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Zum Titelbild

Zellteilung ermdglicht Leben, Wachstum von Organismen und die Erneue-
rung von Zellen, deren Lebenszeit abgelaufen ist. Bei Krebs ist dieser Vor-
gang jedoch aufler Kontrolle geraten. Was dabei auf molekularer Ebene
geschieht, beginnen wir immer besser zu verstehen.

Die Abbildung auf dem Umschlag zeigt eine fluoreszenzmikroskopische Auf-
nahme von humanen Zervixkarzinomzellen wéhrend der Zellteilung. Die rot-
gefarbten Bereiche zeigen das Vorhandensein des Proteins Survivin, welches
bei der Zellteilung eine wichtige Rolle spielt. Das Zellskelett ist griin geférbt.
Die Zellkerne, die die Erbinformation der Zelle tragen, sind blau dargestellt.
Die Abbildung stammt von Olaf Mundigl, Roche Penzberg (Abt. Zellbiologie).
Penzberg ist fiir Roche der wichtigste Forschungsstandort im Bereich
Onkologie. Am 25. September 2001 fand hier der Roche Media Roundtable
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MafRgeschneiderte
Tumortherapien

Erhebliche Anstrengungen werden in der Forschung unternom-
men, um kinftige Tumortherapie-Konzepte spezifisch auf den
jeweiligen Patienten zuzuschneiden. Die Vision ist dabei, die
einem Patienten verabreichten Medikamente an die molekular-
biologische Charakteristik seines Tumors und dessen genetische
Verdnderungen anzupassen. Méglich wird dies durch das wach-
sende Verstdndnis der molekularen Mechanismen der Tu-
morentstehung und -ausbreitung. Das zunehmende Wissen
wird es kinftig erlauben, Diagnoseverfahren auf molekularer
Ebene zu entwickeln, und damit die beim jeweiligen Tu-
morgeschehen relevanten Verdnderungen zu erfassen. Eine
solche molekulare Diagnostik wird nicht nur neue Therapieent-
scheidungen ermoglichen; ein positives Testergebnis auf mole-
kularer Ebene wird kiunftig auch eine Voraussetzung fir die
Durchfuhrung einer gezielten Therapie sein. Eine spezifische
Diagnostik, die voraussagen kann, ob ein Tumor auf die Thera-
pie anspricht, liefert dem Arzt nicht nur Informationen, die bis-
lang nicht zur Verfligung standen, sondern spart auch Kosten im
Gesundheitswesen. Fiir den Patienten kdnnen so Lebenszeit und
-qualitat gewonnen werden, wenn falsche und/oder ungeeignete
Behandlungen vermieden werden.

Whéhrend es der Diagnostik wesentlich schneller gelingen wird,
die neuen Erkenntnisse der Genetik und Genomik in fir den
Arzt und Patienten nutzbare Informationen umzusetzen, ist die
Mehrzahl der Therapieansétze auf molekularer Ebene noch in
weiter Ferne. Es ist daher zu erwarten, dass die heute klassischen
Grundpfeiler einer Krebstherapie Strahl, Stahl und Chemie,
d. h. Strahlentherapie, chirurgische Entfernung des Tumors und
medikamendse Therapien, nach wie vor erhalten bleiben. Je
nach Tumorart und -ort werden sie auch in Zukunft zur Krebs-
bek&mpfung eingesetzt — wobei bei all diesen therapeutischen
Ansatzpunkten derzeit daran gearbeitet wird, eine méglichst auf
das Tumorgewebe beschriankte Wirkung zu erzielen.

So reichen die Versuche, die Chemotherapien effizienter zu
gestalten, bespielsweise von der Erprobung neuer Kombinatio-
nen und neuer Verabreichungsschemata bekannter Antikrebs-
mittel, Gber die Modifikation bekannter Medikamentenstruk-
turen, bis hin zum Auffinden neuer Wirkstoffkandidaten.



