeloischen Leukdmien spielt [48].
Spezifische Inhibitoren, die gegen solche Signalmole-
kiile gerichtet sind, werden derzeit in klinischen Stu-
dien getestet [46, 47].

3. Der JAK/STAT-Signaliibertragungsweg reguliert den In-
formationsfluss von verschiedensten Faktoren wie Ery-
thropoetin (EPO), proinflammatorischen Zytokinen
wie Interleukin 6 [49] und Insulin-like Growth Factor
(IGF) [50]. Die Gruppe der STAT (Signal transducer and
activator of transcription) Molekiile wird von den JAK-
Kinasen durch Tyrosin-Phosphorylierung aktiviert.
Dies bewirkt eine Dimerisierung, Einwanderungin den
Zellkern und spezifische Aktivierung definierter Gene
[51]. SOCS-1 (suppressor of cytokine signaling-1) gilt
als negativer Regulator der IL-6R/Janus-activated ki-
nase (JAK)-mediated activation of STAT3 und wird epi-
genetisch durch Promoter-Methylierung reguliert [52].
Die SOCS-Proteine wirken als negative Regulatoren des
JAK/STAT-Signalweges und gelten daher als Tumorsup-
pressorgene. Fusionsproteine der JH1-Doméne von
JAK2 mit diversen onkogenen Partnern (TEL-JAK2,

BCR-JAK2) sowie somatische Punktmutationen in der
JH2-Domaine von JAK2 JAK2 (JAK2V5'"") bewirken eine
konstitutive Tyrosinphosphorylierung von JAK2 und
spielen eine Rolle bei myeloproliferativen Erkrankun-
gen [51]. Die Aktivierung von JAK2, JAK3 und TYK2 ist
in Zelllinien und CSC mit einer Aktivierung von STAT5,
ERK1-2 und AKT assoziiert [53]. Es gibt mehrere Hin-
weise darauf, dass vor allem ein durch Onkoprotein-
Wirkung dauerhaft aktiviertes STAT5 das Wachstum
und die Proliferation von unreifen neoplastischen
Zellen fordern kann [54]. In den Tumorzellen und in
Leukdmiezellen ist STAT5 dabei nicht nur im Kern aktiv
sondern erfiillt auch im Zytoplasma die Funktionen ei-
nes Signalmolekiils [54, 55]. Vor kurzem wurde dabei
gezeigt, dass eine enge funktionelle Verkniipfung zwi-
schen PI3 Kinase und STATS5 existiert, die mdglicher-
weise auch die Stammzellfunktionen beeinflusst [56].
Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass STAT5 in Leu-
kdmiezellen oft als aktives Tetramer auftritt [57].

4. Der Wnt/fs-Catenin Signalweg spielt eine wichtige Rolle
fiir die Balance zwischen den Stammzellen und der Re-
gulation der Differenzierung [58] in verschiedenen
Stammzellnischen wie den Haarfollikeln, der Haut und
den Brustdriisen. Mutationen in diesem Signalweg -
wie zB onkogene beta Catenin-Mutationen, die eine
konstitutive Wnt-Aktivierung bewirken, kénnen die Ge-
nese von Tumoren induzieren. Nach einer derartigen
Mutation findet sich eine nukledre Anreicherung von
beta Catenin nur in der invasiven Front des Tumors, der
in das Stroma eindringt [58]. Die unterschiedlichen In-
tensitdten der Wnt-Signaliibertragung illustrieren also
die zelluldren Aktivitdten eines Tumors wie Prolifera-
tion oder epithelial-mesenchymale Ubergangsprozesse
[59]. Verschiedene intrinsische (zellautonome oder
autokrine) und extrinsische (parakrine aus der Primar-
umgebung des Tumors) Faktoren kénnten die Hetero-
genitdt des Wnt/f3-Catenin-Signalweges innerhalb
eines Tumors und bei Leukdmien erkldren, bei denen
dieser Stammzell-assoziierte Signalweg einen Hinweis
auf die Progression der Erkrankung geben kann [58].

Es ist jedoch bei allen erwdhnten Signalwegen zu be-
riicksichtigen, dass es Gemeinsamkeiten zwischen den
normalen Stammzellen und CSC gibt, welche die Prolife-
ration und die Uberlebensfihigkeit ebenso wie die Kont-
rolle der Selbsterneuerung regulieren [60]. Damit wird
klar, dass entsprechende Inhibitoren, welche man als The-
rapeutika entwickeln will, potentiell auch normale Stamm-
zellen hemmen konnen [61].

