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1 Einleitung

An allen Krebsneuerkrankungen stellt das Mammakarzinom mit einem Anteil von etwa 25 bis
31 % weltweit die hiufigste bosartige Erkrankung der Frau dar [73, 98, 168, 218]. Weltweit
erkrankten im Jahre 2012 zirka 1,7 Millionen Frauen neu an Brustkrebs [73]. In Deutschland
zeigte sich seit Einfilhrung des Mammografie-Screenings mit jéhrlich mehr als 70.000 an
Brustkrebs neuerkrankten Frauen ein Anstieg der Neuerkrankungsrate (um bis zu 40 %). So
werden durch das Screening-Programm mehr Tumore und diese deutlich hdufiger in einem
frithen Tumorstadium (T1) als vor Einfiihrung des Screenings entdeckt [168, 218]. Die Morta-
litdt von an Brustkrebs erkrankten Frauen ist in den letzten Jahren aufgrund der friihzeitigen
Diagnosestellung und neuer Therapieoptionen zwar deutlich zuriickgegangen, jedoch steht
das Mammakarzinom der Frau (sowohl in Deutschland mit einem Anteil von 17,4 % als auch
weltweit mit einem Anteil von 14,7 %) noch immer an erster Stelle der krebsbedingten
Todesursachen [73, 168].

Die Hauptursache fiir die tumorbedingten Todesfdlle ist (mit bis zu 90 % der Fille) die
Entwicklung von Fernmetastasen [83, 216]. Dabei ist am héufigsten das Skelett von
Fernmetastasen (mit bis zu mehr als 70 % der Patientinnen) betroffen, gefolgt von Lungen-,
Leber, Pleura-, Gehirn- und Hautmetastasen [39, 41, 128].

Mit den derzeit zur Verfligung stehenden Behandlungsmethoden ist eine vollstindige Heilung
des metastasierten Brustkrebes jedoch nicht moglich, da die Metastasierung von Brustkrebs
sehr heterogen ist, und die Mechanismen im Einzelnen noch weitgehend unbekannt sind [4,
104, 194, 197, 216].

Einen wesentlichen Einfluss auf das Metastasierungsrisiko beim Mammakarzinom hat der
Rezeptorstatus, wie eine vorliegende oder fehlende Expression des Ostrogenrezeptors (ER),
des Progesteronrezeptors (PR) und des ,,Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
(HER2) [4, 104, 124, 152, 211, 216]. So besteht bei Mammakarzinomen mit fehlender
ER / PR-Expression und HER2-Positivitit — oder mit HER2-Uberexpression — ein héheres
Metastasierungsrisiko als bei Patienten mit Hormonrezeptor-Positivitit und HER2-Negativitit
[152, 124. 211]. Eine generell schlechte Prognose und ein hohes Metastasierungsrisiko
besteht bei etwa 15 % der Brustkrebspatientinnen mit sogenanntem triple-negativen Mamma-
karzinom (TNBC), dem sowohl ER als auch PR und HER2 fehlen [104, 124]. Dariiber hinaus
gilt das Vorhandensein von axilldren Lymphknotenmetastasen als wichtiger Risikofaktor fiir
das Auftreten von Fernmetastasen [25, 48, 216]. Aber auch ohne nachweisbar axilldrem

Lymphknotenbefall entwickeln sich bei 10 bis 30 % der Patientinnen mit primdrem Brust-



krebs innerhalb von zehn Jahren Fernmetastasen [53, 153, 216]. So konnen sich Brust-
tumorzellen durch eine frithzeitige Tumorzelldisseminierung, neben einer Ausbreitung iiber
die LymphgefaBe, auch direkt durch das Blut in entfernte Organen verbreiten und dort unter
Umstidnden iiber die Bildung von Mikrometastasen zur Makrometastasierung fiihren. Bei
Patientinnen mit Mammakarzinom kann somit bereits im Frithstadium eine systemische
Erkrankung bestehen [24, 25, 53, 72, 97, 153, 203, 216]. Letzteres belegt der Nachweis von
disseminierten Tumorzellen im Knochenmark — mit einer Frequenz von bis zu etwa 40 % —
bei Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom ohne manifeste Metastasen [24, 25, 53, 72].
Zudem zeigten mehrere Studien, dass die Ansiedelung von disseminierten Tumorzellen im
Knochenmark signifikant mit einer schlechten Prognose verbunden, sowie mit dem Auftreten
von Fernmetastasen auch in andere Organe assoziiert ist [24, 25, 53, 72, 97, 188]. Eine
Standardtherapie, die eine Ansiedelung von Tumorzellen im Knochenmark sowie ihr Wachs-
tum und die Entwicklung zu Knochenmetastasen verhindern kann, steht jedoch trotz aller

Fortschritte bislang nicht zur Verfiigung.

Das Wachstum bis hin zur Entwicklung zu manifesten Knochenmetastasen der im Kno-
chenmark angesiedelten Tumorzellen ist das Resultat komplexer Interaktionen zwischen den
Tumorzellen und den Zellen des Knochens [39, 41, 128, 164, 169, 171, 194, 220]. Mchrere
praklinische Studien zeigten, dass der Knochenabbau (Osteolyse) eine Umgebung schafft, die
das Wachstum der Tumorzellen fordert [37, 112, 136, 176, 206].

Die Osteolyse erfolgt durch eine tumorinduzierte Aktivierung der kochenabbauenden Osteo-
klasten, wahrscheinlich vorwiegend aufgrund einer Dysregulation des ,,receptor activator of
nuclear factor kappa B ligand“ (RANK-L)/ Osteoprotegerin (OPG)-Verhéltnisses im
Knochenmarkmikromilieu [9, 39, 41, 128, 164, 169, 220]. Dabei steigt das Verhéltnis von
RANK-L zu OPG, infolgedessen eine Aktivierung der Osteoklasten und damit eine Resorp-
tion von Knochengewebe stattfindet. An der Aktivierung der Osteoklasten sind eine Vielzahl
von Brusttumorzellen sezernierte Zytokine und Wachstumsfaktoren beteiligt, wie etwa die
Interleukine IL-1 IL-6, IL-8 und IL-11, ,,tumor necrosis factor alpha* (TNF-a), ,,macrophage
stimulating factor (M-CSF), Prostaglandine und ,,parathyroid hormone-related peptide*
(PTHrP), [128, 164, 194, 220]. Einer der wichtigsten Mediatoren ist dabei PTHrP, da er
sowohl zu einer Hochregulierung von RANK-L als auch einer Herrunterregulation von OPG
fiihrt [81, 82, 128, 220]. Ein weiterer wichtiger Faktor, der an der Induktion der Osteolyse
beteiligt ist, ist der ,,transforming growth factor beta* TGF-f, der in einem Feedback-Vorgang

die Produktion von PTHrP in Tumorzellen stimuliert [81, 82, 220, 228].



Voraussetzung fiir die Tumorzell-Proliferation und Metastasierung ist weiterhin die (Tumor-)
Angiogenese (Bildung von neuen Blutgefilen aus vorhandenen Blutgefilen durch den
Tumor selbst), welche die Versorgung des Tumors mit Néhrstoffen und Sauerstoff sowie die
Entsorgung von metabolischen Abfallprodukten und CO, gewihrleistet [2, 32, 35, 65, 69, 80,
147, 154, 157, 201]. Die Tumorangiogenese wird wahrscheinlich aufgrund einer mangelnden
Versorgung des Tumors, insbesondere mit Sauerstoff, induziert, indem von den Tumorzellen
Wachstumsfaktoren freigesetzt werden [2, 69, 147, 181]. Zwar kann der Tumor zunichst
durch bereits vorhandene GefiBe versorgt werden; jedoch bei einer Uberschreitung der Tu-
morgroBe von 1 bis 2 mm® muss er eine GefdBneubildung induzieren [65, 66]. Die pri-
klinische Studie am Rattenmodell von Nyangoga et al. [147] ergab zudem, dass das Metasta-
senwachstum im Knochen mit der Gefdlneubildung und dem Auftreten von Gefillen mit
einem groferen Durchmesser anstieg.

Bei der der Initiation und fiir den Ablauf der Tumorangiogenese spielt der ,,vascular endo-
thelial growth factor” (VEGF) und seiner Rezeptoren, wie insbesondere die Expression des
Endothelzellen-Tyrosinkinase-Rezeptors ,,vascular endothelial growth factor receptor
(VEGFR) -2 und auch von VEGFR-1 eine wesentliche Rolle [51, 69, 80, 91, 93, 109, 110,
113, 154, 182, 184, 196, 202]. Wie die Studie von Dhakal et al. [51] zeigte, korreliert eine
erhohte VEGFR-1- oder VEGFR-2-Expression mit einer ungiinstigen Prognose fiir Brust-
krebspatientinnen mit disseminierten Tumorzellen im Knochenmark. An der Reifung und
Stabilisierung des Gefdendothels der BlutgefiBle ist der ,Platelet-derived growth factor*
(PDGF) durch die Aktivierung des ,,platelet-derived growth factor receptor (PDGFR) -
beteiligt [17, 170, 210, 162]. AuBBerdem wurde {iber eine Interaktion zwischen PDGF und
VEGEF berichtet, wonach es durch die Signaltransduktion iiber PDGF zu einer gesteigerten
Expression von VEGF kommt, und PDGF damit indirekt die Tumorangiogenese beeinflusst
[26, 131]. Eine erhohte Expression von PDGFR und VEGFR fand sich zudem beim metasta-
sierten Mammakarzinom im Vergleich zum nicht-metastasierten Mammakarzinom [200].

Da die Tumorangiogenese und Osteolyse entscheidend fiir die Entwicklung und fiir das
Wachstum an sich und auch von Knochenmetastasen sind, zielen moderne Ansitze darauf
hin, dem mit antiangiogenen und antiresorptiven Wirkstoffen entgegenzuwirken.

Zu den etablierten Medikamenten zur Behandlung von Knochenmetastasen gehdren heute
Bisphosphonate, welche die Osteoklasten vermittelte Knochenresorption nachweislich
hemmen, indem sie sich an die mineralisierte Knochenmatrix anheften sowie von Osteo-

klasten wihrend der Osteolyse aufgenommen werden [22, 74, 78, 79, 156, 173]. Neuere



stickstofthaltige Bisphosphonate, wie Zoledronat (Zoledronséure), inhibieren auch Enzyme
des ,,Mevalonat-Pathway*, was zu einer verminderten Aktivitdt, Proliferation und Lebens-
fahigkeit von Osteoklasten und Krebszellen fiihrt [78, 173, 219]. Zudem beeintrachtigt Zole-
dronat wahrscheinlich durch Beeinflussung des Knochenmarkmikromilieus das Uberleben
und die Proliferation der Tumorzellen [79, 219]. Préklinische Studien weisen auflerdem
darauf hin, dass Zoledronat direkt die Apoptose von Tumorzellen induziert [78, 79]. AuB3er-
dem scheint Zoledronat indirekt das Tumorzellwachstum (wie etwa durch Inhibition der
tumorassoziierten Angiogenese aufgrund einer Reduktion von VEGF) zu hemmen [8, 74, 79,
175,192, 219, 225].

Klinische Studien zeigten, dass eine adjuvante Zoledronat-Behandlung bei Brustkrebspatien-
tinnen zu einer Reduktion von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark fiihrt [3, 161,
189]. Bei postmenopausalen Patientinnen mit Brustkrebs in frithen Stadien fiihrte eine
adjuvante Zoledronat-Behandlung auflerdem zu einer signifikanten Erhohung im krankheits-

freien Uberleben [42, 43, 59].

Ein in anderen Entitdten etablierter Ansatz der Krebstherapie ist im Weiteren die Hemmung
der Angiogenese mit antiangiogenen Medikamenten, wie etwa mit Tyrosinkinase-Rezeptor-
Inhibitoren.

Praklinische Studien zeigten beim Mammakarzinom, dass der kleinmolekulare Multi-
Tyrosinkinase-Rezeptor-Inhibitor Sunitinib (SU11248), der die Signaltransduktion verschie-
dener Tyrosinkinasen durch Blockade der Adenosintriphosphat (ATP) -Bindungsstelle der
Tyrosinkinaserezeptoren — darunter besonders VEGFR und PDGFR, inhibiert — effektiv die
tumorvermittelte Angiogenese hemmt, einhergehend mit einer Reduktion des Tumorwachs-
tums und der Tumormasse [8, 36, 134, 144, 235]. Zudem wirkt Sunitinib, wie die prékli-
nischen Studien von Murray et al. [144] und Bauerle et al. [8] zeigten, antiosteolytisch.
Murray et al. [144] fiihren dies darauf zuriick, dass Sunitinib neben den Rezeptoren fiir die
Angiogenese auch den ,,colony stimulating factor-1 receptor” (CSF1-R) hemmt, und damit
die tumorinduzierte Osteolyse beeinflusst. Biuerle et al. [8] nehmen auBBerdem eine gegen-
seitige Beeinflussung von Angiogenese und osteolytischer Aktivitit bei Knochenmetastasen
an.

Mendel et al. [134] konnten am Xenograftmodell aufzeigen, dass Sunitinib dosisabhingig die
GroBe auch weit fortgeschrittener Tumore um bis zu 70 % vermindern kann. Zudem konnten
sie eine selektive Hemmung der VEGFR-2- und PDGFR-B —Phosphorylierung bei einer

Sunitinib-Konzentration im Plasma von > 50 ng / ml feststellen, die bereits bei einer tdglichen



relativ niedrigen oralen Dosis von 40 mg / kg bestehen bleibt [134]. In klinischen Studien
zeigte sich, dass eine orale Dosierung von 50 mg Sunitinib pro Tag zu einer Plasma-
konzentration von > 50 ng / ml fihrt [50, 61], und auch eine ldngerfristige Behandlung mit
Sunitinib in dieser Dosierung fiir Krebspatienten vertriaglich beziehungsweise akzeptabel ist
[50, 61, 142].

Phase-III-Studien zeigten jedoch, dass eine Sunitinibbehandlung sowohl als Monotherapie als
auch in Kombination mit Chemotherapeutika bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Brust-
krebs das progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben nicht erhohte [14, 16]. In
diesen Studien wurde jedoch nicht nach der Metastasenlokalisation unterschieden. Zudem
erfolgten hierbei keine grundlegenden Untersuchungen zur Wirkung der Sunitinibbehandlung

auf Knochenmetastasen.

In der vorliegenden priklinischen Studie soll anhand eines experimentellen Tiermodells fiir
Knochenmetastasen des humanen Mammakarzinoms die Hypothese untersucht werden, ob
eine Kombinationstherapie mit Sunitinib und Zoledronat im Vergleich zur Monotherapie mit
Zoledronat oder Sunitinib — und somit ohne Chemotherapie — effektiv die tumorvermittelte
Osteoklastenaktivitdt und Angiogenese hemmt und damit der Entstehung sowie dem Wachs-

tum von Knochenmetastasen entgegenwirkt.



