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Zelluldare und molekulare Mechanismen der
Tumormetastasierung in den Knochen

0. Hoffmann

Die Tumorinvason und Metastasierung in das Knochengewebe baut sich aus einer Kaskade verschiedener zelluldrer und molekularer Prozesse auf. Von
Mamma- und Prostatakarzinomen auswandernde Zellen kénnen sich tiber spezifische Adhdsionsmolekiile selektiv im Knochen ansiedeln. Die daran
anschlieSenden Schritte Tumormetastasierung und -wachstum sind abhangig von der Interaktion zwischen eingewanderten Tumorzellen und dem
Knochenmikroenvironment. Bei osteolytischen Metastasen, die fiir Mamakarzinome charakteristisch sind, stellen TGF- und PTHrP die wichtigsten
Mediatoren dar. Sie induzieren iber eine Erh6hung des RANKL/OPG-Verhdltnisses die Entstehung von Osteoklasten aus Vorlduferzellen. Bei osteo-
sklerotischen Metastasen, die fiir Prostatakarzinome charakteristisch sind, spielen , bone morphogenetic proteins” (uPa) sowie eine Erniedrigung des
RANKL/OPG-Verhiltnisses eine wesentliche Rolle. In diesem Artikel sollte ein Uberblick tiber alle zelluliren und molekularen Mechanismen présentiert
werden, die zur Tumorinvasion in den Knochen fihren.

Tumor invasion and metastasis consists of a cascade of various cellular and molecular processes. Cells derived from breast and prostate cancer can
adhere selectively in bone tissue via the function of adhesion molecules. Tumor metastasis and growth is achieved by the interaction of tumor cells with
the bone microenvironment. The major mediators of osteolytic metastases which are characteristic for breast cancer derived metastases are TGF-beta
and PTHrP. They induce osteoclast differentiation and activity via an increase of the RANKL/OPG ratio. Among the major mediators of osteosclerotic
metastases which are for characteristic prostate cancer derived metastases are bone morphogenetic proteins and uPA and a characteristic decrease of
the RANKL/OPG ratio. In this article | want to review the cellular and molecular mechanisms underlying the tumor invasion into bone. | Miner

Stoffwechs 2003; 10 (2): 12-5.

as Skelettsystem ist neben den Organen Leber und

Lunge am hdufigsten von Metastasen betroffen. Dabei
wird die lberwiegende Anzahl der Knochenmetastasen
durch Karzinome der Mamma, der Prostata (Inzidenz: 60—
80%), der Lunge und der Nieren (Inzidenz: 30-50%)
bzw. multiple Myelome verursacht [1, 2]. Knochenmeta-
stasen entwickeln sich bereits sehr friih im Verlauf einer
Tumorerkrankung, es kommt jedoch erst verhiltnismalig
spat zur Manifestation der klinischen Symptome. Diese
treten dann auf, wenn die Aktivitat der Osteoklasten und
Osteoblasten unter dem Einflull von im Knochenmark
proliferierenden Tumorzellen verstiarkt zu Knochenneu-
bildung oder Knochenresorption fiihrt. Zum Zeitpunkt der
Diagnose leidet bereits die Halfte der Patienten an
Schmerzen infolge von Knochenmetastasen, was zu einer
deutlichen Verschlechterung der Lebensqualitdt fihrt [3].
Zu weiteren Tumormanifestationen im Skelettsystem zdh-
len die Entstehung pathologischer Frakturen sowie Kom-
pressionssyndrome und hyperkalzdmische Episoden.

Welche Mechanismen sind essentiell fiir die
Einnistung von metastasierenden Tumorzellen
im Mikroenvironment des Knochens?

Maligne Tumoren, die hdufig in den Knochen metastasie-
ren, verandern ihre zellulare Charakteristik im Laufe der
Umwandlung in den metastatischen Phanotyp [4]. Diese
stufenweise Umwandlung ist in der Abbildung 1 zusam-
mengefalit [5].

