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In meiner Vorlesung tiber Mechanismen
der Therapieresistenz im Doktoratspro-
gramm an der Medizinischen Univer-
sitdt Innsbruck beginne ich das Kapitel
tiber Krebsstammzellen mit einer Fra-
ge an die Studierenden: ,Wer kennt ei-
ne gute Definition von ,Krebs“?. Dies
sorgt meistens fiir etwas Erstaunen bei
den Studierenden ob der vermeintlichen
Einfachheit dieser Frage, und wir kénnen
uns auch dann meistens recht schnell auf
die allgemeingiiltige Antwort ,,Krebs ist
ein krankhaftes Wachstum von Zellen,
welche sich unkontrolliert teilen und in
manchen Fillen metastasieren einigen.
So weit, so gut. Freilich wollte ich etwas
anderes horen - kénnen wir nicht eine
Definition finden, welche besser mit dem
Thema des Kapitels (Krebsstammzellen!)
einhergeht? Ich zeige dann das altbe-
kannte Schema von Gleason [1], wel-
ches Uropathologen benutzen, um die
histopathologische Diagnose von Prosta-
takrebsgewebe zu erstellen. Grad 1 zeigt
dabei ein schon differenziertes Driisen-
gewebe, beim Grad 3 sind die Driisen
schon recht ungleichmifig und haben
einen moderaten Differenzierungsgrad.
Grad 5 hingegen ist eine undifferenzier-
te Zellansammlung, welche nicht mehr
an normales Prostatadriisengewebe erin-
nert. Mochte der Herr Dozent vielleicht
irgendetwas mit Differenzierung horen?
Ja genau!

Krebs kann in der Tat sehr wohl
als abnormal differenziertes Gewebe
oder noch priziser als Gewebe mit
fehlender terminaler Differenzierung
bezeichnet werden. Dies impliziert, dass
im Krebsgewebe, analog zum norma-
len Gewebe, verschieden differenzierte
Zellen vorkommen. Es gibt also eine
Zellhierarchie mit hoher differenzierten
Zellen, welche aus Zellen mit geringe-
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rem Differenzierungsgrad hervorgehen.
Allgemein geht die Organisation im
nichtentarteten Gewebe von der selten
vorkommenden, quieszenten (selten tei-
lenden) und lang iiberlebenden, dafiir
aber multipotenten (Fihigkeit, unter-
schiedliche Zelltypen zu generieren)
Gewebestammzelle aus (B Abb. 1). Die
epitheliale Prostatastammzelle ist in der
Basalschicht zu finden, deren Zellen
an der Basallamina anhaften - Letztere
trennt die Epithelschicht vom umliegen-
den Stroma (Bindegewebe). Ausgehend
von der Stammzelle konnen sich al-
le 3 Abstammungslinien (,lineages®)
des Prostataepithels entwickeln: bipo-
tente basale Vorldufer (,progenitors®),
unipotente luminale Vorldufer sowie
seltene neuroendokrine Zellen. Diese
3 Abstammungslinien kénnen anhand
von Markern voneinander getrennt wer-
den: Basale Zellen exprimieren den
Transkriptionsfaktor p63 und das zur
Zellstabilitit beitragende Intermediérfi-
lament Zytokeratin 5. Luminale Zellen
hingegen sind positiv fiir Zytokeratin 8
und den Androgenrezeptor (AR), einen
Transkriptionsfaktor, der Testosteron
bindet und u. a. das Genprogramm fiir
die Produktion des Prostatasekrets steu-
ert und somit auch des Tumormarkers
PSA (eine Protease, die das Samenko-
agulum verfliissigt). Der am wenigsten
erforschte Zelltyp - die neuroendokrine
Zelle - geht vermutlich direkt aus der Ge-
webestammzelle hervor und exprimiert
die neuroendokrinen (Tumor-)Marker
Chromogranin A und Synaptophysin.
Wihrend der adulten Gewebshomoo-
stase generieren sowohl die basalen als
auch die luminalen Vorldufer den basa-
len bzw. luminalen Zellpool. Zusitzlich
konnen basale Vorldufer, da bipotent, zu
luminalen Zellen differenzieren. Ahnlich
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verhilt sich die Ausdifferenzierung nach
einem Regenerationszyklus — damit ist
die Wiederherstellung des Prostatagewe-
bes nach chemischer oder chirurgischer
Kastration bei erneut normalen Testoste-
ronkonzentrationen gemeint. Durch die
Kastration verliert die Prostata ca. 90 %
ihres Volumens, dies durch den Verlust
von androgenabhingigen, differenzier-
ten Luminalzellen. Dieser Zellpool wird
also wiederum durch luminale und ba-
sale Vorlduferzellen bei eugonadalen
Testosteronkonzentrationen im Korper
aufgebaut. Neuesten Erkenntnissen ei-
ner Einzelzellsequenzierungsstudie in
der Maus zufolge konnten auch die
Kastration tiberlebende, differenzier-
te Luminalzellen zur Regeneration der
Prostata beitragen, indem sie stamm-
zelldhnliche, regenerative Eigenschaften
annehmen [2].