Telomerase

Der verstidrkte Trend zur Selbsterneuerung in normalen
Stammzellen wie auch in CSC hédngt unter anderem mit
der Aktivitdt der Telomerase zusammen, deren Bedeutung
fiir die Immortalisierung von malignen Zellen seit vielen
Jahren bekannt ist [62, 63]. Die natiirliche Verkiirzung der
Telomere wéhrend der Alterungsprozesse oder im Rah-
men von chronischen Erkrankungen bewirkt eine Desta-
bilisierung der Chromosomen, was die Entstehung von
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Malignomen begiinstigen kann. Nach den ,initialen hits*
miissen die (prd)malignen Stammzellsubklone die Telo-
merase re-aktivieren, um eine kontinuierliche Prolifera-
tion und Weiterentwicklung einer malignen Erkrankung
zu gewdahrleisten [63].

Rolle der unmittelbaren Primarumgebung
(,Microenvironment“, bzw. Nische)

Es gibt derzeit bereits viele Beispiele dafiir, dass die unmit-
telbare Umgebung einer CSC deren Funktionen inklusive
Wachstum, Selbsterneuerung und Uberleben beeinflus-
sen kann. Somit spielt diese Stammzell-Nische auch eine
entscheidende Rolle in der Krebsentstehung. Uberdies
diirfte die Nische und deren Effektorzellen auch die Plas-
tizitdt der CSC beeinflussen [64]. Die exakte zelluldre und
molekulare Zusammensetzung der CSC Nische in den ein-
zelnen Neoplasien ist nicht bekannt. Es werden aber eine
Reihe von Zellarten im Zusammenhang mit der CSC
Nische diskutiert. Zu diesen gehdren Makrophagen, Mast-
zellen und Fibroblasten, wobei vor allem sogenannte
nutritive Stromazellen eine Rolle spielen. Diese Nischen-
zellen produzieren wahrscheinlich auch eine Reihe von
CSC-regulierenden Molekiilen inklusive Zytokine, Matrix-
proteine, Enzyme. In der Zellkultur kann das Microenvi-
ronment durch das Ziichten von sogenannten Spheres
simuliert werden [65].

Genetische Defekte in Stromazellen, die als Kompo-
nenten der SC Nische eine Rolle spielen, kommen mogli-
cherweise als pathogenetische Faktoren in Betracht. So
wird eine derartige Situation bei einigen erblichen Erkran-
kungen, die mit einer hoheren Krebsinzidenz zusammen-
hingen, diskutiert [66, 67]. Die Tatsache, dass es Patienten
gibt, die nach einer Knochenmarkstransplantation in den
Spenderzellen wieder eine Leukdmie entwickeln, unter-
stiitzt die mogliche Bedeutung systemischer (lokaler und/
oder genetischer) Faktoren im Organismus des Patienten
[68]. Die unmittelbare Umgebung kann also sowohl als
Tumor-Promotor fiir prekanzerdése oder sogar normale
Zellen als auch als Tumorsuppressor fiir prda-maligne
Zellen betrachtet werden.

Neoplasien in welchen Tumorstammzellen
charakterisiert worden sind

Wie in Tabelle 1 ersichtlich, sind CSC am langsten bei Leu-
kdmien bekannt und in diesen Erkrankungen daher auch
am besten charakterisiert. Bereits in den 1970er Jahren
wurde postuliert, dass hdmatologische Erkrankungen
durch klonale Expansion von wenigen Stammzell-&hnli-
chen Zellen hervorgehen [69]. Im Jahr 1994 wurde dann
ein Leukdmie-induzierender Zelltyp mit dem Oberfla-
chenmarkerprofil CD34+/CD38- identifiziert [70].

In soliden Tumoren ist die Situation komplexer, es wer-
den aber in zunehmendem Maf} auch bei Karzinomen
CSC-artige Zellen charakterisiert. Im Jahr 2003 gelang es
Al-Hajj et al. eine CD44+/CD24-/low Population aus Pleu-
raleffusionen von metastasierenden Mammakarzinomen
zu isolieren und zu zeigen, dass diese Subpopulation in
der Lage ist, den Tumor in NOD/SCID Mdusen nachzubil-

Tabelle 1. Nachweis von Tumor-Stammzellen
in Malignomen

— Akute myeloische Leukdmie Dick, Lapidot, Hope, Bonnett, et al.
(1994) [8,70,107,108]

— Akute lymphoblastische Nishigaki, Wang, et al. [109, 110]
Leukémie (1997)

— Chronische myeloische Leukémie
(1999)

— Multiples Myelom (2003)
— Brustkrebs (2003)

— Hirntumoren (2003)

— Prostatatumoren (2005)
— Magenkrebs (2004)

— Lungenkrebs (2005)

Eaves, Holyoake, et al. [2, 111]

Asosingh, Zhang, et al. [112, 113]
Al-Hajj, et al. [71]

Hemmati, et al., Singh, et al. [79, 114]
Collins, et al. [75]

Houghton, et al. [76]

Kim, et al. [115]

— Bauchspeicheldriisenkrebs (2007) Li, et al. [116]
— Dickdarmkrebs (2007) 0’Brien, Ricci-Vitiani, Dalerba et al.
[72-74,117]

— Melanom (2005) Quintana, Fang, Schatton et al.

