Detektion von disseminierten Tumorzellen im

Muskelgewebe in postmortalen Biopsien

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Zahnmedizin (Dr. med. dent.)
an der

Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg

vorgelegt von
Lukas Karim Gebara
aus

Offenbach am Main

2025



Betreuer:in / Gutachter:in der Dissertation: Prof. Dr. Harriet Wikman-Kocher

Gutachter:in der Dissertation: PD Dr. Stefan Steurer

Vorsitz der Prifungskommission: PD Dr. Stefan Steurer

Mitglied der Prafungskommission: PD Dr. Ann Sophie Schroder

Mitglied der Prifungskommission: Prof. Sarah Minner

Datum der mundlichen Prufung: 18.03.2026



Inhaltsverzeichnis

Arbeitshypothese und Fragestellung.............ooeeiiiiiiiii e 4
T BINIEIUNG e e e e e e e 5
1.1 Epitheliale TUMOIEN ... ettt et e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeens 5
1.2 Faktoren flr die TUmMOrDIldUNG........ccouuiiiiii e 6
1.3 Entstehung vOn Metastasen ...........cc.euviiiiiiiiiiiiiii e 8
1.3.1 Wege der Metastasierung ...........oueeeeeeiiiiiiiiiieece e 10
1.3.2  Epitheliale Mesenchymale Transition (EMT) .........coccooiiiiiiiiiiiieeiieeee 11
1.3.3  Seed and soil HYpOthESe...........ooiiiiiiiiiii e 12

1.4 Minimale ReSterkrankung ...........oooiiiiiiiiiioiei e 12
1.4.1 Disseminierte TUMOrZEIEN ...........ooi i 12
1.4.2  Ruhezustand (DOrMaNCY).......c.cuuuuuiiiiiiii e 13
1.4.3  Seneszente Zellen............oooiiiiiiiiii e 14

1.5 MUSKEIGEWEDE ... 15
1.5.1 Aufbau der Skelettmuskulatur ... 17
1.5.2  Aufbau der Herzwand............ccoeoiiiiiiiiiee e 18

2 Material und MethOdiK...........cooiiiiiiiiiiii e 20
2.1 Studiengenehmigung und ethische Zustimmung:..........cccoccveiiiiiiie e, 20
2.2 PatientenKOIEKLIV .......... ettt e e eeeeeeeees 20
2.3 Detektion der disseminierten Tumorzellen (DTCS)........ccooiieiiiiiiiiieiniieee e 20
2.3.1 Probenentnahme ...........oooiiiiiiiiiiii 21
232 Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) Blécke und immunhistochemische
FArDUNGEN ...t e e e e e 22
2.3.3  Analyse der ObJeKtrager......ccueiiiiiiiie e 23
2.3.4  Auswertung der ObJeKttrager......cooouiiiiiiiiiie e 23

2.4 StatistisSChe ANalYSe..........ueiiiiiii s 24

3 EIGEDNIS . 25
3.1 Demographische und Tumor-assoziierte Daten der Tumorkohorte.................... 25
3.2 Demographische Daten und Todesursache in der Kontrollgruppe.................... 27

3.3  Anzahl der DTCs im Skelettmuskel der Verstorbenen der Tumorkohorte.......... 28



3.4  Anzahl der DTCs im Skelettmuskel der Verstorbenen der Kontrollgruppe.......... 31

3.5 Immunhistochemische Analyse der mittels Feinnadelbiopsie gewonnenen

3.6  Lokalisation der Keratin- und EpCAM-positiven Zellen und Cluster im

SKEIBMUSKEI ..o e e 35
3.7 Anzahl der DTCs im Herzmuskel der Tumorkohorte ..........cooeeeoveeeoiieeiiieeeeenn. 38
3.8 Anzahl der DTCs im Herzmuskel der Kontrollkohorte ...........ccooveeeeeeeiiieeaeeaenn. 39

3.9  Vergleich der Haufigkeit des Auftretens von DTCs in der Tumorkohorte und in

(o =Tl (ol Ty ]|[o U] o] o= PP 40

3.10 Korrelation zwischen der Haufigkeit des Auftretens von DTCs und dem PMI 44

4 DISKUSSION ...ttt ettt e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e as 45
4.1 MethodiSChes VOrgehNEN ........cooiiiiiiiiiii e 45
4.2  Nachweis von Keratin- und EpCAM-positiven DTCs im Skelettmuskel.............. 48
4.3 Nachweis von DTCs im Skelettmuskel mit weiteren Markern ................cc......... 49
4.4  Nachweis von Keratin- und EpCAM-positiven DTCs im Herzmuskel ................. 50
4.5 Vergleich der Befunde im Skelett- und Herzmuskel .............cccoeeeiiiiiiiiinnencnnns 51
4.6 Lokalisation der DTCs im Skelettmuskel .............ccccoriiiiiiiniiiiiee e 52
4.7  Schlussfolgerungen und AUSDIICK............coiiiiiiiiiiie e 53

5  Zusammenfassung / SUMMATY ........ccueiiiiiiiie et 54

6 LiteraturvVerZEiChNIS .........oeiiiiiiiie s 56

7 ADKUrZUNGSVEIZEICNIS .....ciiiiiiiiiiee et 64

8 AbDIldUNGSVEIrZEICNNIS ......cooiiiiiiiee e 65

O TabelleNVErZEICNNIS ........uieiiieiiee e 67

10 Eidesstattliche VersiCherung ... 68

11 DanKSAQUNG ..ot e e e 69



Arbeitshypothese und Fragestellung

Das Ziel dieser Dissertation ist die Analyse der potenziellen Rolle von Muskeln als Reser-
voir fur disseminierte Tumorzellen (DTCs). Die Anwesenheit von DTCs im Knochenmark
wurde mit einem schlechteren Krankheitsverlauf bei epithelialen Tumoren wie dem
Mammakarzinom in Verbindung gebracht. DTCs im Knochenmark korrelieren mit einem
héheren Tumorstadium, einer schlechteren Differenzierung, dem Auftreten von Lymphkno-
ten-Metastasen und einer fehlenden Hormonrezeptor-Expression (Braun et al. 2005). Bis-
her wurden kaum Studien zum Auftreten von DTCs im Skelettmuskel publiziert. Unklar ist
beispielsweise, ob zirkulierende Tumorzellen (CTCs) in die Muskulatur eindringen kénnen
oder ob potenziell vorhandene DTCs im Muskelgewebe in einem Ruhestadium ohne er-

kennbare Wachstumsaktivitat verharren.

Zur Beantwortung der Fragestellung, ob Muskeln ein bisher vernachlassigtes Reservoir fur

DTCs darstellen, werden in der vorliegenden Dissertation folgende Punkte adressiert:

1) Sind generell DTCs im Muskelgewebe auffindbar?

2) Wie haufig kdnnen DTCs detektiert werden? Sind DTCs in allen Tumorentitaten
nachweisbar?

3) Wo sind potenzielle DTCs im Skelettmuskel lokalisiert?

4) Gibt es Unterschiede zwischen verschiedenen Muskelarten (Skelettmuskel vs.

Herzmuskel) im Hinblick auf das Vorkommen von DTCs?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden Proben aus dem Skelett- und Herzmuskel von
Verstorbenen mit und ohne bekannte epitheliale Tumorerkrankung auf das Vorhandensein

von DTCs anhand der Expression epithelialer Marker untersucht.

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit kdnnten dazu beitragen, die Ausbreitung von Tu-
morzellen und deren Auswirkung auf den Krankheitsverlauf besser zu verstehen. Dieses
vertiefte Verstandnis konnte neue Erkenntnisse zur Metastasierung von Tumoren und neue

Ansatze fir die Therapieentwicklung bieten.



1 Einleitung

1.1 Epitheliale Tumoren

Tumoren sind komplexe biologische Phanomene, die das Ergebnis eines gestorten Gleich-
gewichts beim Zellwachstum darstellen. Der Verlust der Kontrolle dber das Zellwachstum
kann zu einer Vielzahl von Gewebepathologien flhren, darunter auch epitheliale Tumoren
(Jones und Baylin 2007). Epitheliale Tumoren stellen eine wichtige Untergruppe von Neo-
plasien dar. Sie kénnen in verschiedenen Bereichen des Korpers auftreten, da die Oberfla-
chen der Organe mit epithelialem Gewebe ausgekleidet sind. Alle epithelialen Tumoren
entstammen epithelialem Gewebe (Weiss und Frese 1974), unterscheiden sich aber hin-
sichtlich ihrer Wachstums- und Differenzierungseigenschaften. Sie kénnen in gutartige (be-
nigne), boésartige (maligne) und semimaligne Formen unterteilt werden, wobei letztere oft
infiltrativ sind, jedoch selten Metastasen bilden. Komplexe Tumoren kénnen sowohl maligne

als auch benigne Anteile aufweisen (Eneroth 1965, Hanahan und Weinberg 2000).

Die Diagnose epithelialer Tumoren ist komplex und beinhaltet eine Vielzahl an bildgeben-
den Verfahren (z. B. Computer-, Magnetresonanz-, Positronenemissionstomographie). Er-
ganzend werden Gewebeproben in Form von Biopsien enthnommen und histopathologisch
untersucht (He et al. 2020). Die histopathologische Analyse erlaubt die Bestimmung des
Tumorgrades und gibt Aufschluss Uber prognostische Faktoren. Zusatzlich lassen sich int-
raoperativ Resektionsrander Uberprifen. Die Histopathologie liefert zudem Informationen

Uber den moglichen Einsatz zielgerichteter Therapieoptionen (Humphrey 2017).

Epitheliale Tumoren weisen auch bei erfolgter Dissemination spezifische epitheliale Marker
(z. B. intrazellulare Keratine) auf. Diese Keratine sind im mesenchymalen Skelettmuskel-
gewebe nicht nachweisbar und erlauben daher eine Zuordnung des disseminierten Gewe-

bes zum urspringlichen epithelialen Tumor.

Die Diagnose und individualisierte Therapie bestimmen den Verlauf der Erkrankung. Auf-
grund von Fortschritten in der molekularen Diagnostik, bei der Erforschung der Pathoge-
nese und beim Verstandnis komplexer Tumorerkrankungen hat sich die Lebenserwartung

betroffener Patienten erhéht und ihr Outcome verbessert (Thakor und Gambhir 2013).



1.2 Faktoren fur die Tumorbildung

Die Tumorpathogenese wird durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst. Dazu zahlen be-

einflussbare exogene sowie nicht modifizierbare biologische Faktoren.

Wegweisend waren die im Jahre 2000 verdéffentlichten Hallmarks of Cancer, die grundle-
gende biologische Merkmale, die zu einer Tumorbildung beitragen, aufzeigen. Ausschlag-
gebend fur die Manifestation eines bdsartigen Tumors sind danach sechs Faktoren. Dazu
zahlen die Uberwindung der Apoptose, eine autonome Verfligbarkeit von Wachstumssig-
nalen, die Resistenz gegenuber Wachstumssuppressoren, die Angiogenese, eine unbe-
grenzte Replizierbarkeit sowie die Invasion in umliegende Gewebe bzw. Metastasierung
(Hanahan und Weinberg 2000).

Durch weiterfihrende Untersuchungen wurde das Konzept der Hallmarks of Cancer 2011
erweitert. Dabei wurden zwei zuséatzliche Eigenschaften identifiziert, die fir die Tumorpa-
thogenese und Metastasierung entscheidend sind. Dazu zahlt die Instabilitdt des Genoms,
wodurch Mutationen begunstigt werden, die die Kernelemente der Hallmarks of Cancer be-
einflussen. Weiter wurde die Bedeutung des Immunsystems fir pramaligne Lasionen auf-
gezeigt. Durch das Immunsystem ausgelOste entzundliche Prozesse konnen die Tumorpro-
gression begunstigen. Das Kernkonzept wurde ebenfalls um zwei Schlisselmerkmale er-
ganzt. Dabei handelt es sich einerseits um die Anpassung des Zellstoffwechsels, um den
gesteigerten Energiebedarf proliferierender Zellen zu decken. Dazu ist eine umfangreiche
Umprogrammierung des Energiehaushaltes der Tumorzellen erforderlich. Hinzu kommt die
Fahigkeit der Tumorzellen sich durch verschiedene Mechanismen den angreifenden Zellen

des Immunsystems aktiv zu entziehen bzw. zu widersetzen (Hanahan und Weinberg 2011).

Elf Jahre spater wurde das bestehende Konzept der Hallmarks of Cancer weiter vertieft. Zu
der vielschichtigen Pathogenese zahlen weitere Aspekte, wie die Freischaltung der phano-
typischen Plastizitat, die nicht mutationsbedingte epigenetische Programmierung, das po-
lymorphe Mikrobiom und seneszente Zellen (s. Abb.1). Die Bedeutung seneszenter Zellen

wird im Kapitel 1.4.3 gesondert beschrieben (Hanahan 2022).
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Abb. 1: Nicht aktiv modifizierbare Faktoren der Tumorgenese

Biologische Kernattribute, die die Tumorentstehung beeinflussen. Eigens modifiziert nach (Hanahan
2022).

Daruber hinaus gibt es aktiv beeinflussbare Faktoren, die das Risiko der Krebsentstehung
erhéhen. In Deutschland hatten durch einen Wandel des Lebensstils 2018 insgesamt ca.
165.000 Krebsfalle vermieden werden kénnen (s. Abb. 2).

Der Tabakkonsum gehért zu den wichtigsten Risikofaktoren und spielt insbesondere beim
Lungenkrebs eine dominante Rolle. Weitere, das Krebsrisiko steigernde Einflussfaktoren
sind Alkoholkonsum, Ubergewicht, ungesunde Ernahrung und mangelnde korperliche Akti-
vitat. Diese Faktoren betreffen zunehmend mehr Personen (Destatis 2022; Kotz et al. 2018;
Mons et al. 2018; Pflaum et al. 2016; Praud et al. 2016).

Auch Infektionen und Umweltfaktoren kénnen zur Krebsentstehung beitragen. Infektionen
mit Helicobacter pylori und dem humanen Papillomavirus (HPV) sind mit bestimmten Krebs-
arten assoziiert. Helicobacter pylori spielt bspw. beim Mucosa associated lymphoid tissue
(MALT) Lymphom eine Rolle (Gredner et al. 2018).



