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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund Trotz erheblicher therapeutischer Fortschritte sind die
meisten malignen Erkrankungen unheilbar geblieben. Gleichzeitig
nimmt die Bedeutung der Mikroumgebung, die die Tumorzellen mit
LSilent Inflammation“ umgibt, zu. Zielsetzung: Um den Verdacht auf
tumorrelevante inflammatorischen Zytokin-Quellen in fettig-degene-
rativ veranderten Osteolysen/Osteonekrosen des Kieferknochens
(FDOK) zu Uberpriifen, untersuchen wir diese auffallig veranderten
Areale auf Zytokin-Muster.

Material und Methoden Beiinsgesamt 38 Tumorpatienten untersu-
chen wir Gewebeproben aus FDOK auf ihren Gehalt an Zytokinen mittels
bead-basierter Luminex®-Analyse.

Ergebnisse Auffallend ist der isoliert hohe Gehalt an Chemokin RAN-
TES/CCL5 (R/C) in allen FDOK-Gewebeproben. Ein Fall zeichnet sich
durch hohe R/C-Spiegel in der FDOK-Probe und gleichzeitigen Metas-
tasen eines Adenokarzinoms der Brust (MaCa) aus. Die R/C Expression
in den 38 FDOK-Proben der Tumorpatienten liegt im Mittel beim 35-fa-
chen gegeniiber gesundem Kieferknochen.
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Diskussion R/C greift auf mehreren Stufen in Immunreaktionen ein und
wird in der wissenschaftlichen Literatur bei vielen Tumoren und insbe-
sondere bei MaCa und dessen Metastasierung als pathogenetische
Schlisselstelle angesehen. R/Cist damit an onkogenen Entwicklungen
beteiligt.

Schlussfolgerung Die Autoren schlieBen aus den Daten der FDOK-
Analyse, dass diese Areale hyperaktivierte Signaltransduktionskaskaden
des Chemokins R/C exprimieren, die pathogenetische Autoimmunpro-
zesse bei vielen Tumoren und insbesondere beim MaCa und dessen
Metastasierung induzieren kénnen. Verbindet man die in der Literatur
dargestellte R/C- und CCR5-Signalinduktion bei Tumoren und die von
uns erhobenen Daten, kann vorgeschlagen werden, FDOK in ein integ-
ratives Therapiekonzept bei Tumoren und maglicherweise auch bei
MaCa einzubeziehen.

ABSTRACT

Background Despite significant therapeutic advances most malignan-
cies, as well as adenocarcinomas of the breast, remained incurable. At
the same time, the importance of the microenvironment surrounding
the tumor cells with “silent inflammation” increases.

Objective To check the suspected tumor-relevantinflammatory cyto-
kine sources in fatty-degenerative osteonecrotic jawbone (FDOJ), we
analyze these conspicuously altered jawbone areas to assess the expres-
sion and quantification of cytokine expression.

Material and Method In 38 tumor patients we determine the levels of
cytokines by bead-based Luminex® analysis in samples of FDO).
Results Striking is the high content of chemokine RANTES/CCL5 (R/C)
in all 38 tissue samples. A single case is characterized by high R/C levels
in FDOJ sample and simultaneously by metastasizing cells inside the
FDOJ sample. The R/C expression in all 38 FDOJ samples is on average
at 35 fold higher compared to healthy jawbone.

Discussion R/Cinteracts on several levels in immune responses and is
considered in scientific literature as pathogenetic key point in tumor
growth. The study supports a potential mechanism where FDOJ is a
mediating link specifically in breast cancer (MaCa) and its metastasis.
R/Cis thus involved intensively in oncogenic propulsion progress deve-
lopments.

Conclusion The authors conclude from the data of FDO| analysis that
these areas express hyperactivated signal transduction of the chemo-
kine R/C, induce pathogenetic autoimmune processes in tumors, MaCa
and its metastasis and serve as a possible cause. Combining the R/C
signal induction of tumors and the information we collectillustrated, it
may be suggested to involve FDOJ in an integrative therapy concept for
tumor therapy.
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Verwendete Abktlirzungen
CTL zytotoxische T-Lymphozyten

ECM Extrazelluldare Matrix

FDOK  fettig-degenerative Osteolysen/Osteonekrosen
des Kieferknochen

MacCa Mammakarzinom

MDSC  myeloisch abgeleitete Suppressorzellen

MMPS  Matrix-Metalloproteinasen

MSCs mesenchymale Stammzellen

R/C RANTES/CCL5

TAMs tumorassoziierte Makrophagen
T™MU Tumor-Mikroumgebung
T-reg T-regulatorische Zellen

Hintergrund und Einflihrung

Mitteilungen der WHO in World Cancer Reports 2014 [51] weisen
darauf hin, dass in den Industrielandern jeder zweite Mensch Krebs
bekommt. Trotz erheblicher therapeutischer Fortschritte in der Be-
handlung von Krebs sind die meisten malignen Erkrankungen un-
heilbar geblieben. Dies betrifft auch die Mehrzahl der Adenokarzi-
nome der weiblichen Brust, die bis zum heutigen Tag im metasta-
sierten Metastadium mit klassischen Chemotherapeutika nur
unzureichend behandelt werden kénnen.