[10,81,118,119]
Chiba, et al. [77]
Bapat, et al. [78]
Suva, et al. [80]

— Hepatozelluléres Karzinom (2006)
— Ovarialkarzinom (2005)
— Ewingsarkom (2009)

den [71]. In der Folge wurden CSC auch in anderen soli-
den Tumoren identifiziert. Zu diesen Neoplasien zdhlen
das Colon-Karzinom [72-74], das Prostata-Kazinom [75],
das Magen-Karzinom [76], das hepatozelluldre Karzinom
(HCC) [77], das Ovarialkarzinom [78], sowie bestimmte
Hirntumore [79]. Auch im Ewingsarkom [80] und im mali-
gnen Melanom [81] konnten NOD/SCID Maus-repopulie-
rende CSC identifiziert werden. In vielen soliden Tumoren
wurde das CD44 Antigen und das CD133 Antigen (Promi-
nin-1) als potentielle Stammzellmarker charakterisiert. Im
Melanom fanden sich unter anderem CD20 und ABCB5
als potentielle Stammzellmarker. Tabelle 2 zeigt eine Uber-
sicht iiber die bisher beschriebenen Stammzellmarker
und deren Verteilung und Expression in den einzelnen
Neoplasien.

Targetstrukturen und Nachweisverfahren

Diagnostische und therapeutische Verfahren kénnen an
drei Gruppen von Molekiilen angreifen: (1) Oberflichen-
molekiile, (2) spezifische Onkoproteine, (3) signaltibertra-
gende Molekiile und assoziierte Reaktionsketten. Eine
Voraussetzung dafiir ist die biologische und molekulare
Charakterisierung dieser Targets.

Funktionelle Ansétze

In vitro Kulturansdtze wie z.B. Kolonie-Ansdtze oder Lang-
zeitkulturen von Knochenmarkszellen auf Stroma-Feeder-
layern eignen sich fiir reifere Vorlduferzellen, reichen aber
nicht fiir die Langzeitkultur echter Stammzellen aus [82].
Derzeit gilt das Xenotransplantationsmodell als der
beste Ansatz fiir die funktionelle Charakterisierung der
Repopulationskapazitdt von Stammzellen und CSC. Am
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Tabelle 2. Stammzell-assoziierte Oberflachenmarker

Marker Funktion und Expression in Tumorzellen

CD133

CD33

CD34

CD44

CD29

CD24

CD166

CD326

CD90

CD123

CD9

CD20

ABCB1(MDR1)
und ABCG2

ABCB5

Das CD133 Antigen ist ein Transmembran-Molekiil, das auf hamatopoetischen Stamm und Progenitorzellen, auf zirkulierenden
endothelialen Progenitorzellen, neuralen Stammzellen sowie Nieren- und Prostata-Stammzellen exprimiert wird.

CD33 ist ein Adhdsionsmolekiil von myelomonozytéren Zellen. Als Mitglied der SIGLEC Familie der Lektine, ist es durch die
Eigenschaft charakterisiert, Sialinsduren zu binden.

CD34 ist ein Adhasionsmolekiil, das auf hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen, endothelialen Progenitorzellen sowie
vaskular-endothelialen Zellen vorkommt.

CD44 ist ein Zelladhésionsrezeptor. Seine Liganden sind Hyaluronat und das Zytokin Osteopontin. CD44 wird in lymphatischen,
myeloischen und erythroiden Zellen sowie mesenchymalen Stammzellen exprimiert und ist wahrscheinlich ein Indikator fiir
Lymphknoten Metastasen.

CD29 ist ein beta1 Integrin, das eine Rolle bei der Zelladhésion, der Embryogenese, Gewebereparatur, Inmunantwort und der
metatastatischen Diffusion von Tumorzellen spielt. Es reagiert mit Thrombozyten, Monozyten sowie T- und B Lymphozyten und
wird auch auf mesenchymalen Stammzellen exprimiert.

Das CD24 Antigen ist ein Glykosylphosphatidylinositol-bindendes Membran Sialoglykoprotein. CD24 kommt auf B- Zellen vom
Pré-B bis zum reifen B Zell Stadium, aber nicht auf Plasmazellen vor. Es wird auf reifen Granulozyten und einer Vielzahl von
epithelialen Zelltypen exprimiert.