Die Zelldifferenzierungsprozesse in
der normalen Prostata sind also noch
nicht vollstandig erforscht. Auch im ent-
arteten Gewebe steckt unser Verstindnis
der Zellhierarchie noch in den Kinder-
schuhen, sie diirfte zudem eine noch
hohere Komplexitit als im normalen
Gewebe haben. Einvernehmen herrscht
dariiber, dass nicht jede Tumorzelle
die Fihigkeit besitzt, einen neuen Tu-
mor zu initiieren. Dies kann man z.B. in
Mausversuchen oder auch in der Zellkul-
tur tiberpriifen, indem einzelne, anhand
von verschiedenen Markern aufgereinig-
te Zelltypen in die immunsupprimierte
Maus eingepflanzt bzw. auf die Zellkul-
turschale ausgesit werden (@ Abb. 2). Der
GrofSteil der Zellen kann keine neuen
Tumoren bzw. Kolonien ausbilden, nur
eher selten vorkommende Zellen haben
die Fihigkeit der Tumorinitiation und
auch die Fihigkeit, saimtliche urspriing-
lich vorkommende Zelltypen wieder
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zu generieren. Diese tumorinitiierende
Zelle hat also durchaus Ahnlichkeit mit
im normalen Gewebe vorkommenden
Vorlduferzellen, was ihre Fihigkeiten
der Selbsterneuerung und der Potenz
zur Ausdifferenzierung, also der (entar-
teten) Geweberegeneration, betrifft. Die
tumorinitiierende Zelle wird daher auch
als Krebsstammzelle bezeichnet. Was
der Ursprung dieser Zelle ist, ist unklar.
Theoretisch konnten Krebsstammzellen
nach Anhiufung von Mutationen, die
eine Entartung bedingen, entweder aus
normalen Stamm- bzw. Vorlduferzellen
oder aber durch Dedifferenzierung einer
Luminalzelle hervorgehen.

Gewebestammzelle

Abb. 2 « Einzelne
Zellen einer Prosta-
takrebszelllinie wur-
de auf der Zellkul-
turschale ausgesat
(»colony forming
assay”). Es entste-
hen 3 verschiedene
Kolonietypen, A Ho-
loklone, B Meroklo-
ne und C Paraklone.
Nur die Zellen der
B Holoklone haben
die Fahigkeit, wie-
derholt neue Kolo-
nien zu bilden, da-
TN bei werden wiede-
rumalle 3 Typenvon
Kolonien gebildet

Die charakteristische Histologie eines
Prostataadenokarzinoms ist ein lumi-
naler Zellphinotyp bei gleichzeitigem
Fehlen von Basalzellen. So wird die pa-
thologische Diagnose auch héufig durch
eine immunhistochemische Doppelfir-
bung gegen p63 (Basalzellmarker) und
AMACR (Tumormarker) abgesichert,
wobei Areale, welche p63-negativ und
AMACR-positiv sind, als entartet klas-
sifiziert werden. Ist die Prostatakrebs-
stammzelle also eine entartete luminale
Vorlduferzelle? So einfach ist es leider
nicht. Es scheint vielmehr so zu sein,
dass Krebsstammzellen sowohl in der lu-
minalen als auch in der basalen Abstam-
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luminale Zelle

basale Zelle
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Abb. 1 <« Vereinfachtes
Schema der Driisenstruk-
tur der adulten Prostata
mit epithelialen Zelltypen.
Gezeichnet mit BioRen-
der.com (Toronto, Ontario,
Kanada [Lizenz Zoran Cu-
lig])