Gleichzeitig wachsen zusehends die Beweise fiir die Rolle der Mi-
kroumgebung, die die Tumorzellen umgibt. Die Tumor-Mikroumge-
bung (TMU) besteht aus Stroma (,.interstitiellem Gewebe*), Gefa-
Ren, Entziindungszellen, Zytokinen, Wachstumsfaktoren und der
extrazelluldren Matrix. Es gibt (iberzeugende Belege, dass derinter-
aktive Dialog oder ,cross talk“ [21] zwischen bosartigen Zellen und
Stromazellen in der TMU das Fortschreiten der Krebskrankheit durch
Forderung der malignen Zellfunktionen sowie Resistenzbildungen
auf Medikamente begtinstigt. Somit ist eine Unterbrechung dieser
Wechselwirkung zwischen Tumorzellen und deren Mikroumgebung
eine attraktive Strategie bei der Behandlung von Krebs.

Da das Paradigma in der Behandlung von Krebs sich in Richtung
einer Kombination von Therapien verschiebt, die als Ziel sowohl die
malignen Zellen als auch die Mikroumgebung haben, ist ein besseres
Verstandnis der molekularen Mechanismen, die den Cross-Talk zwi-
schen bésartigen Zellen und der TMU regulieren, unerldsslich [21]. Zy-
tokine innerhalb der TMU kénnen tiefgreifende Auswirkungen auf die
Tumorzellen haben, und die gezielte Behandlung von Zytokinen zeig-
te bei mehreren Neoplasien therapeutische Wirksamkeit. Tumorzel-
len interagieren mit der umgebenden Mikroumgebung, um zu iiber-
leben und weiterhin innerhalb des Wirtes zu verbleiben.

Obwohl dieses Phanomen bekannt und etabliertist, bleiben die
molekularen Mechanismen der Vermittlung dieser zelluldren Pro-
zesse noch relativ unklar. Forscher beschreiben an einem Knochen-
marks-Stroma-Zellmodell einen neuartigen Signalmechanismus,
der - als Initialziindung von RANTES/CCL5 (R/C) eingeleitet - in die-
sen Zellen zu einer Up-Regulation der Immunglobulin-Sekretion
von malignen B-Zellen fiihrt [22].

Zielsetzung

Epidemiologische und experimentelle Studien liefern klare Bewei-
se dafiir, dass ungeldste erregerbedingte Infektionen und chroni-
sche Entziindungen eine Tumorentwicklung initiieren. Dies fiihrte
zur Erkenntnis, dass die ,chronische Entziindung*“ zum Markenzei-
chen von Krebs wurde [25,37]. In dieser Arbeit beziehen wir des-
halb den Kieferknochen in die Frage nach ,chronischer Entziin-
dung*“ als mogliche Quelle einer R/C-Expression mit ein.

Um den Verdacht auf ,Silent Inflammation“ mit angenomme-
nen tumorrelevanten R/C-Quellen zu Giberpriifen, untersuchen wir
Proben von chronisch-entzilindlich verdndertem Kieferknochen auf
Zytokin/Chemokin-Muster bei 38 Tumorpatienten/innen. Aufgrund
der durchgehend von begleitenden Histologien belegten Adipozy-
tendegeneration [31] nennen wir diese aseptischen und ischdami-
schen Erweichungen des Medullarraums ,fettig-degenerative Os-
teolysen/Osteonekrosen des Kieferknochen* (FDOK). Geklért wer-
den sollte dabei die Frage, ob R/C-Quellen aus FDOK als Promoter
einer endokrinen Tumorinduktion agieren kénnen.

Material und Methode

Patientenkollektive von pathologisch verandertem
und gesundem Kieferknochen

Die vorgelegte Studie ist patientenzentriert. Proben und Daten stam-
men direkt aus der taglichen Praxis. Von 38 Tumorpatienten entnah-
men wir FDOK-Gewebeproben. Das Tumorkollektiv setzt sich zusam-
men aus 4 Melanom-, 4 Leukdmie-, 1 Kolonkarzinom-, 2 Prostata-
karzinom-, 3 Ovarialkarzinom- und 24 Brustkrebs-Patienten/innen.
Medikamenteneinnahme dieser Patientinnen aufgrund ihrer Syste-
merkrankung wurde nicht als Ausschlusskriterium gewertet. Ein-
schlusskriterien waren die lokale Diagnose einer FDOK: Die medizi-
nische Indikation zur FDOK-Operation bei diesen Patienten wurde
mittels Orthopantomogramm (2D-OPG) und zusatzlichem digita-
len Volumentomogramm (3D-DVT) gestellt. Ergdnzt wurde diese
Indikationsstellung durch Messung der Knochendichte mittels trans-
alveolarer Ultraschalldiagnostik (TAU) [11, 12]. Die demografischen
Daten der 38 Félle im Kollektiv waren: Durchschnittsalter: 60,5 Jahre;
Altersbereich: 46-77 |ahre; Geschlecht (w/m): 23/11.