Das CD166 Molekill, ist ein mesenchymaler Stammzellmarker der ein heterogenes Expressionsmuster auf epithelialen Zellen von
kolorektalen Karzinomen (CRC) aufweist und dessen gesteigerte Expression mit einer schlechten Prognose von CRC Patienten in
Verbindung gebracht wurde [74].

EpCAM ist ein pan-epitheliales Differenzierungs Antigen das auf der basolateralen Oberflache von Karzinomen verschiedener
Entwicklungsstufen exprimiert wird. Als homotypisches Zelladhasions- Molekiil, ist es eng mit den Cadherin—Catenin und
WNT-Signaltransduktionswegen verbunden. AuBerdem hat es das Potential, die Expression von Proto-Onkogenen wie c-MYC zu
modulieren.

Thy-1 (CD90) wird auf vielen Zelltypen exprimiert, inklusive T-Zellen, Thymozyten, Neuronen, Endothelzellen und Fibroblasten. Die
Aktivierung von Thy-1 kann T-Zellen aktivieren. AuBerdem beeinflusst Thy-1 auch zahlreiche nicht-immunologische biologische
Prozesse, inklusive der zelluldren Adhasion, des Auswachsens von Neuriten, des Wachstums von Tumoren und den Zelltod.

Die spezifische alpha Untereinheit des Interleukin-3 Rezeptors (IL-3R-alpha, CD123) wird auf hdmatopoetischen Zellen, sowie
Neutrophilen, Basophilen und Megakaryozyten aber nicht auf peripheren T-Zellen, Natural Killer Zellen, Thrombozyten und
Erythrozyten exprimiert.

CD9 gehbrt zu einer Tetraspanin-Uberfamilie und wird auf verschiedensten Blutzellen inklusuive Pré-B Lymphozyten aber nicht auf
hamatopoetischen Stammzellen (HSCs) exprimiert. AuBerdem kommt es auf vielen verschiedenen soliden Tumoren vor, und ist bei
zahlreichen zellbiologischen Prozessen, wie der Zelladhasion, Motilitat, sowie der Signaliibertragung aufgrund seiner Assoziation
mit der Familie der Integrine involviert.

CD20 (human B-lymphocyte-restricted differentiation antigen, Bp35), ist ein hydrophobes Transmembranprotein mit einem
Molekulargewicht von etwa 35 kD. Es kommt auf Pra-B und reifen B Lymphozyten vor. Dieses Antigen findet sich auf den meisten
B-Zell Non-Hodgkin‘s Lymphomen, aber nicht auf Stammzellen, pro-B- Zellen, normalen Plasmazellen oder anderen normalen
Gewebszellen. Plasma-Blasten und stimulierte Plasmazellen konnen CD20 exprimieren. CD20 reguliert frilhe Schritte des
Aktivierungsprozesses bei der Initiierung des Zellzyklus und bei der Differenzierung und fungiert moglicherweise auch als
Kalzium-lonenkanal. CD20 bleibt immer an der Zelloberfldche und wird nicht nach Bindung an einen Antikorper internalisiert. Es
gibt kein frei-zirkulierendes CD20 Antigen. Ein Medikament, das an CD20 andockt, wird daher nicht neutralisiert, bevor es die
Zielzelle getroffen hat.

ABCB1 und ABCG2 gehdren zu einer Familie von mindestens 48 menschlichen ABC Transportern, die bei verschiedensten
zellularen Transportprozessen mitspielen. Sie sind Produkte der MDR Gene und bewirken die “Multidrug Resistance”, indem sie
Chemotherapeutika aus den Zellen herauspumpen, ebenso wie sie auch den Hoechst-Farbstoff oder Rhodamin aus den Zellen
schleusen. Eine Reversion der MDR gelang in vitro mit Inhibitoren wie Verapamil .