Wihrend dieser Umwandlung entsteht aus einer relativ
immobilen Zelle eine bewegliche Zelle, die reduzierte
oder modifizierte Zell-Zell-Verbindungen besitzt, die Ba-
salmembran durchdringen und durch das Bindegewebe
migrieren kann. Die Invasion geht einher mit einer ver-
dnderten Expression von Zelladhdsionsmolekilen und
Gewebeinhibitoren von Matrixmetalloproteinasen (MMP)
und zusatzlich mit einer erhéhten Produktion von proteo-
lytischen Enzymen und MMPs.
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Institut fir Pharmakologie und Toxikologie, Universitit Wien, A-1090
Wien, AlthanstralRe 14, E-mail: oskar.hoffmann@univie.ac.at

Die bevorzugte Entstehung von Knochenmetastasen
kann durch 2 Theorien erklart werden, der himodynami-
schen Theorie von Ewing 1928 [6] und der ,seed and soil”-
Theorie von Paget [7]. Nach der hdmodynamischen Theo-
rie ist die Entwicklung von Metastasen im jeweiligen
Gewebe vom Blutvolumen abhdngig. Das Blutvolumen im
Knochenmark ist jedoch eher gering im Verhiltnis zu an-
deren Geweben, wie Lunge oder Leber [8]. Diese Theorie
kann die Spezifitit von Mamma- und Prostatakarzinom-
zellen, in den Knochenraum einzuwandern, nicht erklaren
und It vermuten, dafs Tumorzellen noch weitere speziel-
le Eigenschaften besitzen miissen, um sich erfolgreich in
den Knochen einnisten zu konnen. Die Theorie von Paget
scheint zur Erklarung dieser Vorgange besser geeignet. Der
Knochen unterscheidet sich von anderen Zielorganen der
sich ausbreitenden Krebszellen besonders aufgrund seiner
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Abbildung 1: Entwicklung einer metastasierenden Tumorzelle im Primar-
tumor und Wanderung in das Knochen-,Mikroenvironment”
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Morphologie und der zelluldren Struktur. Die Knochenma-
trix enthalt eine Reihe von Wachstumsfaktoren [9], die nach
erfolgter osteoklastdrer Resorption einwandernde Krebs-
zellen stimulieren konnen. Dieses ,Mikroenvironment”
beglinstigt das Festsetzen von metastasierenden Krebszel-
len, besonders solchen der Mamma und der Prostata. Die-
se Wachstumsfaktoren sind unter physiologischen Verhalt-
nissen in der Knochenmatrix gebunden und erst nach
erfolgtem osteoklastdrem Knochenabbau verfiigbar.

Die nachste Stufe in der Metastasierung liegt in der Ab-
[6sung von Krebszellen aus dem Zellverband, der Invasion
in das umliegende Gewebe und dem Eintritt in die Blut-
bahn [3]. Als Voraussetzung fiir diese Vorgdnge bendtigen
Krebszellen in besonderem Ausmal} proteolytische Enzy-
me, welche in dieser Situation vermehrt exprimiert und
produziert werden. Damit sich Tumorzellen aus dem Zell-
verband ablosen konnen, mul’ die Zahl an zelluldren Ad-
hasionsmolekiilen (CAMs) vermindert sein, wahrend fir
die Anhaftung und Erkennung der Zielregionen wiederum
eine erhéhte Expression von CAMs notwendig ist. Fir die
Passage durch Zellbarrieren sollten Tumorzellen eine er-
hohte Migrationsfahigkeit besitzen und nicht von der kor-
pereigenen Immunabwehr erkannt werden. Die Metasta-
sierung beinhaltet also eine Vielzahl essentieller Schritte,
bei denen Tumorzellen mit dem lokalen ,Environment”
des Wirtsgewebes reagieren. Die Chance, einen oder
mehrere dieser Schritte zu blockieren, kdnnte die gesamte
Metastasierung hemmen.