Bei einer freiwilligen Kontrollgruppe von 19 Patienten konnten
Proben von gesundem Kieferknochen als Bohrkerne gewonnen
werden, die wahrend zahnarztlicher Implantationen ohnedies an-
fallen. Einschlusskriterien fiir diese gesunde Kontrollgruppe waren:
Keine radiologischen Auffélligkeiten in 2D- und 3D-OPG-DVT; neu-
trale TAU-Messungen der Knochendichte im Implantationsbereich;
das Fehlen von klinisch manifestem Tumor. Die Verwendung von
Bisphosphonat-Medikamenten war ein zentrales Ausschlusskrite-
rium fir beide Gruppen. Die demografischen Daten der 19 Félle in
der FDOK-Kontrollgruppe waren: Durchschnittsalter: 51,4 |ahre;
Altersbereich: 33-72 Jahre; Geschlecht (w/m): 9/10.

Probenahme von FDOK-Gewebe, Aufbereitung der
nekrotischen Gewebsproben und Messung der
Zytokine in FDOK Proben

In 57 Proben von Kieferknochen (38 FDOK-Proben von Tumorfal-
len zuziiglich 19 gesunde Kieferknochen) wurden 7 Mediatoren ge-
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messen: R/C, Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (FGF-2), Interleukin-
1-Rezeptorantagonist (IL-1ra), Interleukin-6 (IL6), IL-8, Monozyten-
chemotaktisches Protein-1 (MCP1) und Tumornekrosefaktor-alpha
(TNF-a). Die fettig-degenerativen Spongiosa-Anteile (FDOK) aus
den 38 FDOK-Proben wurden bevorzugt aus den Weisheitszahn-(8-
er Areal) und retromolaren Gebieten (sogenanntes 9-er Areal) ent-
nommen.

Die FDOK-Klumpen - ein klinisches Beispiel zur Morphologie in
» Abb. 1- wurden mit einem Volumen von bis zu 2 Kubikzentime-
ter ausgeloffelt und diese erbsgroBen Gewebsklumpen wurden so-
fort in ein steriles SammelgefdR (Sarstedt Mikro-Tube, Ref.
72692 005) gegeben, luftdicht verschlossen und bei - 20 °C bis
zum Transport ins Labor (www.imd-berlin.de) verwahrt. Dort
wurde das Gewebematerial mechanisch zerkleinert und in 200 pl
Proteasepuffer (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche,
D) aufgenommen und homogenisiert. Das Homogenisat wurde fir
15 min bei 13400 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und fiir weitere 25 min bei 13 400 rpm zentrifugiert. Die Bestim-
mung von R/C erfolgte im Uberstand des Gewebehomogenisats
mittels des Human Cytokine/Chemokine Panel I (MPXHCYTO-60K,
Millipore GmbH, Schwalbach, D), entsprechend dem Hersteller-
protokoll und unter Verwendung der Luminex 200™ mit xPonent®
Software (Luminex, Austin, TX, USA).

Statistische Methoden

Die Messwerte des FDOK- und des Kontrollkollektivs wurden de-
skriptiven statistischen Analysen unterzogen. Es wurden der Me-
dian, arithmetischer Mittelwert und die Verteilung der Daten er-
mittelt, um fiir die Analyse zu entscheiden, ob non-parametrische
oder parametrische Testverfahren zur Anwendung kommen. Un-
terschiede zwischen den Kohorten wurden mit Students-T-Test
oder Spearmans Rho ermittelt. Das Signifikanzniveau wurde mit
p<0,05 festgesetzt.
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> Abb. 1 Verteilung der Zytokine aus FDOK bei 38 Tumorpatienten/
innen im Vergleich zur Normstichprobe aus gesundem Kieferkno-
chen (n=19) mit Abbildung einer typischen FDOK-Probe.

Ergebnisse

Ergebnisse der FDOK-Multiplex-Analysen

Die Multiplex-Analysen aus 7 Zytokinen der FDOK Proben der Tu-
morkohorte (n=238) zeigte bei 3 Zytokinen bemerkenswerte Uber-
expressionen: Deren Mittelwerte und Standardabweichung (SD)
waren in (pg/ml): IL1-ra (Interleukin 1 Rezeptor-Antagonist) zeigte
einen Median von 735 (SD +489), FGF-2 (Fibroblast Growth Factor
2) Medianvon 768,7 (SD£601). R/C zeigte einen Median von 4902
(SD+2640). Das Normkollektiv von 19 Proben aus gesundem Kie-
ferknochen zeigte bei diesen 3 Zytokinen in der Multiplex-Analyse
in (pg/ml): IL1-ra: 195 (SD +0). FGF-2: 27 (SD £59). R/C: 149
(SD+127). Vergleichswerte aus der Literatur lagen uns hierzu keine
vor. Auffallig ist die starke Streuung der FDOK-Werte; dennoch lie-
gen alle deutlich Giber dem Normkollektivvon 149,9 pg/ml (n=19).
3 Proben erreichen eine R/C-Expression von > 10000 pg/ml, womit
der maximale Messbereich des aktuellen Multiplex-Analysegerates
tiberschritten wird. » Abb. 1 zeigt — neben der ischdmisch-fettig
durchsetzten erbsgroRen FDOK-Probe - grafisch 7 Zytokine ge-
sund (blau) in Gegeniiberstellung zu den FDOK-Proben (rot). Auf-
fallig ist die circa 35-fache Uberexpression des Chemokins R/C aus
FDOK von 38 Tumorpatienten/innen.

