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4.3 Molekulare Grundlagen der
Metastasierung am Beispiel des
Mammakarzinoms

T. Fehm, B. Jdger, H. Neubauer, S. Schultz

4.3.1 Allgemeines zum Krankheits-
bild

Trotz deutlicher Verbesserungen in der Fritherkennung
und Therapie des Mammakarzinoms entwickeln bis zu
30% der Mammakarzinom-Patientinnen im weiteren
Verlauf eine Metastasierung, die i.d.R. fiir die karzino-
massoziierten Todesfdlle verantwortlich ist. 5-10% der
Mammakarzinom-Patientinnen weisen bereits bei Pri-
madrdiagnose ein metastasiertes Karzinom auf [7], [17].
Die Wahrscheinlichkeit fiir ein 5-jihriges Uberleben nach
Diagnose einer Fernmetastase liegt unter 20 % und konnte
im letzten Jahrzehnt trotz signifikanter klinischer und
technologischer Fortschritte nicht wesentlich verbessert
werden. Aus diesem Grunde stellt die Metastasierung
eines Mammakarzinoms nach wie vor eine unheilbare
Krankheit dar [45]. Grundsadtzlich jedoch handelt es sich
bei der metastasierten Mammakarzinom-Erkrankung um
eine sehr heterogene Entitdt, bei der hochaggressive
Kranksheitsverldufe einerseits, sehr milden und z.T. eher
chronisch anmutenden Krankheitsverldufen andererseits
gegeniiberstehen.
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4.3.2 Datenlage aus der Grund-
lagenforschung

Tumorprogression

Die Progression eines Tumors ausgehend von einer frii-
hen prdneoplastischen Ldsion {iber ein invasives Stadium
bis hin zu klinisch nachweisbaren entfernten Metastasen
stellt einen evolutiondren Prozess dar, der mehrere gene-
tische und epigenetische Veranderungen beinhaltet. Die-
se betreffen sowohl die Tumorzellen als auch das umlie-
gende Stroma, welches das Ansiedeln der Metastasen an
entfernten Stellen unterstiitzen kann. Insgesamt stellen
die einzelnen Schritte zur Metastasierung komplexe und
vielschichtige Selektionsprozesse dar, die dazu fiihren,
dass die Metastasierung hochst ineffizient ist. So miissen
die Zellen des Primdrtumors komplexe physikalische Bar-
rieren wie z.B. die extrazellulire Matrix, die Basalmem-
bran und das Endothel der BlutgefdifSe {iberwinden. Sie
miissen ins umliegende Gewebe, das lymphatische Sys-
tem oder das BlutgefiBsystem einwandern und darin
iiberleben kénnen. Ebenso miissen sie diese Umgebungen
wieder verlassen und in entfernte Organe infiltrieren
konnen, um dort eine entsprechende Metastase durch
Proliferation bilden zu kénnen [51]. Die Wahrscheinlich-
keit, dass eine zirkulierende Tumorzelle (ZTZ) eine Tu-
morkolonie in einem entfernten Organ griindet, ist du-
Berst gering und die meisten Zellen, die einen Tumor ver-
lassen, gehen zugrunde [31]. Im Tierexperiment {iiber-
leben weniger als 0,02 % der ZTZ, die dann die Fdhigkeit
haben, Metastasen zu bilden [9].

Zudem setzen sich Mammakarzinome aus heterogenen
Zellpopulationen mit moglicherweise unterschiedlichen
Metastasierungspotenzialen zusammen. Man geht davon
aus, dass diese Fahigkeit sowohl von der Ursprungszelle
(,Tumorstammezelle“) als auch von der Art der onkogenen
Verdanderungen im Tumor bestimmt wird. So kénnen die
gleichen onkogenen Mutationen in Zellen verschiedener
Differenzierungsstadien oder Abstammung zu unter-
schiedlichen metastasierenden Potenzialen fiihren [35],
[51]. Auch die Art der sog. onkogenen ,Driver-Mutation*
beeinflusst die Fahigkeit eines Tumors zur Metastasie-
rung.

Derzeit existieren unterschiedliche Modelle fiir eine
Metastasierung, die im Folgenden vorgestellt werden.

Lineares Modell der Tumorprogression

Lange Zeit wurde die Metastasierung als spates Ereignis
im Lauf der Tumorprogression angesehen, d. h. erst wenn
der Tumor eine bestimmte GroRe erreicht und damit ge-
nomische Verinderungen angehduft hat, entwickelt er
das Potenzial Metastasen zu bilden [9]. In der Tat ist die
GroRe des Primdrtumors ein Risikofaktor fiir eine metas-
tatische Progression und unterstiitzt indirekt das sog. li-
neare Modell der Tumorprogression [25]. So sind bei-
spielsweise Mutationen von p53 in T 1-Tumoren relativ

selten und treten signifikant haufiger in T 3-Tumoren auf
[38].

Das lineare Modell der Tumorprogression besagt, dass
Subklone sequenzielle Selektionsprozesse im Primadr-
tumor durchlaufen, bei denen der Malignititsgrad der
Tumorzellen durch schrittweise genetische und epigene-
tische Verdnderungen gesteigert wird. Am Ende dieses
linearen Selektionsprozesses besitzen einzelne Tumorzel-
len die Fahigkeit den Primdrtumor zu verlassen, um in
peripheren Organen Metastasen zu bilden (Metastatic
Cascade, » Abb. 4.11 oben). Von dort aus kénnen Tumor-
zellen mit entsprechendem genetischem Profil ggf. auch
sekunddre Metastasen bilden.

Untermauert wird dieses Modell durch Ergebnisse aus
Genomanalysen, die dhnliche Genexpressionssignaturen
zwischen Metastasen und ihren entsprechenden primd-
ren Tumoren zeigen [53]. Klinisch bereitet dieses Modell
die theoretische Grundlage fiir Fritherkennungsprogram-
me (z.B Mammografie-Screening), um das Risiko einer
Metastasierung zu reduzieren.

Paralleles Modell der Tumorprogression

Im Gegensatz hierzu steht das parallele Progressions-
modell, bei dem die Tumorzellen die Fahigkeit zur Metas-
tasierung schon sehr frith wahrend der Tumorgenese ent-
wickeln, wenn der Primdrtumor noch sehr klein oder
noch nicht klinisch manifest ist (> Abb. 4.11 unten) [19],
[40]. Somit besitzen Tumorzellen schon im frithesten Sta-
dium der Erkrankung die Fahigkeit den Primadrtumor zu
verlassen, tiber das Lymph- oder BlutgefdRBsystem zu se-
kunddren Organen zu gelangen und dort Metastasen zu
bilden [24].