Von den 100 Typen des HPV-Virus sind 13 Typen mit einem erhdhten Tumorrisiko assozi-
iert. Eine Infektion mit diesen Viren erhoht die Wahrscheinlichkeit an einem Zervix-, Anoge-

nital- oder Oropharynx-Karzinom zu erkranken (Crosbie et al. 2013).

Daneben kénnen Umweltfaktoren wie die Radonexposition und ultraviolette Strahlung das
Krebsrisiko erhéhen (Borner et al. 2009, Gredner et al. 2018).

Alle Faktoren zusammen 37,4% (164.656)

Rauchen 19,3% (85.072)
Ungesunde .
Ern&hrungsgewohnheiten 7,8% (34.162)

Ubergewicht 6,9% (30.567)

Bewegungsmangel 6,1% (27.081)
Infektionen 4,0% (17.633)
Hoher Alkoholkonsum 2,2% (9.588)

Umweltfaktoren (Auswahl) [ 1,2% (5.338)

0% 10% 20% 30% 40%

Abb. 2: Krebsfille in Deutschland 2018 — Anteile (%) und absolute Zahlen der durch

vermeidbare Krebsrisikofaktoren bedingten Erkrankungen (Gredner et al. 2018)

1.3 Entstehung von Metastasen

Die Entstehung von Metastasen ist ein komplexer Prozess. Die Metastasierung umfasst die
Ablésung von Tumorzellen vom primaren Tumor, ihre Invasion in umliegendes Gewebe,
die Intravasation in Blut- oder Lymphgefal3e, die Zirkulation im Blut- bzw. Lymphstrom und
die Adhéasion und Extravasation in Zielorgane (s. Abb. 3). Die Entstehung von Metastasen
ist ein kritischer Aspekt bei der Behandlung maligner Tumoren und hat einen erheblichen
Einfluss auf die Prognose der Betroffenen. In etwa 90 % der Falle ist das Vorhandensein

von Metastasen entscheidend fir das Uberleben der Patienten (Lambert et al. 2017).

Schon im Jahr 1869 entdeckte Thomas Ashworth CTCs im Blut von Patienten mit metasta-
sierten Tumoren. In den vergangenen Jahren wurde die Bedeutung der CTCs fur die Prog-
nose der Betroffenen und das Ansprechen auf Therapien immer deutlicher (Lianidou und
Pantel 2019, Reimers und Pantel 2019).
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Abb. 3: Prozess der Metastasierung

Tumorzellen I6sen sich aus dem Verbund des Primartumors und gelangen beispielsweise in Blutge-
fale (hamatogene Metastasierung). Diese Tumorzellen kénnen wieder aus dem Gefal} in andere
Organe austreten und zu Metastasen proliferieren. Eigens modifiziert nach (Dujon et al. 2021).

Der Prozess der Metastasierung beginnt in der Regel mit der Ablosung einzelner Tumor-
zellen vom primaren Tumor, oft bedingt durch instabile Mitoseprozesse (Fares et al. 2020).
Die Invasion einer Tumorzelle in das umgebende Gewebe und der Zugang zu Lymph- und
BlutgefalRen sind Schlusselschritte im Metastasierungsprozess. Blutgefalie stellen nicht nur
die Versorgung der Tumorzellen mit Nahrstoffen und Sauerstoff sicher, sondern bieten den

Zellen auch die Mdglichkeit sich im Kérper auszubreiten (Nishida et al. 2006).

Bei der noch nicht vollstandig verstandenen Intravasation dringt die Tumorzellen in Lymph-
oder Blutgefalle ein. Dies kann Uber einen aktiven Prozess, bei dem die Tumorzellen aktiv
das Endothel durchdringen, geschehen, oder Uber einen passiven Prozess, bei dem die

Zellen aufgrund des umgebenden Drucks in die Gefal3e gelangen (Bockhorn et al. 2007).

Nachdem die Tumorzellen das Gefaflendothel Gberwunden haben, zirkulieren sie als CTCs
im Blut bzw. in der Lymphe. CTCs kdnnen als Einzelzellen oder in Form von Zellclustern
auftreten, wobei Cluster eine bessere Uberlebensrate und ein erheblich héheres metasta-
tisches Potenzial besitzen. Faktoren wie die Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT),
Signale des Stromas und persistente interepitheliale Zellverbindungen beeinflussen das

Uberleben und die Fahigkeit zur Metastasierung von CTCs (Aceto et al. 2014).



Ein weiterer entscheidender Schritt im Metastasierungsprozess ist die Fahigkeit von CTCs,
sich erneut an Endothelzellen anzuheften und zu extravasieren, was die Bildung von Meta-
stasen im vom Primartumor entfernten Organen ermdglicht (Fares et al. 2020, Heeke et al.
2019).

Nach der Extravasation der Tumorzelle sind verschiedene Szenarien moéglich. Die Tumor-
zelle kann durch Apoptose zugrunde gehen, im dormanten Zustand verharren (s. Kapitel
1.4.2) oder sich im Gewebe vermehren (Dissemination). DTCs stellen somit den Ursprung

von Metastasen dar (Aguirre-Ghiso et al. 2013).

Bei allen drei Moglichkeiten spielt die metastatische Nische eine entscheidende Rolle. Die
neue Umgebung bietet der Tumorzelle zum Teil schwierige Uberlebenskonditionen, an die

sich die DTCs adaptieren missen (Valastyan und Weinberg 2011).

Die Entstehung von Metastasen ist ein komplexer und mehrstufiger Prozess. Das Verstand-
nis dieser Mechanismen ist entscheidend fur die Entwicklung von Therapien zur Bekamp-
fung von Metastasen und zur Verbesserung der Behandlung von Krebspatienten (Riihimaki
et al. 2014).

1.3.1 Wege der Metastasierung

Die Metastasierung von Tumorzellen kann lymphogen oder hamatogen erfolgen (Pantel
und Brakenhoff 2004).

Bei der lymphogenen Metastasierung nutzen Tumorzellen das Lymphsystem zur Verbrei-
tung. Das Lymphsystem besteht aus Lymphkapillaren im Gewebe, Sammelgefallen und
Lymphknoten, die eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr spielen. Eine Krebszelle kann
Uber die Lymphkapillaren in das Lymphsystem gelangen. Von dort aus wird sie Uber die
Sammelgefale und Lymphknotenstationen transportiert. Schliel3lich kann die Krebszelle in

den vendsen Blutkreislauf eindringen (Zhou et al. 2021).

Verschiedene Charakteristika des lymphatischen Systems begtinstigen die Metastasierung
von Tumoren. Zum einen ermoglicht die strukturelle Beschaffenheit des Systems einen ziel-
gerichteten Fluss, da die glatten internen Klappen und die umgebende Muskulatur kontra-
hieren und dilatieren. Daruber hinaus reagieren Tumorzellen auf chemotaktische Signale,
die den Immunzellen eine Richtung vorgeben. Aufgrund der relativen Durchlassigkeit des
lymphatischen Systems koénnen Tumorzellen leicht in den Blutkreislauf eindringen
(Karaman und Detmar 2014, Banyard und Bielenberg 2015, Randolph et al. 2005).

Bei der hdmatogenen Metastasierung folgen Tumorzellen dem vendsen Blutfluss und be-

fallen bevorzugt Organe, die auf diesem Weg liegen. Die Metastasierung folgt somit den
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anatomischen Gegebenheiten des ventdsen Abflusses. Zum Beispiel neigen Tumoren des
Rektums zur Metastasierung in die Leber, da der vendse Abfluss Uber die Vena portae in
die Leber erfolgt. Der vendse Abfluss des unteren Rektums Uber die Vena cava inferior
erlaubt dagegen eine hamatogene Metastasierung in die Lunge (Chandra et al. 2021, Tan
et al. 2009).

1.3.2 Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT)

Die bereits 1995 von Elisabeth Hay beschriebene EMT stellt einen bedeutsamen moleku-
laren Mechanismus flr verschiedene physiologische und pathologische Prozesse dar (Hay
1995). Wahrend dieser Transition durchlaufen Zellen eine reversible Umwandlung von ei-

nem epithelialen zu einem mesenchymalen Phanotyp (Ang et al. 2023).

Die EMT beeinflusst die Form, Adhasion und Bewegung betroffener Zellen. Wenn Tumor-
zellen mesenchymale Eigenschaften erlangen, erhoht sich ihre Beweglichkeit und Invasivi-
tat, wodurch sich die Mdglichkeit der Dissemination in entfernte Gewebe und Organe ergibt
(Banyard und Bielenberg 2015, Mitra et al. 2015). Diese Zusammenhange unterstreichen
die Bedeutung der EMT im Hinblick auf die Tumorprogression und das metastatische Po-
tenzial. Insbesondere eine partielle EMT erhdht das metastatische Potenzial. Hierbei wei-
sen die Zellen sowohl mesenchymale als auch epitheliale Eigenschaften auf, was einen

zuséatzlichen Uberlebensvorteil darstellt (Saitoh 2018).

Der Prozess der EMT und der reverse Vorgang (mesenchymale epitheliale Transition) spie-
len aber nicht nur bei pathogenen Prozessen (z. B. Dissemination von Krebszellen) eine
Rolle. Beispielsweise ist die EMT fir die Embryogenese und die Wundheilung von Bedeu-
tung (Kalluri und Weinberg 2009).

Der molekulare Prozess der EMT ist komplex. Das EMT-Programm wird durch extrazellu-
lare Signale aktiviert (EMT-Induktoren, bspw. TGF-B), die wiederum Uber intrazellulare Sig-
nalkaskaden Transkriptionsfaktoren aktivieren, die das EMT-Programm regulieren (EMT-
Kernregulatoren, bspw. Snail). Das flhrt zu einer veranderten Expression der Effektormo-
leklle, die das EMT-Programm vollziehen (EMT-Effektoren, bspw. E-Cadherin) (Tsai und
Yang 2013).

Aufgrund der zentralen Bedeutung der EMT innerhalb der Metastasierung rickt dieser Pro-
zess zunehmend in den Fokus neuer Forschungsansatze. Aktuell werden verschiedene
therapeutische Strategien verfolgt, die entweder auf eine Hemmung der EMT oder auf eine

Ruckflhrung in den Ausgangszustand abzielen (Huang et al. 2022).
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1.3.3 Seed and soil Hypothese

Im Jahr 1889 stellte der englische Chirurg Stephen Paget eine Hypothese vor, um das nicht
zufallige Muster der Metastasierung zu erklaren (Paget 1889). Laut dieser Seed and Soil
Theorie haben Tumorzellen mit Metastasierungspotenzial eine besondere Affinitat zu der
Mikroumgebung in bestimmten Organen. Diese Theorie legt nahe, dass Metastasen nur
dann auftreten, wenn Tumorzellen und Zielorgane miteinander kompatibel sind. Besonders
haufig betroffen sind die lokalen und regionalen Lymphknoten sowie Lunge und Leber, da
die spezielle vaskulare Architektur der Lunge und die immunsuppressive Leberumgebung
die Ansiedlung und das Uberleben von Tumorzellen begiinstigen (Morgan-Parkes 1995,
Altorki et al. 2019, Brodt 2016).

Die Seed and Soil Hypothese hebt die Bedeutung der Wechselwirkung zwischen Tumor-
zellen und dem umgebenden Gewebe hervor und betont die Rolle spezifischer Regulatoren
bei dem komplexen Prozess der Metastasierung. Das Verstandnis dieser Wechselwirkun-
gen kénnte die Grundlage fur die Entwicklung neuer Therapieansatze zur Bekampfung von
Metastasen bilden und somit die Aussichten fur Tumorpatienten verbessern (Gupta und
Massagué 2006, Lambert et al. 2017, Fidler 2003).

1.4 Minimale Resterkrankung

Mit dem Begriff minimale Resterkrankung wird das Vorhandensein klinisch bedeutsamer
geringer Tumorabspaltungen beschrieben. Geringe Mengen an Tumorzellen kénnen trotz
erfolgter Tumortherapie im Korper unentdeckt verbleiben (Pantel und Alix-Panabiéres
2019). Dabei handelt es sich haufig um dormante oder seneszente Zellen. Diese Populati-
onen an Krebszellen kdénnen trotz fehlender klinischer Manifestation zu einem Rezidiv fih-
ren (Bidard et al. 2008). Der Nachweis einer minimal residualen Erkrankung geht haufig mit
einer schlechteren Prognose und einem schwereren Verlauf einher. Die Identifizierung und
Charakterisierung von residualen Zellen als Ursprung fir Rezidive bietet die Chance, the-

rapeutische Strategien zu verbessern und die Rezidivraten zu verringern (Lin et al. 2011).

1.4.1 Disseminierte Tumorzellen

DTCs stellen eine heterogene Gruppe von Tumorzellen dar, die sich von ihrem Ursprungs-
ort gelést und eine neue Umgebung erreicht haben (Klein 2009). Bei den DTCs kann es
sich sowohl um Einzelzellen als auch um Cluster handeln. Eine Dissemination tritt nicht nur

bei Tumoren im fortgeschrittenen Stadium auf, sondern kann auch in frihen Tumorstadien
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entstehen (Hosseini et al. 2016). Klinisch bedeutsam sind DTCs als Ausgangspunkt von

Metastasen, wobei sich nicht aus jeder DTC eine Metastase entwickelt (Aceto et al. 2014).

Die Komplexitat der Uberwachung und Therapie von DTCs wird durch ihre Charakteristika
verstarkt. DTCs kommen nur in sehr geringen Dichten vor, was eine Analyse auf Einzelzel-
lebene erfordert. Im Knochenmark, einem bekannten Zielort von DTCs, wurden Dichten von
1 x 107 bis zu 107 nachgewiesen (Riethdorf et al. 2008, Pantel und Brakenhoff 2004).
Neben der geringen Anzahl an DTCs stellt auch das umliegende Gewebe flr die Detektion
eine Herausforderung dar. Epitheliale DTCs lassen sich mit epithelialen Markern nur in nicht
epithelialem Gewebe nachweisen, da in epithelialen Geweben das ganze Organ markiert

wird.

Zudem erschwert auch die Heterogenitat der DTCs den Nachweis und die Therapie. Unab-
hangig von der Tumorentitat zeichnen sich DTCs durch eine hohe genetische Diversitat aus
(Stoecklein und Klein 2010). Bei der Behandlung betroffener Patienten ist zu bertcksichti-
gen, dass sich die Charakteristika von DTCs im Vergleich zum Primartumor potenziell ver-
andert hat, wodurch sie resistent gegen vormals wirksame adjuvante Therapien werden
kénnen (Klein et al. 2002).