Klinischer Fall: RANTES/CCL5-Uberexpression bei
metastasierendem Adenokarzinom der weiblichen
Brust im Kieferknochen

Die Zusammenhinge zwischen lokaler R/C-FDOK-Uberexpression,
Tumor und Knochenmetastasen eines MaCa beleuchtet ein klini-
scher Fall aus unserer Praxisklinik: Eine 52-jahrige Patientin kommt
zu uns mit der Bitte um Diagnose und Sanierung moglicher FDOK-
Areale, bei rezidivierendem Adenokarzinom der linken Brust mit
schwacher Chemosensitivitat (50 % Tamoxifen-Resistenz). Nach
ausreichender Indikationsstellung (siehe oben) wird bei der Pa-
tientin in der zahnlosen Kieferregion 38/39 (Weisheitszahnregion
mit retromolarer Ausdehnung in den aufsteigenden Ast) ein Kor-
tikalisdeckel abgetragen. Darunter stellt sich eine massive ischa-
mische und osteolytisch-degenerative Auflésung der medullaren
Bereiche dar (> Abb. 2).

Die Histopathologie (Gemeinschaftspraxis fiir Pathologie & Zy-
tologie, Drs. Zwicknagel/ABmus, 85635 Freising) zeigt nicht nur
~Fettgewebe“, sondern auch ein metastasiertes Adenokarzinom.
Begutachtung: Zusammengelegt 0,6 cm messendes Probemate-
rial vom Kieferknochen regio 38/39 mit einer tumorbedingten Os-
teolyse durch die Manifestation eines hier hochdifferenzierten, tu-
bular gebauten Adenokarzinoms (G1) mit herdférmiger Stroma-
desmoplasie und entnahmetechnisch bedingten Artefakten. Das
Karzinomgewebe ldsst sich weder konventionell histologisch noch
immunhistochemisch von odontogenem Epithel oder Speicheldri-
sengewebe herleiten. Einzelne der atypischen Driisenverbdnde lie-
gen reaktionslos im Fettgewebe (wie bei einem Adenokarzinom
der Mamma). Klinischerseits wurde bestétigt, dass die Patientin
unter einem metastasierten Adenokarzinom der Mamma leidet,
sodass die vorliegende Tumormanifestation als osteolytische Me-
tastase eines hier hochdifferenzierten invasiven duktalen Adeno-
karzinoms der Mamma (G1, Summen-Score 3) gewertet werden
muss. Der Proliferationsindex des Tumors betragt 15 %.
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> Abb. 2 Linkes Bild: Medullare Situation nach Abheben des Kortikalisdeckels in regio 38/39. Gelber Kreis markiert die ischdmisch fettig-degenerati-
ve Osteolyse. Rechtes Bild: Entnommener Fettklumpen als typisches Beispiel einer Probe zur Luminex®-Analyse.

Ostrogenrezeptor-positive Zellkerne;

= Metastase Adenokarzinom Mamma
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in regio 38
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> Abb. 3 Vergleich von 7 Zytokinen in FDOK regio 38/39 mit Metastasen einer MaCa-Patientin. Linkes Bild: Unauffilliges Rontgenbild.
Rechtes Bild: Immunhistochemie der Ostrogenrezeptoren, 400-fache VergréRerung.

» Abb. 3 zeigt im linken Bild die rontgenologisch unauffallige
regio 38/39 und in 400-facher VergréRerung dstrogenrezeptor-
positive Tumorzellkomplexe einer Metastase eines Mamma-Ade-
nokarzinoms (invasives duktales Adenokarzinom). Parallel zeigt
» Abb. 3 die Luminex®-basierte Zytokinanalyse von R/C der FDOK-
Anteile aus regio 38/39 (IMD-Berlin, Nicolaistr. 22,12247 Berlin).
Auffdllig ist auch hier das extrem hohe R/C mit 4 606 pg/ml gegen-
iiber dem Normwert von 149,9 pg/ml. Diese R/C-Uberexpression
hebt sich auch im Vergleich zu den anderen Zytokinen des gesun-
den Kieferknochens deutlich ab. » Abb. 3 zeigt im linken Fenster,
dass bei dieser MaCa-Patientin die konventionellen Réntgentech-
niken (2D-OPG) die Ausdehnung und Lokalisation der FDOK nicht

darstellen. Auf die diagnostischen Probleme von FDOK-Arealen
wurde bereits in friiheren Arbeiten hingewiesen [32].