Auch die Suche nach neuen Medikamenten gestaltet sich als
molekulare Malarbeit. Werden mittels Ultra-High-Through-
put-Screening biologisch aktive Substanzen aufgespurt, kann
ihre Struktur vor der Synthese am Computer mittels Molecular
Modelling so modifiziert werden, dass sie méglichst genau in
eine Schlusselstruktur des biologisch ausgewéhlten Ziel-
molekils passen.

Im Folgenden mdochten wir Ihnen Einblicke in neuere Ent-
wicklungen in den Bereichen der molekularen Diagnostik und
der medikamentdsen Therapien von Krebs gewédhren und einen
Ausblick auf ein zukilnftiges Gesamtkonzept Tumortherapie
geben. Die Artikel basieren auf den Vortragen der Referenten des
Roche Media Roundtable «Future Strategies in Cancer Care»
vom 25. September 2001 in Penzberg, Deutschland.
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Jeder Tumor ist anders Warum ist Krebs so schwierig zu behandeln?
Warum sind die Therapieerfolge so gering, dass

Krebs wahrscheinlich in weniger als einem Jahrzehnt zur
fuhrenden Todesursache in den westlichen Industrielandern
avancieren wird, trotz der betrachtlichen finanziellen Mittel,
die in die Krebsforschung flieRen? Die Antwort ist: Weil Krebs
eine so schwierige Erkrankung mit so heterogenen Ursachen,
heterogener Entwicklung und hetrogenem Verlauf ist.

Auf molekularer Ebene versucht man das Problem der Krebs-

sterblichkeit hauptséchlich auf drei Wegen anzugehen.

1. Erfassung jener Patienten, die eine bestimmte Disposition
fur Krebs haben, durch Nachweis von Mutationen in Keim-
bahnzellen bei Patienten mit familidarer Haufung einer
Krebserkrankung sowie Feststellung von genetischen Veran-
derungen in Kérperzellen, die eine Entartung zu Tumorzel-
len wahrscheinlich machen;

2. Fruhererkennung: Der beste Weg der Krebsbekampfung ist
die frihe Diagnose. Frihe Krebsstadien kénnen meist gut
behandelt werden, Krebsleiden in weit fortgeschrittenen
Entwicklungstadien sind dagegen schwierig zu behandeln
und haben eine schlechte Prognose sowie

3. Entwicklung neuer molekularer Therapieansdtze mit der
Tumorzelle oder der Tumorumgebung als Angriffsziel.

Um zu verstehen, warum Krebs eine so schwierig zu diagnos-

tizierende und zu behandelnde Erkrankung ist, sollen zunachst

einige sehr allgemeine Aspekte der Erkrankung Krebs be-

trachtet werden.
Tumorentwicklung: ein Im Allgemeinen sind Tumoren klonaler Natur,
mehrstufiger Prozess d. h. sie entwickeln sich aus einer einzigen Zelle.

Diese Zelle erwirbt nach und nach Mutationen
bzw. epigenetische Verdnderungen, die bestimmte zellulare We-
ge oder Prozesse beeinflussen. Bei solchen Prozessen handelt es
sich z.B. um Wege der Signallibertragung oder der DNA-Re-
paratur. Genetische oder epigenetische Veranderungen, die be-
stimmte zellulare Prozesse stéren, werden im Folgenden als
«Prozessereignisse» (engl.: pathway events) bezeichnet. Bei
Prozessereignissen kann es sich zum Einen um Verénderungen
in der Basensequenz der DNA handeln, zum Anderen um die
Methylierung! von DNA-Basen in sog. Promoterbereichen2 von
Genen [1]. Wird eine normale Zelle vom ersten Prozessereignis
getroffen, erhalt der entstehende Zellklon einen Wachs-



Glossar

Amplifikation: Vervielfachung eines Gens. In Tumorzellen
ist dies haufig mit einem Wachstums- oder Uberlebens-
vorteil verbunden und kann zur Resistenzentwicklung
eines Tumors gegeniiber Chemotherapie beitragen.

Deletion: Verlust von einzelnen Nukleotidbasen der DNA,
DNA-Fragmenten oder Chromosomenabschnitten.