2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Genehmigung zu den Tierversuchen erfolgte nach Antragstellung durch das Ministerium
fiir Landwirtschaft, Umwelt und léndliche Rdume des Landes Schleswig-Holstein (Nummer
V 312-72241.121-10/ 53-5/06) und durch Zustimmung der Tierschutzkommission.

Zur Anwendung kamen vier bis sechs Wochen alte weibliche Fox nu/nu Nacktmiuse (von
Harlan Laboratories, Indianapolis, Indiana, USA). Die Unterbringung der Tiere erfolgte in
Mikroisolationskifigen unter keimfreien Bedingungen, wobei sie mit standardisierter Tier-
nahrung und Wasser ad libitum erndhrt wurden. Nach dem Tod der Méuse wurden deren

Extremitdten, Wirbelsdule und Unterkiefer kryokonserviert.

2.2 Applizierte Zellen

Die humanen Mammakarzinomzellen der Zelllinie MDA-MB-231 wurden von Herrn T.
Yoneda (Forschungsleiter im Health Science Center” der Medical School in San Antonio in
Texas, USA) zur Verfligung gestellt. Dabei handelt es sich um eine mit dem fluoreszierenden
Reporter-Gen DsRed2 (Clontech) modifizierte Zelllinie von humanen triple-negativen, hoch-
invasiven Brustkrebszellen, die durch Sekretion von PTHrP osteolytische Knochenmetastasen
bilden [230].

Jeweils 2 x 10° MDA-MB-231-Zellen wurden in 100 pl ,,Phosphate Buffer Solution® (PBS) in
den linken Herzmuskel der Versuchstiere zwei Tage nach Beginn der Therapie mit Sunitinib
(Sutent”™, Pfizer Pharma, Berlin) und / oder mit Zoledronat (Zometa®, Novartis Pharma,
Niirnberg) unter sonographischer Kontrolle injiziert. Die sonographische Kontrolle erfolgte
mit dem Ultraschallgerit Vevo 770™ (Visualsonics, Toronto, Kanada) fiir Kleintiere. Dabei
erfolgte die Anédsthesie intraperitoneal mit jeweils 0,5 mg / kg Korpergewicht (KG) Fentanyl
(Fentanyl®-Janssen, Janssen-Cilag, Neuss) und Medetomidin (Dormitor”, Pfizer Pharma,
Berlin) sowie 5 mg/kg KG Midazolam (Dormicum®, Roche Deutschland Holding,
Grenzach-Wyhlen). Nach der Injektion der Mammakarzinomzellen wurde die Narkose durch
eine subkutane Injektion von 0,5 mg/kg KG Flumazenil (Anexate®, Roche Deutschland

Holding, Grenzach-Wyhlen), 1,2 mg/kg KG Naloxon (Naloxon Curamed®, CuraMed



Pharma, Karlsruhe) und 2,5 mg/kg KG Atipamezol (Antisedan®, Pfizer Pharma, Berlin)

antagonisiert.

2.3 Medikamente

Die Behandlung der Miuse erfolgte mit Sunitinib (Sutent”, Pfizer Pharma, Berlin) und / oder
mit Zoledronat (Zometa®, Novartis Pharma, Niirnberg) zwei Tage vor der Tumorzellappli-
kation. Bis zum Tag 0 (Zeitpunkt der Applikation der humanen Mammakarzinomzellen)
waren alle Tiere gesund.

Jeweils sieben Mduse wurden in vier Behandlungsgruppen eingeteilt. Dabei handelte es sich
um eine Sunitinib-Gruppe, eine Zoledronat-Gruppe, eine Sunitinib / Zoledronat -Gruppe, der
eine Kombination aus Sunitinib und Zoledronat appliziert wurde, sowie um eine Kontroll-
gruppe (n=7), der lediglich PBS injiziert wurde.

Die Intervalle der Medikamentengabe zeigt die Abbildung 1.

Tag -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
| | | | | | | | | | | &
| | | | | | | | | | |
S S S S S S S S S S S
ZA ZA
Abb. 1: Intervalle der Medikamentengabe von Sunitinib (S) und Zoledronat (ZA)

Die Sunitinib-Gruppe erhielt 40 mg Sunitinib / kg KG / Tag per orale (p.o.). Hiermit lésst sich
eine Plasmakonzentration von mehr als 50 ng Sunitinib/ ml erreichen, die das Tumor-
wachstum flir mindestens zwolf Stunden hemmt [1, 27]. Zur Herstellung der Sunitinib-
Losung wurde Sunitinib zunédchst im Molverhiltnis 1,02 Sunitinib : 1 Chlorwasserstoff (HCI)
gelost. Danach wurde 0,077 %iges Zitronenat-Monohydrat, 0,04 %iges Natriumzitrat-Mono-
hydrat, 0,5 %iges Polysorbat 80 (Tween® 80, Carl Roth, Karlsruhe) und 10 %iges Poly-
ethylen-Glykol 300 hinzugegeben. Mit 0,1 normaler Natriumhydroxid-Losung wurde der pH-
Wert auf 3,5 eingestellt und danach mit Aqua destillata aufgefiillt.

Der Zoledronat-Gruppe wurde einmal wdchentlich subkutan (s.c.) 20 ug Zoledronat / kg KG



mit 0,9 %iger PBS injiziert. Die Dosis von 20 ng/kg KG wurde gewéhlt, da sich diese, wie
Daubiné et al. [47] berichten, als effektiv bei experimentell erzeugten Knochenmetastasen des
Mammakarzinom erwiesen hat.

Die Herstellung der Zoledronat-Stammldsung erfolgte, indem das Salz bei 25°C im Verhiltnis

1 Zoledronat : 9 H,O gelost und der pH mit einmolarer Natronlauge (NaOH) neutralisiert

wurde.
24 Histomorphometrische und immunhistochemische Untersuchungen
241 Gewebeproben

Fir die histomorphometrischen und immunhistochemischen Untersuchungen kamen die
Hinterldufe der Méduse zur Anwendung. Diese wurden {liber Nacht bei +4°C in neutral gepuf-
ferter Formalinlosung fixiert. Danach wurden die Gewebeproben zwei Stunden in kalter PBS
gewaschen und anschlieBend sechs Stunden zur Entkalkung bei + 4° C in Essigsdure gelagert.
Nach der Entkalkung der Gewebeproben wurden sie in Paraffinwachs eingebettet und dann
davon mittels Mikrotom 7 pm dicke Gewebeschnitte erstellt.

Die Gewebeschnitte (jeweils drei von jedem Tier) wurden fiir die histomorphometrischen und
immunhistochemischen Untersuchungen deparaffiniert und rehydriert. Dabei wurden sie
durch Inkubation von 15 bis 20 Minuten in Xylol in einer Glaskiivette und dann durch
mehrmaliges Eintauchen in Xylol in zwei weiteren Kiivetten deparaffiniert sowie anschlie-
Bend in einer absteigenden Alkoholreihe wiederum durch mehrmaliges Eintauchen (und zwar
in je drei Kiivetten mit 100 %igem Ethanol und je zwei Kiivetten mit 96 %igem sowie
70 %igem Ethanol) rehydriert. Danach wurden die Gewebeschnitte zweimal fiir fiinf Minuten

mit destilliertem Wasser gewaschen.



24.2 »lartrate resistant acid phosphatase* (TRAP) —Firbung

2.4.2.1 Osteoklasten und TRAP

Die Anzahl reifer knochenresorbierender Osteoklasten lésst sich indirekt iiber die Aktivitéts-
bestimmung des osteoklastenspezifischen Enzyms TRAP (,,Tartrate-resistant acid phospha-
tase*) — anhand einer Farbreaktion — ermitteln [5, 10, 18, 89, 125, 167, 177, 205].

Die TRAP, auch als Typ 5 saure Phosphatase bezeichnet, existiert in den Isoformen 5a und
5b, wobei die aktive Isoform TRAP 5b ausschlieSlich von reifen knochenresorbierenden
Osteoklasten gebildet und sezerniert wird [5, 84, 86, 87, 88, 89, 125]. Die TRAP 5b-Aktivitit
wird somit auch als spezifischer Osteoklasten-Marker fiir die Osteoklastenfunktion ange-
sehen.

Dariiber hinaus zeigten verschiedene Studien, dass der Grad der Knochenresorption durch die
Konzentration der TRAP 5b-Aktivitdt im Serum reflektiert wird [5, 10, 86, 87, 88, 89], und
die TRAP-Aktivitét positiv zur Anzahl reifer knochenresorbierender Osteoklasten respektive
zu ihrer TRAP-Anfarbbarkeit korreliert [5, 10, 89, 123, 125, 167, 177].

Zudem erwies sich die TRAP-Aktivitit als geeigneter Parameter zur Beurteilung des
Knochenabbaus bei verschiedenen Knochenerkrankungen (wie etwa bei Knochenmetastasen
des Mamma- und Prostatakarzinoms sowie beim Multiplem Myelom, bei Osteoporose,
renaler Osteopathie und Morbus Paget) [5, 10, 31, 87, 88, 89, 126, 140] und zur Verlaufs-
kontrolle im Hinblick auf die Effizienz antiresorptiver Therapien mit Estrogenen und Bi-

sphosphonaten [5, 31, 88, 89, 111, 126, 198].

Als Kriterium fiir den Nachweis aktiver knochenresorbierender Osteoklasten gilt ferner ihre
Mehrkernigkeit [12, 23, 138]. Bei der Herstellung von Knochengewebeschnitten kann es
allerdings zu Kernverlusten kommen, wenn alle oder einige Nuklei beim Schneiden sich in
dariiber oder darunter liegenden Sektionen befinden. Einigen histochemischen Studien
zufolge kann jedoch die TRAP-Anfiarbbarkeit als charakteristisches Merkmal aktiver
knochenresorbierender Osteoklasten angesehen werden und damit die Mehrkernigkeit als
Identifikationsmittel in Frage gestellt werden [10, 102, 205]. Somit ist davon auszugehen,
dass Osteoklasten, die zuvor aktiv gewesen sind, sich in Knochengewebeschnitten durch die

TRAP-Farbung darstellen lassen.
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In der vorliegenden Studie wurden daher in den gefarbten Knochengewebeschnitten Bereiche
in der Tumorregion mit hoher TRAP-Farbung ausgewéhlt und alle rot angefarbten TRAP-
positiven Zellen gezdhlt. Vor der Auswertung der TRAP-gefarbten Knochengewebeschnitte
wurde eine korrekte TRAP-Farbung und eine eindeutige Identifizierung der Osteoklasten
aullerdem von der Pathologie (der Sektion Himatopathologie und Lymphknotenregister) der

Universitit Kiel bestétigt.

Die Rolle der TRAP beim Resorptionsprozess des Knochens ist jedoch noch weitgehend
unbekannt. In vitro-Untersuchungen von Halleen et al. [85] zeigten, dass die TRAP Typ I
Kollagen der Knochenmatrix abbauen kann. Zudem fanden Halleen et al. [85], dass die TRAP
zusammen mit Knochen-Abbauprodukten in den Transzytosevesikeln der Osteoklasten ent-
halten sind, und sie damit vermutlich am Abbau der Knochenmatrix-Molekiile in den Trans-
zytosevesikel beteiligt ist. Dariiber hinaus wurde eine regulatorische Funktion im Hinblick auf
den Knochenabbau beschrieben, wonach Osteoklasten im Sinne eines Feedback-Mecha-

nismus mit steigender Kalziumkonzentration weniger TRAP sezernieren [139].

24.2.2 Durchfiihrung

Die TRAP-Féarbung erfolgte in Anlehnung an die Methode von Van de Wijngaert und Burger
[205].

Die deparaffinierten und rehydrierten Gewebeschnitte wurden zunéchst in einer auf pH 5.0
eingestellten Losung mit 0,2 M Natriumacetat (Firma Merck, Katalognummer: 6268) und 50
mM Weinsdure (Firma Sigma-Aldrich, Katalognummer: T 10-9) 20 Minuten auf einem
Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgte die Inkubation der Gewebeschnitte in
einem ,,TRAP-Laufpuffer mit 0,1 mg/ml Naphthol AS-MX Phosphat (Firma Sigma-
Aldrich, Katalognummer: N4875) und 1,1 mg/ml Fast Red TR® (Firma Sigma, Katalog-
nummer: F8764-16) fiir ein bis drei Stunden bei 37° C auf einem Schiittler bis zur voll-
standigen Farbreaktion. Anschliefend wurden die Gewebeschnitte dreimal mit destilliertem
Wasser gewaschen, mit Himalaun fiir 4 Minuten gegengefarbt und erneut fiir 30 Minuten ge-
wissert. Mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %igem, 96 %igem und 100 %igem Alko-
hol) und Xylol erfolgten dann die Dehydrierung und das ,,Clearing der Gewebeschnitte zur
abschlielenden Eindeckung mittels EUKITT® [205].
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Die Auszdhlung der TRAP-positiven Zellen erfolgte an der endostealen Oberflidche jeweils
bei fiinf Tumorregionen des distalen Femurs oder der proximalen Tibia, wobei die Anzahl der
TRAP-positiven Zellen pro Knochenoberfliche und mm” bestimmt wurde. Die Auswertung
und Erstellung von Fotos der Gewebeproben wurde mit einem Mikroskop der Firma Zeiss bei
20-facher VergroBerung durchgefiihrt. Die Vermessung der Tumor-Knochengrenze erfolgte

mit dem Softwareprogramm Imagel®, das im Internet (http://www.info.nih.gov/ij) frei er-

héiltlich ist.
243 Immunhistochemische Farbungen
2431 Antigen (Epitop) -Retrieval

Das Retrieval kommt im Rahmen von immunhistochemischen Farbungen zur Wieder-
herstellung des durch die Gewebefixierung verursachten Verlustes der Immunreaktivitit von
Antigenen zur Anwendung. Dabei werden zwei Methoden eingesetzt, und zwar zum einen
eine proteolytische Behandlung (das sogenannte ,,Protolytic Induced Epitope Retrieval® —
PIER) und zum anderen eine Hitzebehandlung (das sogenannte ,,Heat Induced Epitope
Retrieval*“ —HIER) [21, 105, 163, 190].

Mittels PIER lésst sich die Reaktivitdt der Antigenepitope der entparaffinierten Schnitte durch
Proteine verdauende Enzyme (wie etwa Trypsin, Pepsin und Proteinase K) wieder herstellen.
Die optimalen Inkubationsbedingungen und Enzymkonzentrationen sind jedoch durch Tests
stets neu herauszufinden. Manchmal ist es auch notwendig, HIER und PIER zu kombinieren,
um eine optimale Demaskierung zu erreichen [105, 163].