Diskussion

R/C gehort zur C-C Chemokin-Familie, zu der auch CCL3 und CCL4
zdhlen. R/Cwird von T-Lymphozyten, von Makrophagen, in Throm-
bozyten, von synovialen Fibroblasten, von tubuldrem Epithel und
von bestimmten Arten von Tumorzellen exprimiert [46]. NF-kB-
Aktivierung durch verschiedene Reize wie CD40L [2] oderIL-15[16]
induziert ebenfalls die R/C-Expression. R/C spielt eine aktive Rolle
bei der Rekrutierung einer Vielzahl von Leukozyten in Entziindungs-
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geweben einschlieBlich T-Zellen, Makrophagen, Eosinophilen und
Basophilen. In Zusammenarbeit mit bestimmten durch T-Zellen,
IL-2 und IFN freigesetzten Zytokinen induziert R/C auch die Akti-
vierung und Vermehrung von bestimmten Natdirlichen Killerzellen.
R/C-Aktivitdt wird durch seine Bindung an die CCR1-, CCR3- und
vor allem CCR5-Rezeptoren vermittelt [5, 43, 48]. Die genauen
Funktionen von R/C in der Tumorbiologie sind allerdings immer
noch unklar, denn R/C-Produktion ist bei der Steuerung der richti-
gen Immunantwort gegen Tumoren von Bedeutung [5], aber an-
dererseits steht R/C in Zusammenhang mit Krebswachstum und
Metastasierung. CCL5/CCR5-Wechselwirkungen konnen die Tu-
morentwicklung auf mehrfache Weise fordern: Als Wachstumsfak-
toren, als Stimulans fiir Angiogenese, als Modulation der extrazel-
luldren Matrix, indem zusatzliche Stroma- und Entziindungszellen
gebildet werden, und indem CCL5/CCR5 an Mechanismen der Im-
munminderung mitwirken [30].
Wie bereits seit langerem bekannt, hat R/C férdernden Einfluss
auf alle Tumore unseres Kollektivs.
= Leukdmie: Hohe Konzentrationen des inflammatorischen
Zytokins R/C werden mit zunehmendem Alter im medulldren
hdmatopoetischen Stammzellmilieu gefunden [23].
= Melanom: An Nacktmdusen durchgefiihrte Transplantations-
experimente lassen vermuten, dass die Auswirkungen von R/C
auch die Tumorentwicklung begiinstigen [40]. Andere
Untersucher stellten 3 Chemokin-Proteine auf hohem Niveau
reproduzierbar in den Melanomtumoren fest: CCL2/MCP-1,
CCL4/MIP-1B und R/C [26].
= Ovarialkarzinom: Die R/C-Konzentration in den Endometriose-
herden ist signifikant héher als in eutopen Endometrien. Dies
wird vermutlich bedingt durch den direkten Einfluss von
proinflammatorischen Zytokinen auf das endometriotische
Stroma, die die Hochregulation von R/Cin den Herden
bewirken [6,27].
= Kolonkarzinom: Daten zeigen die Beteiligung von R/Cin der
Pathogenese des kolorektalen Karzinoms und weisen auf
ihren potenziellen Wert als ein therapeutisches Ziel hin [13].
= Prostatakarzinom: Die CCL5/CCR5-Achse ist auch bei
Progression des Prostatakrebs (PCa) beteiligt: Beide Faktoren
werden in menschlichen PCa-Zelllinien, -Zellkulturen und PCa-
Gewebe exprimiert [49].
In der weiteren Diskussion beschranken und konzentrieren wir
uns spezifisch auf R/C und das MaCa.

RANTES/CCL5 und Signalaustausch in der
Mikroumgebung des Tumors

Die Bedeutung von R/C auf die Krebsentwicklung tiber Signalaus-
tausch in der Mikroumgebung des Tumors ist in zahlreichen Unter-
suchungen belegt, die im Folgenden aus einem Review zitiert wer-
den [1]. Krebszellen machen sich nicht nur selbst ,,unsichtbar* fir
das Immunsystem, sondern bilden selbst immunsuppressive Tu-
mor-Mikroumgebungen (TMU), die eine einfache Beseitigung von
Krebszellen unmdglich machen [30]. Diese schiitzende TMU be-
steht aus Stromazellen und Entziindungszellen, die durch Tumor-
zellen selbst oder durch normale, von Tumorzellen ,,ausgebildete”
Zellen rekrutiert und/oder lokal induziert werden, sich zu teilen und
zu differenzieren. Sie kommunizieren direkt (iber Zell-Zell-Kontakt,
aber auch indirekt durch parakrine Signale [28]. Diese Signale wer-

den (iberwiegend durch Zytokine und Chemokine (chemotaktische
Zytokine) vermittelt, den Schliisseldirigenten der infiltrierenden
Leukozytenwanderungen, sowohl unter Gleichgewichtsbedingun-
gen als auch bei Entziindungen und Krebs [57].

Chemokine haben auch groRen Anteil an den molekularen Sig-
nalgebungen, die fiir das Uberleben von Krebszellen und deren Be-
weglichkeit und Invasivitdt verantwortlich sind [ 14]. Auf der Grund-
lage ihrer Fahigkeit, Chemotaxis zu induzieren, nehmen Chemoki-
ne eine fundamentale Rolle nicht nur bei Entziindungen und der
Uberwachung von Immunantworten, sondern auch beim Krebs-
wachstum ein [8]. Indem sie von Tumorzellen des Primartumors
oder metastasierenden Tumoranteilen abgesondert werden oder
durch normale Zellen rekrutiert und/oder lokal aktiviert werden,
konnen sich Chemokine wie Wachstumsfaktoren auf den Tumor
auswirken [3], dessen Metastasierung und Angiogenese erhéhen
[38] oder die Bildung einer immunsuppressiven TMU induzieren.
Diese letztere sehr komplexe Fahigkeit wird durch Rekrutieren und
Aktivieren von tumorassoziierten Makrophagen (TAM) [18], mye-
loisch abgeleiteten Suppressorzellen (MDSC), T-regulatorischen
Zellen (T-reg) [15] oder mesenchymalen Stammzellen (MSCs) [53]
und durch die Blockade der tumorhemmenden Wirkung von Th1-
Zellen und zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) erreicht [44].