Promotermethylierung: Methylierung der Promoterregion.
Die Promoterregion ist die Sequenz auf der DNA, an der
die Transkription beginnt. Sie ist Erkennungsort fiir die
RNA-Polymerase.

Polymorphismus: Die Existenz von zwei oder mehr alterna-
tiven Formen eines Gens, die sich am selben Genlocus
zweier homologer Chromosomen befinden und die in der
Bevolkerung mit einer signifikanten Haufigkeit vorkom-
men.

Transkription: Die Synthese einer RNA-Kopie eines Gens.

Translation: Synthese eines Polypeptides, dessen Zusam-
mensetzung durch die Abfolge der Basen in der Boten-
RNA (m-RNA) bestimmt ist.

Translokation: Ubertragung von Chromosomenabschnitten
zwischen nicht homologen Chromosomen.

Bedeutung der Abkirzungen

APC: Gen, das bei der familidren adenomatdsen Polyposis
coli von Verénderungen betroffen ist.

BRCA1 / BRCA2: Gene, die bei vererbbaren Formen von
Brustkrebs bestimmte Mutationen aufweisen. Die Be-
zeichnung kommt vom englischen Wort BRest CAncer.

K-RAS: RAS-Gene sind Onkogene, d. h. diese Gene kénnen,
wenn sie Mutationen oder Fehlregulationen aufweisen
aktiv an der Entstehung eines malignen Tumors beteiligt
sein.

MEN I1: steht fir Multiple Endokrine Neoplasie Typ Il, krank-
hafte Veranderungen mit hormonproduzierenden Tumo-
ren in zwei oder mehreren Organen.

P53: Gen, welches firr das Phosphoprotein P53 kodiert. Das
Protein P53 iibt die Funktion eines Tumorsuppressors aus.

RAD51: Das vom RAD51-Gen kodierte RAD51-Protein spielt
eine Rolle bei der Reparatur von DNA-Doppelstrang-
briichen, die z. B. durch Bestrahlung hervorgerufen wer-
den. Die Bezeichnung stammt vom englischen RADia-
tion.

RET: Onkogen, das eine Rezeptor-Tyrosinkinase kodiert und
in vielen bosartigen Schilddriisentumoren verandert ist.
Die Bezeichnung stammt von REarranged during Trans-
fection.

tumsvorteil. Nach Expansion des Klons wird eine Zelle dieses
Klons von einem zweiten Prozessereignis getroffen, welches
dieser Zelle wiederum einen Wachstumsvorteil verleiht usw.
Dieses Modell der Abfolge von «richtigen» Prozessereignissen in
der «richtigen» Reihenfolge wéhrend seiner Entwicklung ist als
Mehrschrittmodell der Karzinogenese bekannt [2]. Es besagt,
dass ein Tumor wahrend seiner Entwicklung verschiedene Sta-
dien bis zur manifesten Malignitat durchlauft. Der Ubergang
von einem Stadium zum néchsten geht mit einem bestimmten
neuen Prozessereignis einher. Wahrend durch Methylierung
der DNA im Promoterbereich zelluldre Prozesse im Allge-
meinen inaktiviert werden, kbnnen Mutationen Prozesse akti-

vieren oder inaktivieren.

Die zelluldren Prozesse, die die klonale Entwicklung von Tumo-
renvorantreiben,wurden vor allem anhand der Charakterisierung
tumorassoziierter genetischer L&sionen charakterisiert. Gewich-
tige Argumente sprechen dafir, dass die normale Mutationsrate

1 Das Anhdngen von

Methylgruppen 2 siehe Glossar

(-CHj,) an Cysteinreste wird als Methylie-

rung bezeichnet.
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ABBILDUNG 1: Aufeinanderfolgende (sequenzielle)
Mutationen von Tumorgenen und die Wahrscheinlich-
keiten ihres Auftretens bei der Entwicklung kolorekta-
ler Karzinome (nach [2] mit Modfikationen). Fir den
Ubergang des normalen in ein hyperproliferatives
Epithelgewebe scheinen Veranderungen des APC-
Gens essenziell zu sein. In nahezu allen kolorektalen

weisbar. Nur 30 bis 40 % der Tumoren weisen im Sta-
dium des Adenoms (gutartiges nicht metastasieren-
des Gewachs) Punktmutationen im K-RAS-Onkogen
auf. Auch das Tumorsuppressorgen P53 ist nur bei 50
% der auftretenden Tumoren mutiert, bei den rest-
lichen 50 % spielen offenbar andere Prozessereig-
nisse eine Rolle.