Ein weiterer Aspekt, der DTCs vor adjuvanten Chemotherapien schutzt, ist ihr mitotisch
inaktiver Zustand (G0-Phase des Zellzyklus). Chemotherapeutika, die vor allem auf prolife-
rierende Zellen wirken, sind daher ineffektiv (Pantel et al. 1997). Aufgrund ihrer komplexen
Detektion und der herausfordernden Probenentnahme (z. B. Knochenmark) haben sich
DTCs bisher kaum in der Diagnostik etabliert (Magbanua et al. 2019). Zahlreiche Studien
belegen jedoch, dass DTCs als Faktor fur die Prognose, flir das Ansprechverhalten auf
adjuvante Therapieformen und fir die Wahrscheinlichkeit der Rezidiventstehung hinzuge-
zogen werden sollten (Sosa et al. 2014, Fehm et al. 2006, Riethdorf et al. 2008, Balic et al.
2006).

DTCs kénnen mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden. Fur DTCs mit einem
epithelialen Ursprung sind Antikdrper gegen intrazellulare Zytokeratine (z. B. A45-B/B3,
AE1/AE3, KL-1) geeignet (Pantel und Brakenhoff 2004, Riethdorf et al. 2008). AE1/AE3
bindet an ein breites Spektrum von Zytokeratinen. Daher lassen sich mit diesem Antikérper
auch Zellen darstellen, die nach Durchlaufen der EMT andere epitheliale Marker nicht mehr
exprimieren (Riethdorf et al. 2008).

1.4.2 Ruhezustand (Dormancy)

Die Erstbeschreibung von dormanten Zellen erfolgte bereits im frihen 20. Jahrhundert
(Willis 1934). Bei der Dormancy handelt es sich um einen temporéaren Zustand, in dem die

Zellen in ihrem Wachstum pausieren und ihre Mitose stoppen (Hadfield 1954). In diesem

13



Zustand bleiben Tumorzellen haufig unentdeckt. Dormante Zellen spielen jedoch fur das
Auftreten von Rezidiven und fur die Bildung von Metastasen eine wichtige Rolle (siehe un-

ten). Der Zustand der Dormancy lasst sich auf verschiedene Mechanismen zurlckfluhren:

- Bei der zellular vermittelten Dormancy treten die Zellen in ein Programm ein, bei dem
ihre Zahl konstant bleibt. Anders als bei der Seneszenz ist dieser Zustand allerdings
reversibel und die Zellen kébnnen aus dem Ruhezustand wieder erwachen (Endo und
Inoue 2019).

- Bei der immun-vermittelten Dormancy ist die Aktivitat des Immunsystem der limitie-
rende Faktor. Anders als bei der zellularen Dormancy kommt es weiter zu Zellteilun-
gen, jedoch bleibt die Gesamtzahl der DTCs durch den Angriff der Immunzellen kon-
stant (Aguirre-Ghiso 2007).

- Bei der angiogenen Dormancy ist der limitierende Faktor die Versorgung der DTCs.
Die Zellen teilen sich zwar weiterhin, sterben aber aufgrund der limitierenden Versor-
gung auch wieder ab. Hieraus ergibt sich ein Gleichgewicht und eine konstante An-
zahl an DTCs (Yeh und Ramaswamy 2015).

Die Ausloser fir die Reaktivierung von dormanten Zellen sind aktuell noch nicht ausrei-
chend geklart. Bekannt ist jedoch, dass das Mikromilieu der Tumorzellen mit dariber ent-
scheidet, ob Tumorzellen aus dem dormanten Zustand ,erwachen® oder in ihm verharren
(Sosa et al. 2014). Fir die Reaktivierung ist eine fur die Tumorzelle glinstigen Mikroumge-
bung eine Grundvoraussetzung (Giancotti 2013). Zahlreiche Anpassungsmechanismen
spielen bei der Wechselwirkung zwischen der Tumorzelle und der Umgebung eine Rolle
(Aguirre-Ghiso 2018). Die Identifikation der Mechanismen fur die Entstehung und die Be-
endigung des dormanten Zustands von Zellen ermdglicht die Entwicklung neuer Strategien

zur Pravention und Behandlung von Tumorerkrankungen (Phan und Croucher 2020).

1.4.3 Seneszente Zellen

Bei der Seneszenz handelt sich um den physiologischen Alterungsprozess von Zellen
(Pérez-Mancera et al. 2014). Hierbei kommt es zu einen irreversiblen Zellzyklusarrest. Hau-
fig treten Zellen nach Schadigungen in den Zustand der Seneszenz ein, um gréeren Scha-
den z. B. durch eine unkontrollierte Proliferation zu verhindern. Faktoren, die einen Cell
cycle arrest (CCA) auslésen kdnnen sind beispielsweise chronischer Stress, Infektionen
oder Mutationen. Die nicht mehr teilungsfahigen Zellen kdnnen metabolisch aktiv bleiben
(Van Deursen 2014) und eine Vielzahl von Molekulen in das umgebende Gewebe, darunter
Interleukine, Chemokine und Wachstumsfaktoren, sezernieren (Seneszenz-assoziierter
sekretorischer Phanotyp (SASP) (Hanahan 2022).
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Beim Alterungsprozess kdnnen sich seneszente Zellen vom SASP ansammeln, die den
Zellstoffwechsel stéren, chronischen Entziindungen férdern und das Immunsystem beein-
trachtigen (Campisi 2013). Daraus kann sich ein die Kanzerogenese forderndes Mikromi-
lieu entwickeln (Liu und Hornsby 2007, Parrinello et al. 2005).

Die komplexe Rolle von seneszenten Zellen in der Tumorentwicklung ist noch nicht voll-
standig verstanden, was den Forschungsbedarf auf diesem Gebiet unterstreicht. Die ge-
zielte Beseitigung seneszenter Zellen oder die Modulation des SASP kdnnten vielverspre-
chender Ansatze sein. Die Seneszenziberwachung bietet das Potenzial, die Effizienz von

Tumortherapien und die Lebensqualitat von Patienten zu verbessern (Wang et al. 2020).

1.5 Muskelgewebe

Im menschlichen Kérper nimmt die Skelettmuskelmasse etwa 40 % der Kérpermasse ein
(Poortmans et al. 2005). Ungeachtet der groRen Masse und der guten Durchblutung ist eine
Metastasenbildung im Muskelgewebe selten (Plaza et al. 2008). Trotz des Fehlens von
Metastasen konnte das Muskelgewebe aber ein Reservoir fur minimale Resterkrankungen

darstellen.

Auch Tumoren, die sich im Skelettmuskel manifestieren, sind aufdert selten. Sarkome ma-
chen weniger als 1 % aller Neoplasien aus (Vodanovich und Choong 2018). Bei Tumoren
des Skelettmuskels werden benigne (z. B. Myome) und maligne (z. B. Rhabdomyosarkome)

Formen unterschieden (s. Tab. 7).

Tab. 1: Haufigste benigne und maligne Tumoren im Skelettmuskel und im Herzen

(absteigende Reihenfolge) (Sarjeant et al. 2003, Agamanolis et al. 1986)

Skelettmuskel Herz
Benigne Maligne Benigne Maligne
Rhabdomyom | Rhabdomyosarkom kardiales Myxom Angiosarkom

papillares Fibroelastom | malignes fibréses Histozytom

Rhabdomyom

Sarkome des Weichgewebes stellen eine heterogene Gruppe dar (Cormier und Pollock
2004). Sie treten in verschiedenen Altersgruppen unterschiedlich haufig auf (Genadry et al.
2018). Insbesondere Kinder sind 6fter von Sarkomen innerhalb des Muskels betroffen. Hier-

bei dominiert das Rhabdomyosarkom, bei dem zwei Subtypen unterschieden werden. Das
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alveolare Rhabdomyosarkom zeichnet sich durch eine balancierte Chromosomentranslo-
kation aus (Skapek et al. 2019). Beim embryonalen Rhabdomyosarkom fiihrt eine chromo-
somale Veranderung zum Verlust der Heterozygotie (Dagher und Helman 1999). Die Prog-
nose von Rhabdomyosarkomen variiert stark und ist von verschiedenen Faktoren abhan-
gig. Mittlerweile hat sich die Uberlebensrate von Kindern mit milderen Verlaufen deutlich
verbessert. Rhabdomyosarkome im Erwachsenenalter und Falle mit Metastasenbildung

zeigen ein deutlich schlechteres Outcome (Dasgupta et al. 2016).

Noch seltener als Sarkome des Muskels sind im Skelettmuskel manifestierte Metastasen.
Die herausfordernde Abgrenzung zwischen Metastasen und Sarkomen ist von grof3er Be-
deutung. Bei nicht bekannten Primartumoren sind Fehldiagnosen haufig (Surov et al. 2010).
Die korrekte Diagnose ist fir die Therapieplanung unverzichtbar, da es sich beim Auftreten
von Skelettmuskel-Metastasen nicht mehr um eine lokale, sondern um eine systemische
Erkrankung handelt (Koike et al. 2005).

Die Datenlage zum Nachweis von Metastasen im Skelettmuskel ist unzureichend (Koike et
al. 2005, Li et al. 2016, Surov et al. 2010). Metastasen im Skelettmuskel werden aufgrund
ihrer geringen Grof3e, dem Fehlen von Symptomen und ihrer Seltenheit haufig Ubersehen.
Bei Metastasen des Skelettmuskels handelt es sich haufig um Zufallsbefunde im Rahmen

des Tumorstagings (Surov et al. 2010).

Das Auftreten von Metastasen im Muskel ist meist auf eine hamatogene Dissemination
(vergleiche Kapitel 1.3) zurtickzufiihren. Zuséatzlich ist fir den Musculus (M.) psoas eine
lymphogene Dissemination Uber zwischen dem Muskel und der Wirbelsaule liegende
Lymphknoten méglich (Perisano et al. 2012). Traumata férdern aufgrund einer veranderten
Muskelphysiologie das Auftreten von Metastasen im Skelettmuskel (Magee und Rosenthal
2002). Sie sind mit einer aulierst schlechten Prognose verbunden. Haufig versterben die
Betroffenen nach wenigen Monaten. Mdgliche Therapieansatze sind die chirurgische Exzi-

sion, die Bestrahlung und die Chemotherapie (Harryman et al. 2021).

Die in Tabelle 1 dargestellten Tumoren des Herzens sind mit einer Inzidenz von 0,001-
0,03 % ebenfalls selten. Bei Primartumoren handelt es sich in 75 % der Falle um benigne
Tumoren (Ladich und Virmani 2016). Eine Manifestation von Metastasen im Herzen ist mit
2-18,3 % zu beobachten (Bussani et al. 2007). Das klinische Erscheinungsbild von Neo-
plasien im Herzen ist heterogen; lebensbedrohliche Zustande (z. B. Herztamponaden, Ar-
rhythmien) sind mdéglich. Auch die Prognosen und Therapieformen sind daher unterschied-
lich. Die héchste Prioritat hat die Behandlung und Verhinderung des Wiederauftretens der
Symptome. Die Therapieoptionen umfassen eine chirurgische Resektion bei drohender Ob-

struktion sowie Chemo- und Radiotherapien (Goldberg et al. 2013).
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1.5.1 Aufbau der Skelettmuskulatur

Zu den Aufgaben der Skelettmuskeln zahlen neben der Bewegung des Kdrpers zahlreiche
weitere physiologische Prozesse, wie die Thermogenese, der Stoffwechsel sowie die Sek-

retion von Peptiden zur Kommunikation mit anderen Geweben (Csapo et al. 2020).

Als quergestreifte Muskulatur bestehen Skelettmuskeln aus vielschichtigen Strukturen, die
sich von grof3en anatomischen Einheiten bis hin zu zellularen Komponenten erstrecken (s.
Abb. 4) Grundeinheiten sind die Muskelbuindel, die sich aus Muskelfasern zusammenset-
zen. Die von bindegewebigen Hillen umgebenen Muskelfaserblindel schaffen eine raumli-

che Ordnung:

- Das Epimysium umgibt als duRerste Hille den gesamten Muskel. Es besteht aus gro-
Ren Kollagen-Bundeln, die strukturell denen in Sehnen gleichen (Gao et al. 2008).
Die in den kollagenen Elementen des Epimysiums enthaltene Hyaluronsaure ermog-
licht den Kollagen-Fasern im umliegenden Gewebe zu gleiten, wodurch die notwen-
dige Mobilitat entsteht (Wackerhage et al. 2018).

- Das Perimysium umschlief3t ein Buindel von Muskelfasern. Aufgrund der Nahe ist die
Abgrenzung zum Endomysium komplex. Histologisch unterscheiden sich Endomy-
sium und Perimysium. Das Perimysium enthalt anders als das Endomysium Kollagen-
Typ-lI Fasern, die dem Gewebe die notwendige Festigkeit gegenuber auftretenden
Zugkraften verleihen (Passerieux et al. 2007). Das Perimysium spielt eine Rolle bei
der Kraftibertragung zwischen einzelnen Muskelfasern und tragt zur Stabilitat der
Anordnung der Faserbundel bei.

- Das Endomysium umhllt als geordnetes Netzwerk einzelne Muskelfasern, wodurch
sich die Reilfestigkeit des Muskels erhoht (Purslow und Trotter 1994).

Muskelfasern bestehen aus zahlreichen Myofibrillen, die wiederum aus hunderten von Sar-
komeren aufgebaut sind. Das Sarkomer gilt als kleinste kontraktile Einheit. Kennzeichnend
fur die quergestreifte Muskulatur ist die unter dem Lichtmikroskop sichtbare abwechselnd
hell (A-Bande) und dunkle (I-Bande) Querstreifung des Sarkomers. Skelettmuskelzellen bil-
den Synzytien mit bis zu mehreren 100 Zellkernen. Ein Synzytium besitzt eine Lange von

mehreren mm / cm und eine Breite von 40—-80 um (Furst und Schréder 2014).
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Abb. 4: Aufbau des Skelettmuskels

Strukturebenen des Muskels: kleinste kontraktile Einheit (Sarkomer), Myofibrillen, Muskelfasern und
Muskelbtindel (Altersberger und Geisler 2022).