ABCB5 Subfamilie B (MDR/TAP) ist ein neuer humaner ABC Transporter dessen Gen auf dem Chromosom 7p15.3 lokalisiert ist. Wie
ABCB1 wirkt ABCB5 als energieabhéngiger Transporter fiir den Drogen- Efflux sowie fiir den Fluoreszenzfarbstoff Rhodamine-123.

héufigsten verwendet werden hierfiir NOD/SCID Méuse,
die durch Kreuzung von Mdusen mit NOD (=non obese
diabetes=Typ 1 Diabetes) und SCID Defekt (severe
combined immune deficiency) entstehen [70]. Eine ho-
hergradige Immundefizienz weisen jedoch NOD/SCID/
beta2-microglobulin null und NOD/SCID/interleukin 2
receptor gamma chain null - Méduse auf, in denen ein
wesentlich héherer Prozentsatz von mdéglichen Tumor-
stammzellen anwachsen kann. Die NOD/LtSz-scid
IL2Rgammac null (NSG) Miuse gelten als kommendes
Standardmodell in der CSC Forschung [9, 83].
Einschrénkend gilt aber auch fiir diese neuen Xeno-
transplantationsmodelle, dass der Wert eines in-vivo-Mo-

dells, welches das Potential spezifischer Zellpopulationen
zur Initiierung eines Tumors darstellen kann, auch seine
Grenzen hat: (1) Malignome, die langsam wachsen
(indolente oder niedrig-maligne Neoplasien bzw. Pri-
Neoplasien) sind schwierig im Maus-Xenotransplantati-
onsmodell zu analysieren, weil die Entwicklungszeit des
Malignoms durchaus die Lebensdauer der Maus {iiber-
schreiten kann. (2) Auch spezies-spezifische Eigenschaf-
ten der (tumorspezifischen) unmittelbaren zelluldren
Umgebung, welche die Proliferation der CSC beim Men-
schen unterstiitzen, konnen ein Problem darstellen.
(3) Botenstoffe aus dem Gewebe der Maus interagieren
nicht unbedingt mit den entsprechenden Rezeptoren auf
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den menschlichen Tumorzellen. Deshalb werden NOD/
SCID - Méuse haufig mit menschlichen Zytokinen behan-
delt, oder es werden Zellen aus der Umgebung des Tumors
ko-transplantiert.

Oberfldchenphénotyp

Der Phédnotyp von Stammzellen in verschiedenen Gewe-
ben und Organen gesunder und kranker Personen ist noch
weitgehend unerforscht. Das wichtigste analytische Ver-
fahren hierfiir ist die Durchflusszytometrie (FACS = fluore-
scence activated cell sorting). Obwohl die so genannten
Stammzell-Marker oft gewebe-spezifisch oder organ-spe-
zifisch sind, gibt es bislang keine spezifischen Stammzell-
Antigene. Vielmehr kénnen die Stammzellpopulationen
nur durch den Einsatz mehrerer Marker und mittels Mehr-
farben-FACS-Analyse dargestellt und isoliert werden. Bei-
spiele fiir stammzell-assoziierte Marker sind HPCA-1
(CD34), AC133 (CD133), Pgp-1 (CD44), CD29, Bmi, das
Musashi-1 Antigen, sowie Oct-4 [3]. Die meisten dieser
Antigene haben auch definierte Funktionen. So fungieren
einige der Stammzell-Antigene als Zytokin-Rezeptoren.
Obwohl CSC sehr oft phénotypische Ahnlichkeiten mit
normalen Stammzellen aufweisen, gibt es doch auch ei-
nige Unterschiede. So werden die Alphaketten des IL-3-
Rezeptors (CD123) und auch Siglec-3 (CD33) nach dem
derzeitigen Wissensstand vor allem auf den leukdmischen
Stammzellen zur Expression gebracht, wihrend normale
Stammzellen zumeist nur eine geringe Expression aufwei-
sen. Allerdings gibt es auch Hinweise, dass diese Antigene
oftnur in einer Subpopulation der neoplastischen Stamm-
zellen exprimiert werden [22, 25, 84]. Bei Antigenen wie
CD44 und CD45, die auch auf normalen Stammzellen vor-
kommen, muss besonders beachtet werden, dass eine
gezielte Therapie ebenso die Mehrzahl der normalen
Stammzellen trifft, und daher eine solche Antikérperthe-
rapie mit einer Stammzell-Transplantation kombiniert
werden muss [85]. Im Gegensatz dazu sind viele Antigene
der lymphatischen Linie nicht auf hdmatopoietischen
Stammzellen nachweisbar [22, 25, 84]. Es ist daher durch-
aus sinnvoll, stammzell-orientierte Therapiekonzepte fiir
lymphatische Leukdmien (ALL) und Non Hodgkin Lym-
phome zu entwickeln, wobei unklar ist, ob Target-Anti-
gene wie CD52 auch in repopulierenden Subfraktionen
der NHL exprimiert werden konnen [86]. Der exakte Phi-
notyp der neoplastischen Stammzelle bei lymphatischen
Malignomen ist allerdings bislang noch Gegenstand lau-
fender Forschung.