Fiir die hier gezeigte lokale R/C-Uberexpression in FDOK-Arealen
ist wichtig, dass Tumorzellen auch auf Chemokine in entfernten Or-
ganen reagieren und sich als Reaktion auf diese vorhandenen Che-
mokine mit hoherer Intensitat verbreiten, indem sie mit dem ent-
sprechenden Rezeptor korrespondieren [9]. AuBerdem erwerben
Tumorzellen héhere bindungsfreudige, migratorische und invasive
Fahigkeiten als Reaktion auf Chemokine, die an den bevorzugten
metastatischen Stellen exprimiert werden [29]. Infolge dessen stellt
die Anwesenheit von Entziindungszellen wie reaktive Leukozyten
und die Expression einer groRen Anzahl von Entziindungsmediato-
ren (Zytokine, Chemokine und Enzyme) in den Primdrtumoren meist
eine schlechte Prognose und Gefahr der Metastasierung dar [4].

Viele verschiedene Chemokine und Chemokinrezeptoren wur-
den in neoplastischem Gewebe entdeckt [42]. Krebszellen sezer-
nieren R/C oder induzieren Fibroblasten, R/C zu sezernieren. R/C
wirkt dann in einem parakrinen oder autokrinen Modus auf CCR5-
positive Tumorzellen so, dass diese ihre Proliferation aufrechter-
halten, dass immunsuppressive Zellen (T-reg-Zellen, Monozyten)
rekrutiert werden, dass Osteoklasten aktiviert und Knochenmeta-
stasen induziert werden, dass Neoangiogenese geférdert und Tu-
morzellen zu entfernten Organen verbreitet werden [1]. Auf der
Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse ist anzunehmen, dass
entziindliche Chemokine und ihre Rezeptoren attraktive therapeu-
tische Ziele bei malignen Tumoren sind.

Die Rolle von RANTES/CCL5 bei der
Tumorentwicklung am Beispiel des
Mammakarzinoms

Bereits in friiheren Publikationen haben wir auf die Einbindung von
R/C-Signalgebung auf das MaCa hingewiesen [32,33]. R/C wird
durch normale epitheliale Duktuszellen der Brust minimal expri-
miert, wird aber durch Brusttumorzellen an Stellen des Primartu-
mors, der regionalen Lymphknoten und der metastasierten Stellen
hoch exprimiert, was darauf hindeutet, dass die R/C-Expression sich
im Laufe der malignen Transformation entwickelt [46] und dass R/C
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bei der Entstehung von MaCa und/oder dessen Progression eine
bedeutende Rolle spielt. Verstarkte Expression von CCL5 durch Ma-
Ca-Zellen ist deutlich im Zusammenhang mit Fortschreiten der
Krankheit, Riickfall und/oder Metastasierung verkniipft [10,41].
Beim MaCa ist die Tumorzelle die wichtigste Quelle von R/C[35];
allerdings wird R/C auch von infiltrierenden Leukozyten und mes-
enchymalen Stammzellen (MSCs) der TMU exprimiert [29, 39].

Von einer Subpopulation der menschlichen MaCa-Zelllinien wird
ein funktioneller CCR5-Rezeptor exprimiert, der als funktionelle
Antwort auf R/C gilt. Zusétzlich induziert die onkogene Umwand-
lung die CCR5-Expression und die Subpopulation der Zellen, die
den funktionellen CCR5 exprimiert, und zeigt auch eine erhohte
Zellwanderung und Invasivitdt [56]. Eine Analyse von 2 254 mensch-
lichen MaCa-Proben zeigte erh6hte Expression von R/C und dessen
Rezeptor CCR5. Im Gegensatz dazu konnte bei gleichen Analysen
in nichtneoplastischen Brustproben keine Korrelation zwischen
R/C- und CCR5-Expressionsspiegeln gefunden werden [50]. R/C-
Expression ist eng verbunden mit dem Fortschreiten von MaCa,
insbesondere beim 3-fach negativen MaCa (TNBC) und kann daher
ein immuntherapeutisches Ziel bei TNBC darstellen [36].

Hypoxie und Ischdmie sind bedeutende selektive Faktoren, die
das Wachstum von Tumoren fordern. Hypoxie fiihrt zu einem star-
ken Anstieg der beiden R/C- und CCR5-Expressionen durch MaCa-
Zellen. Unter experimentellen Bedingungen einer Hypoxie stimu-
liert R/C Zellwanderung eher als Zellproliferation und eine experi-
mentelle Neutralisierung von R/C hemmt die hypoxie-induzierte
Migration von Krebszellen. Umgekehrt erhéht die Uberexpression
von CCR5 die Zellwanderung; experimentelle Neutralisation von
CCR5 déampft die hypoxie-vermittelte Zellwanderung [34].