Diese Schritte beinhalten, wie in Abbildung 1 angefiihrt,
die Ablosung vom Primdrtumor und die Invasion in benach-
bartes Gewebe. Die Tumorzellen zirkulieren daraufhin in
der Blutbahn und verlassen diese wieder im Bereiche der
Sinusoide des Knochenmarks. Dazu missen die Krebszel-
len an der Basalmembran adhdrieren und danach durch
proteolytische Enzyme die Basalmembran auflésen und
passieren kdnnen. Die Adhadsion der Tumorzellen erfolgt
durch Laminin und E-Cadherin [10]. Am Ort der Tumor-
metastasierung ist wiederum eine erhohte Expression der
CAMs Voraussetzung flir das Anheften an die Extrazel-
luldrmatrix [3]. Zu den am weitesten verbreiteten CAMs
zahlen die Integrine. Diese sind an einer Reihe von Zell-
Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen entscheidend beteiligt,
vermutlich auch an der himatogenen Aussaat von Tumor-
zellen [11]. E-Cadherin ist ein Oberfldchenprotein mit 120
kD und spielt eine wesentliche Rolle an der kalziumab-
hdngigen Adhésion von Epithelzellen. Eine Beteiligung in
der Tumorinvasion wurde ebenfalls bereits nachgewiesen.
Die Hemmung von E-Cadherin mit Antikérpern bewirkte
in einer Nierenzellinie eine erhohte Invasivitat, eine Uber-
expression von E-Cadherin supprimierte die Invasivitit
von hochaktiven Krebszellen [12].

An der gut beschriebenen Mammakarzinom-Zellinie
MCE-7 fiihrte die erhéhte Expression von E-Cadherin zu
verminderter Invasivitdt. Dies wird noch unterstiitzt durch
die Beobachtung, dafl die hochinvasive Mammakarzi-
nom-Zellinie MDA-MB-231 eine geringere Menge an E-
Cadherin exprimiert [13]. Synergistisch fir die Invasivitat
wirken Enzyme, die die Basalmembran abbauen. Dazu
zahlt Kollagenase Typ IV und eine Reihe anderer proteoly-
tischer Enzyme [3].

In der Blutbahn tberlebt nur 1% aller Tumorzellen. Anti-
koagulantien vom Cumarin-Typ kénnen unter Umstdnden
auch in Metastasierungsprozesse hemmend eingreifen
[14]. Im Bereich des Knochenmarks treten Tumorzellen in

den Sinusoiden aus der Gefdaf8bahn aus. Dies erfolgt tiber
dhnliche Mechanismen wie beim Eintritt in die Blutbahn.
Der letzte und wesentlichste Schritt in der Kaskade der
Metastasierung in den Knochen ist die Zerstérung der Kno-
chenstruktur.

Rolle proteolytischer Enzyme

Tumorzellen kénnen den Knochen direkt abbauen. An
dieser Tumor-mediierten Osteolyse sind Matrixmetallopro-
teinasen und knochenabbauende Enzyme wie Cathepsin
K wesentlich beteiligt [15-18]. Aus der Familie der Matrix-
metalloproteinasen konnen die interstitielle Kollagenase
(MMP-1) und die Kollagenase 3 (MMP13) Kollagen | ab-
bauen. MMP-2 und MMP-9 kénnen bereits teilweise ab-
gebautes Kollagen weiter abbauen. Stromelysin (MMP-3)
und andere spielen eine wichtige Rolle in der Aktivie-
rungskaskade von MMP-1 und MMP-9. Die meisten dieser
MMPs wurden zuerst in Osteoblasten gefunden, dies un-
terstlitzt auch die Vermutung, dafs Osteoblasten fiir die
Freilegung des Knochenminerals vor der eigentlichen
Knochenresorption durch den Osteoklasten essentiell
sind. Beim Knochenabbau durch Tumorzellen wurde eine
lokale Sekretion von MMP-2 und MMP-9 nachgewiesen.
In experimentellen Tumormodellen konnte Knochenab-
bau entweder durch die Hemmung der Freisetzung von
Proteasen oder durch die Uberexpression von Gewebein-
hibitoren (TIMP = tissue inhibitor of MMP) der MMPs ge-
hemmt werden. Synthetisch hergestellte MMP-Inhibitoren
blockieren die MMP-Aktivitdt der Tumorlinie MDA-MB-
231 auf den Knochenabbau [4].