Tumor-spezifische Onkoproteine

Es wird generell angenommen, dass typische onkogene
Proteine eine wichtige Rolle bei der Initiierung und Pro-
gression von Leukdmien und soliden Tumoren spielen.
Weiters wird angenommen, dass solche Onkoproteine be-
reits sehr friih in der Tumorentwicklung auftreten und da-
her in neoplastischen Stammzellen exprimiert werden. Ein
wichtiger Aspekt ist dabei, dass in vielen Neoplasien oft
mehrere Onkoproteine eine Rolle spielen, vor allem wenn
die Neoplasie im Rahmen der Tumorevolution und oft

auch nach einer zunéchst erfolgreichen Therapie relapsiert
und fortschreitet. Derartige Beobachtungen sind als Hin-
weis auf ein komplexeres Modell der neoplastischen
Stammzellen zu deuten, die das Potential haben, aufgrund
ihrer Plastizitdt (Subklonentwicklung) eine Therapie unbe-
schadetzu {iberstehen. So konnen bei verschiedensten Tu-
moren neoplastische Stammzellen eine sehr heterogene
Population von Zellen darstellen. Bei Tumoren, die das
HER-2 Rezeptorprotein exprimieren, ist die Behandlung
mit spezifischen Medikamenten, die iiber HER-2 angreifen,
meistens nicht mit einer vollstdndigen Eliminierung des
malignen Klons (aller Subklone) assoziiert [87-92]. Fiir die
Zukunft miissen daher die optimalen therapeutischen An-
sédtze erarbeitet werden, um eine moglichst effiziente Ver-
nichtung aller Subklone zu gewahrleisten.

Mdglichkeiten zur therapeutischen Eradikation
von CSC

Die Evaluierung der therapeutischen Eradikation von CSC
steht vor neuen Herausforderungen, die durch einen
grundsétzlichen Paradigmenwechsel bedingt sind. Wéh-
rend ,klassische” Therapien auf die mdglichst effiziente
Vernichtung des GrofSteils der Tumormasse angelegt sind,
macht das CSC-Paradigma auch spezifischere Ansitze
notwendig, die die Stammzellen gezielt treffen sollen. Dies
stellt eine besondere Herausforderung fiir die praklinische
Entwicklung von Medikamenten dar.

Stammezelltransplantation

Bei der Transplantation hdmatopoetischer Stammzellen
(HSZT) werden Blutstammzellen von einem Spender auf
einen Empfénger iibertragen. Wie bereits in zahlreichen
Ubersichtsartikeln erldutert (z.B. [93]) sollen sie im Emp-
fangermechanismus dauerhaft biologische Funktionen
ausfiihren. Sind Spender und Empfénger ein- und das-
selbe Individuum, spricht man von einer autologen HSZT.
Wenn Spender und Empfinger (der selben Spezies) hinge-
gen genetisch verschieden sind (z.B. Geschwister oder
Nichtverwandte) spricht man von einer allogenen HSZT.
Die HSZT gilt weiterhin als die einzige etablierte Stamm-
zelltherapie und auch als die effektivste Therapie zur
Eradikation von neoplastischen hdmatopoetischen
Stammzellen. Daher ist die HSZT in den meisten myeloi-
schen Neoplasien noch immer als integraler Bestandteil in
den therapeutischen Algorithmen eingebaut.

Friher chirurgischer Eingriff

Ein wichtiger Aspekt ist, dass sich CSC im Friihstadium
der Tumorentwicklung oft nur lokal (und auch dort oft nur
langsam) vermehren. Daher besteht vor allem im Friihsta-
dium der Krebsentstehung die Chance den Tumor chirur-
gisch komplett zu eradizieren.

Polychemotherapie

Eine interessante Erkenntnis der letzten Jahrzehnte ist,
dass bestimmte Neoplasien, wie beispielsweise bestimmte
Formen der akuten myeloischen Leukdmie (AML) und

wkw 2010 © Springer-Verlag
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maligne Lymphome, mittels Chemotherapie komplett
ausgeheilt werden kénnen. Dabei muss allerdings betont
werden, dass (i) dies nur fiir einen Teil der Patienten gilt,
(ii) dass zumeist eine sehr intensive (risikoreiche) Poly-
chemotherapie erforderlich ist, und dass (iii) in der Regel
mehrere Zyklen der Chemotherapie verabreicht werden
miissen. Man geht in diesen Fillen davon aus, dass in ei-
ner gegebenen Population maligner Zellen immer nur ein
bestimmter Anteil, z. B. 90 % vernichtet werden kann, und
dieser Anteil auch fiir die neoplastischen Stammzellen
gilt. Mit fortschreitender Behandlung bleibt dieser Anteil
je nach Neoplasie gleich, d. h. nach zwei Zyklen werden
rechnerisch 99 % der Zellen vernichtet sein, nach drei Zy-
klen 99,9 % usw. Leider stellt sich dabei oft heraus, dass die
Stammzellen weit weniger empfindlich sind als reifere
klonale Zellen, so dass sich in der minimalen Resterkran-
kung diese Stammzellen oft anreichern und dann nach ei-
ner variablen Latenzzeit zu einem Rezidiv fithren.