Unterstiitzt wird dieses Modell durch Experimente am
Mausmodell. So konnten bei transgenen Madusen Tumor-
zellen im Knochenmark, noch vor dem Auftreten eines
klinisch manifesten Tumors, nachgewiesen werden. Darti-
ber hinaus kénnen bei Patientinnen mit einem duktalen
In-situ-Karzinom Zytokeratin-positive Zellen, die sich zy-
tomorphologisch als Tumorzellen darstellen, im Knochen-
mark nachgewiesen werden. Daher miissen Verdanderun-
gen, die zur Metastasierung der Tumorzellen fiihren, be-
reits friith wihrend der genetischen Evolution der Zellen
auftreten [19]. Auch hier gibt es unterstiitzende Daten,
die signifikante genetische Unterschiede zwischen Pri-
mdrtumor und Lymphknotenmetastasen zeigen [47],
[49].

Andererseits konnten gleiche Faktoren des Microenvi-
ronments eine konvergente Evolution von Primdrtumor
und Metastase bewirken. Hinweise dafiir sind, dass in Ab-
hdngigkeit vom Ort der Metastasierung in Tumorzellen
charakteristische Genprofile nachgewiesen wurden [32].

Die klinische Konsequenz ist, dass es sich beim Mam-
makarzinom um eine systemische Erkrankung handelt,
die einer systemischen (adjuvanten) Behandlung bereits
ihrem Frithstadium bedarf [15], [19].
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Um in peripheren Organen Metastasen bilden zu kénnen,
miissen Tumorzellen einige essenzielle Schritte durchlau-
fen - beginnend mit der Migration in das den Primartu-
mor umliegende Gewebe und den Ubergang und das
Uberleben im Blutkreislauf. Bei Eintritt in den Blutstrom
sind die meisten Tumorzellen bereits apoptotisch oder
werden durch Scherkrdfte bzw. das Immunsystem elimi-
niert [18]. Final erfolgen die Invasion und die Ansiedlung
im Milieu des Zielorgans.

Diese Metastasierungskaskade wird von Genen regu-
liert, die die Metastasierung férdern, aber auch suppri-
mieren kdnnen.

Um ein Fortschreiten der Tumorprogression zu ge-
wadbhrleisten und den Vorgang der Metastasierung zu star-
ten, ist die Regulation von ,Metastasen-Initiatorgenen*
wichtig. Sie erlauben aggressiven Zellen ins umliegende
Gewebe einzuwandern, unterstiitzendes Stroma zu re-
krutieren, die Streuung der Tumorzellen im Organismus
und ihre Infiltration in eine metastatische Nische. Da
hierbei Veranderungen in der Adhdsion und Interaktion
der Zellen der extrazelluliren Matrix (ECM) essenziell
sind, spielt z.B. E-Cadherin, das von Epithelzellen expri-
miert wird und fiir die Aufrechterhaltung von Zell-Zell-
Kontakten verantwortlich ist, eine wichtige Rolle 8], [28],
[54]. Im Gegensatz dazu wird N-Cadherin von Mesen-
chymzellen exprimiert und verhindert die Adhdsion von
Tumorzellen an die Zellen der ECM, sodass die Tumorzel-

o —— Abb.4.11 Lineares und paralleles Modell
. der Tumorprogression im Vergleich. Beim
persistierende linearen Progressionsmodell (oben) losen
Tumorzellen sich die invasiven Zellen erst spat aus dem
® Zellverband des Primartumors und gelan-
® gen als metastasierende, zirkulierende Tu-
morzellen in den Blutkreislauf. Dagegen
|6sen sich die Tumorzellen wéhrend des
parallelen Progressionsmodells (unten)
®® @DTZ schon frith aus dem Zellverband und mi-
® [ grieren ins Blut. Von hier aus kdnnen sie im
® ®® Knochenmark persistieren oder Metastasen
.. in peripheren Organen bilden.
Scsy
&
peripheres
Organ

len mobil bleiben. Neben E-Cadherin und N-Cadherin ist
die Expression weiterer Gene, die bei der epithelialen-
mesenchymalen Transition (EMT) beteiligt sind, wichtig
(z.B. TWIST 1, SNAI1, SNAI2) [35], [36], [51], [52]. Zusdtz-
lich vermitteln Matrix-Metalloproteinasen und Integrine
den Abbau der ECM an der Invasionsfront des Tumors
[23].

Durch Genexpressionsanalysen konnte gezeigt werden,
dass derartige ,Metastasen-Initiatorgene* bereits im Pri-
madrtumor exprimiert werden und mit einem schlechten
Outcome assoziiert sind [35].

In die zweite Gruppe fallen Gene, die die Metastasie-
rung fortschreiten lassen. Sie re-initiieren z. B. das Tumor-
wachstum im eingewanderten Parenchym des spezi-
fischen Zielorgans [35]. Derartige ,Metastasen-Progres-
sionsgene* sind beispielsweise Prostaglandin-Endoper-
oxid-Synthase 2 (PTGS2) [4], Epiregulin (EREG) [13],
Lysyl-Oxidase (LOX) [12] und Claudin 2 (CLDN2) [48], die
auch als interessante Kandidaten fiir eine zielgerichtete
Therapie gehandelt werden.

Um final im Microenvironment des Zielorgans {iber-
leben und proliferieren zu kénnen, exprimieren Tumor-
zellen sog. ,Metastasen-Virulenzgene“. Sie statten die
disseminierten Zellen mit der Kompetenz aus, das Ziel-
organ zu kolonisieren. So metastasieren Tumorzellen des
Mammakarzinoms bevorzugt ins Knochenmark der Pa-
tientinnen. Hier werden Gene exprimiert, die Proteine
kodieren, die als Osteoklasten-mobilisierende Faktoren
dienen, wie Interleukin 11 (IL11) und Vascular Cell Adhe-
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sion Molecule 1 (VCAM-1). Dadurch wird der Abbau der
Knochenmatrix geférdert und die Migration, Invasion
und Progression der gestreuten Tumorzellen begiinstigt
[22], [29].