Karzinomen sind Veranderungen im APC-Gen nach-

nichtausreicht, um die sequenziellen Mutationen zu erklaren, die
eine Zelle wahrend der malignen Transformation durchmacht. In
der Tat sind Prozesse, die eine genomische Instabilitat verur-
sachen, fir die Entwicklung von Tumorzellen von zentraler Be-
deutung. Andere Prozesse beeinflussen die Zellzahl, indem sie
Proliferation (Zellvermehrung), Differenzierung oder Apoptose
(den programmierten Zelltod) steuern.

Fur die Entwicklung eines bestimmten Tumortyps kdnnen
einzelne Prozesse essenziell sein. Jedoch kénnen sich Tumoren
auch Uber alternative Wege entwickeln. So scheint fur die
Entstehung spontaner kolorektaler Karzinome die Inak-
tivierung des APC-Signalwegs eine notwendige Bedingung zu
sein. Dagegen sind Mutationen des K-RAS-Gens nur bei einem
Drittel der Tumoren und Mutationen des P53-Gens bei unge-
fahr der Halfte dieser Tumoren vorhanden (siehe Abb. 1). Bei
den restlichen Tumoren mussen andere Prozessereignisse fur die
Tumorentstehung eine Rolle spielen.

In verschiedenen Tumoren kénnen einzelne
Prozesse an verschiedenen Punkten und durch
unterschiedliche genetische L&sionen verandert
sein. Der Retinoblastom-(RB)-Prozess kann
daflir als Beispiel dienen [3]. Das Retinoblas-
tom-(RB)-Protein hat eine wichtige Funktion bei der Kontrolle
des Zellzyklus3. Im Zentrum der Regulation des Zellzyklus steht

Zellulére Prozesse kénnen
von verschiedenen gene-
tischen Verdnderungen
betroffen sein
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Prozessereignis Veranderungen Tumoren

p16/NK4a Deletion, Punktmutation Gliome, Karzinome, Sarkome, akute lymphatische
Promotermethylierung Leukémie, famili&res malignes Melanom
Zyklin D1 Translokation Mantelzell-Lymphom, Nebenschilddriisenadenom,

; Amplifikation Karzinome im Kopf-Hals-Bereich, Karzinome der

CDK4

Speiserohre, der Harnblase und der Brust
Amplifikation Gliome, Sarkome, familiares malignes Melanom

RB Deletion, Punktmutation Sarkome, kleinzelliges Lungenkarzinom, Karzinome

Inaktivierung durch E7-Protein der Harnblase, Prostata und des Zervix, Retino-

von Papillomaviren blastom

ABBILDUNG 2: Die Kontrolle des Zellzyklus durch den
Retinoblastom-(RB)-Weg ist in humanen Karzinomen
durch verschiedene genetische Veranderungen ge-

stort. Sie fuhren zur Inaktivierung oder zum Verlust
des RB-Proteins.

eine Klasse kleiner Proteine, sog. Zykline. Zykline kdnnen nicht
alleine arbeiten. Um ihre Wirksamkeit zu entfalten, brauchen sie
Partner: Zyklin-abhéngige Kinasen (CDK). Diese Kinasen be-
einflussen wiederum andere Partner durch Phosphorylierungs.
Weitere zelluldre Proteine, wie z. B. p16/Nk4a hemmen die Akti-
vitat Zyklin-abhéngiger Kinasen.