1.5.2 Aufbau der Herzwand

Die Herzmuskulatur nimmt morphologisch eine Zwischenstellung zwischen der Skelettmus-
kulatur und der glatten Muskulatur ein (Stephenson et al. 2016). Die Herzwand Iasst sich in
Schichten unterteilen (s. Abb. 5).

- Die aulerste Schicht, das Epikard, besteht aus einer dinnen Bindegewebsschicht
und enthalt epitheliale Zellen, Blutgefalle und Nerven. Letztere versorgen das Herz.

- Das Myokard bildet den grof3ten Anteil der Herzwand. Es besteht aus massiven, quer-
gestreiften Muskelzellen, die durch Bindegewebe unterstitzt und durch Blutgefalie
versorgt werden. Das Myokard ist verantwortlich fur die Kontraktion des Herzens und
pumpt das Blut durch das kardiovaskulare System.

- Die innerste Schicht der Herzwand, das Endokard, kleidet die Herzkammern und die
Herzklappen aus. Die dinne Schicht aus Endothelzellen und Bindegewebe ermég-

licht einen reibungsarmen Blutfluss durch das Herz (Whitaker 2010).
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Im Mikroskop ist erkennbar, dass die Herzmuskulatur eine geordnete Struktur ahnlich die
der Skelettmuskulatur aufweist. Die Herzmuskulatur besteht aus langen, Uber Glanzstreifen
miteinander verbundenen Herzmuskelfasern. Anders als die Muskelzellen mit zahlreichen
peripher liegenden Zellkernen besitzen die zylindrischen Herzmuskelzellen ein bis maximal
zwei zentralgelegene Zellkerne (Arackal und Alsayouri 2023, Sommer und Waugh 1978).

Abb. 5: Aufbau der Herzwand

Anatomische Schichten der Herzwand: Schematische Darstellung (links), mikroskopische Aufnahme
(rechts) (Indiana University 2016)
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2 Material und Methodik

2.1 Studiengenehmigung

Die vorliegende Dissertation wurde von der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg
genehmigt. Die Genehmigung beinhaltete auch die Durchfihrung von Sektionen im Institut
fir Rechtsmedizin an den verstorbenen Probanden (Ethiknummer PV4982). Vor der Pro-
benentnahme wurde den Angehdrigen der verstorbenen Personen die Studie erlautert. An-
schlieBend gaben sie ihr miindliches und schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der

Studie sowie zur Verwendung der anonymisierten Daten fir Forschungszwecke.

2.2 Patientenkollektiv

In dieser Dissertation wurden Muskelproben von 18 verstorbenen Patienten mit diagnosti-
zierten epithelialen Tumoren (Tumorkohorte) und von 13 verstorbenen Patienten ohne Tu-
morerkrankung (Kontrollgruppe) gesammelt. Zwei Proben der Tumorkohorte und der Kon-
troligruppe mussten aufgrund von mangelndem Material ausgeschlossen werden. Die Pro-
ben wurden im Zeitraum vom Mai 2021 bis Dezember 2022 gesammelt. Die Proben stamm-
ten von Patienten, die entweder im Universitatsklinikum Eppendorf (UKE) verstorben wa-
ren, oder die mit einem Rettungswagen ins Institut fur Rechtsmedizin eingeliefert worden
waren. Die demographischen und klinischen Daten (Alter, Geschlecht, Body Mass Index
(BMI), Postmortales Intervall (PMI), Tumorentitaten, Metastasierung, Todesursache) ent-
stammen den Sektionsberichten des Instituts fir Rechtsmedizin am UKE und sind in Tab. 3

bis Tab. 5 zusammengefasst.

2.3 Detektion der disseminierten Tumorzellen (DTCs)

Wie in Abb. 6 dargestellt, umfasst die Methodik aufeinander abgestimmte Schritte begin-

nend von der Probenentnahme bis hin zur Analyse und Auswertung.
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Abb. 6: Detektion der disseminierten Tumorzellen (DTCs)

Abkurzungen: IFR = Institut fir Rechtsmedizin; FFPE = Formalin-fixed paraffin-embedded; H.E. =
Hamatoxylin-Eosin; PT = Primartumor; MET = Metastase; EpCAM = Epithelial Cell Adhesion
Molecule

1. (Anderson 2016); 2.+3. (ClearLight Biotechnologies 2024); 4. (Reiter und Koslowski 2024) 5. (ei-
genes Bildmaterial); 6. (Art 2024)

2.3.1 Probenentnahme

Die Probenentnahme erfolgte durch Mitarbeiter des Instituts flir Rechtsmedizin gemaf den
Standardprotokollen (s. Abb. 7). Dabei wurden — soweit moglich — Proben des Primartumors
und der Metastasen enthnommen. Zusatzlich erfolgte in beiden Untersuchungsgruppen eine
Probenentnahme aus dem M. psoas rechts und links. Bei neun Verstorbenen der Kontroll-
gruppe und acht Verstorbenen der Tumorkohorte wurden dartber hinaus Proben aus dem
M. papillaris (n = 17) entnommen. Bei je einem Verstorbenen der Tumorkohorte und der
Kontrollgruppe wurde von der standardisierten Probenentnahme abgewichen und eine ult-
raschallgestitzte Feinnadelbiopsie entnommen. Die Proben wurden in einer neutral gepuf-

ferten 4%-igen Formaldehyd-L&sung fixiert.

AnschlieRend wurden von den Proben Quer- und Langsschnitte angefertigt und in Tra-
gerelemente fur die Erstellung von Formalin-Fixed Paraffin-Embedded (FFPE) Blécken ge-
legt. Die Tragerelemente wurden mit der Sektionsnummer des Verstorbenen beschriftet

und zur weiteren Verarbeitung in die Pathologie Ubergeben.
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Abb. 7: Abfolge der Probenentnahme

Ablauf der Probenentnahme aus dem Musculus (M.) psoas und dem M. papillaris im Institut fir
Rechtsmedizin am Universitatsklinikum Eppendorf (die Bilder wurden freundlicherweise von Frau Dr.
Fitzek zur Verfiigung gestellt).

2.3.2 Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) Blocke und immunhistochemische
Farbungen

In der Pathologie des UKEs wurden die Tragerelemente der FFPE-Blécke zur eindeutigen
Identifizierung mit der jeweiligen Fallnummer, dem Barcode und der Blockbezeichnung be-
druckt. AnschlieRend erfolgten die maschinelle Dehydrierung und das Einbetten in FFPE-
Blocke durch Mitarbeiter des Instituts. Die FFPE-Blocke wurden in 2—4 um dicke Scheiben
geschnitten und im Anschluss gefarbt. Die Schnitte wurden wie folgt gefarbt:

- 1. Schnitt: Hamatoxylin-Eosin (H.E.) Farbung
- 2.und 20. Schnitt: pan-Keratin Farbungen (Antikdrper: A1/A3)
- 3. Schnitt: EpCAM Farbung (Antikérper: Ber-EP4)

Leerschnitte (4.—19. Schnitt) wurden fur mogliche Tumor-spezifische immunhistochemische
Farbungen oder die Wiederholung von Farbungen aufbewahrt (s. Tab. 2). Bei den mit einer
ultraschallgestitzte Feinnadelbiopsie enthommenen Proben erfolgte zusatzlich die Tumor-
spezifische immunhistochemischen Farbung von GATA 3 und ER.
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Tab. 2: Verwendete Farbungen

Antikérper/Farbung Firma Bestellnummer
AE1/AE3 Dako Omnis GA05361-2
Ber-EP4 Dako Omnis IR63761-2

ER Dako Omnis GA08461-2
GATA 3 MS Validated Antibodies 2980-450M-01
H.E.-Farbung:

- Hadmalaun nach Meyer Merck 1.09249.2500
-Eosin1 % Roth 3137.2

- HCI-Alkohol 0,25 % Sigma 07104

Abkurzungen: AE1/AE3 = AntikGrper gegen Keratin; Ber-EP4 = Antikdrper gegen EpCAM; ER =
Ostrogen-Rezeptor; GATA-3 = Transkriptionsfaktor; HCI = Salzsaure

2.3.3 Analyse der Objekttrager

Die Proben wurden mit dem Mikroskop Axio Scope.A1 (Zeiss) ausgewertet. Primartumoren
und Metastasen wurden zunachst bei einer funffachen VergréRerung beurteilt. Zusatzlich
wurden Bilder in zwanzig- und vierzigfacher VergroRerung erstellt. Die Muskelproben wur-
den bei einer zwanzigfachen VergrofRerung analysiert. Von positiven Zellen wurden Bilder

in zwanzig- und vierzigfacher VergroRerung erstellt.

2.3.4 Auswertung der Objekttrager

Die Proben der Primartumoren und Metastasen wurden hinsichtlich des prozentualen An-
teils der pan-Keratin- und EpCAM-positiven Zellen und deren Farbeintensitat untersucht. In
den Proben des Muskelgewebes wurden pan-Keratin- und EpCAM-positive Einzelzellen

und Cluster gezahlt.

Die positiven Zellen in den Proben wurden auf der Grundlage ihrer Farbintensitat, Morpho-
logie und Lokalisation in die Kategorien "sicher", "fraglich" und "eher nicht" klassifiziert. Zur
Bestatigung der positiven Ergebnisse erfolgte eine zweite Bewertung durch einen erfahre-
nen Pathologen. Die Bilder wurden auf einer Speicherplattform gesichert. Die positiven Zel-
len im Skelettmuskel wurden nach ihrer Lokalisation im Endomysium, Perimysium und

Epimysium kategorisiert.
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2.4 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit dem Statistikprogramm SPSS durchgefuhrt. Die klini-
schen Parameter wurden aus der Datenbank des UKE und die Anamnese-Daten aus der

Datenbank der Rechtsmedizin (UKE) entnommen.

Die Unterschiede beim Auftreten von Keratin- und EpCAM-positiven Zellen im Skelett- bzw.
Herzmuskel in der Tumorkohorte und in der Kontrollgruppe wurden mit dem Mann-Whitney-
U-Test untersucht. Dabei wurden Keratin- und EpCAM-positive Einzelzellen, Keratin- und
EpCAM-positive Einzelzellen + Cluster sowie der Gesamtanzahl Keratin- und EpCAM-po-

sitiver Zellen berucksichtigt.

Fir die Identifizierung eines mdglichen Zusammenhangs zwischen der Gesamtanzahl Ke-
ratin- und EpCAM-positiver Zellen und dem postmortalen Intervall (PMI, Zeitraum zwischen
Tod und Probennahme) wurde eine Korrelationsanalyse nach Pearson durchgefiihrt. Der
Korrelationskoeffizient (r) kann dabei Werte zwischen -1 und 1 annehmen. Negative Werte
deuten auf einen inversen Zusammenhang hin. Werte in der Nahe von -1 bzw. 1 kennzeich-
nen eine starke Korrelation; Werte in der Nahe von 0 dagegen einen schwachen Zusam-

menhang.

Die statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert von < 0,05 angenommen.
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3 Ergebnisse

Zur Beantwortung der Fragestellung, ob DTCs immunhistochemisch in histologischen Pra-
paraten von verstorbenen Patienten nachweisbar sind, wurden Proben von verstorbenen
Personen mit und ohne einer bekannten Tumorerkrankung entnommen und immunhisto-
chemisch gefarbt. Von den 31 Verstorbenen, bei denen im Zeitraum vom Mai 2021 bis zum
Dezember 2022 eine Sektion im Institut fir Rechtsmedizin am UKE durchgefiihrt wurde,
wurden 27 Verstorbene in die Arbeit eingeschlossen. Die in einer Excel-Tabelle aufgefuhr-
ten anonymisierten Patientendaten umfassten das Patientenpseudonym, das PMI, die Tu-
morentitat, die Lokalisation der Metastase, das Geschlecht, das Alter und den BMI. In der

Kontrollgruppe wurde zusatzlich die Todesursache dokumentiert.

3.1 Demographische und Tumor-assoziierte Daten der Tumorko-

horte

Unter den 16 Personen der Tumorkohorte befanden sich zehn Manner und sechs Frauen.
Die Altersspanne reichte von 48 bis 88 Jahren; das Durchschnittsalter betrug 71 Jahre (s.
Tab. 4). Im Mittel lag das PMI bei 153 Stunden. Der BMI der Verstorbenen betrug im Mittel
22 kg/m?. In der Tumorkohorte wurden elf Tumorentitaten und sieben verschiedene Lokali-
sationen der Metastasierung festgestellt. Am haufigsten war die Leber gefolgt von der

Lunge von Metastasen betroffen (s. Tab. 3: Uberblick tiber die Tumorerkrankungen
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Tab. 3: Uberblick iiber die Tumorerkrankungen in der Tumorkohorte

ID PMI [h] | Primartumor Lokalisation der Metastasen

1 168 Harnblasenkarzinom Lunge

2 96 neuroendokrines Karzinom (CUP) | Leber

3 144 Urothelkarzinom Lunge

4 408 Bronchialkarzinom Nebenniere

5 48 Bronchialkarzinom k. A.

6 120 Bronchialkarzinom Hirn

7 528 Harnblasenkarzinom Leber

8 192 Harnblasenkarzinom Leber

9 48 Plattenepithelkarzinom Lunge

10* | 48 Hepatozelluldres Karzinom k. A.

11* 72 Paraganglion Knochen, Nieren, Lymphknoten,
Kleinhirn

12* | 72 Appendix vermiformis Karzinom Leber, Peritonealkarzinose

13* [ 120 distales Osophaguskarzinom Leber, Wirbelsaule

14* | 288 Adenokarzinom (CUP) Leber, Lunge

15 | 72 Mammakarzinom Leber, Lunge, Knochen

16 24 Mammakarzinom k. A.