Die richtige Auswahl von Strategien zur Eradikation der
minimalen Resterkrankung (MRD) und der entsprechen-
den Stammzellen ist daher ein sehr wichtiges Forschungs-
gebiet. Im Falle der Leukdmien und auch bei malignen
Lymphomen wird hier in der Hochrisikosituation (beziig-
lich eines Relapses) oft eine Stammzelltransplantation -
als intensivste Form der Konsolidierung - in Erwdgung ge-
zogen. Eine andere Strategie ist die Erhaltungstherapie mit
einer weniger intensiven Zytostatikatherapie. Keine dieser
Therapieformen ist allerdings stammzell-spezifisch. In
den letzten Jahren wird versucht, stammzell-spezifische
Therapien in die klinische Praxis zu {iberfiihren (translati-
onal concepts). Die meisten Konzepte beruhen darauf,
dass die Stammzellen gegeniiber vielen konventionellen
Zytostatika resistent sind. Hier wird also versucht, die Che-
moresistenz der Stammzellen durch Zusatz spezifischer
(zielgerichteter) Medikamente zu durchbrechen. Beispiele
dafiir sind Hemmstoffe der Multidrug-Protein-Pumpen,
welche besonders in den Stammzellen hochreguliert sind,
oder der Einsatz von monoklonalen Antikoérpern (oft als
Antikorper-Konjugat) welche mehr oder weniger stamm-
zell-assoziierte Oberflichenmolekiile erkennen. So kann
das gegen CD33 gerichtete Antikérper-Konjugat Mylotarg
nicht nur reifere AML Zellen vernichten, sondern inter-
agiert auch mit den neoplastischen Stammzellen der AML
[23, 25]. Eine andere Strategie besteht darin, die ruhenden
Stammzellen (neoplastische Stammzellen befinden sich
sehr oft in der Ruhephase des Zellzyklus) in eine chemo-
sensitive Phase des Zellzyklus zu iiberfiihren, sodass dann
diese Zellen vermehrt auf die entsprechenden Zytostatika
ansprechen. Letztlich hat man auch Versuche unternom-
men, neoplastische Stammzellen mit Hilfe bestimmter
Medikamente (z.B. All Trans Retinsdure, ATRA oder Vita-
min D) komplett ausreifen zu lassen, so dass deren eigent-
liche Stammzellfunktion verloren geht.

Zielgerichtete (=, targeted”) Therapien
Antikérper-Therapien (Oberflachen CD Antigene)

Vielversprechende Ansitze bei der Anwendung von Anti-
korpern gibt es vor allem in der Behandlung der Lym-

phome und in der Therapie der AML. Im Falle der Lym-
phome konnen vor allem CD20 Antikdrper und CD52
Antikorper dazu beitragen, dass mehr CSC eliminiert wer-
den (bessere CR Raten). Wenn auch immer noch wenig
tiber den exakten Phianotyp von CSC bekannt ist [94], so
gibt es doch einige interessante Ansitze, welche die spezi-
fische Vernichtung von CSC mit humanisierten Antikor-
per-Konjugaten moglich machen. Ein derartiges Konjugat
ist Mylotarg, welches aus der hochpotenten zytotoxischen
Droge Calicheamicin und einem humanisierten Anti-CD33
Antikorper (hP67.6) besteht, und bereits bei AML-Patien-
ten eingesetzt wird [95-97]. Andere potentiell therapeuti-
sche Angriffspunkte in der AML sind CD44, CD117 und
CD123 [22, 25]. Es gibt auch therapeutische Ansdtze mit
Diphtherie-Toxin-gekoppelte Rezeptor-Liganden wie GM-
CSF (Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierender
Faktor) [98].

Pharmakologische Inhibitoren

Spezifische Onkoproteine stellen geeignete Angriffspunkte
fiir gezielte Therapien mit ,,small molecules dar. Wichtige
Beispiele dafiir sind HER-2/neu (90), AXL [99] das mu-
tierte Ras [46], das mutierte KIT [100] oder BCR/ABL [100,
101], die mit spezifischen Agentien und neuen Tyrosinki-
nase-Inhibitoren erreicht werden konnen. Unerwarteter
Weise fiihrt die Behandlung der BCR/ABL+ CML mit Ima-
tinib nicht unbedingt zu einer kompletten Eliminierung
des leukdmischen Klons, was als Hinweis auf entspre-
chende Resistenzmechanismen in den Stammzellen
gedeutet wird [14]. Hier spielt vor allem die intrinsische
Resistenz der CML Stammzellen ein Rolle, wobei beson-
ders die abnormale Expression von MDR-1, OCT-1 und
anderen Transportproteinen als molekulare Basis der Re-
sistenz diskutiert wird [14].