In der G1-Phase oder Ruhephase des Zellzyklus oder bindet das
RB-Protein Transkriptionsfaktoren. Es kann auf diese Weise die
Zellen daran hindern, die G1-Phase zu verlassen und in die
néchste Phase einzutreten, in der die DNA verdoppelt wird. Der
Zyklin D1-CDK4/6 -Komplex phosphoryliert am Ende der G1-
Phase des Zellzyklus das RB-Protein, welches dadurch die
Bindung zum Transkriptionsfaktor E2F 16sen muss. Transkrip-
tionsfaktoren regulieren die Aktivitat von Genen. Im Fall von
E2F handelt es sich um Gene, die die Zellzyklus-Passage steuern.
Wie Abb. 2 zeigt, kann der RB-Weg in verschiedenen Tumoren
an unterschiedlichen Stellen beeinflusst werden. Alle L&sionen
bewirken letztlich eine Inaktivierung des RB-Proteins. Die Ak-
tivitat eines Proteins kann durch unterschiedliche genetische

3 Als Zellzyklus bezeichnet man den Pha- nen und die Ausbildung des Spindelappa-

senablauf einer teilungsaktiven Zelle von
einer Teilung bis zur néchsten. Er umfasst
die G1-Phase mit Synthese von RNA und
Proteinen, die S-Phase mit Verdopplung
der DNA, gefolgt von der G2-Phase, in
der erneut Synthese von RNA und Protei-

rates stattfinden, sowie die Mitosephase
(M-Phase), in der Kern- und Zellteilung
erfolgen.

Das Anhéngen einer anorganischen
Phosphatgruppe -PO, bezeichnet man als
Phosphorylierung.
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ABBILDUNG 3: Korrelation zwischen der Position von dem Auftreten eines Ovarial- bzw. Mammakarzinoms
Mutationen im BRCA1- und im BRCA2-Gen, die zu ei- (nach [6] mit Modifikationen).
nem Stopp bei der Protein-Biosynthese fuhren, und

oder epigenetische Ereignisse beeinflusst werden. So kann z. B.
das pl6'Nk4a-Protein durch folgende Veranderungen im dafur
kodierenden Gen inaktiviert werden:

1 Punktmutationen,

I Methylierungen im Bereich der Promoterregion sowie

B Verlust des Gens.

Der RB-Weg ist bei den meisten, wenn nicht bei allen bdsartigen
Tumoren (Karzinomen) des Menschen gestort.

Krebsbekampfung auf Gendiagnostik eines familidren Krebsrisikos
molekularer Ebene Menschen, die Mutationen in bestimmten Tu-

morgenen in Keimzellen (Ei- bzw. Samenzellen)
aufweisen, haben ein erhéhtes Risiko, Krebserkrankungen zu
entwickeln. Nach dem Mehrschrittmodell der Karzinogenese
erwerben die Tumorzellen zusatzlich zu Keimbahnmutationen,
die in allen Korperzellen vorhanden sind, weitere L&sionen. Der
pradiktive Wert einer Mutation in einem Tumorgen héangt
davon ab, wie wahrscheinlich weitere Prozessereignisse sind. Er
ist von entscheidender Bedeutung, wenn therapeutische oder
invasive diagnostische MalRnahmen in Erwégung gezogen wer-
den. So entwickeln beispielsweise Angehdrige von MEN-II-
Familien, die eine Keimbahnmutation im RET-Gen tragen, mit
hoher Wahrscheinlichkeit eine bestimmte Form eines bosartigen
Tumors der Schilddrise (medulldres Schilddrisenkarzinom)
[4]. Dieses Karzinom kann durch Entfernung der Schilddrise
im Kindesalter verhindert werden. Bei genetischen Defekten in



TABELLE 1: Diagnostische und therapeutische MalBnahmen, die die Diagnose einer genetischen Tumordisposi-
tion rechtfertigen.