Das Prinzip des HIER beruht auf einer unterschiedlich langen Einwirkung von Hitze. Die
Inkubation der mit Puffer (wie etwa mit Tris-HCI oder Citrat basierte Puffer oder auch mit
Ethylendiamintetraacetat —EDTA -Puffer) versetzten deparaffinierten Gewebeschnitte kann
im Wasserbad, Autoklaven oder im Mikrowellengerit erfolgen. Die Auswahl des Puffers und
sein pH-Wert sowie die Dauer der Inkubation und die Wahl der Temperatur ist dabei
bedeutend fiir das Ausmal3 der Wiederherstellung der Antigenreaktivitit und beinhaltet daher
fiir die Ermittlung optimaler Ergebnisse wiederum eine vergleichende Austestung [105, 163,

190].
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2.4.3.2 Endothelzellmarker CD31 und CD34

Eine etablierte Methode zur Quantifizierung der Angiogenese ist die Bestimmung der
,microvessel density” (MVD), mit der die Anzahl der angiogenen Gefille in einem Gewebe-
ausschnitt von definierter Grole mittels immunhistochemischer Farbung von endothelzell-
spezifischen Markermolekiilen durch Verwendung von Antikoérpern ermittelt wird [7, 46, 101,
118, 130, 160, 204, 213, 214, 215]. Ein einheitlicher Standard zur MVD-Bestimmung gibt es
bislang jedoch nicht. So variieren die angewandten Methoden zwischen den verschiedenen
Studien sowohl hinsichtlich Gewebevorbehandlungen als auch in der MVD-Erfassung (wie
etwa in der Wahl des Messfeldes mit hoher oder niedriger Gefél3dichte, der Grofle und Anzahl
der ausgewerteten Messfelder, der Auszdhlungsart, wie manuelle Auszdhlung oder computer-
gestiitzte Auswertung) sowie in der Wahl der Endothelzellmarker zur Darstellung der angio-
genen Gefidle [11, 46, 67, 101, 130, 146, 160, 204]. Die Ergebnisse dieser Studien kénnen
aufgrund der Unterschiede in der Methodik daher erheblich voneinander abweichen. Somit
sind weitere Untersuchungen wiinschenswert, die zur Entwicklung eines einheitlichen Stan-
dards, insbesondere auch bei Knochenmetastasen, zur Quantifizierung der Angiogenese

mittels MVD-Bestimmung flihren.

Eine Vielzahl an vaskuldren Endothelzellmarkern wurden zur Detektion der Gefda3neubildung
identifiziert, darunter vor allem CD31 (auch als ,,platelet endothelium cell adhesion molecule-
1 -PECAM-1- bezeichnet), CD34, der Willebrand Faktor (vWF), CD105 (auch als Endoglin
bekannt), und VE (,,vascular endothelial“) -cadherin (auch CDI144 genannt). Ein klarer
Konsens hinsichtlich der Frage, welcher Endothelzellmarker am besten zur Angiogenese-
Erfassung geeignet ist, besteht bisher allerdings nicht [11, 54, 99, 106, 132, 146, 160, 204].
Um die Wirkung der Behandlung mit Sunitinib und / oder Zoledronat auf die Tumorangio-
genese zu erfassen, wurde in der vorliegenden Studie zu ihrer Darstellung zunéchst der hierfiir
gebrauchliche Endothelzellmarker CD31 und dann CD34 gewéhlt. Die CD31-Fiarbung er-
folgte dabei mit monoklonalen CD31 (MEC 13.3) —Rattenantikdrpern und die CD34-Féarbung
mit CD34-Rattenantikdrpern jeweils an den Gewebeschnitten mit Knochenmetastasen von
den Hinterldufen weiblicher Fox nu/nu Nacktmiusen.

In vielen Studien erwies sich CD31 als hoch sensitiver endothelialer Marker zum Nachweis
der Gefallneubildung [34, 71, 96, 99, 115, 151, 201]; in der vorliegenden Studie lieBen sich

jedoch die angiogenen Gefdfle im Tumor mittels immunhistochemischer CD31-Farbung der
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Gewebeschnitte korrekt nach einem Standardprotokoll nicht darstellen. Gefdl3e, die sich in der
Muskulatur, also auBBerhalb des Tumorgebietes befanden, wurden dagegen angefarbt, was fiir
eine korrekte Farbung spricht. Weitere CD31-Farbungen mit unterschiedlichen CD31-Anti-
korperkonzentrationen, die erfolgten, um Fehler von Hintergrundeffekten auszuschlief3en,
ergaben wiederum lediglich die Darstellung von Gefillen im Muskelgewebe. Das daraufhin
erfolgte Gespriach mit der Pathologie (der Sektion Hématopathologie und Lymphknoten-
register) der Universitdt Kiel ergab als Erklarung hierfiir, dass aufgrund der nicht weit genug
vorangeschritten Entwicklung der Tumorangiogenese die Antigene ihrer noch unreifen
Endothelzellen mit den CD31-Antikoérpern nicht reagieren konnten. Da CD34-Antigene im
Gegensatz zu CD31-Antigene auf vaskuldren Endothelvorlduferzellen und jungen Gefaflen
der Angiogenese exprimiert werden [64, 120, 129, 180, 183, 208, 231], wurden dann zur Dar-
stellung der angiogenen Gefdfle immunhistochemische Farbungen mit CD34-Rattenantikorper
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die CD34-Rattenantikorper positiv mit den Antigenen der
angiogenen Gefdflendothelzellen reagierten, und sich damit die GefaBneubildung im Tumor-
gebiet der Knochengewebeschnitte darstellen lie3.

Uberdies bestitigten andere Studien, dass CD34 ein spezifischer und sensitiver Endothel-
zellmarker zur Detektion der durch einen Tumor entstehenden angiogenen BlutgeféaBe ist [46,
106, 118, 130, 160, 204, 207, 208]. In den vergleichenden Studien von Martin et al. [130] und
Da Silva et al. [46] erwies sich unter den drei verwendeten monoklonalen Antikdrpern (Anti-
korper gegen das CD31-, CD34- oder das Willebrand-Faktor-Antigen) der anti-CD34-Anti-
korper zudem am zuverldssigsten zur Darstellung der GefdBneubildung in Mammakarzi-
nompréparaten. Nach der Meta-Analyse von Uzzan et al. [204] kann die Zuverldssigkeit von
immunhistochemischen Firbungen mit anti-CD31-Antikorper auBerdem aufgrund einer
haufig nur schwachen CD31-Expression auf Endothelzellen tumorvermittelter angiogener Ge-
fale und wegen der vergleichsweisen hohen Versagerraten von bis zu 20 % in Frage gestellt
werden.

Zur Quantifizierung der Angiogenese wurden in der vorliegenden Studie fernerhin Areale mit
der hochsten GefaBBdichte (sogenannte ,,hot spots®) in der Tumorregion der Knochengewebe-
schnitte ausgewdhlt, da diese am besten das angiogene Potential des Tumors sowie seine
Progression widerspiegeln [213, 214, 215], und hiermit trotz heterogener GefaBverteilung

eine korrekte Auswertung der Neovaskularisation erméglicht wird.
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2433 Immunhistochemische Farbung mittels monoklonalem CD34-Antikorper

Die CD34-Férbung erfolgte mit dem monoklonalen anti-Maus-CD34-Rattenantikérper (Firma
GeneTex, Irvine, California, USA; Katalognummer: GTX28158).

Zundchst wurde bei den deparaffinierten und rehydrierten Gewebeschnitten ein Antigen
(Epitop)-Retrieval zur Wiederherstellung der verlorengegangenen Antigenepitope-Reaktivitdt
durchgefiihrt. Hierzu erfolgte eine Hitzebehandlung der Gewebeschnitte fiir 20 Minuten in
einer Mikrowelle bei 900 Watt unter Verwendung einer Citratlésung (10 mmol/l, pH 6.0) mit
0,05 %iger Tween 20. Nach diesem Schritt und jedem weiteren Schritt wurden die Schnitt-
proben mit PBS (PH 7,4) gewaschen, um ein Trockenfallen der Gewebe, was zu Firbearte-
fakten fiihrt, zu verhindern.

Da eine endogen vorhandene Peroxidaseaktivitit aufgrund der vorausgegangenen Blut-
versorgung zu falsch positiven Anfarbungen fiihren kann [21], erfolgte zu ihrer Blockierung
eine 30-miniitige Inkubation der Gewebeschnitte mittels 3 %igem Wasserstoffperoxid (H,O,)
-Losung. Danach wurden die Gewebeschnitte, um die endogene Avidin-Bindungsaktivitit
(,,endogenous avidin-binding activity* -EABA) mit Biotin [163] zu unterdriicken, in einer
Avidin-/Biotin-,,Blocking“-Losung (Firma Vector Laboratories, Burlingame, California,
USA; Katalognummer: SP-2001) fiir 15 Minuten inkubiert. Zur Blockierung unspezifischer
Reaktionen wurden die Gewebeschnitte dann in 4 %iger Milchpulver-Losung fiir 20 Minuten
inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager auf Zellstofflagen abgeklopft, so dass der
Grofiteil der Losung abfloss, jedoch die Gewebeprobe damit weiter benetzt blieb. Die an-
schlieBende Auftragung der Primédr-Antikorper (monoklonale anti-Maus-CD34-Rattenanti-
korper) -Losung — in einer Verdiinnung von 1 : 500 (50pug / ml) mit 2 % Milchpulver — er-
folgte mit einer Pipettenspitze in horizontaler Lage auf die Schnittproben, ohne sie zu be-
riihren. Nach einer Inkubation von 45 Minuten bei Raumtemperatur wurden biotinbeladene
(biotinylierte) Sekundér-Antikorper (BA-4001 AB anti-Ratten [H+L] -Kaninchen-Antikorper
von der Firma Vector Laboratories) in einer Verdiinnung von 1 : 200 aufgetragen, die an die
Primér-Antikérper und an Avidin binden und damit eine Briicke zwischen dem Primér-Anti-
korper und Avidin-Biotin-Enzymkomplex (ABC) bilden [38]. Nach 30-miniitiger Inkubation
der Schnittproben bei Zimmertemperatur folgte die Auftragung des ABC Kit's (Firma Vector
Laboratories, VECTASTAIN Elite ABC Kit® -Peroxidase; Katalognummer: PK-6100), der
sich aus 625 ul PBS, 12,5 ul Avidin und 12,5 pl biotinylierte Peroxidase (Meerrettich-

peroxidase) zusammensetzte. Danach wurde nach 30-miniitiger Inkubation und erneutem
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griindlichem Spiilen mit PBS fiir die Farbreaktion Chromogen 3,3-Diaminobenzidin (DAB) in
einer Verdiinnung von 1 : 50 verwandt, wodurch es infolge der Oxidation von DAB durch die
Meerrettichperoxidase zu einem braunen Farbniederschlag im Préparat kommt. Nach erneuter
Inkubation von bis zu acht Minuten mit der DAB-L6sung wurden die Schnittproben etwa fiinf
Minuten mit destilliertem Wasser gewaschen und eine Kern-Gegenfiarbung fiir vier Minuten
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte fiir 30 Minuten gewissert und
danach mit einer aufsteigen-den Alkoholreihe sowie mit Xylol dehydriert. Im Anschluss
daran erfolgte eine abschlieBende Eindeckung der Gewebeproben mit EUKITT®.

Die Auswertung der gefirbten Gewebeschnitte erfolgte mikroskopisch bei 200-facher Ver-
groBerung und computergestiitzt mit dem Softwareprogramm Axio Vision” (Rel. 4.6.3 der
Firma Carl Zeiss AG, Schweiz). Zur Bestimmung der MVD wurden drei Bereiche mit der
hochsten Vaskularisierung in der Tumorregion ausgewidhlt und die Anzahl der angiogenen
Gefdlle in jedem Messfeld gezéhlt. Die Zahl der gezéhlten Gefdfle wurde durch die Grofe des
Messfeldes geteilt und erhaltene MVD in MVD / mm? ausgedriickt.

2434 Immunhistochemische Farbung mittels monoklonalem CD31-Antikorper

Zur CD31-Fiarbung wurde der anti-Maus-CD31 (MEC 13.3) -Ratten-Antikorper (Firma BD
Pharmingen, Heidelberg; Artikelnummer: 553370) verwandt.

Das Antigen / Epitop-Retrieval der deparaffinierten und rehydrierten Gewebeschnitte erfolgte
durch eine proteolytische Behandlung der Gewebeschnitte mit Proteinase K. Hierzu wurden
die Proben mit Proteinase K -Puffer fiir zehn Minuten bei 37° C erwidrmt und fiir weitere zehn
Minuten bei Raumtemperatur abgekiihlt, wonach sie dreimal mit PBS (PH 7,4) gewaschen
wurden.

Weitere Vorbehandlungen der Gewebeschnitte erfolgten wie oben unter 2.4.3.3 beschrieben.
Die Primér-Antikérper (anti-Maus-CD31 [MEC 13.3] -Ratten-Antikérper) wurden in einer
Verdiinnung von 1 : 250 und einer von 1 : 500 mit 2 % Milchpulver nach Mischung mittels
Vortexer wiederum mit einer Pipettenspitze in horizontaler Lage {iber den Gewebeschnitten
aufgetragen. Eine Inkubation erfolgte danach iiber Nacht in einem Kiihlschrank bei 4° C. Im

Anschluss daran wurde entsprechend gleichfalls vorgegangen, wie unter 2.4.3.3 beschrieben.
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244 Bestimmung der Tumor-Querschnittsgrofie mittels Masson-Goldner-

Trichrom-Firbung

Zur Bestimmung der Knochentumorgroe nach der Sunitinib-Monotherapie und Placebo-
behandlung erfolgten an Léngsschnitten des distalen Femurs der Méause Masson-Goldner-

Trichrom-Farbungen.

Das Farbeprotokoll war wie folgt:

° Kernfiarbung fiir 30 Sekunden bis 5 Minuten (je nach Frische der Losung) mit
Weigerts Eisenhdmatoxylin Kit (100 ml Losung A + 100 m1 Losung B; Firma Merck,
Artikelnummer: 1.15973.0002).

° Kurz in HCL-Alkohol differenzieren.

° Spiilen flir drei Minuten in warmem flieBendem Wasser und danach mit Aqua
destillata.
° Farbung fiir fiinf Minuten in Ponceau-Sédurefuchsin-Azophloxin-Losung (40 ml

Ponceau-Sédurefuchsin [= Goldner-Lésung I von Dr. Hollbom & Sohne, Leipzig,
Artikelnummer: 0088663] + 20 ml Azophloxin [Firma Sigma-Aldrich, Artikel-
nummer: SI 11640-25G] + 2 Tropfen Eisessig + 140 ml Aqua destillata).

° Spiilen in 1 %iger Essigséure.

° Differenzierung fiir zwei Minute in Orange-G-Losung (= Goldner-Losung II [Phos-
phorwolframséure-Orange G] von Dr. Hollbom & Soéhne, Artikelnummer: 0088663).

° Spiilen in 1 %iger Essigséure.

° Gegenfirbung fiir fiinf Minuten mit 0,5 %iger Lichtgriin-Losung (= 1g Lichtgriin SF
gelblich [Firma Sigma-Aldrich: Fluka Katalognummer: 62110-25G-F] gel6st in 200
ml 0,2 %iger Essigsdure).