Eine andere therapeutische Strategie zielt auf tumor-
spezifische Signaliibertragungswege. So ein Ansatz ist we-
niger spezifisch, richtet sich aber - im Unterschied zu den
Therapien, die auf Onkoproteine abzielen - auf verschie-
dene Subklone von Stammzellen.

Gene, die mit der Regulation der Selbsterneuerung nor-
maler Stammzellen assoziiert sind inkludieren Bmi-1,
Notch, Wnt, und Sonic-Hedgehog. Diese Gene haben auch
eine Bedeutung fiir die Proliferation von CSC und stellen
daher attraktive Angriffspunkte fiir Therapien dar [102,
103].

Ein weiterer potentiell interessanter Signalweg startet
von einem Transkriptionsfaktor, dem nukleédren FaktorB
(NF-kB), der die Apoptose inhibiert und in AML-Stamm-
zellen konstitutiv aktiviert sein kann [104]. Spezifische
Proteasom-Inhibitoren kénnen die Expression des NF-kB
hemmen, ohne normale Stammzellen zu beeinflussen
[105].

Ebenfalls von eminenter Bedeutung fiir die intrazellu-
lére Signaliibertragung ist die bereits erwdhnte Phosphoi-
nositid-kinase (PI3K)/das sogenannte mammalian target
of Rapamycin mTOR. In NOD/SCID-Médusen wurde ge-
zeigt, dass dieser Signalweg wichtig fiir die Lebensfidhgkeit
und die Proliferation von AML-Stammzellen ist [44]. Ob
mTOR tatsédchlich in der Mehrzahl der Stammzellen akti-
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viert ist und wie spezifisch Inhibitoren (Rapamycin und
seine Derivate) das Wachstum von leukdmischen Stamm-
zellen hemmen, ist Gegenstand der Forschung [106].
Letztlich muss man davon ausgehen, dass nur der Ein-
satz bestimmter Medikamenten-Kombinationen zu einer
nachhaltigen Eliminierung der CSC in den diversen
Neoplasien fithren kann. Die Auswahl der optimalen Kom-
binationen ist derzeit Gegenstand von vielen intensiven
Forschungsprogrammen weltweit.

Ausblick

Wenn auch noch wesentliche Fragen, die den Ursprung
und die Funktion der Stammzellen betreffen, unbeant-
wortet sind, so kann doch zusammenfassend festgestellt
werden, dass die Existenz der selbsterneuerungsfahigen
CSC und ihre Funktion bei der Erhaltung des Wachstums
und der Heterogenitit von Tumoren in verschiedensten
Malignomen eine weitgehend akzeptierte Hypothese ist.
Es gibt eine zunehmende Menge von Daten, welche dieses
Konzept unterstiitzen. Logisch erscheint auch, dass der
Erfolg einer Therapie mit kurativem Ziel von einer mog-
lichst vollstdndigen Eliminierung der CSC abhéngt. Der
Schwerpunkt der Tumor-Stammzellforschung zielt daher
auf eine Optimierung hochsensitiver Detektionsverfahren
ab, die eine genaue Definition der Angriffspunkte (Targets)
fiir mogliche Therapien und somit eine Eradikation der
CSC erméglichen. Uberdies werden Strategien entwickelt,
welche die Heterogenitdt und Plastizitdt und die damit
verbundende Therapieresistenz der CSC beriicksichtigen.
Bezogen auf das Bild von der Stammzelle als Wurzel bzw.
Keimzelle der Erkrankung bedeutet dies: Wenn auch nur
eine geringe Zahl von CSC eine Therapie iiberleben, kon-
nen sie trotz eine sichtbaren Verkleinerung des Tumors
-die Ausgangsbasis fiir einen weiteren Tumor bzw. fiir Me-
tastasen darstellen. Fiir die komplette Eradikation eines
Tumors ist daher die gezielte therapeutische Erfassung al-
ler CSC und ihrer Subklone notwendig, wobei auch phy-
siologische Faktoren in der Priphase der Neoplasie und
sowie genetische und epigenetische Aspekte nicht aufler
acht gelassen werden sollen, um moglicherweise die Ent-
wicklung von CSC in Zukunft verhindern zu kénnen.
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