Im Gegensatz zu den onkogenen Eigenschaften, die die
Metastasierung fordern, konnen Tumorzellen Metasta-
sen-Suppressorgene exprimieren, die in den peripheren
Organen die eigene Latenzzeit verlingern und die Fahig-
keit zur Proliferation regulieren. Die klinische Latenzzeit
ist definiert als das Zeitintervall zwischen Entfernung des
Primdrtumors und nachfolgendem klinischem Wieder-
auftreten der Erkrankung in Patientinnen, die krankheits-
frei waren. Lange krankheitsfreie Intervalle von bis zu
20 Jahren nach Primdrerkrankung sind insbesondere bei
Brustkrebs beschrieben. Entsprechend gibt es Anstren-
gungen die molekularen Mechanismen zu charakterisie-
ren, die diese Latenzzeit bewirken, um therapeutische
Strategien fiir eine dauerhafte Dormancy zu erzielen [50].
Zu den metastasensupprimierenden Genen zdhlen z.B.
Cystatin-6 (CST6), ein l6sliches Protein, das von Tumor-
zellen sezerniert wird und deren Mobilitdt stark reduziert
[21], Retinoic Acid Receptor Responder Protein 3 (RAR-
RES 3), das die Zell-Adhdsion bei Lungenmetastasen ver-
hindert [33], oder Kisspeptin-10 (KISS-10), das die Migra-
tion von Tumorzellen im Knochenmark inhibiert [37].

4.3.4 Klinischer Bezug

Bei Brustkrebspatientinnen treten Metastasen teils be-
reits bei Erstdiagnose oder kurz nach Entstehung des Tu-
mors auf, teils jedoch erst viele Jahre nach adjuvanter Be-
handlung der Primdrerkrankung. Trotz optimal gewdhlter
adjuvanter Therapie (operative Entfernung des Primartu-
mors, adjuvante Chemotherapie sowie je nach Tumorbio-
logie endokrine bzw. HER2-zielgerichtete Therapie) sind
bei Brustkrebspatientinnen Metastasen sogar Dekaden
nach Erstdiagnose beschrieben. Essenzielle Voraussetzung
fiir ein Wiederauftreten einer Tumorerkrankung ist das
Zurtiickbleiben von primdr therapeutisch nicht erfassten
oder resistenten Tumorzellen im Korper. Diese {iber einen
ldngeren Zeitraum latent bleibenden Tumorzellen werden
als Dormant Cells bezeichnet.

Um dazu beizutragen die Mechanismen der Metasta-
sierung besser zu verstehen, ist daher in den letzten Jah-
ren groRes Augenmerk auf die Erforschung der minima-
len Resterkrankung (MRD) gelegt worden. Bei Brust-
krebspatientinnen konnen disseminierte Tumorzellen
(DTZ) im Knochenmark (KM) mit prognostischer Rele-
vanz detektiert werden [6]. Sie werden als Surrogatmar-
ker fiir eine MRD gewertet. Auch nach Abschluss einer
adjuvanten Therapie ist die Tumorzellpersistenz im KM
mit einer schlechten Prognose assoziiert und gilt als Mar-
ker fiir ein erhohtes Metastasierungsrisiko [5], [20], [55].
Insbesondere beim Mammakarzinom ist der Knochen ein
hdufiger Metastasierungsort, da Tumorzellen in der ECM
einen idealen Nadhrboden finden und - wie zuvor be-

schrieben - den Knochenstoffwechsel zu ihren Gunsten
beeinflussen konnen. Welche Faktoren schlielich dazu
beitragen, dass die Latenzphase bis zum Wiederauftreten
der Tumorerkrankung endet und DTZ zur Bildung mani-
fester Metastasen fiihren, ist bisher noch unklar. Es wer-
den daher Anstrengungen unternommen, durch Beein-
flussung der ECM oder personalisierter zielgerichteter
Therapien diese Latenzzeit zu verldngern (s. Kap. 4.3.5).
Zum Therapiemonitoring eignen sich DTZ aufgrund der
invasiven Nachweismethode mittels Knochenmarkpunk-
tion allerdings nur eingeschrankt.

Neben den DTZ gilt jedoch auch der Nachweis von ZTZ
im peripheren Venenblut als Ausdruck einer MRD. Die
prognostische Relevanz von ZTZ konnte ebenfalls anhand
von gepoolten Analysen fiir das metastasierte Mamma-
karzinom und kiirzlich auch durch 2 unabhéngige Studi-
en fiir das primdre Mammakarzinom gezeigt werden
[30], [43]. Aktuell ist die Bestimmung von ZTZ noch nicht
Teil der klinischen Routine. Die Arbeitsgemeinschaft Gy-
ndkologische Onkologie (AGO) Mamma bewertet den Ein-
satz mit ,.+* und empfiehlt die Anwendung derzeit nur im
Rahmen klinischer Studien oder in Einzelfdllen zur Ent-
scheidungsfindung. Bemerkenswerterweise entwickeln
nicht alle Patientinnen mit ZTZ/DTZ immer eine Fern-
metastasierung. Bisher ist nicht gekldrt, wie sich ZTZ/DTZ
mit Potenzial zur Metastasenbildung und damit Kkli-
nischer Relevanz von ZTZ als tempordre Erscheinung
ohne aggressives Potenzial unterscheiden lassen. Dies gilt
es in weiterfithrenden Forschungsprojekten zu unter-
suchen, um die Metastasierungskaskade besser verstehen
und therapeutisch eingreifen zu kénnen.

4.3.5 Therapeutische Ansitze

Nach wie vor besteht hoher Bedarf die adjuvante
Therapie beim Mammakarzinom zu optimieren, da v.a.
Chemotherapeutika nur schnell teilende Zellen erfolg-
reich eliminieren. Schlafende (dormant) Tumorzellen
werden entsprechend nur bedingt durch einen chemo-
therapeutischen Ansatz beeinflusst. Aus diesem Grund
hat in den letzten Jahren v.a. die zielgerichtete Therapie
signifikant an Bedeutung gewonnen. Um Therapie und
Pravention von Metastasen zu verbessern, kommen
einerseits personalisierte Therapien, andererseits Sub-
stanzen zur Beeinflussung der ECM zum Einsatz. Etablier-
te semipersonalisierte Therapien, wie endokrine oder
HER2-zielgerichtete Therapien, werden schon -einige
Jahre - je nach Tumorbiologie - bei bestimmten Subgrup-
pen eingesetzt.