Abbkiirzungen: ID = Identifikationsnummer der Verstorbenen; ID* = zusatzliche Entnahme des Pa-
pillarmuskels; PMI [h] = postmortales Intervall in Stunden (Zeitraum zwischen dem tddlichen Ereignis
und der Sektion); CUP = Cancer of unknown Primary; k. A. = keine Angabe

26



Tab. 4: Demographische Daten der Verstorbenen der Tumorkohorte

ID Geschlecht | Alter [Jahre] Body-Mass-Index (BMI) [kg/m?]
1 w 67 k. A.
2 M 75 33,4
3 M 82 24,6
4 M 58 18

5 M 60 k. A.
6* M 74 k. A.
7 M 88 19,3
8 W 48 15,4
o* M 84 20,7
10* M 79 23,2
11* M 60 23,3
12* M 48 241
13* w 76 20,2
14* w 76 28,6
15* w 79 21,6
16 w 84 18,5

Abkurzungen: ID = Identifikationsnummer der Verstorbenen; ID* = zusatzliche Entnahme des Papil-
larmuskels; k. A. = keine Angabe (fehlende Angaben zu Gewicht und Grée); M = mannlich; W =
weiblich

3.2 Demographische Daten und Todesursache in der Kontroll-
gruppe

Die Kontrollgruppe setzte sich aus zehn Méannern und einer Frau zusammen. In dieser
Gruppe betrug das PMI im Mittel 67 Stunden. Die Verstorbenen waren zwischen 27 bis 89
Jahre alt; das Durchschnittsalter betrug 67 Jahre. Der BMI der Verstorbenen lag im Durch-
schnitt bei 27 kg/m? (s. Tab. 5).
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Tab. 5: Kontrollgruppe: Todesursache und demographische Daten

ID PMI | Todesursache Ge- Alter | BMI
[h] schlecht [kg/m?¥
17* 48 Pneumonie, gastrointestinale Blutung, | M 62 k. A.

palliativer Gesamtzustand, kleiner recht-
ventrikularer Infarkt

18* |72 linksfihrende kardiale Dekompensation | M 37 28,2
bei Hirnmassenblutung, Drogenkonsum
19* | 96 kardio-respiratorisches Versagen bei akut | M 89 30,9

eitriger Bronchitis und chron. Herzerkran-
kung, Herzinfarkt, Prostatateilentfernung

20* |72 zentrale Einklemmung bei Hirnblutung, | M 64 28,3
akuter Hirninfarkt
21* | 120 | Zeichen einer Vergiftung, chronisch ent- | M 27 28
zindliche Darmerkrankung, chronische
Herzleistungsschwache
22 96 akute eitrige Bronchopneumonie M 80 37,2
23 24 Suizid durch Erhangen M 58 23,5
24 | F* mehrfaches Schadel Hirn Trauma und | W 79 21,2
mechanisches Ersticken
25* F* Suizid durch Erhangen M 75 24,7
26* | 25 septisches Multiorganversagen bei chro- | M 83 k. A.
nisch akuter Niereninsuffizienz und fragli-
ches Myokardinfarktrezidiv
27* | 48 (Aspirations) Pneumonie M 84 20,8

Abkurzungen: ID = Identifikationsnummer der Verstorbenen; ID* = zusatzliche Entnahme des Papil-
larmuskels; PMI [h] = postmortales Intervall in Stunden (Zeitraum zwischen dem tédlichen Ereignis
und der Sektion); F*= Zeitraum zwischen Auffindedatum bis zur Obduktion 9 h (Todeszeitpunkt un-
bekannt); M = mannlich; W = weiblich; k. A. = keine Angabe (fehlende Angaben zu Gewicht und
Grofe); BMI = Body-Mass-Index

3.3 Anzahl der DTCs im Skelettmuskel der Verstorbenen der Tu-

morkohorte

In der Tumorkohorte konnten tber die Antikdrper gegen Keratin (AE1/AE3) in 14 von 16
Skelettmuskelproben (87,5%) DTCs nachgewiesen werden (s. Tab. 6). Cluster-Ansamm-
lungen von Keratin-positiven DTCs waren mit 6,25 % (1 von 16 Proben) deutlich seltener.
Im Durchschnitt wurden pro Verstorbenen 3,9 Keratin-positive DTCs gefunden. Die Spanne
der Anzahl einzelner Keratin-positiver DTCs reichte von 0 bis 16 Zellen. Keratin-positive
Cluster-Ansammlungen wurden durchschnittlich 0,06-mal pro Verstorbenen dokumentiert.

Hierbei lag die Spanne zwischen 0 und 1.
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Tab. 6: Keratin-(CK)- und Epithelial Cell Adhesion Molecule-(EpCAM)-positive Zellen

und Cluster im Skelettmuskel (Musculus psoas) der Krebskohorte

Keratin-positive Zellen EpCAM-positive Zellen
ID . Einzelzellen Gesamt- . Einzelzellen Gesamt-
Einzel- Einzel-
zellen + zahl der zellen + zahl der
Cluster Zellen Cluster Zellen
1 2 2 2 0 1 3
2 0 0 0 1 1 1
3 3 4 42 0 0 0
4 5 5 5 0 1 4
5 0 0 0 0 0 0
6 1 1 1 0 0 0
7 5 5 5 1 2 5
8 0 0 0 0 0 0
9 3 3 3 0 0 0
10 6 6 6 0 0 0
11 16 16 16 0 1 17
12 4 4 4 0 0 0
13 6 6 6 2 3 6
14 1 1 1 1 1 1
15 3 3 3 2 2 2
16* 8 8 8 2 3 6
Total 63 64 102 9 15 45

Die mit * markierte ID kennzeichnet die Probe, die abweichend von den anderen Proben mit einer
Ultraschalltechnik entnommen wurde.; ID = Identifikationsnummer der Verstorbenen

Weiter wurden mit dem Antikorper gegen EpCAM (Ber-EP4) durchschnittlich 0,6 DTCs pro
Verstorbenen nachgewiesen. Die Anzahl EpCAM-positiver Zellen war deutlich geringer als
die Anzahl Keratin-positiver Zellen (3,9 pro Verstorbenen). Auch die Spanne EpCAM-
positiver Zellen (0—2) war im Vergleich zur Spanne Keratin-positiver Zellen (0—16) kleiner.
Die Anzahl der detektieten EpCAM-positiven Cluster Uberschritt dagegen mit
durchschnittlich 0,31 (Spanne 0-1) pro Patient deutlich die Anzahl Keratin-positver Cluster
(0,06). In den nachfolgenden Abbildungen 8 und 9 sind beispielhaft Aufnahmen der
immunhistochemischen Farbungen der Proben des M. psoas der Tumorkohorte mit den

Antikdrpern gegen Keratin und EpCAM dargestellt.
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Abb. 8: Keratin-positive Einzelzellen (oben links) und Cluster (oben rechts) im Mus-
culus psoas und in der Metastase (unten) bei einem Verstorbenen der Tumorkohorte
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Abb. 9: Epithelial Cell Adhesion Molecule-(EpCAM)-positive Einzelzellen (oben links)
und Cluster (oben rechts) im Musculus psoas und in der Metastase (unten) bei einem
Verstorbenen der Tumorkohorte

3.4 Anzahl der DTCs im Skelettmuskel der Verstorbenen der Kon-

trollgruppe

Auch in der Kontrollgruppe mit Verstorbenen ohne bekannte Tumorerkrankungen waren in
den Proben aus dem M. psoas mit dem Antikdrper AE1/AE3 Keratin-positive Zellen nach-
weisbar (s. Tab. 7). Die Anzahl der Keratin-positiven Zellen war im Vergleich zur Anzahl in
den Proben der Tumorkohorte jedoch deutlich geringer. In 9 von 11 Proben (81,82 %) der
Kontrollgruppe waren Keratin-positive Zellen nachweisbar. Im Schnitt wiesen die Proben
1,5 Keratin-positive Zellen pro Verstorbenen auf. Die Haufigkeit war damit im Vergleich zu
den Proben der Tumorkohorte um 61,54 % geringer. Die Spanne der Anzahl der Keratin-
positiven DTCs reichte in der Kontrollgruppe von 0—4. Die durchschnittliche Detektionsrate
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Keratin-positiver Cluster pro Verstorbenen war bei insgesamt niedrigem Niveau in der Kon-
troligruppe mit 0,18 geringfligig hdher als in Tumorkohorte (0,06). Die Spanne der Cluster-
Haufigkeit betrug in der Kontrollgruppe (0—2) und in der Tumorkohorte (0-1).

Tab. 7: Keratin-(CK)- und Epithelial Cell Adhesion Molecule-(EpCAM)-positive Zellen

und Cluster im Skelettmuskel (Musculus psoas) der Kontrollgruppe

Keratin-positive Zellen EpCAM-positive Zellen

Einzel- Einzelzellen + o luls Einzel- Einzelzellen + EEEEIE

ID zellen Cluster zahl der zellen Cluster zahl der

Zellen Zellen

17 1 1 1 0 0 0
18 1 1 1 0 0 0
19 2 2 2 0 0 0
20 4 4 4 0 0 0
21 1 1 1 0 0 0
22 1 1 1 0 0 0
23* 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
25 3 3 3 0 0 0
26 3 4 10 0 0 0
27 1 2 4 0 0 0
Total 17 19 27 0 0 0

Die mit * markierte ID kennzeichnet die Probe, die abweichend von den anderen Proben mit einer
Ultraschalltechnik entnommen wurde.; ID = Identifikationsnummer der Verstorbenen

In der Kontrollgruppe waren im M. psoas keine EpCAM-positiven Einzelzellen oder Cluster
nachweisbar. In Abbildung 10 sind beispielhaft Aufnahmen der immunhistochemischen
Farbungen der Proben des M. psoas der Kontrollgruppe mit den Keratin-Antikdrpern

dargestellt.
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Abb. 10: Keratin-positive Einzelzelle (links) und Cluster (rechts) im Musculus psoas

bei einem Verstorbenen der Kontrollkohorte

3.5 Immunhistochemische Analyse der mittels Feinnadelbiopsie

gewonnenen Proben

Bei dem Verstorbenen mit der Identifikationsnummer 16 (Tumorkohorte) und 23 (Kontroll-
gruppe), bei denen die Proben mit der Ultraschalltechnik entnommen wurden, wurden ne-
ben den Standardfarbungen zusatzliche immunhistochemische Farbungen durchgefihrt
(s. Abb. 11). Bei dem Verstorbenen der Kontrollgruppe wurden bei den immunhistochemi-

schen Farbungen keine positiven Zellen detektiert.
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Abb. 11: Immunhistochemischer Nachweis von Keratin (1), Epithelial Cell Adhesion

Molecule (EpCAM, 2), des Ostrogen-Rezeptors (ER, 3) und des Transkriptionsfaktors

GATA-3 (4) -

positive Einzelzellen im Musculus psoas (linke Spalte) und Primartumor

(rechte Spalte) bei dem Verstorbenen mit der Identifikationsnummer 16
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3.6 Lokalisation der Keratin- und EpCAM-positiven Zellen und

Cluster im Skelettmuskel

Zusatzlich wurde die Lage der Keratin- und EpCAM-positiven Zellen und Cluster im Ske-
lettmuskel (Endo-, Peri, Epimysium, s. Kapitel 1.5.1) analysiert. Nicht alle Zellen warenein-
deutig lokalisierbar. Von den Muskelproben wurden Langs- und Querschnitte angefertigt
und in Paraffin eingebettet. Eine eindeutige Lokalisation war nur in quergeschnittenen Pra-
paraten moglich. Tabelle 8 fasst die Befunde zur Lokalisation der Keratin- und EpCAM-

positiven Zellen und Cluster im M. psoas zusammen.

Tab. 8: Lokalisation der Keratin-(CK)- und Epithelial Cell Adhesion Molecule-

(EpCAM)-positiven Zellen und Cluster im Skelettmuskel (Musculus psoas) der Tu-

morkohorte
Keratin EpCAM
ID | Endo- Perimy- Epimy- zuorden- Er:d?' Perimy- Epimy- zuorden-
mysium  sium sium bar sium sium sium bar
1 0 2 0 2/2 0 1 0 1/3
2 0 0 0 0/0 0 1 0 1M
3 0 0 1 1/42 0 0 0 0/0
4 0 2 1 3/5 0 0 0 0/4
5 0 0 0 0/0 0 0 0 0/0
6 0 0 1 1M 0 0 0 0/0
7 0 2 2 4/5 1 1 0 2/5
8 0 0 0 0/0 0 0 0 0/0
9 0 1 0 1/3 0 0 0 0/0
10 0 1 0 1/6 0 0 0 0/0
11 4 1 0 5/16 0 0 0 017
12 0 3 0 3/4 0 0 0 0/0
13 0 2 2 4/6 0 6 0 6/6
14 0 0 1 11 0 1 0 11
15 0 0 0 0/3 2 0 0 2/2
16* 0 1 0 1/8 0 2 0 2/6
o4 15 8 27102 | 3 12 0 15/45

Die mit * markierte ID kennzeichnet die Probe, die abweichend von den anderen Proben mit einer
Ultraschalltechnik entnommen wurde. ID = Identifikationsnummer der Verstorbenen

Nur etwa ein Viertel der Keratin-positiven Zellen war zweifelsfrei lokalisierbar. Insbesondere
Cluster mit zahlreichen positiven Zellen und Cluster in den Langsschnitten waren nicht
eindeutig zuordenbar. Uber die Halfte (55,56 %) der Keratin-positiven Zellen und Cluster
lagen im mittleren Kompartiment des Muskels (Perimysium). Am seltensten waren Keratin-

positive Zellen und Cluster im inneren Kompartiment des Muskels (Endomysium)
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nachweisbar (14,81 %). 29,63 % der Keratin-positiven Zellen und Cluster lagen im duf3eren

Bereich des Muskels (Epimysium).

Von den EpCAM-positiven Zellen und Clustern konnte etwa ein Drittel den
Muskelkompartimenten zugeordnet werden. Die meisten EpCAM-positiven Zellen und
Cluster (80 %) lagen im Perimysium. Die restlichen EpCAM-positiven Zellen und Cluster
(20 %) lagen im Endomysium. Im Epimysium waren keine EpCAM-positiven Zellen und

Cluster nachweisbar.

Die Abbildungen 12 und 13 zeigen beispielhaft Keratin- und EpCAM-positive Zellen in den

verschiedenen Kompartimenten des M. psoas.

