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31 Molekularbiologie der
Metastasierung

Die Tumorprogression zu Fernmetastasen be-
inhaltet eine Reihe von Ereignissen, die man unter
dem Begrift der »metastatischen Kaskade« zusam-
menfasst. Nachdem eine maligne Transformation
einer Zelle zur Bildung eines primédren Tumors
gefithrt hat, erfolgt in der Tumormasse eine Neo-
vaskularisierung (Angiogenese). Einzelne Zellen
oder ganze Zellgruppen wandern anschliefend
in die umgebende extrazellulire Matrix (ECM)
und das gesunde Stroma (Migration, Invasion)
ein. Die molekulare Grundlage fiir die Dissozia-
tion von Tumorzellen aus dem Primédrverband ist
die Reaktivierung von embryonalen Signalwegen.
Ein dafiir verantwortlicher Schlisselmechanis-
mus ist die epitheliale-mesenchymale Transition
(EMT)(Scheel u. Weinberg 2012). Sie bewirkt die
Auflosung der Zell-Zell-Kontakte, Authebung der
Zellpolaritit und Reorganisation des Zytoskeletts
durch eine Umwandlung der Zelle von einem epit-
helialen in einen mesenchymalen Phinotyp. In
der Embryonalentwicklung ist die EMT ein ganz
normaler Prozess: Einzelne Zellen im Embryo
l6sen sich aus dem Verband und wandern durch
den Embryo, um in einer anderen Region wichtige
Strukturen anzulegen. Eine wesentliche Rolle hier-
bei spielen die sogenannten EMT-Transkriptions-
faktoren, die die Aktivitit einer ganzen Reihe von
Genen regulieren. Zu ihnen gehéren Proteine wie
twist-related protein 1 (TWIST), snail homolog 2
(SLUG) und forkhead box C2 (FOXC2) (Scheel
u. Weinberg 2012; Grunert et al. 2003). Dieselben
Proteine sind auch an der EMT beteiligt, die bei
der Metastasierung von ausschlaggebender Bedeu-
tung ist (Grunert et al. 2003). TWIST etwa wird in
invasiven Brustkrebszellen von Méusen in hohen
Mengen exprimiert, jedoch nicht in Karzinomen,
die nicht metastasieren. Wird TWIST herunterre-
guliert, konnen zwar noch Tumore entstehen, aber
sie verlieren ihre Fahigkeit zur Metastasierung (Qin
etal. 2012). Ahnliches wurde bei Experimenten mit
dem Transkriptionsfaktor SLUG beobachtet. Wenn
die Expression von SLUG unterdriickt wird, nimmt
die Zahl der Melanom-Metastasen um 93 % ab
(Shih u. Yang 2011).

Des Weiteren spielt der Wnt-Signalweg bei
der EMT eine wichtige Rolle. Das intrazelluldre
Schliisselprotein dieses Signalwegs ist -Catenin, das
sowohl mit der Zell-Zell-Adhision assoziiert ist, als
auch als latentes Genregulatorprotein arbeitet. Bin-
den Wnt-Liganden an einem Rezeptorkomplex aus
Frizzled- und einem low density lipoprotein recep-
tor-related protein 5/6 (Lrp5/6)-Rezeptor, wird B-
Catenin vermindert phosphoryliert und darauthin
dessen Abbau verhindert. Das -Catenin akkumu-
liert darauthin im Zytoplasma und wandert in den
Zellkern, wo es mit DNA-bindenden Proteinen der
t-cell-factor--Familie (TCF-Familie) einen Komplex
bildet. Dadurch verwandeln sich diese Repressoren
in Transkriptionsfaktoren und bestimmte Zielge-
ne, wie z. B. v-myc myelocytomatosis viral oncogene
homolog (MYC) und Cyclin-DI, werden exprimiert
und fordern so die Proliferation. Der Transkrip-
tionsfaktor TCF kann auflerdem zusammen mit
B-Catenin wichtige Gene fiir den EMT-Prozess ak-
tivieren oder inhibieren. Die Ablésung aus dem Pri-
mirtumor und das Durchwandern der extrazellula-
ren Matrix werden zusitzlich durch eine Reihe von
Matrixmetalloproteinasen (MMP) sowie von Serin-,
Zystein- und Aspartatproteinasen katalysiert. Vor
allem MMP sind hierbei intensiv untersucht wor-
den und bilden die Grundlage fiir eine Reihe von
klinischen Studien, die die Effektivitat spezifischer
MMP-Inhibitoren (tissue inhibitors of matrixme-
tallproteinases — TIMP) in der Krebsbehandlung
evaluieren. Untersuchungen haben hier gezeigt, dass
MMP in einer Vielzahl von malignen Tumoren ver-
mehrt exprimiert werden und diese vermehrte Ex-
pression mit einer Tumoraggressivitat und erh6htem
Metastasierungspotential assoziiert ist (Chambers u.
Matrisian 1997; Kleiner u. Stetler-Stevenson 1999).
Unter anderem haben Untersuchungen an Patienten
mit kolorektalem Karzinom gezeigt, dass eine er-
hohte mRNA-Expression von MMP-1im Tumor mit
einer schlechteren Prognose in Bezug auf das Uber-
leben verbunden ist (Hidalgo u. Eckhardt 2001).