MaRnahmen Beispiele

praventive Diagnostik Kolonoskopie bei HNPCC- und FAP-Patienten

Vermeidung invasiver diagnostischer Ausschluss des Krebsrisikos bei Mltgliedern von
MaRnahmen HNPCC und FAP-Familien

préventive therapeutische Manahmen Entfernung der Schilddruse bei Patienten aus MEN-II-Familien

Screening von Familienangehdrigen auf Keimbahnmutationen Patienten mit «<spontanen» Tumoren typisch fiir vererbbare
in Féllen von negativer oder unklarer Familienanamnese Krebserkrankungen (z. B. medullares Schilddriisenkarzinom)

FAP familiare adenomatdse Polyposis Coli
HNPCC  hereditéares nicht-polypdses kolorektorales Karzinom

anderen Tumorgenen ist der pradiktive Wert dagegen erheblich
niedriger. In einer neueren Studie wurde das Lebenszeitrisiko
fur Brustkrebs bei Ashkenasi-Juden untersucht, die Tréger von
Mutationen in den Brustkrebsgenen BRCA1 und BRCA2 waren,
bei denen aber keine familidre Haufung von Brustkrebs vorlag
[5]. Die Manifestationswahrscheinlichkeit betrug im Alter von
70 Jahren sowohl fur Mutationen im BRCAL- als auch im
BRCAZ2-Gen weniger als 50 %. Die Haufigkeit des Vorkommens
maligner Erkrankungen kann von der Art und Position der Mu-
tationen in einem bestimmten Gen abhdngen. So kommt es
auch bei Tragern von Mutationen im BRCA1- und BRCA2-Gen
darauf an, wo die Mutationen lokalisiert sind, die schlielich zu
einem Translationsstopp und damit zu einem unvollstdéndigen
Protein fuhren (Abb. 3) [6]. Je nach Position der Mutationen in
BRCA1- und BRCA2-Genen variiert die Wahrscheinlichkeit, ein
Ovarial- oder Mammakarzinom zu entwickeln. Die Wahr-
scheinlichkeit der Tumorentwicklung kann auf weiteren gene-
tischen Faktoren beruhen. Bei Tragern von BRCA2-Mutationen
ist beispielsweise das Brustkrebsrisiko dann erhdht, wenn
zusétzlich ein Polymorphismus im RAD51-Gen vorhanden ist
[71. Ahnlich wie die BRCA-Gene scheint auch das RAD51-Gen
fur die genomische Stabilitdt von Bedeutung zu sein. Fur Trager
des BRCA1-Gens bedeutet der Polymorphismus dagegen kein
erhohtes Risiko. In Tab. 1 sind diagnostische und therapeutische
MaRnahmen aufgefiihrt, die eine genetische Diagnose der Tu-
mordisposition rechtfertigen [3].

Frihdiagnose durch Nachweis von Tumorgenen

Obwohl noch viele Probleme zu l6sen sind, ist der Nachweis
mutierter Tumorgene in Korpersekreten und -exkreten einer
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ABBILDUNG 4: Schematische Darstellung der Ent- abgeben. Der Nachweis von Tumorgenen in Stuhl-
wicklung eines kolorektalen Karzinoms. Bereits in ei- proben kénnte die Diagnose neoplastischer Darm-
nem sehr frilhen Stadium werden die Tumorzellen in veranderungen in Stadien erméglichen, in denen eine
das Darmlumen abgegeben. Erst in spateren Stadien vollstandige und damit kurative Entfernung des Tu-
bekommen die Tumorzellen Zugang zu Lymph- oder mors maoglich ist (nach [14] mit Modifikationen).
BlutgefaRen und kénnen dann ihre Produkte ins Blut