Von mesenchymalen Stammzellen (MSCs) stammendes R/C for-
dert die Tumorzellinvasion in der Brust und die Aktivierung der Ma-
trix-Metalloproteinasen (MMPs), im Einklang mit der bekannten
Tatsache, dass R/Cin der Lage ist, die Freisetzung von MMP-9 hoch
zu regulieren [47]. MMPs sind auBerhalb von Zellen in der extrazel-
luldren Matrix (ECM) lokalisiert, die sie im aktivierten Zustand ab-
bauen kénnen. Sie sind hauptverantwortlich fiir die Zersetzung ge-
sunden Gewebes durch maligne Tumorzellen [19]. MMPs bilden
eine von Tumorzellen und Tumorbindegewebszellen freigesetzte
oder transmembrands in die Zellmembran gebundene Proteinfa-
milie. Unter normalen Verhaltnissen werden nur sehr wenige MMPs
von Fibroblasten, Makrophagen und Leukozyten gebildet. Die Pro-
duktion steigt aber bei unphysiologischen Gewebsverdnderungen
(Entziindung, Wundheilung, Krebs) sehr schnell an [17]. MMPs
regen das Tumorwachstum an und ,,6ffnen“ die ECM fiir die Tumor-
metastasierung. MMPs helfen eine ECM zu generieren, die es Zell-
klonen mit jeweils kritischen Mutationen erlaubt, zu tiberleben und
sich zu Tumorzellen zu entwickeln [18].

R/C fordert die maligne Entwicklung der Brust durch Verdnde-
rung des Gleichgewichts zwischen Leukozyteninfiltraten in Tumo-
ren, was zu einem Ubergewicht der Zellen mit tumorférdernden
gegeniiber tumorhemmenden Aktivitaten fihrt. Tatsdchlich ver-
schiebt R/C das Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Leuko-
zyten-Zelltypen durch eine Erh6hung der Prasenz der schadlichen
tumorassoziierten Makrophagen (TAMs) [7], welche proangioge-
ne Faktoren sezernieren, antitumorale Antwortreaktionen unter-
driicken [55] und die antitumorale T-Zell-Aktivitditen hemmen.

R/Cfordert auch die Progression des MaCa, indem im Knochen-
mark Myeloide Suppressorzellen (MDSC=Myeloid-derived suppres-
sor cells) gebildet werden, die in der Lage sind, die durch T-Zellen
vermittelten Immunantworten zu unterdriicken. R/C tridgt damit
zur Aufrechterhaltung der immunosuppressiven Fihigkeit der
menschlichen MDSCs bei [52]. Neutralisation von R/C kénnte daher
die immunsuppressiven Aktivitaten der MDSCs vermindern und
die Progression und Metastasierung des Tumors reduzieren. Die
R/C-Expression durch Brusttumorzellen - untersucht an 143 Ma-
Ca-Patientinnen - stellt einen wertvollen prognostischen Faktor
fur die Erkennung von Stufe Il MaCa-Patientinnen dar, die ein Risiko
fur das Fortschreiten der Erkrankung tragen [20].

R/C-Expression ist verkniipft mit der Abwesenheit von Ostro-
gen-Rezeptoren und erhéht somit den prognostischen Wert bei-
der Marker bei Patienten mit Progressionsrisiko. R/C-Serumspiegel
sind bei Patientinnen mit MaCa im Vergleich zu gesunden Perso-
nen erhéht [45] und sind in der Regel héher bei Lymphknoten-po-
sitiven Patienten, groBeren Tumoren, bei Vorhandensein von lym-
phovaskuldrer Invasion und bei multifokalen Tumoren [54].

R/C ist auch an der Medikamentenresistenz beteiligt: Tamoxi-
fen-Resistenz ist ein groBes therapeutisches Problem bei MaCa.
Uber eine signifikante Korrelation zwischen STAT3-RANTES auto-
kriner Signalgebung und Entwicklung von Tamoxifen-Resistenz
wurde berichtet: STAT3 und R/C in Tamoxifen-resistenten MCF-
7-Zellen regulieren einander Giber autokrine Signalisierung, was zur
Induktion eines antiapoptotischen Signals fiihrt. Das letztere er-
leichtert die Aufrechterhaltung der Resistenz, wodurch sich eine
neuartige Strategie fiir das Management von Patienten mit Tam-
oxifen-resistenten Tumoren entwickelt [24].

Basierend auf mehreren Patientenstudien, tierischen Modell-
systemen und In-vitro-Systemen scheint die CCL5/CCR5-Achse eine
entscheidende Rolle bei der Tumorprogression zu haben. Sie kénn-
te moglicherweise bei MaCa ein wichtiges therapeutisches Ziel dar-
stellen mit minimalen negativen Auswirkungen [36]. Das klinische
Beispiel der von uns interdisziplindr und komplementar behandel-
ten MaCa-Patientin mit circa 30-facher Uberexpression von R/C im
mit Metastasen durchsetzten FDOK-Areal bei 38/39 belegt diesen
Zusammenhang (> Abb. 2, 3): Ihre Chemosensitivitdt auf Tamoxi-
fen betrug unter 50 %.

RANTES/CCL5 fordert Metastasenbildung des
Mammakarzinoms

Korpereigene mesenchymale Stammzellen (MSCs) regen Krebszel-
len des urspriinglichen Tumors dazu an, sich zu verdndern, zu streu-
en und in anderen Organen Geschwiilste zu bilden. R/C vermittelt
auch das Zwiegesprach/Cross-Talk zwischen MaCa-Zellen und
MSCs: Die Krebszellen stimulieren R/C-Sekretion durch MSCs und
durch Osteoblasten der Tumor-Mikroumgebung (TMU) und R/C
seinerseits induziert wiederum Tumorzellwanderung und fordert
deren Invasion und Metastasierung [29].