Rolle von PTHrP (parathyroid hormone
related peptide)

Der Osteoklast ist aufgrund vieler histologischer Untersu-
chungen der Hauptmediator der tumorinduzierten Osteo-
lyse. Auch in dieser Situation ist die Hemmung durch Bis-
phosphonate moglich. Die Aktivierung der Osteoklasten
erfolgt durch [6sliche Faktoren aus Tumorzellen, wobei
PTHrP eine wesentlich Rolle zukommt. Dieses wurde als
hyperkalzamischer Faktor beschrieben, es konnte aus Lun-
gen- und Nierenzellkarzinomen isoliert werden und wurde
von Martin et al. [19, 20] geklont. Aufgrund der Bindung
an den PTH-Rezeptor fiihrt es zu den gleichen Wirkungen
wie PTH. 69 % aller primdren Mammakarzinome expri-
mieren PTHrP. Es wurde beschrieben, dals bei Metastasen
von Mammakarzinomen die Expression von PTHrP noch
weitaus hoher als im Bereich des Primérkarzinoms ist [21].
Die gut beschriebene Mammakarzinomzellinie MB-MDA-
231 produziert besonders hohe Mengen an PTHrP. In ei-
nem Maus-Tumormodell flihren MB-MDA-231-Zellen zu
Metastasierung unter Freisetzung von PTHrP. Durch einen
neutralisierenden Antikdrper konnen die Wirkungen von
PTHrP auf den Knochenabbau und die Tumorlast ge-
hemmt werden [22].

Rolle von TGF-B in der Osteolyse im
Mikroenvironment des Knochens

Die Knochenmatrix ist ein Depot fiir eine Reihe von
Wachstumsfaktoren (TGF-B, FGF-1, FGF-2, IGF-1, IGF-2,
BMPs, PDGF). Wahrend des Knochenabbaus werden alle
in der Matrix gebundenen Faktoren wieder freigesetzt.
Dabei konnen ortlich hohe TGF-B-Konzentrationen er-
reicht werden. Dieses stimuliert in einem Feedback-Vor-
gang die Produktion von PTHrP in Krebszellen [23], was
erstmalig in vitro an der Krebszellinie MDA-MB-231 nach-
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gewiesen wurde. TGF-f3 stimuliert normalerweise mesen-
chymale Zellen zur Proliferation und fordert tber einen
transmembrandsen Serin-Threonin-Kinaserezeptor die Syn-
these von Proteinen der extrazelluldren Matrix. Bei mali-
gnen Vorgdngen hat TGF-B eine duale Rolle. Obwohl es
einerseits auf einige Zelltypen wie Epithelzellen inhibitori-
«che Eilekte austibt, kann es andererseits die Tumorentste-
hung urd -invasion fordern. In einem Maus-Tumormodell
fGhite e:n cominant negativ mutierter TGF-B-Rezeptor zu
erniedi-gler PTHrP-Produktion und ein konstitutiv aktiver
Rezeptor zu einer PTHrP-Produktion. TGF-f wirkt vermut-
lich Gber den intrazellularen Mediator Smad direkt stimu-
lierend auf die Produktion von PTHrP.