° Dehydrierung und ,,Clearing® der Gewebeschnitte: einmal mit 100 %igem Alkohol,
dreimal mit einem Alkohol-/ Xylolgemisch (im Verhiltnis von 1:1) und dann dreimal
mit Xylol.

° Eindecken mit EUKITT® oder Pertex™.

Die Messung der Tumorfliche erfolgte mikroskopisch bei 5-facher Vergroerung und

computergestiitzt mit dem Softwareprogramm Image]® sowie unter Verwendung einer
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Malstabsleiste. Dabei wurde eine Linie um den Tumorrand gezogen und mithilfe der

Mafstabsleiste die Langen des Tumors gemessen und die Querschnittsfliche ermittelt.

2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der erfassten Daten erfolgte mittels GraphPad for Prism® Version
4.03 (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Zur Priifung signifikanter Unter-
schiede zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe kam der ungepaarte
Student t-test zur Anwendung. Als statistisch signifikant wurden dabei p-Werte von < 0,05

angesehen [174].



18

3 Ergebnisse

3.1 Auswertung der ,, Tartrate resistant acid phosphatase* (TRAP)-Firbung

Zur Bestimmung des Behandlungseffekts von Sunitinib und /oder Zoledronat auf die Anzahl
tumorvermittelter aktiver Osteoklasten erfolgten TRAP-Farbungen bei Gewebeschnitten von
Knochenmetasen bei Hinterldufen weiblicher Fox nu/nu Nacktméuse und die Zdhlung der
TRAP-positiven Osteoklasten jeweils bei fiinf zufdllig ausgewéhlten Tumorregionen. Die
Zahl der erfassten TRAP-positiven Zellen wurde dabei pro Knochenoberfliche und pro mm?
ermittelt.

Eine statistisch signifikant (mit jeweils p < 0,05) geringere Anzahl an TRAP-positiven Osteo-
klasten war gegeniiber den Méusen mit Placebobehandlung (Kontrollgruppe) sowohl bei den
Versuchstieren mit der Kombinationstherapie aus Sunitinib und Zoledronat als auch bei den
Maiusen der Zoledronat-Gruppe sechs Wochen nach der Injektion der Mammakarzinomzellen
der Zelllinie MDA-MB-231 zu verzeichnen. Die Monotherapie mit Sunitinib fiihrte im Ver-
gleich zur Placebobehandlung zwar auch zu einer durchschnittlich niedrigeren Anzahl an
TRAP-positiven Osteoklasten, jedoch erwies sich dieser Unterschied als statistisch nicht

signifikant (siehe hierzu auch die Abbildung 2).

Resultate der Therapie mit Sunitinib und/oder Zoledronat auf die TRAP-Aktivitidt der
Osteoklasten sind zudem in den nachfolgenden Abbildungen 4A bis 4D als repréisentative
histologische Schnitte von Knochenmetastasen (bei 200-facher Vergroferung) dargestellt.
Dabei sind die Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen in Bezug auf die TRAP-
Aktivitdt der Osteoklasten in den histologischen Schnitten der Abbildungen 3A bis 3D gut zu
erkennen. So zeigt sich die hochste Anzahl an TRAP-positiven Osteoklasten bei der Kontroll-
gruppe und in der Folge eine zunehmende Abnahme der TRAP-positiven Osteoklasten bei
den Versuchstieren mit einer Sunitinib-Monotherapie, dann bei denen mit einer Zoledronat-
Monotherapie bis hin zu den Méusen mit einer Kombinationstherapie aus Sunitinib und

Zoledronat (siehe hierzu die Abbildungen 3A bis 3D).
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** = statistisch signifikanter Unterschied (jeweils mit p < 0,05) in der Anzahl TRAP-positiver Osteoklasten
zwischen der Kontroll- und der Zoledronat-Gruppe respektive der Sunitinib / Zoledronat—Gruppe.

Abb. 2: Anzahl der TRAP-positiven Osteoklasten im Knochentumor-Interface pro mm?
sechs Wochen nach der Injektion der Mammakarzinomzellen der Zelllinie
MDA-MB-231 bei weiblichen Fox nu/nu Nacktméusen verschiedener Behand-
lungsgruppen. Zur Bestimmung der TRAP-positiven Osteoklasten wurden fiinf
Regionen des Tumors fiir jede Gewebeprobe zuféllig ausgewéhlt. Die Boxplots
zeigen 25-75 Perzentile, Whiskers von 05-95 Perzentile und eine Linie, die den
Median bildet

Abb. 3A: Kontrolle Abb. 3B: Sunitinib
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Abb 3C: Zoledronat Abb 3D: Sunitinib + Zoledronat

Abb. 3A-C: Repriésentative Gewebeschnitte von Knochenmetastasen mit aktiven (TRAP-
positiven) Osteoklasten jeweils vom Hinterlauf einer weiblichen Fox nu/nu
Nacktmaus der Kontroll-(A) Sunitinib- (B), Zoledronat- (C) und Suni-
tinib / Zoledronat -Gruppe (D). Die Darstellung aktiver Osteoklasten (rot)
erfolgte durch Trap-Farbungen und die Darstellung der Tumorzellen (blau)
durch Gegenfarbungen mit Himalaun. Die Knochenlésionen stellen sich als
lakunenartige Aushohlungen dar, an denen die rot gefdarbten TRAP-positiven
Osteoklasten angelagert sind

3.2 Auswertung der immunhistochemischen CD34- und CD31-Firbungen
mittels monoklonalen anti-Maus CD34- und CD31-Rattenantikorpern

Um die Wirkung der Behandlung mit Sunitinib und / oder Zoledronat auf die fiir das Metasta-
senwachstum wichtige Angiogenese zu bestimmen, wurden CD34- und CD31-Féarbungen bei
Gewebeschnitten mit Knochenmetastasen von Hinterldufen weiblicher Fox nu/nu Nacktméuse
der verschiedenen Behandlungsgruppen mittels anti-Maus CD34- und CD31-Rattenanti-
korpern durchgefiihrt sowie die Mikrogefa3dichte (MVD) ermittelt.

3.2.1 Ergebnisse der CD34-Fiarbung

Zur Ermittlung der MVD wurden bei den CD34-gefarbten Knochengewebeschnitten jeweils
drei Bereiche mit hochster Vaskularisation in der Tumorregion ausgewéhlt und die braunan-
gefiarbten angiogenen Gefdlle in jedem Messfeld gezéhlt. Geistelte Strukturen wurden dabei
als ein GefdB3 gezéhlt, auBler sie wiesen eine Unterbrechung in der Kontinuitit auf, dann

wurden sie als zwei einzelne Gefdle gewertet [130]. Die Zahl der erfassten Gefdle wurden
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zur Ermittlung der MVD durch die GroBe des Messfeldes geteilt und diese zu MVD / mm?

berechnet.

Die Auswertung ergab, dass lediglich Sunitinib als Monotherapie signifikant die Tumorangio-
genese hemmt. So war bei den Versuchstieren, die eine Monotherapie mit Sunitinib erhalten
hatten, eine statistisch signifikant (mit p < 0,01) geringere MVD im Vergleich zur Kontroll-
gruppe mit einer MVD / mm? im Mittel + Standardabweichung von 63 + 17 gegeniiber einer
139 £ 11 sechs Wochen nach der Injektion der Mammakarzinomzellen der Zelllinie MDA-
MB-231 festzustellen. Im Unterschied dazu fiihrte die Monotherapie mit Zoledronat sogar zu
einer — jedoch nicht statistisch signifikant — hoheren MVD als bei der Placebobehandlung (mit
einer MVD / mm” im Mittel + Standardabweichung von 162 + 26 im Vergleich zu einer von
139 £ 11). Durch die Kombinationstherapie mit Sunitinib und Zoledronat kam es andererseits
zwar zu einer geringeren Mikrogefdfdichte als bei der Placebobehandlung (mit einer MVD
/mm? im Mittel + Standardabweichung von 100 + 24 im Vergleich zu einer von 139 + 11),
jedoch erwies sich dieser Unterschied als statistisch nicht signifikant (siehe hierzu auch Ab-

bildung 4).

Ergebnisse der CD34-Firbung bei den verschiedenen Behandlungsgruppen sind fernerhin in
den reprisentativen Schnitten der nachfolgenden Abbildungen 5A bis 5D (bei 100-facher
VergroBerung) histologisch dargestellt.

3.2.2 Ergebnisse der CD31-Firbung

Mit anti-Maus CD31 (MEC 13.3) -Rattenantikdrpern lieBen sich im Gegensatz zu anti-Maus
CD34-Rattenantikorpern angiogene GefaBBe im Tumorgewebe in den Knochengewebe-
schnitten von den Hinterldufen der weiblichen Fox nu/nu Nacktméuse verschiedener Behand-
lungsgruppen nicht anfarben, obwohl die CD31-Firbung nach einem Standardprotokoll
durchgefiihrt wurde, und CD31 als gidngiger Marker fiir den Nachweis angiogener Gefif3e
gilt. Lediglich in der Muskulatur der Gewebeschnitte, die nicht direkt mit dem Tumorgewebe

in Kontakt stand, lieBen sich CD31-positive Gefdl3e darstellen (siehe hierzu Abbildung 6).
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Anzahl CD34*/mm?2

0 T

-50- Kontrolle Sunitinib ZA Sunitinib+ZA

A L]

ZA = Zoledronat, ** = statistisch signifikanter Unterschied ( mit p < 0,05) zwischen der Kontroll- und der
Sunitinib-Gruppe im Hinblick auf die MVD / mm®

Abb. 4: MikrogefiBdichte (MVD)/mm® in Knochentumorregionen bei Gewebe-
schnitten von Hinterldufen weiblicher Fox nu/nu Nacktméiusen verschiedener
Behandlungsgruppen,. Zur Bestimmung wurden CD34-Fiarbungen mittels anti-
Maus CD34-Rattenantikérpern durchgefiihrt und fiir die Zdhlung der angio-
genen GefdBe drei Bereiche mit der hochsten GefdBdichte in der Tumorregion
ausgewihlt. Die Boxplots zeigen 25-75 Perzentile, Whiskers von 05-95
Perzentile und eine Linie, die den Median bildet

Abb. 5A: Kontrolle
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Abb. 5C: Zoledronat Abb. 5D: Sunitinib + Zoledronat

Abb. 5A-D: Représentative Knochengewebeschnitte von Tumorregionen mit angiogenen
(CD34-positiven) Gefillen jeweils vom Hinterlauf einer weiblichen Fox nu/nu
Nacktmaus der Kontroll-(A) Sunitinib- (B), Zoledronat- (C) und Suni-
tinib / Zoledronat -Gruppe (D). Angiogene GefaBle wurden durch die CD34-
Farbungen mittels anti-Maus CD34-Rattenantikdrpern braun gefdarbt und
Zellen durch die Gegenfarbungen mit Himalaun blau gefarbt
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Abb. 6: Immunhistochemische Féarbung mittels anti-Maus CD31 (MEC 13.3) Ratten-
antikorpern eines Knochengewebeschnittes vom Hinterlauf einer weiblichen
Fox nu/nu Nacktmaus. Eine CD31-Anfarbbarkeit von Blutgefden zeigt sich
dabei nur im Muskelgewebe (roter Pfeil links), jedoch nicht im angrenzenden
Tumorgewebe (roter Pfeil rechts)
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33 Ergebnisse der Masson-Goldner-Trichrom-Fiarbungen

Die GroBe der Knochentumor-Querschnittsfliche wurde nach der Sunitinib-Monotherapie
und der Placebobehandlung mittels Masson-Goldner-Trichrom-Farbung von Léngsschnitten
des distalen Femurs weiblicher Fox nu/nu Nacktmiuse bestimmt. Die Tumorfliche wurde
danach von der Epiphysenlinie der Wachstumsfuge bis in die Diaphyse und bilateral zwischen
den endokortikalen Oberflaichen gemessen.

Das Ergebnis zeigt, dass sich die Tumorgrée durch die Monotherapie mit Sunitinib im
Vergleich zur Placebobehandlung signifikant (mit im Mittel = Standardabweichung von 1,59
+ 0,43 mm” gegeniiber von 2,19 + 0,39 mm?, p < 0,05) verringerte (siche hierzu die Abbil-
dungen 7 sowie nachfolgend 8A und 8B).

39 *
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£ 15
)
£
3
=
0) T T
Kontrolle Sunitinib

** = statistisch signifikanter Unterschied (mit p < 0,05 ) zwischen der Kontrollgruppe und den Versuchstieren
mit einer Sunitinib—Monotherapie im Hinblick auf die Tumorgrof3e.

Abb. 7: GroBe der Knochentumor-Querschnittsfliche in mm?” nach Placebobehandlung
(Kontrolle) und Sunitinib-Monotherapie, ermittelt anhand Masson-Goldner-
Trichromfarbungen von Léngsschnitten des distalen Femurs weiblicher Fox
nu/nu Nacktmiuse. Die Boxplots zeigen 25-75 Perzentile, Whiskers von 05-95
Perzentile und eine Linie, die den Median bildet
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Abb. 8A: Kontrolle Abb. 8B: Sunitinib

Abb. 8A und B:

Histologische Darstellung der Knochentumor-Querschnittsfliche bei
Masson-Goldner-Trichrom gefdrbten Léngsschnitten des distalen Fe-
murs weiblicher Fox nu/nu Nacktméuse der Kontroll- und Sunitinib-
gruppe. Der Tumorrand ist dabei durch eine griine Linie gekenn-
zeichnet. Bei Regionen extensiv kortikaler Destruktionen wurde die
Linie bis zum Rand des Periosteums gezogen
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4 Diskussion

Beim Mammakarzinom ist nach wie vor eine Verbesserung der Therapie gefordert [15, 104,
124], insbesondere auch im Hinblick auf eine Behandlung, die eine Ansiedelung von disse-
minierten Tumorzellen im Knochenmark sowie ihr Wachstum und die Entwicklung zu Kno-
chenmetastasen verhindert.

Verschiedene Studien ergaben, dass bei Knochenmetastasen eine Interaktion zwischen der
Expression von angiogenen Faktoren und der osteolytischen Aktivitdt besteht, und durch die
damit verbundene Freisetzung von tumorstimulierenden Wachstumsfaktoren das Tumor-
wachstum gefordert wird [8, 35, 143, 157, 209].

Ein vielversprechender Ansatz, um die Ausbildung von Knochenmetastasen zu verhindern, ist
eine von der Chemotherapie und vom Rezeptorstatus unabhéngige Therapie mit einer Kombi-
nation aus antiangiogenen und antiosteolytischen Wirkstoffen. Eine synergistisch wirkende
Therapieoption konnte dabei eine kombinierte Behandlung mit dem Multi-Tyrosinkinase-
rezeptor-Inhibitor Sunitinib und dem Bisphosphonat Zoledronat sein.