MSCs in Tumorstromata beglinstigen MaCa-Metastasen: Kiirz-
lich wurde gezeigt, dass MSCs Brustkrebsgeschwulste lokalisieren
kénnen, indem sie sich in das zum Tumor gehdrende Stroma einglie-
dern. Dennoch ist die Verwicklung von MSCs und ihrer Derivate in
die Tumorpathophysiologie noch nicht thematisiert worden.
Karnoub et al. [29] zeigen, dass aus Knochenmark gewonnene MSCs,
die mit sonst schwach-metastasischen menschlichen MaCa-Zellen
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gemischt werden, diese Krebszellen dazu veranlassen, ihr metasta-
sisches Potenzial deutlich zu erhéhen. Die MaCa-Zellen stimulieren
von Grund auf neu die Sekretion der Chemokine R/C aus MSCs. Diese
wirken dann parakrin auf die Krebszellen ein und erhéhen ihre Moti-
litdt, Invasion und Metastasenbildung.

Erstaunlich ist, dass diese erhohte Fahigkeit der Metastasenbil-
dung umkehrbar und abhédngig von den R/C-Signalen ist, die mit
CCR5 wechselwirken [29]. Insgesamt belegen diese Daten, dass die
TMU die Verbreitung der Metastasen unterstiitzt, indem umkehrba-
re Verdnderungen des Phanotyps der Krebszellen durch R/C ausge-
|6st werden. Diese Entdeckung erlaubt folgenden Riickschluss: Kénn-
te man diesen biologischen Vorgang bei Krebspatienten gezielt un-
terbrechen, ware dem Krebs seine todlichste Form genommen.

Die von Karnoub [29] festgestellte Umkehrbarkeit der Metasta-
sierungstendenz fiihrt uns zur Therapieempfehlung einer zahnarzt-
lich-chirurgischen Eliminierung der R/C-Quellen in FDOK bei Ma-
Ca-Patientinnen - wie weiter unten beschrieben -, um die Metas-
tasierung zu verhindern.

Die jiingere Krebsforschung zeigt, dass eine besondere Art von
Stammzellen nétig ist, damit MaCa Metastasen bildet. Unter Ver-
dacht stehen MSCs aus dem Knochenmark, die normalerweise Fett,
Sehnen-, Knorpel- und Muskelgewebe bilden. Sie wandern aber
unter R/C-Signalgebung in groRer Zahl zu Kérperstellen, wo sich
Krebs gebildet hat. Dies |asst die Vermutung zu, dass sich MSCs mit-
hilfe von R/C-Signalstoffen in metastasierende Zellen verwandeln.
Sind diese aber am Ziel angekommen, |6sen sie wieder rezidivie-
rendes Wachstum des urspriinglichen Tumors aus. Das Molekadil,
das die Metastasierung fordert, wurde als R/C identifiziert, denn
MaCa-Zellen selbst stimulieren die Expression von R/C aus MSCs
[29]. Bemerkenswert ist, dass nur R/C eine synergistische Wech-
selwirkung spiegelt.

Schlussfolgerung

Die in dieser Studie prasentierten Daten unterstiitzen die Hypothe-
se, dass eine aus FDOK abgeleitete R/C-Signalgebung im méglichen
Kontext eines Tumors eine nicht unbedeutende Rolle spielt. Zytoki-
ne und Chemokine sind primar an Auslésung und Induktion von Im-
munantworten beteiligt. Fiir unsere Betrachtung entscheidend ist
der Ubergang einer akuten zu einer chronischen Entziindung und
deren Persistenz in Form einer FDOK im Bereich einer gestdrten
Wundheilung. Die Lokalisation der chronischen Inflammation im Kie-
ferbereich wirft die Frage auf, ob die gangige zahnarztliche und kie-
ferchirurgische Behandlung nicht fir die Entstehung solcher krypti-
scher R/C-Quellen mit verantwortlich sein konnte. FDOK-Areale nei-
gen dazu, nicht ohne chirurgische Kiirettage zu heilen.

Die mogliche Bedeutung der Studie liegt in dem Nachweis sig-
nifikant iberexprimierter R/C-Signalgebung in FDOK, bei ausrei-
chend hoher Zahl von 38 Tumor/FDOK-Patienten und 19 normalen
Kieferproben. Niedrige Schwellenintensitdt und hohe Schwellen-
zeitim Sinne von lokaler Asymptomatik und gleichzeitiger Chroni-
zitat der Einwirkung charakterisieren dabei die FDOK-Wirkungen.
Grenzen der Studie sind die Multikausalitit jedes Tumors, die eine
monokausale Bewertung der klinischen Relevanz einer FDOK nicht
zuldsst. Die in dieser Arbeit von uns vorgeschlagene Verminderung
der hyperaktivierten R/C-Signaltransduktion aus FDOK durch kie-
ferchirurgische Kiirettage der Fettdepots im Medullarraum kénnte

ein moglicher Therapieansatz sein, im Kontext einer komplemen-
taren Tumortherapie die Systemwirkung einer ,Silent Inflamma-
tion“ im Kieferknochen nicht auszuschlieRen.
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