Die Rolle von RANK-Ligand als Mediator der
PTHrP-Wirkung auf die Knochenresorption
durch Osteoklasten

Die Aufklarung der Wirkung und die Identifizierung des
RANK:-Liganden-Systems brachte Licht in den molekularen
Mechanismus der PTHrP-Wirkung. Thomas [22] konnte
zeigen, dals PTHrP durch den Osteoklasten-differenzie-
renden Faktor RANKL (= Receptor Activator of NF-kB-Li-
gand) [24] die Differenzierung von Osteoklasten aus ha-
matopoetischen Vorstufen stimuliert. RANKL gehért zur
Superfamilie der TNFs (Tumornekrose-Faktoren) und ist an
die Membran gebunden. RANKL bindet spezifisch an 2
Molekiile, den eigentlichen Rezeptor RANK und an
Osteoprotegerin (OPG), die beide von Osteoblasten pro-
duziert werden. OPG wird von Osteoblasten sezerniert
und inaktiviert RANKL, so dalt die Osteoklastendifferen-
zierung gestoppt werden kann. Das Verhiltnis zwischen
RANKL und OPG bestimmt das Ausmals der osteoklasta-
ren Aktivitat [25]. RANKL wird von den meisten Tumorzell-
linien selbst nicht produziert.

Pathogenese osteosklerotischer
Knochenmetastasen

Beim Prostatakarzinom kommt es iiberwiegend zu Meta-
stasen osteoblastischer Natur mit einer geringen osteolyti-
schen Komponente. In diesem Fall hiangt die Fihigkeit,
osteoblastische Metastasen zu bilden, von der Produktion
osteotroper Faktoren durch Tumorzellen ab. Dazu zihlen
das Prostata-spezifische Antigen (PSA), eine 35 kD grofSe
Serinprotease, die die Osteoblastenproliferation anregt.
Der Wirkungsmechanismus hdngt wahrscheinlich indirekt
mit seiner Serin-Proteaseaktivitat zusammen. Eine weitere
Serinprotease mit wachstumsfaktorartiger Wirkung auf
Osteoblasten ist Urokinase (urinary plasminogen activator,
uPa). Der dritte Stimulator dieser Gruppe sind die ,bone
morphogenetic proteins” (BMPs), die eine starke osteoge-
ne Wirkung austiben. BMPs werden in Zellkulturiiberstan-
den der Prostatakarzinom-Zellinien PC-3 und DU-145 ge-
funden. Der molekulare Effektor ist wieder das RANKL/
OPG-System [25]. Bei den Linien PC-3, DU-145 und LN-
CaP kam es nach Stimulation durch die Zytokine TNF-a
und Interleukin-1 zur Produktion und Sekretion von OPG
in vitro [26]. PTHrP ist ein weiterer Faktor, der von Prosta-
takarzinom-Zellinien freigesetzt wird [27]. PTHrP kdnnte
Osteoblasten zur Synthese von Cytokinen aus der TNF-Fa-
milie stimulieren und dadurch die Zahl und Aktivitdt von
Osteoklasten steigern [22].

Schluffolgerung

Die Tumorinvasion und Metastasierung in den Knochen ist
aus einer komplexen Kaskade verschiedener zellularer Vor-
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gadnge aufgebaut. Die Interaktion von metastatischen Tu-
morzellen mit der Extrazellularmatrix und den Zellen des
Knochens kann die tumorinduzierte Osteolyse und Osteo-
sklerose durch die Freisetzung einer Reihe von Zytokinen
und Wachstumsfaktoren stimulieren. TGF-B besitzt eine
zentrale Rolle in der Pathogenese osteolytischer Metasta-
sen der Mamma. Es fiihrt iber die Stimulation der Smad-
Signaltransduktionskaskade zu vermehrter PTHrP-Synthe-
se.

Wihrend der Pathogenese verschiedener priméarer und
sekunddrer Tumorerkrankungen des Knochens kommt es
zu einer Verschiebung des RANKL/OPG-Verhiltnisses. Die
Gabe von OPG wire daher bei osteolytischen Tumoren
ein vielversprechender therapeutischer Ansatz.

Die Aufkldrung der Invasions- und Metasierungsme-
chanismen eréffnet uns neue Moglichkeiten zur Entwick-
lung empfindlicher Marker zur friihen Detektion von Kno-
chenmetastasen.
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