Endomysium Perimysium | Epimysium

Abb. 12: Keratin-(CK)-positive Zellen im Endo-, Peri- und Epimysium des Musculus

psoas bei Verstorbenen der Tumorkohorte

4 T £ X e % -
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Endomysium Perimysium

Abb. 13: Epithelial Cell Adhesion Molecule-(EpCAM)-positive Zellen im Endo- und

Perimysium des Musculus psoas bei Verstorbenen der Tumorkohorte

Tabelle 9 fasst die Befunde zur Lokalisation der Keratin- und EpCAM-positiven Zellen und

Cluster im M. psoas in der Kontrollgruppe zusammen.
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Tab. 9: Lokalisation der Keratin-(CK)- und Epithelial Cell Adhesion Molecule-

(EpCAM)-positiven Zellen und Cluster im Skelettmuskel (Musculus psoas) der Kon-

troligruppe
Keratin EpCAM
ID | Endomy- Perimy- Epimy- zdue?:_' Endomy- Perimy-  Epimy-
sium sium sium bar sium sium sium

17 0 0 0 01 0 0 0
18 0 0 1 1/1 0 0 0
19 1 0 1 2/2 0 0 0
20 0 2 2 4/4 0 0 0
21 0 0 0 01 0 0 0
22 0 0 1 1/1 0 0 0
23* 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0 0
25 0 2 0 2/3 0 0 0
26 1 1 0 2/10 0 0 0
27 3 1 0 4/4 0 0 0
To- 5 6 5 16/27 0 0 0
tal

Die mit * markierte ID kennzeichnet die Probe, die abweichend von den anderen Proben mit einer
Ultraschalltechnik entnommen wurde. ID = Identifikationsnummer der Verstorbenen

In der Kontrollgruppe konnten 59 % der Keratin-positiven Zellen und Cluster lokalisiert

werden. Die Zellen verteilten sich relativ gleichmaRig Uber die drei anatomischen

Kompartimente (Epimysium: 31,25 %, Perimysium: 37,5 %, Endomysium 31,25 %) (s.
Tab. 9: Lokalisation der Keratin-(CK)- und Epithelial Cell Adhesion Molecule-(EpCAM)-po-

sitiven Zellen und Cluster im Skelettmuskel (Musculus psoas) der ). Im Perimysium waren

Keratin-positive Zellen und Cluster geringfligig haufiger nachweisbar. Aufgrund des

fehlenden Nachweises EpCAM-positiver Zellen oder Cluster war keine raumliche

Zuordnung maglich. Abbildung 14 zeigt beispielhaft Keratin-positive Zellen in den

verschiedenen Kompartimenten des M. psoas.
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Abb. 14: Keratin-(CK)-positive Zellen im Endo-, Peri- und Epimysium des Musculus

psoas bei Verstorbenen der Kontrollgruppe

3.7 Anzahl der DTCs im Herzmuskel der Tumorkohorte

Bei acht der 16 Verstorbenen der Tumorkohorte wurden zusatzlich Proben aus dem M.
papillaris enthommen (s. Tab. 10: Keratin-(CK)- und Epithelial Cell Adhesion Molecule-
(EpCAM)-positive Zellen und Cluster im Herzmuskel (Musculus papillaris) der Tumorko-
horte. Im Durchschnitt waren in den Proben 1,6 Keratin-positive DTCs pro Verstorbenen
nachweisbar. Die Spanne der Anzahl Keratin-positiver Zellen reichte von 0-5. Cluster Ke-
ratin-positiver Zellen kamen im Vergleich zum Skelettmuskel im Herzmuskel (0,43 zu 0,06)
deutlicher haufiger vor. Die Spanne der Anzahl Keratin-positiver Cluster betrug 0-2.

EpCAM-positive Zellen und Cluster waren im Herzmuskel nicht nachweisbar.

Tab. 10: Keratin-(CK)- und Epithelial Cell Adhesion Molecule-(EpCAM)-positive Zellen

und Cluster im Herzmuskel (Musculus papillaris) der Tumorkohorte

Keratin-positive Zellen EpCAM-positive Zellen
ID Einzel- Elnzeizellen Gesamtzahl | Einzel- E|nze-l|-zellen Gesamtzahl
zellen Cluster der Zellen zellen Cluster der Zellen

6 4 5 7 0 0 0

9 0 0 0 0 0 0

10 1 1 1 0 0 0

11 0 0 0 0 0 0

12 0 0 0 0 0 0

13 1 3 12 0 0 0

14 0 0 0 0 0 0

15 5 5 5 0 0 0
Total 1 14 25 0 0 0

ID = Identifikationsnummer der Verstorbenen
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In Abbildung 15 sind beispielhaft Aufnahmen der immunhistochemischen Farbungen der

Proben des M. papillaris der Tumorkohorte mit Antikorpern gegen Keratin dargestellt.

Abb. 15: Keratin-positive Einzelzellen (oben links) und Cluster (oben rechts) im Mus-
culus papillaris und in der Metastase (unten) bei einem Verstorbenen der Tumorko-
horte

3.8 Anzahl der DTCs im Herzmuskel der Kontrollkohorte

In den Herzmuskelproben der neun Verstorbenen der Kontrollkohorte waren keine Keratin-

bzw. EpCAM-positive Einzelzellen oder Cluster nachweisbar.
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3.9 Vergleich der Haufigkeit des Auftretens von DTCs in der Tu-

morkohorte und in der Kontrollgruppe

Mégliche Unterschiede bei der Haufigkeit des Auftretens von DTCs in der Tumorkohorte
und in der Kontrollgruppe wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test fur unabhangige Stichpro-

ben Uberprift.

Abbildung 16 veranschaulicht die Verteilung der Haufigkeit des Auftretens von Keratin-po-
sitiven Einzelzellen, Einzelzellen + Cluster und die Gesamtzahl Keratin-positiver Zellen im
Skelettmuskel bei den Verstorbenen der beiden Untersuchungsgruppen. Deutlich wird,
dass in der Tumorkohorte im Vergleich zur Kontrollgruppe tendenziell mehr Keratin-positive
Zellen nachgewiesen werden konnten. Die statistische Analyse ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Untersuchungsgruppen (Mann-Whitney-U-Test: Kera-
tin-positive Einzelzellen: p = 0,089; Einzelzellen + Cluster: p = 0,071; Gesamtzahl Keratin-
positiver Zellen: p = 0,212). Der Unterschied beim Auftreten von Keratin-positiven Einzel-
zellen und Clustern in der Tumorkohorte im Vergleich zur Kontrollgruppe verfehlte jedoch

nur knapp das festgelegte Signifikanzniveau.
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Abb. 16: Verteilung des Auftretens von Keratin-(CK)-positiven DTCs im Skelettmus-
kel der Tumorkohorte (Gruppe 1, hellblau) und der Kontrollgruppe (Gruppe 0, dun-
kelblau) — Mann-Whitney-U-Test fiir unabhangige Stichproben

Die Y-Achse zeigt die Anzahl der DTCs, die X-Achse die Haufigkeit ihres Auftretens (Anzahl der
Verstorbenen). Alle DTCs: Keratin-positive Einzelzellen; DTCs + Cluster: Keratin-positive Einzelzel-
len + Cluster; Alle-CK: Gesamtanzahl aller Keratin-positiven Zellen. DTCs = disseminierte Tumor-

zellen

Hinsichtlich des Auftretens von EpCAM-positiven Zellen waren die Unterschiede zwischen
der Tumorkohorte und Kontrollgruppe deutlicher (s. Abb. 17). Die statistische Analyse mit
dem Mann-Whitney-U-Test ergab fir die Summe der EpCAM-positiven Einzelzellen + Clus-
ter (p = 0,013) sowie fir die Gesamtzahl positiver EpCAM-Zellen (p = 0,013) signifikante

Unterschiede zwischen den beiden Untersuchungsgruppen. Dagegen war das Auftreten
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von EpCAM-positiven Zellen in der Tumorkohorte und Kontrollgruppe nicht signifikant ver-
schieden (p = 0,110).
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Abb. 17: Verteilung des Auftretens von Epithelial Cell Adhesion Molecule-(EpCAM)-
positiven DTCs im Skelettmuskel der Tumorkohorte (Gruppe 1, hellblau) und der
Kontrollgruppe (Gruppe 0, dunkelblau) — Mann-Whitney-U-Test fiir unabhédngige
Stichproben

Die Y-Achse zeigt die Anzahl der DTCs, die X-Achse die Haufigkeit ihres Auftretens (Anzahl der
Verstorbenen). Alle DTCs: EpCAM-positive Einzelzellen; DTCs + Cluster: EpCAM-positive Einzel-
zellen + Cluster; Alle-EpCAM: Gesamtanzahl aller EpCAM-positiven Zellen. DTCs = disseminierte
Tumorzellen

Im Herzmuskel waren keine signifikanten Unterschiede bezulglich des Auftretens Keratin-
positiver Zellen zwischen der Tumorkohorte und der Kontrollgruppe nachweisbar (Mann-

Whitney-U-Test: Keratin-positive Einzelzellen: p = 0,093; Einzelzellen + Cluster: p = 0,423;
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Gesamtzahl Keratin-positiver Zellen: p = 0,093). Jedoch lief3 sich bei den Keratin-positiven

Einzelzellen und bei der Gesamtzahl Keratin-positiver Zellen eine Tendenz in Richtung ei-

nes vermehrten Auftretens in der Tumorkohorte erkennen (s. Abb. 18).
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Abb. 18: Verteilung des Auftretens von Keratin-(CK)-positiven DTCs im Herzmuskel
der Tumorkohorte (Gruppe 1, hellblau) und der Kontroligruppe (Gruppe 0, dunkel-
blau) — Mann-Whitney-U-Test fiir unabhédngige Stichproben

Die Y-Achse zeigt die Anzahl der DTCs, die X-Achse die Haufigkeit ihres Auftretens (Anzahl der
Verstorbenen). Alle DTCs: Keratin-positive Einzelzellen; DTCs + Cluster: Keratin-positive Einzelzel-
len + Cluster; Alle-CK: Gesamtanzahl aller Keratin-positiven Zellen. DTCs = disseminierte Tumor-

zellen
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3.10Korrelation zwischen der Haufigkeit des Auftretens von DTCs
und dem PMI

Weiter wurde eine mdgliche Korrelation zwischen der Gesamtanzahl an Keratin- bzw.
EpCAM-positiven Zellen und der Lange des PMI mittel Pearson-Korrelationsanalysen un-
tersucht. Damit sollte sichergestellt werden, dass ein verlangertes PMI die Anzahl der de-
tektierten DTCs nicht beeinflusst.

Dabei zeigte der PMI weder eine signifikante Korrelation zum Auftreten Keratin-positiver
Zellen (N = 25, r = 0,040, p = 0,424) noch zum Auftreten EpCAM-positiver Zellen (N = 25,
r=0,121, p = 0,282)
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4 Diskussion

Tumorerkrankungen stellen nach wie vor eine enorme Herausforderung fir moderne Ge-
sundheitssysteme dar. In Zukunft werden Tumorerkrankungen vermutlich bei weiter stei-

gender Lebenserwartung zur weltweit fUhrenden Todesursache werden (Sung et al. 2021).

Das Auftreten von Rezidiven bei scheinbar geheilten Krebserkrankungen erfordert eine kri-
tische Beurteilung der bisher eingesetzten diagnostischen und therapeutischen Verfahren.
Prioritat sollte hierbei die Frage haben, in welchem Ausmal} die Klinik die gesamte Band-
breite einer Tumorerkrankung abdeckt (Pluquet et al. 2019). In diesem Kontext spielen die
minimal residualen Erkrankungen eine wichtige Rolle. Um zuklinftig aggressive Tumoren
mit schlechten Prognosen dauerhaft erfolgreich behandeln zu kénnen, sollte die Detektion

solcher Residuen fester Bestandteil der Diagnostik werden (Lin et al. 2011).

4.1 Methodisches Vorgehen

Bedeutung von Autopsien fiir die Erforschung minimal residualer Erkrankungen

Die Erforschung minimal residualer Erkrankungen bzw. der Dissemination von Tumorzellen
ist bislang unzureichend. In diesem Forschungsfeld sind Autopsien unumganglich. Autop-
sien ermdglichen Analysen an Geweben, deren Gewinnung bei lebenden Personen auf-
grund der Gefahr der Verletzung lebenswichtiger Strukturen, komplexer Eingriffe und der

anschliellenden Wundheilung eine erhebliche Herausforderung darstellt.

Mit Hilfe von Autopsien wurde das Auftreten von Metastasen in verschiedenen Bereichen
des menschlichen Kérpers untersucht. Hierbei zeigte sich, dass makroskopische Metasta-
sen im Muskel (0,03-5,6 %) selten auftreten (Magee und Rosenthal 2002, Surov et al.
2014). Laut vorhandener Case-Reports stellt vor allem der M. iliopsoas ein mégliches Re-
servoir fir DTCs dar (Koike et al. 2005, Surov et al. 2010, Ong et al. 2019). Der M. iliopsoas
setzt sich aus dem M. psoas major und dem M. iliacus zusammen. Der M. psoas major
gehort zu der inneren Hiuftmuskulatur und spielt eine Rolle fur die Bewegung und Stabili-

sierung des Beckens (Andersson et al. 1995).
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Studiendesign der vorliegenden Analyse

Zum Zeitpunkt der Durchflihrung der vorliegenden Arbeit fehlten systematische Analysen
zum Vorkommen von singuldren DTCs bzw. Clustern im Skelett- und Herzmuskel. Diese
Dissertation vergleicht erstmals das Vorhandensein von DTCs in Form von Einzelzellen
oder Clustern in verstorbenen Personen mit und ohne Tumorerkrankung tber immunhisto-
chemische Untersuchungen. Die umfassende Analyse unterschiedlicher Muskelproben und
Lokalisationen der DTCs und die Verwendung unterschiedlicher Antikdrper gegen epitheli-
ale Antigene zur Detektion der Zellen bieten das Potenzial, die Ausbreitung von Tumorzel-
len und den Einfluss von DTCs auf die Prognose und den Krankheitsverlauf besser zu ver-

stehen. Damit werden Ansétze flr die Entwicklung neuer Therapien geschaffen.

2022 verdffentlichten Crist et al. ebenfalls eine Arbeit zur Rolle von DTCs im Skelettmus-
kelgewebe. Im einem Mausmodell fur Brustkrebs untersuchten die Autoren die Dissemina-
tion und Persistenz von DTCs mittels molekularer und immunhistochemischer Methoden.
Die Analysen wurden durch die Untersuchung von Proben von zwei an einem Mammakar-
zinom verstorbenen Patienten erganzt (Crist et al. 2022). In die vorliegende Arbeit wurden
neben Verstorbenen mit Mammakarzinomen auch Verstorbenen mit zehn weiteren epithe-
lialen Tumorentitaten eingeschlossen. Zudem wurde durch die Untersuchung von Geweben
aus Verstorbenen ohne Erkrankung die Aussagekraft der Daten erhoht. Zusatzlich wurden
in einer Probe einer Patientin mit Mammakarzinom weitere Mammakarzinom-spezifische
histologische Marker (ER und GATA 3) untersucht.