Im Arbeitsprojekt von Schem et al. [179] wurden zum Wirkungsnachweis von Sunitinib
und / oder Zoledronat am experimentellen Xenograft-Mausmodell fiir Knochenmetastasen
zum einen bildgebende Verfahren (digitale Rontgenaufnahmen und die Fluoreszenzbildge-
bung in Bezug auf die Ausbildung, das Wachstum und auf die Grée der Knochenmetastasen)
herangezogen, wie im Einzelnen in der Arbeit von Lorenzen [122] beschrieben und zum
anderen histochemische Untersuchungen (CD34-Fiarbungen im Hinblick auf die Tumorangio-
genese und TRAP-Féarbungen beziiglich der tumorvermittelten Osteoklastenaktivitit) durch-
gefiihrt, wie in der vorliegenden Studie dargelegt. Zur Bestimmung des Behandlungseftekts
bei der alleinigen Gabe von Sunitinib auf die intraossdre Tumormasse erfolgten in der vorlie-
genden Untersuchung auflerdem histologische Masson-Goldner-Trichromfarbungen.

Das Ergebnis der histologischen Untersuchung war, dass sowohl die Kombinationstherapie
mit Sunitinib und Zoledronat als auch die Monotherapie mit Zoledronat nur zu einer signifi-
kanten Hemmung der tumorvermittelten Osteoklastenaktivitdt fiihrt. Die Monotherapie mit
Sunitinib reduzierte hingegen signifikant die Tumorangiogenese und die ossdre Tumormasse,
jedoch nicht signifikant die Anzahl aktiver knochenresorbierender TRAP-positiver Osteo-

klasten.



27

4.1 Methodenkritik

Aus methodenkritischer Sicht sind am Tiermodell gewonnene Ergebnisse aufgrund spezies-
spezifischer Unterschiede nur bedingt auf den Menschen tibertragbar.

Eine hohere Aussagekraft zur Uberpriifung der Wirksamkeit neuer potentieller antitumoraler
Therapeutika, die beim Menschen eingesetzt werden sollen, wird den Xenograft-Modellen
(bei denen den Tieren humane tumordse Gewebestiicke implantiert oder wie es auch in der
vorliegenden Untersuchung der Fall war, humane Karzinomzellen zur Tumorerzeugung ap-
pliziert wurden) zugesprochen als syngene Modelle (bei denen das tumordse Gewebe oder die
verwendeten Tumorzellen derselben Tierspezies entstammen wie die Empfangertiere) [29, 58,
90, 176, 185, 229, 230].

Allerdings bestehen auch bei der Verwendung von Xenograft-Modellen mancherlei Probleme
und Einschriankungen, die bei der Interpretation der Ergebnisse zu beriicksichtigen sind. So
erfolgt die Applikation der menschlichen Tumorzellen zur Verhinderung der Immunab-
stoBung bei immundefizienten Empfangertieren (zumeist bei thymuslosen Nacktméusen oder
auch —ratten und ,,Nonobese diabetic/severe combined immunodeficiency* [NOD / SCID] —
Maiuse) mit erhohter Infektanfalligkeit. Nachteil ist zudem, dass hier der Einfluss des Immun-
systems auf den Metastasierungsprozess nicht beriicksichtigt wird [63, 90, 107, 108, 178, 185,
199]. Eine bedeutende Rolle im Rahmen der Tumorprogression und Metastasierung spielen
ferner die Interaktionen zwischen Tumorzellen und Stromazellen, durch die iiber die Sekreti-
on tumorunterstiitzender Substanzen eine Alteration der umgebenden Stromazellen, Tumor-
stromazusammensetzung und der extrazelluldren Matrix induziert und die Tumorangiogenese,
die Tumorzelldissemination aus dem Tumorzellverband, -invasion in Nachbargewebe sowie
-intravasation in Blut und / oder Lymphgefifle und die Metastasierung der Krebszellen in an-
dere Organe gefordert wird [107, 148, 63, 187, 193, 224]. Eine in Xenograft-Modellen veréin-
derte Interaktion zwischen den humanen Tumorzellen und den stromalen Komponenten des
Wirtes kann daher einen Einfluss auf das Ausmal3 der Metastasierung (wie etwa auf die Ag-
gressivitdt der Tumorzellen, Angiogenese und auf das Wachstum des Tumors) und somit auch
auf die Reaktion der an ihnen getesteten Therapeutika haben, die sich von der des Menschen
unterscheidet [108, 107, 63, 77, 178, 186, 224]. Kritisiert wird aulerdem, dass das Metastasie-
rungsverhalten der menschlichen Tumorzellen in der murinen Umgebung des metastatischen
Zielorgans, wie dem Knochen, nicht dem im menschlichen Knochen entspricht [114, 63, 199].
Die meist schnellere Proliferation der applizierten Tumorzellen und schnellere Tumor-

progression im Nagetier kann auferdem eine erhohte Empfindlichkeit auf antitumorale
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Therapeutika bedingen [70]. Eine Einschrinkung besteht dariiber hinaus in der geringen
Lebensdauer der verwendeten Nagetiere, um die komplexen Abldufe des Metasta-
sierungsprozesses, die beim Menschen einen Zeitraum von oft mehreren Jahren umfassen,
entsprechend zu analysieren und die Wirkung von potentiellen antitumoralen Wirkstoffen auf

diese Abldufe im vollen Umfang testen zu konnen [70, 108].

Mehrere Xenograft-Modelle wurden auBBerdem entwickelt, um die Metastasierung von Brust-
krebszellen in den Knochen zu untersuchen. Diese Modelle unterscheiden sich in der Wahl
der immundefizienten Tierspezies (vor allem in der Anwendung von Miusen oder Ratten),
der humanen Brustkrebszelllinien (wie etwa in der Verwendung von MDA-MB-231-Zellen,
Subklone dieser Zelllinie oder von MDA-MB-435-Zellen) und im Applikationsort der Brust-
krebszellen (wie in der Anwendung der intrakardialen oder intravendsen Tumorzellinjektion,
sowie in der Applikation der Tumorzellen in das Brustfettpolster, der Brustdriise oder direkt
in den Zielknochen) voneinander [8, 29, 77, 90, 117, 134, 144, 172, 176, 185, 229, 230]. Un-
terschiede im Ablauf, Muster und Ausmal} der Metastasierung (wie Wachstum und Grof3e der
Metastasen sowie einhergehender Osteolyse und Angiogenese) ergeben sich dabei je nach
Brustkrebszelllinie und Applikationsort der Tumorzellen sowie auch je nach Tierspezies [29,
77,90, 172, 185, 230]. Rattentumoren unterscheiden sich dabei im Ausmal} und in der detail-
lierten Histologie von denen der Maus [108]. Die gegeniiber Nacktmiusen stirkere Immun-
defizienz bei SCID-Mausen kann in diesen aulerdem zu einem vergleichsweise schnelleren
Wachstum diverser Tumorzelllinien und zu einer hoheren Anzahl auftretender Metastasen

fithren [90, 199].

In der vorliegenden préklinischen Studie wurde in Anlehnung an das beschriebene Xenograft-
Modell von Sasaki et al. [176] respektive Yoneda et al. [230] zur Erzeugung von Knochen-
metastasen die osteotrop metastasierenden Mammakarzinomzellen der triple-negativen Zell-
linie MDA-MB-231 in den arteriellen Kreislauf weiblicher Fox nu/nu Nacktmiuse via in-
trakardialer Zell-Applikation in den linken Ventrikel injiziert.

Bei dieser Art der Applikation passieren die Tumorzellen bevor sie zur Lunge gelangen alle
anderen Organe. Durch die daraus resultierende Minimierung der ,,first-pass® Filtration der
Tumorzellen durch die Lungenkapillaren wird es mehr Zellen ermdglicht, den Knochen zu
erreichen [77, 159]. Vorteil dieses Knochenmetastasierungsmodells ist zudem der relativ
kurze Zeitraum, in dem sich Knochenmetastasen entwickeln, und die Mdoglichkeit, Ereignisse

der Metastasierung, wie das Uberleben der Tumorzellen im Blutkreislauf, die Tumorzell-
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extravasation, die Ansiedelung und Proliferation der Tumorzellen in den Knochen sowie das
Wachstum und die GroBBenzunahme etablierter Knochenmetastasen, zu untersuchen [29, 77,
107, 185, 199, 230].

Nachteil der intrakardialen Injektion humaner Mammakarzinomzellen, wie sie bei den
Maiusen der vorliegenden Studie erfolgte, ist jedoch andererseits, dass die molekularen
Mechanismen der frilhen Schritte der Metastasierungskaskade vor dem Eindringen der
Tumorzellen in den Kreislauf nicht rekapituliert werden und das Verhalten der hochinvasiven
metastatischen Mammakarzinomzellen nicht dem von disseminierten Tumorzellen von einem
Primértumor in einem frithen Stadium entspricht [29, 77, 107, 114, 185]. Somit kann auch die
Reaktion getesteter Therapeutika beeinflusst werden. AuBBerdem kann die intrakardiale Injek-
tion von Tumorzellen, wie etwa der humanen MDA-MB-231-Brustkrebszellen, nicht nur im
Knochen, sondern auch in anderen Organen zur Tumorzellembolisation (Tumorzellansamm-
lungen) und Metastasenbildung fiihren [90, 176, 199, 230]. Hierdurch resultiert eine Unkalku-
lierbarkeit in Bezug auf das Wachstum, Grofle und Zahl der Knochenmetastasen sowie eine
iiberméfige Tumorbelastung und Letalitdt der Versuchstiere, was die Testung moglicher anti-
tumoraler Wirkstoffe einschriankt oder auch ausschlief3t [90].

Limitierender Faktor bei der Interpretation der Ergebnisse in der vorliegenden Studie war
dariiber hinaus, dass Méuse vor der intrakardialen Injektion durch Nebenwirkungen und bei
der intrakardialen Injektion der triple-negativen, hochinvasiven MDA-MB-231-Brustkrebs-
zellen gestorben sind, so dass fiir die Auswertung zum Teil weniger als sieben Versuchstiere
in den Behandlungsgruppen (und zwar besonders in der Zoledronat-Gruppe mit vier Tieren
und in der Sunitinib / Zoledronat —Gruppe mit fiinf Tieren) zur Verfiigung standen. Insgesamt
standen jedoch noch geniigend Gewebeschnitte zur Verfiigung, um statistisch signifikante
Ergebnisse aufzuzeigen. Bei allen iiberlebenden Méausen entwickelten sich fiinf Wochen nach
der Tumorzellinjektion osteolytische Knochenmetastasen, wie in unserer Arbeit [179] die
Fluoreszenzdarstellung zeigte. Somit konnte bestdtigt werden, dass intrakardial injizierte

humane MDA-MB-231-Brustkrebszellen verldsslich in den Knochen metastasieren.

Die direkte Applikation von menschlichen Krebszellen in die Zielknochen der Versuchstiere
ermoglicht andererseits eine im Knochen begrenzte sowie reproduzierbare konsistente Ent-
wicklung von manifesten Knochenmetastasen. Sie erlaubt es daher, tumorinduzierte Verénde-
rungen der zelluldren Prozesse im Knochen (einschlieBlich Osteolyse und Angiogenese) mehr
im Detail zu untersuchen [8, 29, 77, 90, 117, 185, 199]. Nachteil dieses Modells ist allerdings,

dass die meisten Schritte der Metastasierungskaskade umgangen, beziehungsweise nur die
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letzten Phasen der Knochenmetastasierung repliziert werden [29, 77, 90, 185, 199]. Es wird
deshalb auch nicht als echtes Metastasierungsmodell, sondern als primdres Tumormodell an-
gesehen [90, 199].

Die Moglichkeit, den mehrstufigen Prozess der Metastasierung vom Primédrtumor in den Kno-
chen zu rekapitulieren, bietet hingegen die Applikation der Tumorzellen in den priméren
Standort (wie in das Brustfettpolster oder in die Brustdriise der Versuchstiere) mit der Bildung
zunédchst von Primdrtumoren und darauf folgender Disseminierung der Tumorzellen [29, 63,
70, 77,90, 119, 172, 178, 185]. Nachteil dieser Methode ist allerdings die Unvorhersehbarkeit
des Krankheitsverlaufs, zum Beispiel im Hinblick auf das Auftreten von Komplikationen
wihrend der Entwicklung des Primdrtumors und dem damit verbundenen Verlust der Ver-
suchstiere, die asynchrone Metastasenentwicklung und Heterogenitit in den Metastasie-
rungsmustern zwischen den Versuchstieren sowie die nicht sichere Disseminierung der
humanen Tumorzellen in den Knochen und Knochenmetastenausbildung [29, 70, 119, 172].
Eine Erkldrung hierfiir ist, dass der Organotropismus in den Versuchstieren meist von dem
des Menschen abweicht [114, 116, 178, 223].

In den letzten Jahren wurden daher ,humanisierte* Xenograft-Mausmodelle entwickelt, die
implantiertes menschliches Brustkrebsgewebe oder normales Brustgewebe (als Applika-
tionsort von humanen Mammakarzinomzellen) und / oder Knochengewebe (als Zielort der
humanen Tumorzellen) enthalten. Dabei zeigte sich, dass sowohl die Tumorzellen des
menschlichen Brustkrebsgewebes als auch die injizierten humanen Tumorzellen (von geteste-
ten Mammakarzinomzelllinien vor allem SUM1315-Zellen bei der Injektion in das Ur-
sprungsorgan und MDA-MB-231BO-Zellen bei der intrakardialen Injektion) speziesspezi-
fisch vorwiegend das Knochengewebe menschlichen Ursprungs besiedeln und sich dort zu
Metastasen ausbilden [114, 116, 223, 199]. Diese Modelle sind somit niitzlich fiir die Unter-
suchung von art- und gewebespezifischen Mechanismen der humanen brustkrebsbedingten
Knochenmetastasierung und konnen aussagekréftigere priklinische Testungen neuer Behand-
lungsstrategien zur Verhinderung von Knochenmetastasen ermoglichen. Allerdings sind diese
Modelle sehr aufwéndig und technisch schwierig durchzufiihren. So bestehen dabei Probleme
in der Verfiigbarkeit von menschlichem Gewebe, der spenderbezogenen Variabilitidt und in
der geringen Lebens- und Funktionsfédhigkeit der Implantate [95, 199]. AuBlerdem erfordern
die humanisierten Xenograft-Modelle stark immungeschwéchte NOD/SCID-Méuse, damit die
transplantierten Gewebe toleriert werden. Schwachpunkte sind zudem nach wie vor mogliche
Interaktionen zwischen den humanen Tumorzellen und den murinen Zellen {iber murine

Mediatoren (wie etwa Wachstumsfaktoren) und die Verwendung modifizierter aggressiver
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Zelllinien, die nicht den Phénotyp metastatischer Vorlduferzellen reprasentieren. Daher ldsst
sich auch mit humanisierten Xenograft-Modellen die Biologie des komplexen Metastasie-
rungsprozesses vom Primértumor in den Knochen wie beim Menschen nicht vollstindig
reflektieren.