Trastuzumab ist ein Antikorper, der gegen HER2 ge-
richtet ist. Er ist inzwischen Standard bei der Behandlung
des HER2-positiven Mammakarzinoms und verlangert,
wenn er {iber 1 Jahr nach Chemotherapie oder mit einem
Beginn parallel zur taxanhaltigen Chemotherapie appli-
ziert wird, signifikant das Uberleben [41]. Dennoch
kommt es bei einem Teil der Patientinnen zu einer Resis-
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tenz gegeniiber Trastuzumab [42]. Eine mogliche Strate-
gie zur Uberwindung dieser Resistenz ist die kombinierte
HER2-Blockade.

Aktuell wird die Kombination der Antikorper Trastu-
zumab und Pertuzumab am hdufigsten eingesetzt. Die
Rationale fiir ihre gemeinsame Verwendung basiert auf
ihren unterschiedlichen, jedoch komplementdren Wirk-
mechanismen:
¢ Trastuzumab blockiert die ligandenunabhdngige Dime-
risierung des HER2-Rezeptors und bewirkt zusatzlich
eine antikorperabhdngige zelluldre Toxizitdt (Depen-
dent Cell-mediated Cytotoxicity, ADCC), indem es an
die extrazelluldre Domdne des HER2 bindet. Ein Ein-
fluss auf die ligandenabhdngige HER2-Heterodimerisie-
rung ist allerdings nicht beschrieben.

Pertuzumab fiihrt ebenfalls zu ADCC [46]. Zusdtzlich
spielt es noch eine zentrale Rolle bei der Blockade der
ligandenabhdngigen HER2-Heterodimerisierung, indem
es an den Dimerisierungsarm des HER2-Rezeptors bin-
det [27].

Die Kombination von Trastuzumab und Pertuzumab blo-
ckiert entsprechend synergistisch das Tumorwachstum
sowohl in vitro als auch in vivo [34], [46]. Im metastasier-
ten Setting hat sich die Doppelblockade bereits bewdhrt:
Patientinnen mit einem metastasierten Mammakarzinom
weisen nicht nur ein verldngertes PFS, sondern auch ver-
bessertes Gesamtiiberleben unter der dualen Blockade
auf [3]. In der adjuvanten Therapiesituation muss sich
dies noch zeigen. Eine weitere Moglichkeit der dualen
HER2-Blockade ist die Kombination aus Trastuzumab
und Lapatinib. Da Lapatinib intrazellular die Tyrosinkina-
sedomdne von HER2 blockiert, greifen auch diese Sub-
stanzen an unterschiedlichen Stellen des Rezeptors an
und wirken so synergistisch. Zudem wurde gezeigt, dass
Lapatinib das Potenzial hat, die Bildung zerebraler Metas-
tasen zu verhindern [16].

Weitere zielgerichtete Therapien, die im Zellzyklus ein-
greifen und eine Proliferation verhindern, sind derzeit in
Erprobung: z.B. Inhibitoren fiir zyklinabhdngige Kinasen
(CDK 4/6), fiir PI3-K-Inhibitoren (Phosphatidylinositol-
4,5-Bisphosphate-3-Kinase) oder Inhibitoren fiir mTOR
(Mammalian Target of Rapamycin) [39]. Hdufig werden
diese zielgerichteten Therapien mit endokrinen Thera-
pien kombiniert.

Eine andere Strategie zur Verlingerung der Latenzzeit
ist die erweiterte adjuvante Therapie, die eine Therapie-
dauer der endokrinen Therapie von insgesamt 10 Jahren
anstatt der etablierten 5-jdhrigen Behandlung vorsieht.
Hintergrund ist, dass 50% der Metastasen erst nach
5 Jahren auftreten. Diese Spdtmetastasierung ist ins-
besondere beim Mammakarzinom ein relevantes Phdno-
men. Durch eine erweiterte Therapie soll die Reaktivie-
rung von Dormant Cells vermieden werden. Klinische
Studiendaten bestatigen dieses Konzept [11].

Jedoch kann trotz optimal gewdhlter adjuvanter Thera-
pie basierend auf dem Phdnotyp des Primdrtumors die

4.3 Metastasierung

MRD teils nicht effektiv eliminiert werden. Um mithilfe
zielgerichteter Therapien im Idealfall jeder Patientin die
optimal wirksame Therapie zu verabreichen und mog-
lichst nicht wirksame Therapie und deren Nebenwirkun-
gen zu vermeiden, muss eine weitere Selektion stattfin-
den. Entsprechend stammen neue interessante Strategien
aus dem translationalen Forschungsbereich. Mittlerweile
findet eine umfangreiche Phdnotypisierung und Geno-
typisierung der ZTZ statt. Marker, die fiir die Therapie des
Mammakarzinoms entscheidend sind (wie z.B. Ostro-
gen-, Progesteronrezeptor und HER2), kénnen auf DTZ/
ZTZ nachgewiesen werden. Zusdtzlich konnte gezeigt
werden, dass sich sowohl Metastasen als auch MRD bzgl.
ihres Hormonrezeptor- oder HER2-Status vom Primadrtu-
mor unterscheiden kénnen [2], [14], [44]. Da ZTZ der Ur-
sprung moglicher Metastasen sein kénnen, konnte so die
Anpassung der adjuvanten Therapie ein Wiederauftreten
der Tumorerkrankung unterdriicken. Der Einsatz einer
solchen Therapie, basierend auf Markern der MRD, wird
in aktuellen Studien untersucht. ZTZ weisen z. B. hdufiger
als der Primdrtumor eine HER2-Expresssion auf. Aus die-
sem Grund ist die TREAT CTC ein interessantes Studien-
konzept. Patientinnen mit HER2-negativem Primdrtumor
erhalten nach abgeschlossener Chemotherapie zusdtzlich
Trastuzumab mit der Idee, die MRD {iber eine zielgerich-
tete Therapie zu eliminieren. Zudem kann die einfache
Re-Evaluation im Krankheitsverlauf durch Bestimmung
dieser Marker auf ZTZ im Sinne einer Liquid Biopsy von
entscheidender Bedeutung sein.