mungslinie vorkommen koénnen. Fiir
eine basale Abstammung spricht, dass in
vitro transformierte basale Mauszellen
viel effizienter Tumoren bilden kénnen
als die ebenso transformierten Luminal-
zellen [3]. Ahnliches wurde mit humanen
Prostatazellen in Gewebsregenerations-
versuchen berichtet [4]. Erwahnenswert
ist, dass die entarteten Basalzellen in
der Lage waren, ein luminaldhnliches
Adenokarzinom auszubilden - wir er-
innern uns, dass im normalen Gewebe
Luminalzellen einerseits {iber luminale
Vorlduferzellen und andererseits iiber
die bipotenten basalen Vorlduferzellen
gebildet werden. Mit dem iibereinstim-
mend fiihrt auch eine Inaktivierung des
bekannten Tumorsuppressors Pten in
Basalzellen ausnahmslos zu einem lumi-
nalihnlichem Tumor in Mausmodellen
[5]. Eine basale Krebsstammzelle schliefit
also nicht ein luminales Adenokarzinom
aus oder, vice versa, ein luminaler Tu-
morphinotyp kann seinen Ursprung in
einer Basalzelle haben. Allerdings kann
ein luminaler Tumor auch aus einer
luminalen Vorlduferzelle hervorgehen:
In der oben erwihnten Studie [5] wurde
Pten parallel zur Inaktivierung in Basal-
zellen auch in Luminalzellen deletiert —
mit dem gleichen Resultat: einem lu-
minalihnlichen Tumorwachstum. Auch
in der bekannten humanen, androgen-
sensitiven Prostatakrebszelllinie LNCaP



konnten Zellen mit Charakteristika einer
luminalen Vorlduferzelle isoliert werden
[6]. Es wurde gezeigt, dass im Gegen-
satz zum Grofiteil der Zellen eine kleine
Zellpopulation innerhalb dieser Zellli-
nie existiert, welche kein oder wenig
PSA sekretiert. Diese PSA/*")-LNCaP-
Zellen besitzen mehrere stammzellihn-
liche Eigenschaften wie z.B. erhohtes
tumorinitiierendes Potenzial, Fihigkeit
zur asymmetrischen Teilung in eine
PSA(°W)_ und eine PSA("-Zelle, Quies-
zenz und Toleranz gegeniiber Androgen-
entzug. Sie exprimieren aber dennoch
den AR und sind daher der luminalen
Abstammungslinie zuzurechnen. Eine
rezente Einzelzellsequenzierungsstudie
in der murinen und humanen Prostata
konnte ebenfalls eine luminale Vorldu-
ferzelle identifizieren, welche distal an
der Spitze von Einstiilpungen in das
Lumen der Prostatadriise sitzt [7]. Diese
Dist-Luminal-C genannten Vorldufer-
zellen besitzen die Fahigkeit, einerseits
die Luminalzellen nach Androgenentzug
zu regenerieren (sie sind also resistent
gegen Androgenentzug!), kénnen aber
andererseits, wiederum nach Pten-Dele-
tion, intraepitheliale Prostataneoplasien
(PIN) bilden. Letztere sind die Vorstufen
des Adenokarzinoms. Auch in der nor-
malen, humanen Prostata konnte dieser
Vorlduferzelltyp identifiziert werden.
Eine Bestitigung, dass eine humane,
entartete Dist-Luminal-C-Zelle in der
Tat urspriinglich fiir das Adenokarzinom
ist, konnte aber (noch) nicht erbracht
werden. Einen Bezug der Tumorentste-
hung zu hiufig vorkommenden Entziin-
dungsreaktionen in der Prostata konnte
in einer anderen Studie gezeigt wer-
den: Luminale Vorlduferzellen, welche
eine geringe Expression von CD38 (ein
Glykoprotein an der Zelloberfliche)
haben und vermehrt in entziindeten
Driisen vorkommen, konnten in einem
In-vivo-Gewebsregenerationsversuch zu
humanem Prostatakrebs auswachsen
[8]. Zusammenfassend kann man also
schlussfolgern, dass es zurzeit keine all-
gemein anerkannte Erkenntnis tiber die
Natur und Herkunft im Sinne der Ab-
stammungslinie der Krebsstammzelle in
der Prostata gibt. Auch in der normalen
Prostata gibt es, v. a. in der luminalen
Abstammungslinie, neue Erkenntnisse,
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Zusammenfassung

Das normale Prostatagewebe geht aus der
Gewebsstammzelle hervor und beinhaltet

3 Abstammungslinien: basal, luminal und
neuroendokrin. Es gibt sowohl basale als
auch luminale Vorlauferzellen, welche beide
fahig sind, den sekretorischen luminalen
Zellphanotyp auszubilden. Ahnlich wie

im normalen Prostatagewebe gibt es im
Krebsgewebe eine Zellhierarchie, also Zellen
mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad.
Dabei besitzen nur wenige entartete Zellen
die Fahigkeit, einen neuen Tumor zu initiieren,
diese werden daher Krebsstammzellen
genannt. Die Prostatakrebsstammzellen
konnen basalen oder luminalen Ursprungs
sein und generieren androgenabhangige,
sekretorische luminale Krebszellen. Die
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(Krebs)stammzellen in der Prostata

Krebsstammzellen selbst sind androgenu-
nabhangig und stehen am Ursprung des
kastrationsresistenten Prostatakarzinoms.
Generell sind Krebsstammzellen ursachlich
fur Therapieresistenzen und Rezidive, da
sie unempfindlicher gegeniiber géngigen
Krebstherapien sind. Die Entwicklung von
krebsstammzellspezifischen Therapien

ist schwierig und erfordert ein besseres
Verstédndnis der normalen und entarteten
Stamm- und Vorlduferzellen und der
Zellhierarchie in der Prostata.