Obwohl die derzeit bekannten in vivo Modelle nicht die genauen pathophysiologischen
Mechanismen der einzelnen Schritte des gesamten Metastasierungsprozesses wie beim Men-
schen widerspiegeln, konnen sie dennoch Riickschliisse auf relevante Schritte der Metastasie-
rung erlauben und wichtige Hinweise iiber die Wirksamkeit von Medikamenten liefern, wie
etwa in Bezug auf die Verhinderung der Knochenmetastasierung, und somit zu einem Er-
kenntnisgewinn im Hinblick auf die Entwicklung und Erprobung neuer Therapiemdglichkei-

ten beitragen [29, 90, 185].

4.2 Ergebnisdiskussion

In mehreren praklinischen in vitro und in vivo-Studien konnte festgestellt werden, dass der
Multi-Tyrosinkinase-Rezeptor-Inhibitor Sunitinib durch eine Blockade von Tyrosinkinase-
rezeptoren, insbesondere von VEGFR und PDGFR, effektiv die tumorassoziierte Angio-
genese und das Tumorwachstum hemmt sowie die Tumormasse reduziert [8, 36, 134, 144,
235].

Nach der Studie von Zwolak et al. [235] am orthotopen murinen 4T1-Mausmodell fiir Kno-
chenmetastasen des Mammakarzinoms fiihrte die Behandlung der Tiere mit Sunitinib (in einer
Dosis von 40 mg / kg KG / Tag) in Kombination mit einer Strahlentherapie, im Vergleich zur
alleinigen Behandlung, zu einer grof3eren Reduktion der Osteoklastenreifung, Osteolyse sowie
der MVD und des Tumorwachstums.

Die in vitro und in vivo Untersuchungen von Murray et al. [144] am Xenograft-Mausmodell
mittels Biolumineszenzbildgebung und histologischer Untersuchung zeigte hingegen, dass
durch die alleinige Behandlung mit Sunitinib, neben einer Wachstumshemmung von osséren
435/HAL-Luc-Tumoren (von 64 % nach einer dreiwdchigen Sunitinib-Behandlung der Tiere
mit 40 mg / kg KG / Tag per orale), auch eine wirksame Hemmung der tumorvermittelten
Osteolyse durch Inhibierung des ,,colony stimulating factor 1 receptor” (CSF1-R) erfolgt. Die
antiangiogene Sunitinib-Wirkung in Knochenmetastasen wurde hier allerdings nicht evaluiert.
In der in vivo-Studie von Béuerle et al. [8], bei der bei Nacktratten lokal begrenzte manifeste

Knochenmetastasen im Femur, in der Tibia und Fibula des rechten Hinterbeins der Tiere
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durch die Injektion der humanen MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen in die Arteria epi-
gastrica superficialis dextra erzeugt wurden, war nach 25-tigiger alleiniger Behandlung mit
Sunitinib (von 20 mg / kg KG tédglich) eine signifikante Hemmung der Osteolyse und des
ossdren Tumorvolumens mittels volumetrischer Computertomographie (VCT) respektive
Magnetresonanztomographie (MRT) und eine signifikante Reduktion der Tumorangiogenese
mittels histochemischer Untersuchung nachzuweisen.

In unserer Arbeit [179] konnte am Xenograft-Mausmodell mittels Fluoreszenzdarstellung
bestétigt werden, dass die Sunitinib-Monotherapie (in einer Dosierung von 40 mg / kg KG
taglich bei Beginn der Therapie zwei Tage vor der intrakardialen Injektion der humanen
MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen) zu einer signifikanten Reduktion der osséren Tumor-
masse (von 42 und 37 % nach vier respektive fiinf Wochen nach der Tumorzellinjektion)
fiihrt. Die histologischen Untersuchungen in der vorliegenden Studie an Gewebeschnitten mit
Knochenmetastasen von den Hinterldufen der Fox nu/nu Nacktméusen ergab zudem eine
signifikante Reduktion der Knochentumor-Querschnittsfliche von 27 % in Assoziation mit
einer signifikanten Hemmung der Tumorangiogenese von 55 % sechs Wochen nach der
Tumorzellinjektion. Eine antiosteolytische Wirkung durch die alleinige Sunitinib-Behandlung
lieB sich jedoch, wie die priklinischen Studien von Murray et al. [144] und Biuerle et al. [8]
am Xenograft-Modell zeigten, nicht feststellen.

Im Unterschied zu dem in der vorliegenden Studie verwendeten Xenograft-Modell wurden in
der Studie von Murray et al. [144] allerdings eine andere humane Tumorzelllinie zur Erzeu-
gung der ossdren Tumoren eigesetzt, wodurch mdoglicherweise aufgrund eines unterschied-
lichen Metastasierungsverhaltens der Tumorzellen das abweichende Ansprechen auf die Be-
handlung resultierte. Bauerle et al. [8] wihlten im Unterschied zur vorliegenden Studie
auBlerdem einen Applikationsort der MDA-MB-231-Brustkrebszellen zur lokal begrenzten
Bildung der Knochenmetastasen sowie andere Tiere (wie Ratten), was zum einen angesichts
des Ausmafles der Metastasierung eine bessere Beurteilung des Behandlungseffektes ermog-
licht und zum anderen auch eine unterschiedliche Reaktion auf die Behandlung bedingen
kann. Zudem lésst sich ein Einfluss der zur Anwendung gekommenen Untersuchungsver-
fahren auf die Ergebnisse aufgrund unterschiedlicher Spezifitit und / oder Sensitivitit in
Betracht ziehen.

Eine mogliche Erklarung, dass durch die Sunitinib-Monotherapie trotz signifikanter Redukti-
on der Tumorgrofle keine effektiven Hemmung der Osteoklastenaktivitit erfolgte, wie in der
vorliegenden Studie festzustellen war, ist dariiber hinaus, dass die Osteoklasten- Proliferation

und -Aktivitdt durch die von den Tumorzellen sezernierten Zytokine und Wachstumsfaktoren
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(wie zum Beispiel von PTHrP), — etwa iiber eine damit bewirkte Hochregulierung von
RANK-L durch Osteoblasten und Stromazellen [81, 82, 128, 164, 194, 220] — ausreichend
stimuliert wurde.

AulBlerdem konnen Adaption / Ausweichreaktion der metastatisch aktiven humanen MDA-
MB-231-Mammakarzinomzellen als Antwort auf die mangelnde Gefdversorgung des
Tumors ein Grund dafiir sein, dass eine hierdurch bedingte erhdhte Sekretion von bestimmten
Faktoren die Osteolyse bei der Sunitinib-Monotherapie induzierte. Wie sich in Studien an
Mausmodellen mit MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen [57] sowie mittels pankreatischen,
neuroendokrinen Zellen oder Glioblastom-Zellen erzeugten Tumoren [33, 150] zeigte, konnen
adaptive ausweichende Reaktionen infolge der Angiogenese-Hemmung zu einer erhohten
Invasivitidt von Tumorzellen sowie zur Selektion resistenter Tumorzellen fiihren.

Die Ergebnisse der priaklinischen Studie von Hiraga et al. [92] bei MDA-MB-231-Mamma-
karzinomzellen erzeugten Knochenmetastasen am Mausmodell weisen aulerdem darauf hin,
dass Hypoxie und die Expression des ,,Hypoxia-inducible factor (HIF) -1a zur Progression
osteolytischer Knochenmetastasen durch Inhibierung der Osteoblastendifferenzierung und
Forderung der Osteoklastogenesis flihrt [92]. Die daran beteiligten molekularen Mechanismen
des HIF-1a-Signalwegs [92, 135, 234, 226] sind jedoch noch ungeklart. Ebenso noch nicht
geklart ist, inwieweit HIF-1a das metastatische Potential der Tumorzellen — wie etwa unter
einer Therapie mit antiangiogen wirkenden Medikamenten (zum Beispiel mit Sunitinib) —
beeinflusst.

Dariiber hinaus berichten Karaman et al. [100], dass Sunitinib diverse Rezeptortyrosinkinasen
hemmt, von denen mindestens fiinf ,,Off-Target*-Kinasen sind und durch ihre Hemmung zu
nicht zielgerechten Effekten flihren konnen. Strenggenommen kann Sunitinib somit nicht als
Htargeted agent” bezeichnet werden [100]. So kann eine nicht zielgerechte Wirkung von
Sunitinib zur Erh6hung von systemischen Faktoren, wie etwa von Osteopontin, ,,Granulocyte
colony-stimulating factor* (G-CSF) und von ,,Stromal cell-derived factor (SDF) -1a fithren
[57], welche bekanntermaBlen die Knochenresorption sowie auch die Metastasierung fordern

[56, 57, 94].

Verschiedene in vitro und in vivo -Studien ergaben ferner, dass das stickstofthaltige Bisphos-
phonat Zoledronat die Tumorzellinvasion und -adhdsion in den Knochen sowie die tumor-
vermittelte Osteoklasten-Proliferation und Knochenresorption durch aktive Osteoklasten
hemmt, die Apoptose von Tumorzellen induziert sowie die Entwicklung und Progression

osteolytischer Knochenmetastasen vermindert [55, 75, 78, 79, 173, 192, 219, 229, 232].
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Eine hemmende Wirkung (bei einer wochentlich verabreichten relativ niedrigen Dosis) von
Zoledronat auf die tumorinduzierte Osteolyse und auf das ossdre Tumorwachstum konnte am
Xenograft-Mausmodell fiir Knochenmetastasen des Mammakarzinoms von Daubiné et al.
[47] nachgewiesen werden. Danach zeigte sich am 32. Tag nach intravendser Injektion der
humanen MDA-MB-231B0O2-Brustkrebszellen radiologisch eine signifikante Reduktion der
Osteolyse um bis zu 80 % und histomorphometrisch eine Verringerung der Tumormasse um
66 % im priventiven Protokoll (bei Beginn der Zoledronat-Behandlung ein Tag vor Tumor-
zellinjektion und einer Dosis von 20 pg / kg KG wdochentlich per subkutaner Injektion). Im
therapeutischen Protokoll (bei Beginn der Zoledronat-Behandlung 18 Tage nach Brustkrebs-
zellen-Injektion und einer Dosis von 50 pg /kg KG / Woche) wurde die Osteolyse dem-
gegeniiber um bis zu 50 % und die Tumormasse um bis zu 90 % signifikant reduziert [47].

In der vorliegenden Studie konnte {liberdies histochemisch eine signifikante Reduktion der
tumorvermittelten aktiven knochenresorbierenden Osteoklasten von 49 % durch die Zoledro-
nat-Monotherapie (mit einer Dosis von 20 pg / kg KG wochentlich) im priaventiven Protokoll
(bei Therapiebeginn zwei Tage vor intrakardialer Injektion der humanen MDA-MB-231-
Mammakarzinomzellen bei Fox nu/nu Nacktméusen) sechs Wochen nach der Tumorzellinjek-
tion aufgezeigt werden. Radiologisch lieB sich in unserer Arbeit [179] zudem eine Verminde-
rung der ossdren Tumormasse von rund 37 % durch die Monotherapie mit Zoledronat vier bis
sechs Wochen nach Injektion der Mamakarzinomzellen feststellen.

Des Weiteren wird berichtet, dass Zoledronat die Tumorangiogenese — zum Beispiel durch
einen hemmenden Effekt auf die VEGF-Expression und Hemmung der Differenzierung von
endothelialen Vorlauferzellen sowie der Endothelzellen-Proliferation — inhibiert [8, 74, 79,
137,175, 192, 222, 225, 232].

In der vorliegenden Studie lieB3 sich jedoch eine antiangiogene Wirkung durch die Zoledronat-
Monotherapie nicht nachweisen. Dabei fand sich sogar eine — jedoch nicht statistisch signifi-
kant — hohere Mikrogeféfdichte nach der Monotherapie mit Zoledronat.

Die Angaben iiber die antiangiogenen Effekte der Bisphosphonate sind allerdings noch recht
widerspriichlich. So wurden die antiangiogenen Eigenschaften von Zoledronat am meisten in
in-vitro-Studien dokumentiert. Dagegen wurde ein antiangiogener Effekt durch dieses Bis-
phosphonat bisher in nur wenigen in-vivo-Studien (mit einem anderen Ansatz als dem in der
vorliegenden Studie) aufgezeigt [6, 8, 49, 137, 232]. Wie De Ponte et al. [49] zudem an-
fiihren, ist die derzeit am meisten anerkannte Hypothese zu den Wirkungen der Bisphospho-

nate die Hemmung der Osteoklastenaktivitit und Aufrechterhaltung der Knochenintegritét.
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Ferner zeigte sich, dass eine Zoledronat-Behandlung zusétzlich zur adjuvanten systemischen
Therapie oder nach abgeschlossener adjuvanter Chemotherapie bei Brustkrebspatientinnen
zur Reduktion von disseminierten Tumorzellen im Knochenmark fiihrt [3, 161, 189] und da-
mit wahrscheinlich das Metastasierungsrisiko vermindert [3, 189]. Eine mogliche Erkldrung
fiir die beobachtete Reduktion der Tumorzellen und des Tumorzellwachstums im Knochen-
mark bei Brustkrebspatientinnen mit zuséitzlicher Zoledronat-Behandlung kénnen Synergieef-
fekte mit der adjuvanten systemischen Therapie (wie etwa mit dem Aromatasehemmer Letro-
zol oder mit den Zytostatika Doxorubicin sowie Docetaxel) sein, wie die praklinischen Stu-
dien von Neville-Webbe et al. [145] und von Ottewell et al. [149] zeigten.

Eine alternative synergistisch wirkende von der Chemotherapie und vom Rezeptorstatus un-
abhédngige Therapieoption konnte iiberdies eine kombinierte Behandlung aus Sunitinib und
Zoledronat aufgrund ihrer antitumoralen Wirkungen sein.

Wie in unserer Arbeit [179] die rontgenologische Darstellung und Fluoreszenzbildgebung
jedoch zeigte, konnte die praventive Behandlung zwei Tage vor der intrakardialen Injektion
der pDsRed2-C1-Plasmid tragenden humanen MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen sowohl
mit Zoledronat oder mit Sunitinib als auch eine Sunitinib-Kombination mit Zoledronat oder
mit dem Zytostatika Docetaxel die Ansiedelung von Tumorzellen und die Entstehung von
Metastasen im Knochen der Miuse nicht verhindern. Unsere Studie lésst allerdings nur einge-
schrankt Aussagen im Hinblick auf die Tumorzelldissemination und den Metastasierungspro-
zesses zu. So wurden hier hochinvasive, metastatisch aktive humane Mammakarzinomzellen
der triple-negativen Zelllinie MDA-MB-231 [230] verwandt, welche nicht die Eigenschaften
von disseminierten Tumorzellen besonders aus einem Primértumor in einem frithen Stadium
aufweisen. Zudem reprasentiert die intrakardiale Injektion der Tumorzellen nicht eine Tumor-
zelldissemination vom Primértumor und somit auch nicht alle Schritte eines metastatischen
Prozesses.