Dariiber hinaus werden zusdtzliche therapeutische In-
terventionen zum Einsatz kommen miissen, da ZTZ/DTZ
hdufig einen triple-negativen Status aufweisen und daher
die etablierten zielgerichteten Therapien nicht zum Ein-
satz kommen kdnnen. Ein wichtiger Ansatzpunkt ist die
Beeinflussung der mikrometastatischen Nische, sodass
Tumorzellen sich nicht weiterentwickeln kénnen. In dem
komplexen Mechanismus der Metastasierung spielt auch
die Angiogenese eine wichtige Rolle. Allerdings zeigten
bis dato Antikérper, welche die Angiogenese inhibieren,
nur im metastasierten Setting einen Effekt. Sehr vielver-
sprechend sind hingegen Bisphosphonate, die die mikro-
metastatischen Nischen so verdndern, dass nachweislich
DTZ aus dem KM eliminiert werden. Bisphosphonate sind
aktuell die Standardtherapie zur Pravention und Behand-
lung von Knochenmetastasen [1], [26]. Sie lagern sich an
mineralisierte Oberflichen (wie Knochen) an und blo-
ckieren so die durch Osteoklasten induzierte Knochenre-
sorption. Auf diese Weise wird verhindert, dass fiir das
Wachstum der Tumorzellen wichtige Zytokine aus dem
Knochen freigesetzt werden [10]. Entsprechend kénnen
die Progression vorhandener Ldsionen und das Auftreten
neuer Knochenmetastasen gehemmt werden. Klinische
Daten bestdtigen diesen Effekt, da postmenopausale Pa-
tientinnen unter einer Bisphosphonattherapie ein verbes-
sertes klinisches Outcome aufweisen. Mittlerweile ist die
adjuvante Bisphosphonatgabe auch in die Therapieemp-
fehlungen der AGO aufgenommen worden.

187

aus: Rody u. a., Molekulare Gyndkologie und Geburtshilfe fiir die Praxis (ISBN 9783132060616) © 2016 Georg Thieme Verlag KG Stuttgart - New York



188

Gyndkologische Onkologie

weitere
ziel-
verldngerte  gerichtete
endokrine Therapie  Therapien
HER2-zielgerichtete _'_ _L

Therapie
osteoprotektive
Therapie \\/
Knochen- /
matrix

Anti-
angio-
genese

Abb.4.12 Tumorzellelimination - Strategien. Schematische
Ubersicht der méglichen Angriffspunkte, um MRD zu eliminie-
ren oder Dormancy zu verlangern.

> Abb. 4.12 fasst die unterschiedlichen Strategien zur
Tumorzellelimination zusammen.

4.3.6 Ausblick

Die Metastasierung des Mammakarzinoms ist, in moleku-
larer und klinischer Hinsicht, ein sehr komplexer Vor-
gang. In Zukunft wird sowohl die Isolierung und Analyse
von ZTZ mittels Liquid Biopsy wdhrend des frithen oder
fortgeschrittenen Stadiums der Erkrankung, als auch die
Biopsie der Metastase (sofern diese Moglichkeit besteht)
im klinischen Alltag obligatorisch sein. Ein Vergleich der
Expressionsprofile bestimmter metastasierungsassoziier-
ter Biomarker des Primdrtumors, der Metastase und der
ZTZ konnte einen Hinweis auf das metastatische Potenzial
der ZTZ liefern. Anhand dieser Biomarker kénnten in Zu-
kunft praventive, therapeutische Manahmen zur Elimi-
nierung dieser Zellen erstellt werden.
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4.4 Osteoonkologie

4.4 Molekulare Grundlagen der
Osteoonkologie beim Mamma-
karzinom

I. Kyvernitakis, P. Hadji

4.4.1 Alilgemeines zum
Krankheitsbild

Die Knochenmetastasen stellen die hdufigste Lokalisation
der Metastasen bei Frauen mit primdrem Mammakarzi-
nom dar. Bis zu 85 % der Patientinnen mit Mammakarzi-
nom im metastasierten Stadium entwickeln Knochen-
metastasen. Demzufolge zeigt sich eine starke Pradilek-
tion der metastasierten Zellen fiir die knochenmarkreiche
Mikroumgebung des Beckens, der Rippen und der thora-
kolumbalen Wirbel sowie im Schddel und an den langen
Knochen. Patienten, welche Knochenmetastasen ent-
wickeln, haben eine prolongierte Uberlebenszeit von 24-
30 Monaten und werden einem erheblichen Risiko fiir
Skelettmorbiditdt ausgesetzt [4], [5].

4.4.2 Datenlage aus der
Grundlagenforschung

Knochenmetastasen stellen die hdufigste Komplikation
des fortgeschrittenen Mammakarzinoms dar [43]. Die In-
filtration der Tumorzellen in den Knochen ist mit einer
Stérung des streng kontrollierten Knochenumbaus asso-
ziiert, welcher in dem gut etablierten ,Teufelskreis der
Knochenmetastasierung* zu gesteigerter Knochenresorp-
tion und letztlich Tumorprogression fiihrt [37]
(» Abb. 4.13). Sobald eine Disseminierung der Tumorzel-
len in das Skelett stattgefunden hat, zdhlt dieser Zustand
zu den unheilbaren Erkrankungen [3]. In diesem Zusam-
menhang wird ein signifikanter Anteil dieser Patientin-
nen mit Knochenmetastasen an haufigen oder rezidivie-
renden skelettassoziierten Komplikationen (SREs) leiden.
Diese beinhalten die pathologischen Frakturen, das Rii-
ckenmarkskompressionssyndrom,  Knochenschmerzen
und die Hyperkalzidmie [4]. Die Entwicklung dieser tu-
morassoziierten Skelettkomplikationen ist mit einer er-
heblichen personlichen, sozialen und finanziellen Belas-
tung assoziiert und durch eine deutlich verminderte Le-
bensqualitdt gekennzeichnet [27]. Demzufolge stellt die
Pravention der Knochenmetastasierung einen essenziel-
len Bezug zu der heutigen klinischen Praxis.