Die Grofie des Kollektivs liegt mit (n = 27) liegt im oberen Niveau relevanter postmortaler
Studien. Solche Studien basieren meist auf geringeren oder dhnlichen Fallzahlen (Kim et
al. 2013, Tuoheti et al. 2004, Larson et al. 1988). Es ist jedoch moglich, dass bei grofteren
Fallzahlen eindeutigere Ergebnisse erzielt worden waren (siehe unten). Auch sollte der As-
pekt der Heterogenitat des Tumorkollektivs bericksichtigt werden. Die verschiedenen Tu-

morentitaten und Stadien kdnnten sich ebenfalls auf die Detektionsraten ausgewirkt haben.

Nachweis der disseminierten Tumorzellen (DTCs)

Far die Detektion der DTCs wurden verschiedene AntikOrper gegen epitheliale Antigene
(Keratine, EpCAM) genutzt. Die Tumorkohorte bestand aus Verstorbenen mit epithelialen
Tumoren, so dass sich mit diesen Antikérpern epitheliale DTCs im mesenchymalen Mus-

kelgewebe nachweisen lielten.

Laut Literatur eignen sich gegen Zytokeratine gerichtete Antikérper (z. B. AE1/AE3, A45-
B/B3, KL-1) zum Nachweis von DTCs epithelialen Ursprungs (Pantel und Brakenhoff 2004,
Riethdorf et al. 2008), da die Zellen weiterhin diese Antigene exprimieren. Neben der Un-

tersuchung der Proben auf Keratin-positive DTCs wurden die Proben zusatzlich auf
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EpCAM-positive Zellen untersucht. In der Klinik und Forschung bietet EpCAM breitgefa-
cherte Einsatzmdglichkeiten. EpCAM-Antikérper werden fir die immunmagnetische Selek-
tion von epithelialen CTCs aus Blut verwendet. Dartber hinaus ist EpCAM auch ein mogli-
ches therapeutisches Ziel (Went et al. 2004, Antolovic et al. 2010). In der Literatur wird
EpCAM als Marker zur Detektion von epithelialen DTCs und CTCs beschrieben (Went et
al. 2005).

Bei immunhistochemischen Untersuchungen sind eine Reihe von Kriterien beim Umgang
und bei der Auswahl des Materials zu beachten, um Verfalschungen der Ergebnisse zu
vermeiden. Das Probenmaterial sollte moglichst rasch verwendet werden. Ein kurzes PMI
verringert die Wahrscheinlichkeit einer Kontamination der Probe und einer Verschlechte-
rung des Zustands des Gewebes. Aufgrund der umfangreichen birokratischen Anforderun-
gen bei der Anordnung und Durchflihrung einer Autopsie ist das PMI kaum beeinflussbar.
Um in der vorliegenden Untersuchung eine Verfalschung der Ergebnisse durch die Lange
des PMI ausschlie3en zu kénnen, wurde eine Korrelationsanalyse nach Pearson durchge-
fuhrt. Hierbei konnte kein Zusammenhang zwischen der Lange des PMI und der Anzahl an

positiven DTCs festgestellt werden.

Zur Sicherstellung der Aussagekraft und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurden etab-
lierte immunhistochemische Verfahren zur Detektion der DTCs genutzt. Zur Vermeidung
von Fehlern bei der immunhistochemische Analyse wurden die Proben im Institut fir Pa-

thologie des UKE weiterverarbeitet.

Die lichtmikroskopische Auswertung der Proben erfolgte anonymisiert. Damit sollte verhin-
dert werden, dass der Auswerter durch die Kenntnis der Gruppenzugehoérigkeit unbewusst
beeinflusst wird. Systematische Fehler lassen sich bei der mikroskopischen Auszahlung
jedoch nicht vollstandig ausschlielen, auch wenn, wie im vorliegenden Fall, alle Proben

vom gleichen Auswerter ausgezahlt wurden.

Bei einer starken Anfarbung fiel es schwer, die Zellen einer Ebene zuzuordnen sowie zwi-
schen Zellen im Verbund und gelésten Zellen bzw. zwischen potenziellen DTCs und Arte-
fakten zu unterscheiden. Diese Differenzierungsschwierigkeiten kénnen zu falsch-positiven
bzw. falsch-negativen Zuordnungen gefuhrt haben. Da davon auszugehen ist, dass solche
systematischen Fehler in beiden Gruppen auftraten, hatten diese keinen Einfluss auf das

Gesamtergebnis. Alle Proben wurden unter gleichen Bedingungen ausgezahlt.
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4.2 Nachweis von Keratin- und EpCAM-positiven DTCs im Skelett-

muskel

In beiden Untersuchungsgruppen des Gesamtkollektivs mit 27 Verstorbenen waren Kera-
tin-positive DTCs nachweisbar. Im Tumorkollektiv wiesen 87,5 % der Verstorbenen Keratin-
positive Zellen auf. Auch in der Kontrollgruppe mit Verstorbenen ohne bekannte Tumorer-
krankung waren Keratin-positive Zellen haufig (81,82 %). Beim Vergleich der Gesamtzahl
der Keratin-positiven Zellen waren die Unterschiede zwischen der Tumorkohorte (3,9 Zellen
/ Patient) und der Kontrollgruppe (1,5 Zellen / Patient) deutlicher. Dennoch kamen DTCs
innerhalb der Krebskohorte im Vergleich zur Kontrollgruppe laut Mann-Whitney-U-Test
nicht signifikant haufiger vor (p = 0,089).

Fir das Auftreten von Keratin-positiven Zellen im Skelettmuskel bei Verstorbenen ohne be-
kannte Tumorerkrankung ist folgende Erklarung denkbar. Bereits in friiheren Arbeiten wur-
den die Zytokeratine 8 und 19 im Skelettmuskel mittels Western-Blot-Analysen nachgewie-
sen (O'Neill et al. 2002). Diese Zytokeratine sind in Costameren enthalten. Bei Costameren
handelt es sich um gitterférmig angeordnete Einheiten in unmittelbarer Nahe der Myofibril-
len. Costamere scheinen bei der seitlichen Kraftibertragung innerhalb der Fasern eine
Rolle zu spielen (Hatze 2002). Keratin 19 beeinflusst zudem die Kontraktionsfahigkeit und
die Morphologie des Muskels (Lovering et al. 2011). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
kam der monoklonale Antikdrper AE1/AE3 zum Einsatz, der unter anderem gegen Keratin
5 und 19 gerichtet ist. Die detektierten Keratin-positiven Einzelzellen lassen sich daher ver-

mutlich auf die Expression dieser Isoformen zurlickflihren.

Diese Hypothese wird zudem durch die Tatsache gestitzt, dass die Anzahl an EpCAM-
positiven Tumorzellen (n = 45) im Vergleich zu den Keratin-positiven Zellen (n = 102) in den
Skelettmuskeln der Tumorkohorte deutlich geringer war. Im Tumorkollektiv wiesen Uber die
Halfte der Verstorbenen (56,25 %) EpCAM-positive DTCs auf. Beim Vergleich der Gesamt-
zahlen der Marker in der Tumorkohorte zeigte sich ebenfalls eine deutlich Differenz
(EpCAM: 0,6 Zellen / Patient, Keratin: 3,9 Zellen / Patient). Dagegen ubertraf die Anzahl
der EpCAM-positiven Cluster (0,31 Cluster / Patient) die Anzahl der Keratin-positiven Clus-
ter (0,06 Cluster / Patient). In der Kontrollgruppe konnten keine EpCAM-positiven DTCs

detektiert werden.

In der Literatur wurden verschiedene Tumorentitdten (z. B. Mamma-, Bronchial-, Osopha-
guskarzinom) mit einer hohen EpCAM-Expression im Primartumor identifiziert (Went et al.
2004). In der vorliegenden Studie zeigte die Verstorbene mit Mammakarzinom (ID 16) eine
héhere Anzahl an EpCAM-positiven DTCs. Auch der Patient mit einem distalen Osopha-

guskarzinom (ID 13) wies mehr EpCAM-positive DTCs auf als Verstorbene mit anderen
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Tumoren. Abweichend von den Literaturdaten zeigte der Verstorbene mit bekannten Bron-

chialkarzinomen keine EpCAM-positiven DTCs.

Fir die abweichende Anzahl an mit verschiedenen Antikérpern detektierten DTCs sind ver-
schiedene Ursachen denkbar. Die Expression von EpCAM in CTCs liegt im Vergleich zur
Expression im Primartumor und in Metastasen um einen Faktor 10 niedriger (Rao et al.
2005). Zahlreiche Studien belegen, dass wahrend der in Kapitel 1.3.2 beschriebenen EMT
die Expression von EpCAM abnimmt (Sankpal et al. 2017, Hyun et al. 2016). Dies kann
dazu fuhren, dass CTCs beim Nachweis auf der Basis von EpCAM-Cellsearch-Systemen
Ubersehen werden (Gorges et al. 2012). Eine verminderte Expression von EpCAM veran-
dert die Morphologie und den Phanotyp der Zellen. Dazu z&hlen eine geringere Prolifera-
tion, eine erhohte Mobilitat und eine vermehrte Expression mesenchymaler Marker. Ver-
mutlich spielt die verminderte Expression von EpCAM eine entscheidende Rolle beim dor-
manten und seneszenten Zustand von Tumorzellen wahrend der Zirkulation und Invasion.
Umgekehrt bietet eine erhdhte Expression von EpCAM einen Vorteil in den Phasen der
Proliferation des initialen Tumors oder beim Wachstum der Metastasen (Driemel et al.
2014).

Anders als bei der Expression von Keratin unterschieden sich die Kontrollgruppe und die
Tumorkohorte hinsichtlich der Expression von EpCAM im Skelettmuskel deutlich. Wahrend
bei Keratin die untersuchten Parameter keine signifikanten Unterschiede zeigten, wiesen
bei den EpCAM-Analysen zwei von drei Kategorien signifikante Unterschiede zwischen den
Untersuchungsgruppen auf (p = 0,013). Das Fehlen EpCAM-positiver Zellen in den Proben
der Kontrollgruppe weist darauf hin, dass es sich bei den angefarbten Zellen in den Proben

der Tumorkohorte nicht um falsch positive Ergebnisse (Kontaminationen) handelt.

4.3 Nachweis von DTCs im Skelettmuskel mit weiteren Markern

In der vorliegenden Studie wurde das Vorkommen der DTCs im Grofteil der Proben ledig-
lich Gber die Expression zweier epithelialer Marker nachgewiesen. Bei jeweils einem Ver-
storbenen der Tumorkohorte und der Kontrollgruppe wurden die Proben mittels Feinnadel-
biopsie gewonnen. In der Literatur betrug die Sensitivitat fir den Nachweis benigner und
maligner Weichgewebstumoren in so gewonnenen Proben 90,9-99 % (Sperandeo et al.
2017).

In den mittels Feinnadelbiopsie gewonnenen Proben wurden neben Keratin und EpCAM
weitere tumorspezifische Marker nachgewiesen. Da es sich bei dem Primartumor des Ver-
storbenen der Tumorkohorte (ID 16) um ein Mammakarzinom handelt, wurden die Proben

zusatzlich auf eine mogliche Expression von ER und GATA-3 untersucht. Im Rahmen der
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histopathologischen Diagnostik von Mammakarzinomen haben sich GATA-3 als diagnosti-
scher und ER als prognostischer Biomarker etabliert (Westhoff et al. 2023). In der vorlie-
genden Studie konnten sowohl im Primartumor als auch vereinzelt im Muskelgewebe, Ke-
ratin, EpCAM-, ER- und GATA-3-positive Zellen nachgewiesen werden. In der Probe der
Kontrollgruppe (ID 23) wurden mit den vier Antikbrpern keine positiven Zellen nachgewie-
sen. Die vorliegenden Befunde deuten an, dass es mdglich ist, iber den immunhistoche-

mischen Nachweis spezifischer Marker DTCs im Skelettmuskel zu detektieren.

4.4 Nachweis von Keratin- und EpCAM-positiven DTCs im Herz-

muskel

In der vorliegenden Studie wurde zusatzlich das Vorkommen von DTCs in Herzmuskelge-
webe (M. papillaris) untersucht. Von acht der 16 Verstorbenen der Tumorkohorte und von
neun der elf Verstorbenen der Kontrollkohorte wurden dazu Proben entnommen. In vier der
acht Proben der Tumorkohorte waren Keratin-positive Zellen nachweisbar. In der Kontroll-
gruppe konnten dagegen keine Keratin-positiven DTCs detektiert werden. Der Unterschied
bezuglich der Haufigkeit Keratin-positiver Zellen zwischen den beiden Gruppen verfehlte
jedoch — vermutlich aufgrund der geringen Probenanzahl — knapp die Signifikanz
(p = 0,093). In keine der Proben der Kontrollgruppe oder Tumorkohorte waren EpCAM-po-
sitive Zellen nachweisbar. Dieses fur die Kontrollgruppe erwartete Ergebnis war fir die Tu-

morkohorte Uberraschend.

Wie beschrieben, kommen Costamere physiologisch im Skelettmuskel vor; im Herzmuskel
sind sie ebenfalls vorhanden. Bisher fehlen jedoch Studien, in denen Keratin-positive Zellen
im Herzmuskel nachgewiesen wurden. Der komplexe Aufbau der Costamere unterscheidet
sich auch innerhalb des Herzmuskels in Abhangigkeit davon, ob es sich um ventrikulare
oder atriale Myozyten handelt (Di Mauro et al. 2009). Zusatzlich existieren strukturelle Un-
terschiede zwischen Costameren des Herz- und Skelettmuskels (Anastasi et al. 2009).
Diese Heterogenitat der Costamere erklart somit moglicherweise den fehlenden Nachweis

von Keratin-positiven Zellen im Herzmuskel.