Nach der Auflosung der extrazelluldren Ma-
trix miissen sich Tumorzellen zum Zielgewe-
be aktiv fortbewegen konnen. Die Migration
der Tumorzellen wird dabei als eine amdboide
Bewegung beschrieben. Besonders Anderungen
von Aktinfilamenten, welche die intrazelluldren
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der Zellteilung organisieren, bestimmen in die-
sem Zusammenhang die Zytoskelett-assoziierten
Formanderungen. Signalabhingig und in einer
geordneten Weise erfolgt die Umorganisation des
Aktinzytoskeletts durch Aktin-bindende Proteine,
die mit dem Aktinnetzwerk interagieren, den Poly-
merisationszustand modulieren und so dessen Um-
baukontrollieren. Zum Beispiel konnten Akunuru et
al. zeigen, dass eine Inhibition der in verschiedenen
Tumoren tberexprimierten rho-like GTPase Racl
tumorspezifische Aktivititen supprimiert (Akunu-
ru et al. 2011). Racl stellt somit einen potentiellen
therapeutischen Ansatz dar, um die Invasion und
Migration von Tumorzellen zu blockieren.

Zusitzlich zur aktiven Bewegung miissen sich
die zirkulierenden Tumorzellen nach Ablsung
vom Primédrtumor vor allem der tiberlebensfeind-
lichen Umgebung anpassen. Neben Scherkriften,
die durch Strémung entstehen, und anderen me-
chanischen Einwirkungen (Kollision mit der Ge-
falwand und/oder anderen Zellen) spielen korper-
eigene Schutzfunktionen eine wichtige Rolle, um
den Tumorzellen Schiden zuzuftigen. Zytotoxische
T-Zellen (CTL) und natiirliche Killer-Zellen (NK)
bedienen sich zum einen der Ausschiittung von
Granzymen und dem Auslésen der Apoptose in den
Tumorzellen. Letzteres wird durch die Expression
und Bindung des CD96-Liganden auf der lympho-
zytaren Oberfliche an das Transmembranprotein
CD95 (Fas) induziert. Eine Uberlebensstrategie
der Tumorzellen bieten Zell-Zell-Interaktionen,
z. B. von Tumorzellen untereinander und/oder mit
Thrombozyten. Schon 1865 wurde von Trousseau
erkannt, dass es einen Zusammenhang zwischen
Blutgerinnung und Tumorerkrankungen gibt (Var-
ki 2007). Mittlerweile assoziiert die Thrombozy-
tenzahl in vielen Studien als prognostischer Para-
meter von Tumoren und gibt Anhaltspunkte fiir
den Zusammenhang zwischen Thrombozyten und
Metastasierung (Nash et al. 2002). So konnte bei-
spielsweise eine verminderte Metastasenzahl nach
Tumorzellinjektion in Mausen mit medikamentos
induzierter Thrombozytopenie (Gasic et al. 1968)
und eine geringere Tumormetastasierung mit Hilfe
antithrombothischer Medikamente beobachtet
werden (Nash et al. 2002).

Nach der Intravasation in die lymphatischen
Gefifle und/oder in das Blutkreislaufsystem und
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dem Uberleben im Kreislaufsystem haften sich ein-
zelne Tumorzellen an das Kapillarbett eines entfernt
liegenden Organs (Arretierung) und eignen sich
spezifische Eigenschaften der neuen Umgebung an.
In einem zur EMT umgekehrten Vorgang, der so-
genannten mesenchymalen-epithelialen Transition
(MET), werden epitheliale Eigenschaften zuriick-
erlangt, um das Homing im Zielgewebe durchfiih-
ren zu konnen. Unter anderem konnten Wolf et
al. (2012) zeigen, dass das tumoreigene Chemokin
CCL2 spezifische Rezeptoren auf dem Endothel der
Blutgefifle manipuliert, um die metastasierende
Darmbkrebszelle von den Blutgefifien in die Organe
einzuschleusen. In einem Prozess, der als »metas-
tatische Kolonisierung« verstanden wird, etablie-
ren sich durch Proliferation die Mikrometastasen.
Alternativ initiieren disseminierte Zellen intravas-
kuldres Wachstum und formen Mikrometastasen,
die die Gefifiwinde zerstoren. Im finalen Schritt
der »metastatischen Kaskade« proliferieren mikro-
metastatische Kolonien zu klinisch detektierbaren
Makrometastasen. Kurzzeitige oder permanente
Veranderungen von unterschiedlichen Genen und
Proteinen kennzeichnen diesen Abschnitt und
fihren zu einem duflerst komplexen Phanotyp der
Tumorzelle(n) mit Organspezifitit.