Schliisselworter

Adenokarzinom - Zellhierarchie - Tumor-
initilerende Zelle - Therapieresistenz -
Differenzierung

Abstract

Normal prostate tissue derives from a tissue
stem cell and comprises three lineages:
basal, luminal and neuroendocrine. Basal and
luminal progenitors exist that are capable
of generating the secretory luminal cell
phenotype. Comparable to normal prostate
tissue, a hierarchy of cells with various
degrees of differentiation exists in tumor
tissue. Only a handful of malignant cells
possess the power to initiate a new tumor,
hence they are referred to as cancer stem
cells. Prostate cancer stem cells can be of
basal or luminal origin and generate the
androgen-dependent, secretory luminal
cancer cells. However, prostate cancer stem

(Cancer) stem cells in the prostate

cells are androgen-independent and are at
the origin of castration-resistant disease. In
general, cancer stem cells are causative for
therapy resistance and relapses since they
are less sensitive to commonly used tumor
treatment modalities. The development of
cancer stem cell-specific therapies is difficult
and requires a better understanding of
normal and malignant prostate stem and
progenitor cells and cellular hierarchy.

Keywords

Adenocarcinoma - Cell hierarchy - Tumor-
initiating cell - Therapy resistance -
Differentiation

die darauf hindeuten, dass unser Ver-
standnis der Prostatazellhierarchie noch
nicht vollstindig ist. Dieses Verstidndnis
ist aber Voraussetzung, um auch die
Vorginge in der entarteten Prostata zu
verstehen. Es ist aber davon auszugehen,
dass sich dies mit der leistungsstarken
Methode der Einzelzellsequenzierung
in den nichsten Jahren ergeben wird.
Bei dieser Methode wird das Genex-
pressionsprofil jeder einzelnen im Ge-
webe vorkommenden Zelle bestimmt,
und durch bioinformatische Analysen
konnen die verschiedenen Genexpres-
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sionsmuster einzelnen Zellpopulationen
bzw. Zelltypen zugeordnet werden.
Wieso kommen Krebsstammzellen
eigentlich in einer Vorlesung tiber Me-
chanismen der Therapieresistenz vor?
Nun, Krebsstammzellen und normale
Stammzellen bzw. Vorlduferzellen haben
viele gemeinsame Eigenschaften, u. a.
auch die Eigenschaft unempfindlicher,
also resistenter, gegeniiber Faktoren zu
sein, welche der Zelle schaden bzw. sie
abtéten. Zu diesen Faktoren gehoren
samtliche Chemotherapeutika, zielge-
richtete Therapien, Bestrahlung und
sogar das korpereigene Immunsystem,
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welches entartete Zellen eliminiert. Die
dahinterstehenden molekularen Mecha-
nismen sind vielfaltig und komplex und
ebenfalls noch nicht vollstandig erforscht
und verstanden. Dass normale Stamm-
zellen bzw. Vorlduferzellen resistenter
gegen jene Faktoren sind, macht durch-
aus Sinn, da diese Zellen ja verantwortlich
dafiir sind, die Gewebehomdgostase oder,
bei Bedarf, die Geweberegeneration her-
zustellen. Problematisch ist dies freilich
in der Krebstherapie, wenn man bedenkt,
dass die angewandte Therapie zwar den
Grofdteil der Tumorzellen abtétet, aber
genau auf jene Zellen, welche im Stande
sind, diesen Zellpool wiederherzustellen,
keine oder nur wenig Wirkung hat. Das
Vorkommen von Krebsstammzellen ist
daher die Ursache von Rezidiven nach ei-
ner scheinbar erfolgreichen Therapie. Ein
weiteres Problem in der Krebsbehand-
lung ist die molekulare Heterogenitit
des Tumors innerhalb des/der gleichen
PatientIn, da manche Therapien, ins-
besondere zielgerichtete Therapien, nur
gegen einen gewissen molekularen Sub-
typ eines Tumors wirksam sind. Auch
die molekulare Heterogenitit liegt in der
genetischen Diversitit der Krebsstamm-
zellen begriindet, welche wiederum
durch das individuelle Auftreten von
Mutationen im Genom in der einzelnen
Krebsstammzelle bestimmt wird. Es geht
noch schlimmer: Manche Krebsstamm-
zellen haben durch diese Mutationen
hohe motile und invasive Fihigkeiten
erworben und kénnen somit das primare
Organ verlassen und sich in einem frem-
den Organ ansiedeln. Krebsstammzellen
sind mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir
Metastasen ursdchlich.