Der aktuelle therapeutische Standard in der Behand-
lung der Knochenmetastasen wird durch die zielgerichte-
te osteoonkologische Therapie erreicht. Hier kommen
Antiresorptiva, wie z. B. die Bisphosphonate und der voll-
standig humanisierte, synthetisch hergestellte, monoklo-
nale Antikérper Denosumab zum Einsatz [3], [13]. Durch
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diese Medikamente kénnen die Rate der Krankheitspro-
gression reduziert, das Uberleben verlingert und die ske-
lettassoziierten Ereignisse verhindert werden. Der relati-
ve Erfolg dieser Mittel hat dazu gefiihrt, dass in einigen
Fdllen Betroffene viele Jahre mit Knochenmetastasen le-
ben kénnen [39]. Dennoch verbleibt die Langzeit-Mortali-
tdtsrate aufgrund von latenten sekunddren Tumoren un-
verdndert [32]. Die sekunddren Metastasen entstehen
hdufig durch die disseminierten Tumorzellen (DTCs), wel-
che in einem Zustand von zelluldren Ruhephasen oder
proliferativer Verhaftung eingetreten sind und dadurch
fiir konventionelle antimitotische Therapien unempfind-
lich geworden sind. Etliche Jahre nach der initialen Brust-
krebstherapie konnen diese Zellen von der ,Ruhephase*
(Cellular Dormancy) in eine aktive Phase {ibergehen und
sekunddr Metastasen bilden, welche zu Skelettkomplika-
tionen fiihren [44]. Als Ruhephase wird das Intervall zwi-
schen Ankunft der disseminierten Tumorzellen im Kno-
chenmark und Entwicklung von sichtbaren Metastasen
definiert.

® Substanzen, welche durch
die Tumorzellen freigesetzt
werden (z.B. PTHrP).
l Dadurch Stimulation der
Osteoklasten direkt

der Osteoblasten und an-
schlieRend Aktivierung der
Osteoklastenvorstufen
durch RANKL.

Abb. 4.13 Teufelskreis der Knochen-
metastasierung. Zirkulierende Tumorzellen
zeigen eine hohe Affinitat fir Hydroxylapa-
tit. Sobald diese Zellen die Knochenmi-
kroumgebung erreicht haben, setzten sie
Faktoren wie PTHrP frei, welche die Osteo-
blasten direkt aktivieren oder indirekt durch
das RANKL-System die Osteoklastenaktive-
rung induzieren konnen. AnschlieBend set-
zen aktivierte Knochenzellen
Wachstumshormone wie TGF-a und IGF frei,
welche die Proliferation der Tumorzellen
stimulieren. Die moglichen osteoblastischen
oder osteolytischen Ldsionen kdnnten zu
skelettassoziierten Ereignissen fiihren - mit
dem entsprechenden Risiko fiir Morbiditdt
und Mortalitat.

Antiresorptive Substanzen kénnen diesen
Teufelskreis unterbrechen, indem sie an
mehreren Stellen eingreifen. Es gibt Hin-
weise, dass Bisphosphonate die Apoptose
der Tumorzellen direkt induzieren kénnen.
Des Weiteren fiihren die Bisphosphonate zu
einer Reduktion der Resorption durch
Hemmung der Osteoklasten mit der Folge,
dass weniger Wachstumshormone von den
Resorptionsflachen freigesetzt werden.
Neueste Untersuchungen werden in Zu-
kunft prifen, ob Bisphosphonate einen
Einfluss auf die Anzahl der zirkulierenden
Tumorzellen sowie auf den Prozess der
Einnistung (Homing to Bone) oder sogar
der Ruhephasen (Dormancy) haben. Anti-
resorptive Substanzen wie Denosumab
greifen in das RANKL-System ein und dem-
zufolge wird die osteoklasteninduzierte
Knochenresorption gehemmt.

Jedoch sind die exakten molekularen Mechanismen,
welche die Induktion und Regulation der zelluldren Ru-
hephasen untermauern, bis heute nicht endgiiltig geklart.
Die weitere Aufklirung dieser Ruhephasen vermittelnden
Wegen ist von zentraler Bedeutung fiir die Entwicklung
von effektiven therapeutischen Losungen fiir die gezielte
Neutralisierung der disseminierten Tumorzellen und fiir
die wesentliche Verbesserung der Langzeitmortalitdt der
Patientinnen mit Knochenmetastasen.

4.4.3 Molekulare Pathophysiologie

Die Ruhephasen werden durch das Abschwdchen der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Proteinkinase B
(AKT) reguliert, ohne unbedingt die Signalkaskaden des
fiir die Autophagie der disseminierten Tumorzellen wich-
tigen Rapamycin (mTOR) zu inhibieren [33]. Die Kno-
chenmikroumgebung spielt eigentlich eine Ruhephase-
permissive Rolle, welche die Entstehung der Makro-
metastasen durch der Down-Regulation des Vascular Cell
Adhesion Protein 1 und des Periostin sowie die Hoch-
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regulation des Transforming Growth Faktor B2 (TGF-B2),
des Bone Morphogenetic Protein 4 (BMP-4) und des
BMP-7 verhindert. Hingegen kann die Mikroumgebung
eine Ruhephasen-restriktive Rolle fiihren, welche durch
die gegenteiligen Effekte mit Induktion der Metastasen
gekennzeichnet ist [44]. Die hypothetische Rolle der Zu-
sammenarbeit zwischen Zellen des Immunsystems und
Krebszellen am Primarius und im Knochenmark hat an
Impetus gewonnen und fithrte zum Aufkommen neuer
Substanzen, welche die Immunzellen gegen die Krebszel-
len umleiten [34]. Einerseits halten die CD8 + T-Lympho-
zyten und in etwas geringerem Mafe die CD4 +T-Lypho-
zyten und NK-Zellen die disseminierten Tumorzellen in
einem Ruhezustand, wihrend Helper Cells vom Typ 2T
(TH2) Makrophagen, Myeloid-extrahierten Suppressor-
zellen und regulatorischen T-Zellen (TREG) das Entkom-
men vom Immunsystem erleichtern und demzufolge fiir
die Metastasenentstehung verantwortlich sein kénnen
[40]. Einige Effekte des Immunsystems in der Phase vor
dem Ruhezustand sind mit zytotoxischen Eigenschaften
der Immuneffektorzellen assoziiert, wahrend andere zy-
tostatisch wirken und von dem Stilllegen der Zelldifferen-
zierung und der Kontrolle der Angiogenese durch IFN-y
und Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 sowie CXC Motif
Chemokine 9 (CXCL9) und CXCL 10 abhdngig sind [36].