In der Literatur ist das Herz als mdégliche Lokalisation fir Metastasen bisher nur unzu-
reichend erforscht und stellt Onkologen vor auRerordentliche Herausforderungen. In Autop-
sieberichten finden sich Detektionsraten von 2,3-18,3 % (Bussani et al. 2007). Anders als
in der vorliegenden Arbeit wurde in dieser Vergleichsstudie aber nicht nur Herzmuskelge-
webe betrachtet, sondern alle Gewebeschichten des Herzens und zusétzlich Invasionen in
die Herzkavitat. Primare Tumoren des Mediastinums zeigen einer deutlich héheren Affinitat

zur Streuung in Herzgewebe als andere Tumorarten (Butany et al. 2005, Goldberg et al.
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2013). Diese Tumoren wurden jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht berticksichtigt. Somit
koénnten die Beschrankung auf die Analyse von Herzmuskelgewebe und die untersuchten
Tumorentitaten die niedrigen Detektionsraten fur Keratin-positive Zellen und das Fehlen
EpCAM-positiver Zellen erklaren. Theoretisch kann jedoch jeder Tumor tber lymphatische,
hamatogene oder Uber die direkte transvendse Ausbreitung ins Herz metastasieren
(Reynen et al. 2004).

4.5 Vergleich der Befunde im Skelett- und Herzmuskel

Die Skelettmuskulatur, die aus ca. 400 Muskeln besteht, macht beim Menschen etwa 40 %
der Kérpermasse aus (Poortmans et al. 2005). Die Herzmuskulatur und die glatte Musku-
latur haben einen deutlich geringen Anteil. In der vorliegenden Arbeit zeigten sich bei der
Analyse der Skelett- (M. psoas) und Herzmuskulatur (M. papillaris) deutliche Unterschiede
hinsichtlich der Anzahl der vorkommenden DTCs in Abhangigkeit von der Untersuchungs-

gruppe und des fiir die Detektion verwendeten Antikorpers.

Bei nahezu jedem Verstorbenen der Tumorkohorte waren Keratin-positive DTCs im ske-
lettalen Muskel nachweisbar; im Herzmuskel war dies nur bei ca. der Halfte der Verstorbe-
nen der Fall. Die Gesamtzahl der Keratin-positiven DTCs betrug im Skelettmuskel 102 und
im Herzmuskel 25. In der Kontrollgruppe war dieser Unterschied noch deutlicher; im Herz-

muskel waren keine Keratin-positiven DTCs nachweisbar im Skelettmuskel hingegen 27.

EpCAM-positive Zellen kamen in der Tumorkohorte lediglich im Skelettmuskel und nicht im
Herzmuskel vor. In der Kontrollgruppe waren EpCAM-positive Zellen weder im Skelett-

noch im Herzmuskel detektierbar.

Der geringere Ansiedlungswahrscheinlichkeit von DTCs im Herzmuskel im Vergleich zum
Skelettmuskel hat vermutlich verschiedene Ursachen. In der Literatur werden unterschied-
liche Griinde fur die Ineffizienz der Metastasierung im Herzen postuliert. Prichard beschrieb
bereits 1951, dass die Aktivitat, die Stoffwechselprodukte sowie der Blut- und Lymphfluss
DTCs negativ beeinflussen (Prichard 1951). Das menschliche Herz schlagt im Schnitt 80
mal pro Minute (Jubadi und Sahak 2009). Diese kontinuierliche Aktivitat des Herzmuskels
ist ein Storfaktor fir potenziell disseminierende Krebszellen. Metastasen im Endokardium
treten haufiger im rechten Vorhof auf. Der rechte Vorhof des Herzens weist einen geringe-
ren Druck, eine langsameren Blutfluss und eine geringe Kontraktionskraft auf (Bussani et
al. 2007). Diese Beobachtungen stutzen, die von Prichard postulierten hemmenden Effekte.
Metastasen im Herzen zeigen sich haufig erst bei fortgeschrittenen Tumorerkrankungen
(Hudzik et al. 2015).
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Laut Autopsieberichten treten Metastasen vor allem epikardial auf, wahrend tief infiltrie-
rende und endokardiale Manifestationen duf3erst selten sind (Goldberg et al. 2013). Auf-
grund der anatomischen Lokalisation des M. papillaris sind daher Infiltrationen mit einer

aulerst geringen Wahrscheinlichkeit zu erwarten.

4.6 Lokalisation der DTCs im Skelettmuskel

Der Skelettmuskel ist ein hochkomplexes System mit unterschiedlichen anatomischen
Schichten. Daher wurde in der vorliegenden Studie auch die Lokalisation der DTCs inner-
halb des M. psoas untersucht. Bei der Interpretation der Befunde ist jedoch zu bertcksich-
tigen, dass nicht alle detektierten DTCs einer Lokalisation zugeordnet werden konnten. Zu
den Ursachen zahlte die Schnittrichtung der Praparate (Langsschnitt) und die Lage der

DTCs im Grenzbereich zwischen zwei Schichten.

Die meisten Keratin-positiven DTCs waren in der Tumorkohorte im mittleren Teil des Mus-
kels, dem Perimysium, nachweisbar. In dieser Schicht lagen auch die meisten EpCAM-
positiven DTCs. Im Epimysium waren mit dem EpCAM-Antikérper keine DTCs nachweis-

bar.

Die praferentielle Ansiedlung von DTCs im Perimysium lasst sich anhand der férderlichen
Mikroumgebung erklaren. Das Perimysium ist durchzogen von kleineren Arterien, Arteriolen
und Venen, was sich positiv auf die Versorgung der DTCs auswirkt. Im Bereich des Epimy-
siums dominiert dagegen Fettgewebe (Steiner et al. 1946). Die Praferenz der DTCs fur das

Perimysium deutet auf einen Uberlebensvorteil hin.

Zusatzlich weist das Perimysium neben Kollagen | und lll, die auch im Epi- und Endomy-
sium vorkommen, zusatzlich Kollagen V auf (Light und Champion 1984). Kollagen I, Il und
V dienen als Liganden fur auf Tumorzellen haufig exprimierte Adhasionsrezeptoren (Beunk
et al. 2019). Das zuséatzlich vorkommende Kollagen V kdnnte die Migration der DTCs in das

Perimysium verstarken.

Zudem besitzt das Epimysium im Vergleich zum Endo- oder Perimysium aufgrund unter-
schiedlicher Kollagen-Fasergeriste eine hdhere Steifigkeit (Beunk et al. 2019). Diese Bar-

riere verringert die Zellinvasion (Pathak und Kumar 2012).

In der Kontrollgruppe zeigten die DTCs hinsichtlich der Verteilung in den anatomischen
Bereichen der Skelettmuskulatur keine Praferenz. Die detektierten Keratin-positiven Zellen
lagen zu je einem Dirittel im Epi-, Peri und Endomysium gleichmaRig verteilt. Dieser Befund
l&sst sich mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das bereits oben beschriebene Vorhandensein

von Zytokeratin 5 und 19 im Skelettmuskel erklaren.
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4.7 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Identifizierung und Charakterisierung von DTCs im Muskelgewebe stellt einen grof3en
Fortschritt fur die Erforschung der minimalen Resterkrankungen dar. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit belegen, dass DTCs epithelialen Ursprungs mittels Keratin- und
EpCAM-Antikorper im Skelettmuskel von Personen mit einem bekanntem Tumorleiden,
nachweisbar sind. Sowohl Keratin- als auch EpCAM-positive DTCs traten im mittleren Kom-

partiment (Perimysium) des Skelettmuskels am haufigsten auf.

Die geringe Anzahl an Keratin-positiven Zellen bzw. das Nicht-Vorhandensein von EpCAM-
positiven Zellen im Herzmuskel der Tumorkohorte und das Fehlen von positiven Zellen im
Herzmuskel der Kontrollgruppe spricht fir die bereits in der Literatur beschriebene ungtins-

tige Mikroumgebung fir DTCs.

Far die Anwendung im klinischen Alltag ist die in der vorliegenden Arbeit gewahlte Methodik
der Detektion von DTCs allein schon aufgrund der Invasivitat der Probengewinnung unge-
eignet. Allerdings erweitern die gewonnenen Ergebnisse das grundlegende Verstandnis zu

moglichen Tumorzell-Reservoirs im Korper.

Eine zentrale Herausforderung zukinftiger Analysen wird sein, die spezifischen Faktoren
zu identifizieren, die die Dissemination einzelner Tumorzellen in das Muskelgewebe be-
gunstigen. Hierzu sollte in weiteren Studien eine molekulare Analyse der DTCs erfolgen. In
der vorliegenden Untersuchung wurde die Existenz von EpCAM-positiven DTCs im Skelett-
muskel nachgewiesen. Solche EpCAM-positiven DTCs kdnnten in Folgeanalysen zunachst
mittels eines Cell-Search-Systems (z. B. DEPArray) isoliert, im Anschluss amplifiziert und
schlieBlich molekular analysiert werden. Eine solche Analyse wirde maf3geblich dazu bei-
tragen die Anpassungen zu verstehen, die eine Zelle durchlaufen muss, um unter nicht
idealen Bedingungen uberleben zu kénnen. Auf der Basis dieses Verstandnisses kdnnten

neue zielgerichtete Therapiestrategien gegen mogliche Rezidive entwickelt werden.
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5 Zusammenfassung / Summary

Die Diagnostik und Therapie von Tumorerkrankungen sind auch fur die moderne Medizin
herausfordernd. Aufgrund der steigenden Lebenserwartung nimmt weltweit die Bedeutung
von Tumorerkrankungen zu. Das Vorkommen disseminierter Tumorzellen (DTCs) im Kno-
chenmark wurden mit einem schlechteren Krankheitsverlauf bei epithelialen Tumoren (z. B.
Mammakarzinom) in Verbindung gebracht. Diese DTCs korrelieren mit einem héheren Tu-
morstadium, einer schlechteren Differenzierung, Lymphknotenmetastasen und einer feh-
lenden Hormonrezeptor-Expression. Ziel der vorliegenden Dissertation war die Analyse der

potenziellen Rolle von Muskeln als Reservoir fir DTCs.

Hierfur wurden Autopsieproben aus Skelett- (Musculus psoas) und Herzmuskel (Musculus
papillaris) von verstorbenen Personen mit (n = 16) und ohne (n = 11) epitheliale Tumorer-
krankungen hinsichtlich des Vorhandenseins von DTCs verglichen. Der Nachweis der
DTCs erfolgte Uber eine immunhistochemische Anfarbung von Keratin und dem Epithelial
Cell Adhesion Molecule (EpCAM). Bei jeweils einer Probe wurden weitere tumorspezifische
Marker (Ostrogen-Rezeptor (ER), Transkriptionsfaktor GATA-3) analysiert. Dariiber hinaus

wurde die Lage der DTCs im Skelettmuskel (Endo-, Peri-, Epimysium) bestimmt.

In der Tumorkohorte wiesen nahezu alle Skelettmuskel-Proben Keratin-positive DTCs auf.
Auch in der Kontrollgruppe waren Keratin-positive Zellen nachweisbar. Ihre Anzahl war im
Vergleich zur Tumorkohorte zwar deutlich, aber nicht signifikant reduziert (p = 0,089). Dies
kénnte durch das physiologische Vorkommen von Costameren erklart werden, welche Ke-
ratine enthalten. Dagegen wiesen die Skelettmuskel-Proben der Kontrollgruppe im Ver-
gleich zu den Proben der Tumorkohorte eine signifikant geringere Anzahl EpCAM-positiver
DTCs auf (p = 0,013). In der Tumorkohorte war die Mehrzahl der Keratin- und EpCAM-
positiven DTCs im mittleren Kompartiment des Skelettmuskels (Perimysium) lokalisiert. Im
Gegensatz hierzu verteilten sich die positiven Zellen der Kontrollgruppe gleichmafig tber
die drei anatomischen Kompartimente. Im Skelettmuskel der Tumorkohorte, nicht aber in
der Kontrollgruppe waren auch ER- und GATA-3- positive Zellen nachweisbar, was die
These des Vorkommens von DTCs im Skelettmuskel unterstitzt. In den Herzmuskel-Pro-
ben beider Gruppen wurden keine EpCAM-positiven DTCs detektiert, Keratin-positive

DTCs traten nur in den Proben der Tumorkohorte auf.

Die vorliegenden Befunde belegen die Existenz epithelialer DTCs im Skelettmuskel. Eine
molekulare Charakterisierung dieser DTC-Populationen in zukunftigen Studien kénnte hel-
fen, zielgerichtete Therapiestrategien gegen von diesen Zellen ausgehende Rezidive zu

entwickeln.
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The diagnosis and treatment of tumor diseases are still challenging for modern medicine.
Due to increasing life expectancy, the importance of tumor diseases is increasing world-
wide. The presence of disseminated tumor cells (DTCs) in the bone marrow has been as-
sociated with a worse disease course in epithelial tumors (e.g. mamma carcinoma). These
DTCs correlate with higher tumor stage, poorer differentiation, lymph node metastases and
a lack of hormone receptor expression. The aim of this dissertation was to analyze the

potential role of muscles as a reservoir for DTCs.

For this purpose, autopsy samples from skeletal- (psoas muscle) and cardiac- (papillaris
muscle) muscle of deceased individuals with (n=16) and without (n=11) epithelial tumors
were compared for the presence of DTCs. DTCs were detected using immunohistochemical
staining for keratin and the cell adhesion molecule (EpCAM). Additional tumor-specific
markers (estrogen receptor, GATA-3) were analyzed in one sample each. Furthermore, the

location of the DTCs in the skeletal muscle (endo-,peri-,epimysium) was determined.

In the tumor cohort almost all samples contained keratin-positive DTCs. Keratin-positive
cells were also detectable within the control group; however, their number was clearly but
not significantly lower compared to the tumor cohort (p = 0,089). This could be explained
by the physiological presence of costameres, which contain keratins. In contrast, the control
group samples compared to the tumor cohort samples showed a significantly lower number
of EpCAM-positive cells (p=0,013). In the tumor cohort most keratin- and EpCAM-positive
DTCs were located in the middle compartment of the skeletal muscle (perimysium),
whereas the positive cells detected in the control group showed an even distribution across
the three anatomical compartments. The detection of ER- and GATA-3-positive cells exclu-
sively in the tumor cohort supports the thesis of the existence of DTCs in the skeletal mus-
cle. For the heart muscle no EpCAM-positive cells could be detected in both groups, keratin-

positive DTCs were found only in the tumor cohort.

The present findings demonstrate the existence of epithelial DTCs in skeletal muscle.
Molecular characterization of these DTC populations in future studies could help to develop

targeted therapeutic strategies against recurrences originating from these cells.
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