Nun ist die primire Therapie von
nichtoperierbaren  Prostataadenokar-
zinomen meistens nicht die Chemo-
oder Bestrahlungstherapie, sondern die
Hemmung des AR durch systemischen
Androgenentzug und/oder die Verab-
reichung von AR-Inhibitoren. Diese
Therapie totet alle differenzierten, an-
drogenabhingigen Luminalzellen (also
den Grof3teil aller Zellen) ab — wir wis-
sen aber, dass bei den meisten Patienten
ein Wiederaufflammen des Prostatakar-
zinoms zu beobachten ist, dies in der
Form des kastrationsresistenten Prosta-
takrebses (CRPC). Zahlreiche moleku-

Hier steht eine Anzeige.
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lare Mechanismen, die das Wachstum
des CRPC begiinstigen, wurden in den
letzten Jahrzehnten entdeckt und bein-
halten u. a. die Amplifikation des AR-
Gens, Spleifvarianten des AR (z.B. AR-
V7), AR-Mutationen sowie Aktivierung
des Glukokortikoidrezeptors [9]. Es
ist anzunehmen, dass diese molekula-
ren Mechanismen zur Adaptation an
die Hemmung des AR in den Krebs-
stammzellen stattfinden, auf genetischer
Ebene z.B. die AR-Gen-Amplifikati-
on oder auch auf Genexpressionsebene
z.B. die Hinaufregulierung von AR-
V7. Ungefihr 25% der mit AR-Inhi-
bitionstherapie behandelten Patienten
entwickeln jedoch einen sog. therapie-
induzierten neuroendokrinen Prostata-
krebsphénotyp (tNEPC), der ebenfalls
androgenunabhingig und hoch aggres-
siv wichst. Histologisch gesehen findet
hier ein Wechsel der Abstammungslinie
vom androgenabhingigen, luminalen
Adenokarzinom zum androgenunab-
hingigen, neuroendokrinen Karzinom
statt. Dieser als Transdifferenzierung
benannte Wechsel konnte auch in ei-
nem Mausmodell gezeigt werden: AR-
positive Luminalzellen konnten nach
Deletion des Retinoblastomproteins und
des Tumorsuppressors TP53 einen AR-
negativen basal- bzw. neuroendokrin-
ahnlichen Phinotyp annehmen [10].
Ein weiteres Erkldrungsmodell konnte
aber auch das Vorliegen von basalen
Krebsstammzellen sein, die sich unter
dem Druck der AR-Inhibitionstherapie
anstatt zur luminalen zur neuroendo-
krinen Abstammungslinie entwickeln.
Jedenfalls erklirt das Vorkommen von
Krebsstammzellen in der Prostata die
»Therapieflucht® von luminalen Zellen
bei der AR-Inhibition und das Auftreten
von einem CRPC-Phinotyp.

Um bestehende Therapien zu verbes-
sern und Rezidiven entgegenzuwirken,
benotigen wir also eine Therapie, welche
spezifisch die Krebsstammzellen angreift
und sie entweder abtétet oder zumin-
dest ihr Tumorregenerationspotenzial in
Schach hilt. Ein solcher krebsstammzell-
spezifischer Wirkstoftf wird schwer zu fin-
den sein - s. die Ahnlichkeit der Eigen-
schaften der Stammzellen im normalen
und im entarteten Gewebe. Die Entwick-
lung solcher Therapien setzt also v. a.

auch ein besseres Verstindnis der Natur
und ortlichen Lokalisation im Gewebe,
der Eigenschaften und des Genexpres-
sionsmusters von Krebsstammzellen vo-
raus sowie von den Zellen und Faktoren
in der Umgebung der Krebsstammzel-
le, der sog. Stammzellnische. Es muss
geklirt werden, ob es Unterschiede zwi-
schen normalen Stammzellen und Krebs-
stammzellen gibt und ob man diese Un-
terschiede als Angriffspunkte fiir spezi-
fische Krebsstammzelltherapien ausniit-
zenkann. Die Frage, ob eine krebsstamm-
zellspezifische Therapie entwickelt wer-
den kann, ist daher gegenwirtig nicht
serids zu beantworten.
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