Die Entwicklung von Knochenmetastasen ist ein kom-
pliziertes Phanomenon (> Abb. 4.13). Nachdem die Tu-
morzellen sich vom Primadrtumor abgel6st haben, errei-
chen sie den Blutkreislauf. In diesem Zusammenhang gibt
der Primarius Zellen frei, welche die extrazelluldre Matrix
iiberschreiten, die Basalmembran der angiolymphati-
schen GefdRe penetrieren und anschlieBend ferne Organe
durch den Blutkreislauf erreichen. Diejenigen Tumorzel-
len, welche das Immunsystem iiberlebt haben, kénnen
das Knochenmark besiedeln und sind potenzielle Kan-
didaten fiir die Entwicklung von Knochenmetastasen
[45]. Es ist anzumerken, dass zirkulierende Mamma- oder
Prostatakarzinomzellen eine besonders hohe Affinitdt
zum Knochen aufweisen. In diesem Zusammenhang sind
2 hdmatopoetische Nischen am Knochenmark beschrie-
ben worden: die endosteale (oder osteoblastische) und
die vaskuldre Nische. Der Stromal Cell derived Factor 1
(SDF-1 oder CXCL12) wird hauptsdchlich durch Stroma-
zellen des Knochenmarks, wie Osteoblasten, Endothelzel-
len und Fibroblasten exprimiert und kann Stammzellen
des hdamatopoetischen Systems (HSCs) im Knochenmark
durch die Bindung an CXC Chemokine Rezeptor vom Typ
4 (CXCR-4) beibehalten [25]. Ein kleiner Anteil von Krebs-
zellen des Mammakarzinoms, aber auch des Prostatakar-
zinoms und anderer Krebsarten exprimiert CXCR-4, was
das Entstehen von Metastasen an Stellen mit rotem Kno-
chenmark erkldrt. Tatsdchlich ist die osteoblastische Ni-
sche fiir die Aufrechterhaltung der HSC-Ruhephase, wah-
rend die Endothelzellennische HSC enthdlt, die fiir die
Differenzierung zu reifen hiamatopoetischen Zellen pra-
disponiert sind.

4.4 Osteoonkologie

Eine Reihe von Zytokinen, wie z.B. Angiopoietin-1 und
SDF-1, wird durch Osteoblasten sezerniert und behdlt die
HSC in der Nische. Durch die Aktivierung des Notch-Path-
way wird ihre Differenzierung blockiert [14]. Zielgerich-
tete Substanzen gegen CXCL12 oder CXCR-4 bieten die
Maoglichkeit die HSC aus der schiitzenden Umgebung des
Knochenmarks zu mobilisieren und werden dadurch
empfindlich fiir Chemotherapien oder Radiatio [2].

Sobald die disseminierten Tumorzellen die Knochenmi-
kroumgebung erreicht haben, haben sie die Méglichkeit
eine Reihe von Zytokinen und Wachstumsfaktoren zu ex-
primieren, welche parathormonverwandte Peptide, Pros-
taglandine und Interleukine einschlieBen. Diese konnten
die Produktion des Receptor Activator of nuclear Factor
KB Ligand (RANKL) durch Zellen osteoblastischer Abstam-
mung steigern. Das wird die Aktivierung der Osteoklasten
induzieren und zu einem Ungleichgewicht zwischen Kno-
chenformation und -resorption fiithren. Sobald die Kno-
chenmatrix abgebaut ist, werden multiple Zytokine frei-
gesetzt, welche wiederum zu einem beschleunigten
Wachstum und Proliferation der Tumorzellpopulation
fithren. Diese multiplen Interaktionen zwischen metasta-
sierten Tumorzellen und Knochenmikroumgebung kénn-
ten zu der Entwicklung von Metastasen in den - und viel-
leicht auch auBerhalb der - Knochen fiihren
(» Abb. 4.13). Insgesamt zeigt sich ein selbsterhaltender
Teufelskreis mit multidirektionalen Interaktionen zwi-
schen Tumorzellen, Osteoklasten, Osteoblasten und der
Knochenmikroumgebung [3].

Eine Reihe von wissenschaftlicher Untersuchungen [33]
hat den osteolytischen Prozess der Knochenmetastasie-
rung dargestellt und gezeigt, dass eine Vielzahl von tu-
morzellabgeleiteten Wachstumsfaktoren und Zytokinen
die Rekrutierung, Differenzierung sowie Aktivierung der
Osteoklasten regulieren. Diese beinhalten PTHrP, TGF-3,
IL-6, IL-8 und Tumornekrosefaktoren (TNF). Des Weiteren
inhibieren die metastasierten Mammakarzinomzellen die
Osteoblastendiffenzierung durch die Runt-related Tran-
scription Factor (RUNX2)-abhdngige Expression von Scle-
rostin der Tumorzellen [15], [35].

Diese Mechanismen storen die enge Kopplung der Kno-
chenformation und -resorption und erlauben die unge-
hinderte Knochenresorption durch die Osteoklasten.

Die Osteozyten spielen eine Rolle im Aktivierungspro-
zess der osteolytischen Metastasen durch die Regulation
des Wnt-Pathway sowie durch die Expression von Dick-
kopf-related Protein 1 (DKK-1) und Sclerostin der Tumor-
zellen [7]. In diesem Zusammenhang produzieren Zellen
des multiplen Myeloms RANKL, erhéhen das RANKL/Os-
teoprotegerin-Verhdltnis und supprimieren die Knochen-
formation durch die Sekretion von Sclerostin. Hierdurch
verlieren die Osteozyten die Moglichkeit die Knochenfor-
mation zu regulieren [6]. Demzufolge stellt sich die Frage,
ob die Inhibition des Sclerostin und die Regulation des
Whnt-Signalling eine Behandlungsoption fiir Patienten mit
Mammakarzinom- oder multiplen Myelommetastasen
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darstellen. Tatsdchlich zeigten Untersuchungen bei post-
menopausalen Frauen mit niedriger Knochendichte unter
einem Sclerostin-Antikérper (Romosozumab) einen An-
stieg der Knochenmasse (BMD) und der Knochenformati-
on [33].

Diese vielversprechenden Erkenntnisse zeigen die po-
tenziellen Ansatzmoglichkeiten von Sclerostin-Antikor-
pern fiir den Anstieg der Knochenmasse bei Patientinnen
mit osteolytischen Knochenmetastasen. Der potenzielle
Nutzen dieser Substanzen sollte vorsichtig interpretiert
werden, da bereits existierende osteoanabole Medika-
mente, wie z.B. Teriparatid, bei Krebspatienten kontra-
indiziert sind. Grund dafiir ist z. B. die mogliche Replikati-
on der Tumorprogression durch PTHrP [45].