In der priklinischen Studie von Biuerle et al. [8] konnte andererseits im therapeutischen Pro-
tokoll mittels MRT und VCT eine signifikante Reduktion der Osteolyse und des Tumorvolu-
mens sowie anhand immunhistochemischer Farbungen eine signifikante Hemmung der MVD
durch die Kombinationstherapie mit Sunitinib und Zoledronat (bei einer Dosis von 40 ug
Zoledronat / kg KG / Woche und 20 mg Sunitinib / kg KG / Tag ) verzeichnet werden. Zudem
fand sich ein statistisch signifikanter Vorteil der Kombinationsbehandlung gegeniiber der
Zoledronat-Therapie, jedoch nicht im Vergleich zur Sunitinib-Monotherapie [8].

In unserer Arbeit [179] war demgegeniiber im praventiven Protokoll rontgenologisch ein

signifikant langsameres Wachstum der Knochenmetastasen und eine groBere Reduktion in der
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ossdren Tumormasse durch die Kombinationstherapie aus Sunitinib und Zoledronat (bei einer
Dosis von 20 pg Zoledronat / kg KG wochentlich und 40 mg Sunitinib / kg KG tiglich) im
Vergleich zur Monotherapie entweder mit Sunitinib oder Zoledronat (bei einer Reduktion in
der ossdren Tumormasse von 75 % gegeniiber einer von jeweils rund 37 %) festzustellen. Die
DsRed2-Fluoreszenzdarstellung ergab auBerdem, dass die kombinierte Behandlung mit
Sunitinib und Zoledronat der Sunitinib-Monotherapie — jedoch nicht der Zoledronat-Mono-
therapie — im Hinblick auf die Reduktion der Metastasenmasse und des -wachstums signifi-
kant iiberlegen war.

Die histologische Untersuchung in der vorliegenden Studie zeigte tiberdies, dass die Kombi-
nationstherapie mit Sunitinib und Zoledronat ebenso wie die Zoledronat-Monotherapie nur
die tumorvermittelte Knochenresorption durch eine signifikante Reduktion der Osteoklasten-
aktivitédt (von 57 % respektive 49 %) hemmte. Die von Béuerle et al. [8] festgestellte signifi-
kante antiangiogene Wirkung der Kombinationstherapie mit Sunitinib und Zoledronat liel3
sich somit anhand der vorliegenden Ergebnisse ebenfalls nicht bestétigen.

Eine wichtige Rolle fiir das Ergebnis der Kombinationstherapie, wie Béauerle et al. [8] ferner
fanden, spielt die Applikationsabfolge der Medikamente. So waren der antiangiogene Effekt
und eine geringe Tumoraktivitdt nur bei Gabe von Zoledronat gegeniiber der Gabe von
Sunitinib nachweisbar. Dies kann zusitzlich zur Wahl des Applikationsortes der Tumorzellen
und der Tiere sowie zur geringen Fallzahl erkldren, warum bei der simultanen Applikation
von Sunitinib und Zoledronat im vorgestellten Tiermodell der vorliegenden Studie kein

statistisch signifikanter antiangiogener Effekt im Vergleich zur Placebogabe festzustellen war.

Einen Einfluss auf die Ergebnisse der vorliegenden Studie kann auch die Therapiedauer
haben. So ist die Behandlungsdauer bei Mausmodellen nicht zuletzt auch aufgrund ethischer
Aspekte limitiert und damit unbestimmt, ob eine lingere Behandlung mit der Zoledronat-
Monotherapie oder mit der Kombination aus Sunitinib und Zoledronat signifikant die Tumor-
gefdBneubildung oder die Sunitinib-Monotherapie die Osteoklasten-Aktivitidt gechemmt hitte.

Hinweise dafiir, dass eine kontinuierliche und ldngerfristige Sunitinib-Behandlung zum
Therapieerfolg beitragt, geben die Zulassungsstudien fiir das Nierenzellkarzinom. Dabei war
eine Ansprechrate von 31 % sechs Monate nach der Sunitinib-Behandlung und eine von 47 %
nach elf Monaten zu verzeichnen [141, 142]. Die Studie von Ebos et al. [57] am Mausmodell
zeigte dariiber hinaus, dass eine nur kurzzeitige (siebentdgige) Behandlung mit Sunitinib nach
oder auch vor der intravendsen Injektion von menschlichen MDA-MB-231-Brustkrebszellen

zu einer Beschleunigung des Tumorwachstums und der Metastasierung (moglicherweise auf-
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grund einer ,,metastatischen Konditionierung*) sowie zur Verminderung im Gesamtiiberleben
der Miuse im Vergleich zu den Kontrolltieren fiihrte. Eine Verzogerung des Tumorwachs-
tums bei minimaler Toxizitdt konnte hingegen nach einer kontinuierlichen langerfristigen (41-
bis 62-tidgiger) Sunitinib-Therapie mit 60 mg / kg / Tag verzeichnet werden [56, 57].

Eine weitere Erklarung fiir die abweichenden Ergebnisse der vorliegenden Studie konnte
auBerdem die Sunitinib- und Zoledronat-Dosierung sein. Wie die Studie von Mendel et al.
[134] am Xenograft-Mausmodell zeigte, ist eine Sunitinib-Plasmakonzentration von 50 bis
100 ng / ml erforderlich, um die Phosphorylierung der VEGF- und PDGF-Rezeptoren signifi-
kant zu hemmen. Eine kontinuierliche Hemmung dieser Rezeptoren war aber, wie sich iiber-
dies zeigte, fiir eine effektive antiangiogene und antitumorale Wirkung nicht notwendig. Als
effektiv zur Reduktion der MVD sowie des Tumorvolumens auch bei fortgeschrittenen Tu-
moren erwies sich eine Dosis von 40 mg Sunitinib / kg / Tag, welche die VEGFR- und
PDGFR-Phosphorylierung fiir mindestens zwolf Stunden inhibierte. Eine VEGFR- und
PDGFR-Hemmung fiir das gesamte Dosierungsintervall von 24 Stunden liel sich jedoch
andererseits erst bei einer Dosis von 80 mg / kg feststellen. Im Vergleich zu einer Tagesdosis
von 40 mg / kg ergab sich, wie es Mendel et al. [134] formulieren, bei einer Tagesdosis von
80 mg / kg allerdings nur ein kleiner zusétzlicher Nutzen. Ebos et al. [57] berichten ferner,
dass eine hohe Sunitinib-Dosis von 120 mg / kg / Tag eine ,,konditionierende Wirkung* hat,
welche die Metastasen-Entwicklung fordert.

In unserer praklinischen Studie [179] flihrte dagegen die Sunitinib-Behandlung der Mause mit
einer Dosis von 40 mg / kg / Tag zu keiner erhohten Metastasierung im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Diese Beobachtung wird auch durch die Ergebnisse anderer priaklinischen Stu-
dien gestiitzt, bei denen es bei Anwendung dieser Sunitinib-Dosen ebenfalls zu keiner er-
hohten Metastasierung kam [37, 217].

AulBlerdem entsprach die Dosis von 20 ug Zoledronat / kg / Woche, wie sie in der vorlie-
genden Studie angewandt wurde, der Dosis, die sich in der Studie von Daubiné et al. [47] am
Xenograft-Mausmodell im préaventiven Protokoll als effektiv erwiesen hatte. Erste Ergebnisse
klinischer Studien weisen aullerdem darauf hin, dass eine metronomische wochentliche Gabe
von Zoledronat in einer niedrigen Dosis (von 1 mg intravends wdochentlich) effektiver im
Hinblick auf eine Verbesserung der Prognose von Brustkrebspatientinnen und beziiglich der
Antitumorwirkungen ist als die konventionelle Dosierung (von 4 mg intravends alle 3 bis 4
Wochen) [233]. Allerdings ist die metronomische Zoledronat-Dosierung noch durch weitere

klinische Studien zu evaluieren [233].
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Dariiber hinaus sind in Anbetracht der paradoxen Ergebnisse der Kombinationstherapie mit
Zoledronat und Sunitinib weitere Studien zum besseren Verstidndnis der komplexen Mecha-
nismen des ossdren Metastasierungsprozesses beim Mammakarzinom — nicht zuletzt auch im
Hinblick auf eine Entwicklung neuer wirksamer antitumoraler Wirkstoffe respektive Wirk-

stoffkombinationen — erforderlich.

4.3 Klinische Relevanz

Die Frage, welche in der vorliegenden Studie am Mausmodell durchgefiihrte Therapie am
besten zur Pravention von Knochenmetastasen aufgrund des antiresorptiven und antiangio-
genetischen Effektes geeignet ist, I4sst sich insofern beantworten, dass sowohl die Zoledronat-
Monotherapie als auch die Kombinationstherapie mit Sunitinib und Zoledronat nur signifikant
(jeweils mit p <0,05) die tumorvermittelte Osteolyse hemmte. Die Tumorangiogenese wurde
hingegen lediglich durch die Monotherapie mit Sunitinib signifikant (mit p < 0,05) inhibiert.
Allerdings sei wiederum angefiihrt, dass die Ergebnisse in der vorliegenden Studie anhand
eines Xenograft-Mausmodells ermittelt wurden, und diese daher nur eingeschrankt auf den

Menschen iibertragbar sind.

Zoledronat wird schon seit einigen Jahren zur Therapie oder Pravention der Osteoporose und
Osteolyse bei Knochenmetastasen sowie zur Pravention der Knochenmetastasierungstendenz
eingesetzt [3, 13, 19, 20, 40, 161, 165, 166, 189, 221, 233].

Bei Brustkrebspatientinnen mit Knochenmetastasen zeigte sich bei einer zusétzlichen Thera-
pie mit Zoledronat zur Chemotherapie und / oder endokrinen Therapie im Vergleich zu einer
Behandlung ohne Zoledronat ein deutlicher klinischer Nutzen in Bezug auf eine Schmerz-
und Hyperkalzédmiereduktion sowie eine Verringerung des Risikos skelettbezogener Kompli-
kationen [40, 13, 20, 221, 233].

Die ,,Adjuvant Zoledronic Acid to Reduce Recurrence* (AZURE) -Studie [43], bei der Brust-
krebspatientinnen entweder eine Zoledronat-Behandlung zur adjuvanten Chemotherapie
und / oder endokrinen Therapie oder nur eine adjuvante Standardtherapie erhalten hatten,
ergab ferner, dass die zusétzliche Behandlung mit Zoledronat nur bei postmenopausalen Pati-
entinnen das krankheitsfreie Uberleben signifikant erhdhte und das Risiko fiir das Auftreten
von Fernmetastasen (insbesondere von Knochenmetastasen) reduzierte. Keine Vorteile durch

die zusitzliche Zoledronat-Behandlung zeigten sich dagegen bei pramenopausalen Patientin-
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nen [42]. Als Begriindung hierfiir geben Coleman et al. [42] einen Einfluss der weiblichen
Geschlechtshormone auf die Zoledronat-Wirkung an.

Gestiitzt werden die Ergebnisse der AZURE-Studie [42, 43] durch die Metaanalyse von Yan
et al. [227]. Dabei zeigte sich fiir das Gesamtkollektiv kein Vorteil durch die zusitzliche
Zoledronat-Behandlung. Bei der Subgruppe postmenopausaler Patientinnen fiihrte die Zugabe
von Zoledronsdure zur Standardtherapie andererseits zu einer statistisch hochsignifikanten
Erhdhung des krankheitsfreien Uberlebens sowie zur signifikanten Reduktion des Knochen-
metastasierungsrisikos im Vergleich zur Kontrollgruppe [227]. Bemerkenswert ist demgegen-
iiber die Studie der Austrian Breast Cancer Study Group (ABCSG) [75] mit ausschlieBlich
pramenopausalen und mit Brustkrebs im niedrigen Stadium betroffenen Patientinnen, die mit
dem Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRh) Analogon Goserelin kombiniert mit dem
Ostrogenrezeptormodulator Tamoxifen oder dem Aromatasehemmer Anastrozol und mit oder
ohne Zoledronat iiber drei Jahre behandelt worden waren. Diese Studie ergab ein statistisch
signifikant verbessertes krankheitsfreies Uberleben durch die zusitzliche Gabe von Zoledro-
nat zur endokrinen Therapie und damit Vorteile durch die Zoledronat-Behandlung auch fiir
pramenopausale Patientinnen. Zur Klarung der Frage, ob oder welche Brustkrebspatientinnen
von einer adjuvanten Zoledronat-Behandlung im Hinblick auf eine antitumorale Wirkung

profitieren, sind Ergebnisse weiterer Studien abzuwarten.

Eine mogliche Alternative zur Zoledronat-Therapie ist die mit Denosumab, einem anti-
RANK-L-Antikorper, der mit hoher Affinitdt an RANK-L bindet und damit die Interaktion
mit RANK hemmt.

Erste klinische Studien, die bei Brustkrebspatientinnen mit Knochenmetastasen und bei Pati-
entinnen mit nicht-metastasiertem Brustkrebs unter adjuvanter Aromatasehemmer-Therapie
(die mit einem erhohtem Osteoporoserisiko einhergeht) durchgefiihrt wurden, ergaben eine
signifikante Abnahme von Knochenabbauparametern und eine Zunahme der Knochenmine-
raldichte durch eine Denosumab-Therapie bei sehr guter Vertriglichkeit [60, 121]. Die vor-
laufigen Ergebnisse der kiirzlich publizierten iiber 72 Monate laufenden groflen plazebokon-
trolliert-doppelblinden Phase-I1I-Studie der Austrian Breast & Colorectal Cancer Study Group
(ABCSG-18) [76] bestétigen, dass bei mit Aromataseshemmmer behandelten postmenopausa-
len Frauen mit hormonrezeptorpositivem nicht-metastasiertem Brustkrebs eine adjuvante
Gabe Denosumab (subkutan in einer Dosis von 60 mg alle sechs Monate) signifikant die
Knochenmineraldichte erhoht und das Risiko fiir Knochenfrakturen reduziert. Dabei wurde

die signifikante Reduktion der Frakturen um rund die Hilfte sowohl bei den Patientinnen mit
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initial guter Knochengesundheit als auch bei jenen festgestellt, die bei Studienbeginn bereits
eine Osteopenie aufwiesen [76].