3.2 Organspezifische
Lungenmetastasierung

Bezogen auf die Organspezifitit der Metastasie-
rung wurden in den letzten Jahren bedeutende
Erfolge auf molekularer Ebene erzielt. Zwar be-
obachtete Stephen Paget schon vor ca. 120 Jahren,
dass die Verteilung von Metastasen im Korper
nicht willkiirlich verlduft(Langley u. Fidler 2011),
doch konnten erst mit der Offenlegung von Pro-
zessen der Metastasierung und der Einfithrung von
verbesserten Untersuchungsmethoden bedeuten-
de Fortschritte verzeichnet werden. Auch fiir die
Kolonisation von disseminierten Tumorzellen in
der Lunge scheinen spezielle Nischen zu existieren.
Zwei kiirzlich veroffentlichte Studien entdeckten
Molekiile der ECM als Faktoren, die essenziell fiir
das Wachstum von Tumorzellen aus der Brust in
der Lunge sind (Malanchi et al. 2012; Oskarsson
et al. 2011). Oskarsson et al. (2011) konnten zeigen,
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Graphische Darstellung der IPA Netzwerkanalyse basierend auf blau hinterlegten Targets (TnC, POSTN, TGFB,

LGR5, und MSI1), die fiir organspezifische Metastasierung der Lunge eine wichtige Rolle zu spielen scheinen. Fir miR-335
konnte keine signifikante Interaktion innerhalb des Netzwerks festgestellt werden. Hervorzuheben ist die Beteiligung der
Molekdle in kanonischen Signalwegen (CP) der kolorektalen Metastasierung und der Wnt-B-Catenin-Signaliibertragung.
Die Epitheliale-Mesenchymale-Transition zeigt sich als assoziierte Netzwerkfunktionen (Fx).

dass tanscin C (TnC) als ECM-Protein an der in-
vasiven Front von humanen Lungenmetastasen ex-
primiert wird und mit schlechtem Uberleben des
Patienten assoziiert ist. Dabei wird TnC von der
Metastasen supprimierenden microRNA miR-335
negativ reguliert (Oskarsson et al. 2011; Tavazoie et
al. 2008). Zwar konnte der Knockdown des Gens
nicht das Tumorwachstum von Brustkarzino-
men verhindern, doch zeigte sich eine reduzier-
te Formation von Lungenmetastasen in 90 % der
behandelten Méuse. Die Ausschaltung von TnC
induziert weiter eine Herunterregulation von leuci-
ne rich repeat containing G protein coupled receptor 5
(LGR5) und musashi RNA-binding protein 1 (MSI1),
zwei Gene, die fiir den Wnt- und den Notsch-Sig-
nalweg essenziell sind. Weitere Analysen ergaben,
dass TnC nach Antwort des Wnt-Liganden fiir die
Expression von LGR5 verantwortlich ist und den

Notch-Signalweg aktiviert (Oskarsson et al. 2011).
Interessanterweise zeigt die zweite Studie, dass ein
weiteres ECM-Molekiil mit TnC interagiert und mit
einer Reduktion von spontanen Lungenmetastasen
einhergeht (Malanchi et al. 2012). Malanchi zeigte,
dass periostin (POSTN) von Fibroblasten in infil-
trierten aber nicht in metastasefreien Lungen ex-
primiert und von transforming growth factor beta
(TGFp) induziert wird. Basierend auf den sechs
Targets (TnC, miR-335, POSTN, TGFB, LGR5, und
MSIl), die fir organspezifische Metastasierung
der Lunge eine wichtige Rolle zu spielen scheinen,
bestitigte eine unabhingige Signalweganalyse (In-
genuity Pathway Analysis (IPA), Ingenuity Sys-
tems) unserer Arbeitsgruppe eine enge Korrelation
zum Wnt-Signalweg, kolorektaler Metastasierung
und EMT (eigene Daten; 8 Abb. 3.1). IPA ist eine
weitverbreitete Datenbank und Software, die auf
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der Ingenuity Pathway Knowledge Base (IPKB)
aufbaut. Sie ermdglicht zum einen die Zuordnung
zu bekannten metabolischen Netzwerken und Sig-
nalkaskaden, zum anderen kénnen auch indirekte
Interaktionen zwischen den untersuchten Identita-
ten aufgedeckt werden. Die von der IPA Software
generierten Netzwerke werden in einer Rangfolge
bewertet und ergaben in dem o. a. Experiment eine
signifikante Interaktion der Molekiile in einem
mit »Bindegewebsstorung« assoziierten Netzwerk
(Score 14). Bemerkenswert ist die zentrale Rolle
von Ubiquitin C in diesem Netzwerk. Ubiquitin
C ist ein proteinbindendes Enzym und spielt eine
zentrale Rolle in der Progression des Zellzyklus so-
wie im Zellwachstum. Die Rolle im Prozess der Me-
tastasierung, insbesondere der organspezifischen
Metastasierung, ist bislang nicht bekannt.
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