Die Vielzahl der existierenden Interaktionen zwischen
Knochenzellen und Zellen des Knochenmarks, welche fiir
die Aufrechterhaltung der endokrinen Homdoostase ver-
antwortlich sind, erlauben den Einsatz von zielgerichte-
ten knochentherapeutischen Optionen fiir die Behand-
lung von dort ansdssigen Krebszellen. Hierbei stellt sich
der Erhalt der Knochenhomdostase unter einigen Thera-
pien des Mammakarzinoms als sehr schwierig dar. Einige
Studien haben die schddlichen Nebenwirkungen der Che-
motherapie im Knochenstoffwechsel untersucht und
stellten das Ausbleiben der Knochenregeneration nach
Abschluss der Therapie fest. Die Autoren haben in diesem
Zusammenhang die Verhaltensverdnderungen der Aktivi-
tdt der Osteoklasten, -zyten und -blasten beschrieben
[33].

Des Weiteren stehen die modulierenden Effekte der
mikroRNAs (miRNAs) an die Genexpression im Mittel-
punkt [38]. Der Transfer der miRNAs aus dem Knochen-
mark durch Gap Junctions oder Exosomen an die Krebs-
zellen konnte einen Einfluss auf die oben beschriebenen
Ruhephasen haben (Let-7c, miR-127, miR-197, miR-222,
miR-223 und miR-23b) und ggf. auch die Tumorprogressi-
on induzieren (miR-204, miR-11, miR-379 und miR-34a).
In Zukunft werden Studien deren Einsatz als Biomarker
oder als Therapeutika genauer untersuchen [33]. Nach
deren Ausloésung werden zirkulierende zellfreie miRNAs
an spezifischen Proteinen anhaften (Argonaute-2 oder
HDL/LDL) oder werden von den Exosomen aufgenommen.
Klinische Untersuchungen iiber metastasierte Mamma-
karzinompatientinnen und Tiere mit Lungenmetastasen
zeigten signifikant h6here miR-16-, miR-378- und miR-
378-Konzentrationen als die Referenzgruppen [12], [46].

Ostrogene und Knochenstoffwechsel

Der Zusammenhang zwischen Ostrogenen, Knochendich-
teverlust und Frakturrisiko bei postmenopausalen Frauen
ist ausfiihrlich beschrieben [8], [31], [41]. Fuller Albright
berichtete vor {iber 70 Jahren {iber den Zusammenhang
zwischen Ostrogenmangel und Osteoporose (29). Mithilfe
der Photonenabsorptiometrie konnte die Arbeitsgruppe
von Lindsay [30] diese Hypothese beweisen, indem sie
den akzelerierten Knochenmassenverlust in ovarekto-

mierten Frauen durch die Ostrogentherapie stoppen
konnte. Die Ostrogene inhibieren den Knochenabbau
durch die Inhibition des RANK-Liganden (Receptor Acti-
vator of nuclear Factor kB Ligand) [9], [24]. RANKL ist ein
Protein, das fiir die Regulation von Knochenaufbau und
-abbau verantwortlich ist. RANKL wird von Osteoblasten
(Zellen, die Knochensubstanz aufbauen) produziert und
bindet an RANK-Rezeptoren der Osteoklastenvorstufen,
was deren Differenzierung zu Osteoklasten (Zellen, die
Knochensubstanz  abbauen) induziert [11], [23].
Demzufolge funktionieren Ostrogene als natiirlicher
Suppressor von RANKL. Dies erklart die Haufigkeit der
Osteoporose bei postmenopausalen Frauen, weil hier der
natiirliche Suppressor der Osteoklastendifferenzierung
(Ostrogen) nicht mehr in ausreichender Menge
produziert wird. Zusdtzlich stimulieren Ostrogene die
Produktion des Osteoprotegerin (OPG), welches die Bin-
dung von RANK an RANKL inhibiert [22]. Der Ostrogen-
mangel kann zu einer erhohten Osteoklastogenese durch
die Up-Regulation von RANK und die Down-Regulation
von Osteoprotegerin fiihren [1]. Infolgedessen regulieren
Ostrogene die Produktion von vielen Zytokinen durch Os-
teoblasten und Knochenmarkstromazellen sowie durch
die Inhibition der Apoptose in Osteoblasten und gereiften
Osteozyten [1]. Zusammenfassend ist bei vielen endokri-
nen Therapien, wie z. B. unter der GnRH-Therapie bei pra-
menopausalen Patientinnen oder unter einer Al-Therapie,
analog zur postmenopausalen Osteoporose, die RANKL-
Sekretion erhoht und die OPG-Sekretion erniedrigt. Der
erhohte RANKL/OPG-Quotient fiihrt in beiden Situatio-
nen zu einer gesteigerten Osteoklastenaktivitit und
damit zu einer verminderten Knochenmasse [29].

4.4.4 Klinischer Bezug

Es ist allgemein akzeptiert, dass die optimale Behandlung
des Mammakarzinoms - insbesondere bei Patientinnen
mit Knochenmetastasen - die enge Kooperation verschie-
dener Fachdisziplinen voraussetzt, bestehend aus Radio-
logie, Gyndkologie, Pathologie, Strahlentherapie und On-
kologie. Nur in enger Absprache sind optimale Therapie-
erfolge erzielbar. Im Frithstadium besteht das Ziel, Metas-
tasen und tumortherapieinduzierten Komplikationen
vorzubeugen. In den meisten Féllen einer Metastasierung
ist die Therapie dagegen nur palliativ. Jedoch kénnen be-
stimmte Fille der Metastasierung mit aggressiven Be-
handlungen stabilisiert werden, sodass eine prolongierte
Remission der Erkrankung erreicht werden kann. Unab-
hdngig von dem Stadium der Erkrankung ist die Therapie
fast immer eine Kombination aus direkter Krebstherapie
und zielgerichteter osteoonkologischer Therapie. Im Fol-
genden werden die therapeutischen Ansdtze unter be-
sonderer Berticksichtigung der zielgerichteten Knochen-
therapie mit Bisphosphonaten und Denosumab dar-
gestellt - sowohl fiir die Knochenmetastasen, als auch in
der Adjuvanz.
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