Dartiber hinaus zeigte die randomisierte, doppelblinde Studie von Stopeck et al. [191], in der
eine Denosumab-Therapie (subkutan mit einer Dosis von 120 mg alle vier Wochen) mit einer
Zoledronat-Therapie (intravends in einer Dosis von 4 mg alle vier Wochen) bei Brustkrebs-
patientinnen mit Knochenmetastasen verglichen wurde, ein signifikant besseres Ergebnis in
Bezug auf Skelettkomplikationen und beziiglich einer Reduktion von Knochenabbauparame-
tern fiir den RANK-L-Inhibitor Denosumab. Das Ergebnis der von Ford et al. [68] durchge-
filhrten Metaanalyse belegt, dass eine Denosumab-Therapie bei Patienten mit Brust- oder
Prostatakrebs mit Knochenmetastasen effektiver als eine Behandlung mit Zoledronat skelett-
bezogene Komplikationen verhindert oder verzégert. Ein Einfluss durch Denosumab auf das
Gesamtiiberleben war jedoch nicht festzustellen [68]. Nach der Metaanalyse von Wang et al.
[212] fand sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den mit Denosumab und
mit Zoledronat behandelten Brustkrebspatientinnen mit Knochenmetastasen in Bezug auf die
Gesamtiiberlebensrate. Zudem konnte aber wiederum bestitigt werden, dass Denosumab
wirksamer skelettbezogene Komplikationen als Bisphosphonate (wie Zoledronat, Pamidronat
oder Ibandronat) verhindert. AuBlerdem wurde bei den Patientinnen mit der Denosumab-
Behandlung im Vergleich zu denen mit der Bisphosphonate-Therapie ein hoherer Grad in der
Verbesserung der gesundheitsbezogenen Lebensqualitit sowie eine signifikant geringere Inzi-
denz an Knochenschmerzen und von Nebenwirkungen verzeichnet, wie Fieber, Odeme und
Nierenversagen. Ein statistisch signifikanter Unterschied in der Héufigkeit von Kieferosteo-
nekrose war zwischen den mit Denosumab und mit Zoledronat behandelten Patientinnen je-
doch nicht feststellbar [212]. Allerdings wurden bisher nur eine geringe Anzahl an ver-
gleichenden Studien iiber die Denosumab-Wirksamkeit im Vergleich zu der von Bisphospho-
naten (wie etwa im Hinblick auf eine Verbesserung der Lebensqualitit, die Inzidenz von
Nebenwirkungen oder den Einfluss auf das Gesamtiiberleben) verdffentlicht. Weitere Studien

sind daher erforderlich, um hierzu eindeutige Aussagen treffen zu kdnnen.

Sunitinib (Sutent™) ist seit dem Jahre 2006 fiir die Zweitlinienbehandlung (nach Versagen
oder bei Unvertrédglichkeit einer Therapie mit Imatinib) bei Patienten mit gefdBreichen gastro-
intestinalen Stromatumoren (GIST) und seit dem Jahre 2007 als Erst- und Zweitlinientherapie
bei Patienten mit fortgeschrittenen und metastasierten Nierenzellkarzinomen (,,metastatic
renal cell carcinoma* —-mRCC) zugelassen [28, 50, 62, 141, 133, 142, 158]. Die Zulassung fiir

die Sunitinib-Behandlung bei Patienten mit Imatinib-refraktaren GIST basiert auf eine ran-
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domisierte, doppelblinden Studie [50], bei der die Patienten entweder Plazebo oder in einem
sechswochigen Zyklus fiir vier Wochen eine tégliche Dosis von 50 mg Sunitinib per os und
fiir zwei Wochen keine Sunitinib-Behandlung erhielten. Die Zwischenanalyse ergab eine
signifikante Verldngerung der medianen Zeit bis zur Tumorprogression durch die Sunitinib-
Behandlung im Vergleich zur Plazebogruppe (mit im Median von 27,3 zu 6,4 Wochen). Die
Studie wurde aufgrund der signifikant besseren Ergebnisse durch die Sunitinib-Behandlung
daher vorzeitig beendet, um den Patienten mit Plazebo-Behandlung ebenfalls eine Therapie
mit Sunitinib zu ermdglichen [50].

Grundlage der Zulassung von Sunitinib zur Behandlung von Patienten mit mRCC waren fer-
ner die Daten einer Phase-III-Studie [141, 142]. Danach zeigte sich bei den Patienten mit der
Sunitinib-Erstlinienbehandlung (bei einer taglichen Dosis von 50 mg per os fiir vier Wochen,
gefolgt von zwei Wochen ohne Behandlung) im Vergleich zu denen mit einer Interferon-
alpha-Therapie ein signifikant lingeres progressionsfreies Uberleben (mit elf versus fiinf
Monaten) [141, 142]. Zudem wurde ein hoheres medianes Gesamtiiberleben bei der Sunitinib-
Gruppe als in der Interferon-alpha-Gruppe (mit 26,4 versus 21,8 Monaten) verzeichnet [142].
Dartiber hinaus zeigte eine retrospektive Studie bemerkenswerterweise, dass bei Patienten mit
Knochenmetastasen aufgrund von Nierenzellkarzinomen eine Behandlung mit einer Kombi-
nation aus Sunitinib und Bisphosphonaten im Vergleich zu Patienten, die nur mit Sunitinib
behandelt wurden, signifikant das progressionsfreie Uberleben (mit im Median 15 gegeniiber
5 Monaten) und das Gesamtiiberleben (mit 21 versus 13 Monaten) verbesserte [103]. Weitere
vergleichende klinische Studien fehlen jedoch beziiglich des Nutzens einer kombinierten
Therapie mit Sunitinib und Bisphosphonaten, und zwar insbesondere auch im Hinblick auf
eine Pravention von Knochenmetastasen.

Andererseits konnte fiir Patientinnen mit fortgeschrittenem Mammakarzinom ein Nutzen der
Sunitinib-Behandlung, wie bei Patienten mit GIST oder mit mRCC, allerdings nicht bestétigt
werden. So ergab die Zwischenanalyse der der ,,Open-Label“-Phase-I1I-Studie bei Patientin-
nen mit fortgeschrittenem HER2-negativen Mammakarzinom von Barrios et al. [14] ein signi-
fikant kiirzeres progressionsfreien Uberleben (mit 2,8 versus 4,2 Monaten) und ein verminder-
tes Gesamtiiberleben (mit 15,3 gegeniiber 24,6 Monaten) bei den mit Sunitinib (37,5 mg
oral / Tag) behandelten Patientinnen im Vergleich zu jenen, die eine Monotherapie mit dem
Zytostatikum Capecitabin erhalten hatten. Aufgrund fehlender Effektivitdt der Sunitinib-
Therapie wurde diese Studie daher beendet und die Empfehlung ausgesprochen, diese nicht
bei Brustkrebspatientinnen anzuwenden. Die randomisierte Open-Label-Phase-II-Studie von

Curigliano et al. [45] zeigte zudem, dass die Sunitinib-Monotherapie (in einer Dosierung von
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37,5 mg oral / Tag) im Vergleich zur ,,single-agent standard-of-care“-Chemotherapie weder
das mediane progressionsfreie Uberleben (mit 2,0 gegeniiber 2,7 Monaten) noch das mediane
Gesamtiiberleben (mit 9,4 gegeniiber 10,5 Monaten) von Patientinnen mit vorbehandeltem,
fortgeschrittenem triplenegativem Brustkrebs verbesserte. Ebenfalls keine Verbesserung im
progressionsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben war bei Patientinnen mit fortgeschritte-
nem HER2-negativen oder metastasierenden Mammakarzinom in randomisierten Phase-III-
Studien festzustellen, in denen eine Kombinationstherapie aus Sunitinib und Docetaxel mit
der Docetaxel-Monotherapie [16] oder eine Kombinationstherapie aus Sunitinib und Capeci-
tabin mit der Capecitabin-Monotherapie [44] verglichen wurde. Unerwiinschte Ereignisse

traten auBBer haufiger bei der Kombinationstherapie auf, was ihr Absetzen bewirkte [16, 44].

Therapieoptionen konnten neuere Tyrosinkinase-Inhibitoren mit verbesserter Selektivitit und
einem damit vermindertem Risiko fiir sogenannte ,,off-target" Nebenwirkungen sein, wie zum
Beispiel Pazopanib, ein Tyrosinkinasehemmer, der die Signaltransduktion durch Blockade der
Rezeptoren VEGFR 1 bis 3; PDGFR o und § sowie von ¢-KIT (auch als CD117 oder Stamm-
zellfaktor-Rezeptor bezeichnet) inhibiert [52, 127, 155].

Weitere Therapieoptionen bei ausgewéhlten Brustkrebspatientinnen (wie etwa mit Triple-
negativen Karzinomen) wiren aullerdem die seit Kurzem verfiigbaren Inhibitoren (wie etwa
Tivantinib, Cabozantinib oder Onartuzumab), welche die Rezeptorthyrosinkinase ,,Mesen-
chymal-epithelial Transition factor receptor* (MET) hemmen. So spielt die ,,Hepatocyte
Growth Factor (HGF) abhingige MET-Aktivierung eine wichtige Rolle bei der Stimulierung
der epithelial-mesenchymalen Transition, was zu einer erhoéhten Tumorzellproliferation,
-motilitdt und -invasion, Tumorangiogenese sowie Metastasierung flihrt [15, 195].

Die Effektivitit der neuen Tyrosinkinase-Inhibitoren ist allerdings beim Mammakarzinom
noch nicht hinreichend gepriift; somit sind weitere Daten abzuwarten, um im Hinblick darauf

konkretere Aussagen machen zu konnen.

4.4 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie am experimentellen Xenograft-Mausmodell fiir Kno-
chenmetastasen des Mammakarzinoms bestitigen die in anderen praklinischen Studien aufge-
zeigte signifikante antiangiogene Wirkung des Tyrosinkinaseinhibitors Sunitinib und die

signifikante antiosteolytische Wirkung des Bisphosphonats Zoledronat. Eine signifikante
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Hemmung der tumorvermittelten Osteoklastenaktivitdt durch Sunitinib oder der Tumorangio-
genese durch Zoledronat konnte dagegen in der vorliegenden préiklinischen Studie — vermut-
lich bedingt durch die Wahl des Xenograft-Modells — nicht nachgewiesen werden.

Davon ausgegangen wurde ferner, dass Sunitinib in Kombination mit Zoledronat aufgrund
moglicher synergistische Effekte die Tumorangiogenese sowie die Osteolyse effektiv hemmt
und damit die Ausbildung von Knochenmetastasen bei Brustkrebs wirksam verhindert. In der
vorliegenden Untersuchung zeigte die kombinierte Behandlung aus Sunitinib und Zoledronat
am Xenograft-Mausmodell zwar eine signifikante antiosteolytische Wirkung, jedoch keine
signifikante antiangiogene Wirkung, wie sie am Xenograft-Rattenmodell von Béuerle et al.
[8] festzustellen war. Grund hierfiir kann, neben der Wahl des Xenograft-Modells und der
geringen Anzahl der Tiere, die Applikationsabfolge der Medikamente sein.

In veroffentlichten klinischen Studien ergab die Therapie mit Sunitinib in Kombination mit
Chemotherapeutika (wie Docetaxel oder Capecitabine), ebenso wie die Sunitinib-Mono-
therapie gegeniiber der Standardchemotherapie, andererseits jedoch keinen Vorteil fiir Patien-
tinnen mit fortgeschrittenem Brustkrebs [14, 16, 44, 45]. Eine Therapie mit Sunitinib bei

Brustkrebspatientinnen wird daher nicht mehr durchgefiihrt.

Kombinationen von neueren antiangiogen und antiresorptiv wirkenden Arzneimitteln sowie
auch Kombinationen von antiangiogenen / antiresorptiven Medikamenten mit anderen Thera-
peutika zur Mammakarzinomtherapie (wie etwa mit Zytostatika) sind auf Verbesserungen der
synergistischen Wirkung (einschlieBlich der hierfiir optimalen Dosierung und Applikationsab-
folge) unter Beriicksichtigung der heterogenen Tumorbiologie des Brustkrebs noch genauer
zu evaluieren.

Fiir eine zielgerichtete Therapie, die sowohl die Ansiedelung von Tumorzellen im Kno-
chenmark respektive das ,,Tumor-Cell-Homing* als auch das Tumorzellwachstum und die
Entwicklung zu Knochenmetastasen verhindert, ist jedoch letztendlich weiterhin eine inten-
sive Forschung notig, welche die Mechanismen der Tumorzelldisseminierung und die zu-
grundeliegenden komplexen Interaktionen zwischen disseminierten Tumorzellen und Kno-
chenmikroumgebung sowie die damit verbundene Metastasenentwicklung und Knochenzer-

storung aufklért.
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5 Zusammenfassung

Zielsetzung: Die vorliegende priklinische Studie behandelt die Fragestellung, ob sich eine
Monotherapie mit Sunitinib oder mit Zoledronat oder eine Kombinationstherapie aus beiden
Medikamenten gegeniiber einer Placebobehandlung (Kontrollgruppe) zur Pridvention von
Knochenmetastasen des Mammakarzinoms — aufgrund antiosteolytischer und antiangiogener
Wirkung — im Tiermodell als wirksam erweist.

Methoden: Die Behandlung der weiblichen Fox nu/nu Nacktméusen (n=7) mit einer Dosis
von je 40 mg Sunitinib / kg Korpergewicht (KG) / Tag per orale und / oder 20 pg Zoledronat /
kg KG / Woche per subkutaner Injektion, erfolgte zwei Tage vor der intrakardialen Injektion
der humanen Mammakarzinomzellen der Zelllinie MDA-MB-231. Zur Bestimmung des Be-
handlungseffekts auf die Anzahl tumorvermittelter aktiver Osteoklasten erfolgten TRAP-
Féarbungen sowie auf die Tumorangiogenese CD34-Fiarbungen jeweils bei Gewebeschnitten
von Knochenmetastasen der Méusehinterldufe. Zudem wurde die histomorphometrische
Tumorgrofle bei Langsschnitten des distalen Femurs der behandelten Mause mittels Masson-
Goldner-Trichromfarbung bestimmt. Die Ermittlung der TRAP-positiven Zellen, der Mikro-
gefdlidichte sowie der Knochentumor-Querschnittsfliche erfolgte mithilfe eines computer-
gestiitzten Mikroskops.

Ergebnisse: Eine statistisch signifikant (mit jeweils p < 0,05) geringere Anzahl von TRAP-
positiven Osteoklasten zeigte, im Vergleich zur Placebobehandlung, nur die Monotherapie
mit Zoledronat und die Kombinationstherapie mit Sunitinib und Zoledronat. Eine Reduktion
der MVD / mm” sowie der TumorgroBe war andererseits bei der Sunitinib-Monotherapie
statistisch signifikant (mit p < 0,01 respektive mit p < 0.05) zu verzeichnen. Die Mono-
therapie mit Zoledronat und die Kombinationstherapie aus Sunitinib und Zoledronat hemmte
dagegen die Tumorangiogenese nicht signifikant.

Schlussfolgerung: Nach den Ergebnissen der vorliegenden Studie wirkte die Sunitinib-
Monotherapie einerseits signifikant antiangiogen und die Zoledronat-Monotherapie sowie die
Kombinationstherapie aus Sunitinib und Zoledronat andererseits signifikant antiresorptiv. Ein
signifikant antiresorptiver Sunitinib-Effekt sowie eine signifikant antiangiogene Wirkung
durch die alleinige Behandlung mit Zoledronat oder durch die kombinierte Behandlung war,

wie in anderen praklinischen Studien aufgezeigt, dagegen nicht nachzuweisen.
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