der viel versprechendsten Ansétze zur Senkung der Krebsmor-
talitat. Als Beispiel kann das Zervixkarzinom (bdsartiger Tumor
vom Gebéarmutterhals oder vom Gebarmuttermund ausgehend)
dienen. Es ist das einzige solide Karzinom, fur das in den letzten
Jahrzehnten eine signifikante Abnahme der Mortalitat nach-
gewiesen wurde. Diese Abnahme ist auf dessen Friihdiagnose
durch den Nachweis zytologischer Verdnderungen im Rahmen
von \Vorsorgeuntersuchungen zuruckzufuhren und beweist,
dass eine sehr frihe Diaghose maligner Tumoren maglich ist,
wenn die Tumorzellen in Frihstadien analysiert werden kon-
nen. Tumorzellen kénnen in Korpersekrete oder -exkrete wie
Urin, Pankreassekret und Stuhl abgegeben werden. Weisen Tu-
morzellen bestimmte Mutationen oder Methylierungsmuster
auf, sollte der empfindliche und spezifische Nachweis solcher
Verénderungen eine Krebsfriihdiagnose ermdglichen. Beispiels-
weise werden beim kolorektalen Karzinom die Tumorzellen in
sehr frithen Stadien ins Darmlumen abgegeben (Abb. 4). Erstin
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spateren Stadien gewinnen die Tumorzellen Zugang zu
Lymph- oder BlutgefaRRen; erst dann gelangen die Produkte der
Tumorzellen ins periphere Blut. In diesen relativ spaten Stadi-
en ist der Tumor bereits weiter fortgeschritten. Der Nachweis
von Tumorgenen in Stuhlproben kdnnte hingegen die Diag-
nose neoplastischer Darmveranderungen in Stadien ermdg-
lichen, in denen noch eine vollstdndige Entfernung des Tumors

maglich ist.
Welche Genveranderun- Bei der Uberlegung, welche Tumorgene zur
gen eignen sich fir die Diagnostik geeignet sind, muss ein grundlegendes
Krebsdiagnostik? Merkmal der Tumorbiologie beriicksichtigt wer-

den. Es wird immer deutlicher, dass die Abfolge
der genetischen Ereignisse wéhrend der klonalen Entwicklung
von Tumoren essenziell ist. So finden sich z. B. Mutationen des
K-RAS-Gens relativ haufig in hyperproliferativen (wuchern-
den) Dickdarmlasionen; diese entwickeln sich allerdings selten
zu einem kolorektalen Karzinom [8]. Offensichtlich induzieren
K-RAS-Mutationen ohne zusétzliche APC-Mutationen eher
Apoptose anstatt Proliferation. Die Tatsache, dass Mutationen
in einem Onkogen nicht notwendigerweise tumorspezifisch
sind, wird durch unsere neueren Ergebnisse bei der lden-
tifizierung von K-RAS-Mutationen in Pankreassekretproben
von Patienten mit Pankreaskarzinom und chronischer
Pankreatitis unterstitzt [9]. In allen Proben von Patienten mit
Pankreaskarzinom wurden K-RAS-Mutationen nachgewiesen.
Eine Mutation wurde jedoch auch in einer Probe von einem Pa-
tienten mit chronischer Pankreatitis gefunden, bei dem in der
Nachbeobachtung kein Pankreaskarzinom auftrat. Fir eine
Fruhdiagnose des kolorektalen Karzinoms ware daher
wahrscheinlich P53 das beste Zielgen, da Mutationen in diesem
Gen in der kolorektalen Karzinogenese erst relativ spat, namlich
im Stadium des Carcinoma in situ, auftreten.

Molekulare In der Vergangenheit wurden viele molekulare
Therapieansatze Prozesse charakterisiert, die die klonale Entwick-
lung von Tumoren vorantreiben. Es wurden Wirk-
stoffe entwickelt, die diesen Prozessen entgegenwirken. In Tu-
moren kdnnen Prozesse entweder inaktiviert oder aktiviert
werden. Theoretisch ist die Aktivierung eines inaktivierten

Weges schwieriger als die Hemmung eines aktivierten Weges.



Aktivierung inaktivierter Prozesse

P53 ist dasjenige Tumorgen, welches in Tumoren des Menschen
am héufigsten inaktiviert ist. Es sind verschiedene Strategien
denkbar, mit deren Hilfe die Inaktivierung von P53 riickgéngig
gemacht werden kann [10]. Jedoch sind Ansdtze zur Reakti-
vierung von P53 und anderer in Tumoren inaktivierter Prozesse
noch weit vom Stadium der klinischen Priifung entfernt. Dage-
gen gibt es erste klinische Erfahrungen mit Wirkstoffen, die ak-
tivierte Prozesse hemmen.

Inaktiverung aktivierter Prozesse

Obwohl dieser Ansatz konzeptionell einfacher ist, haben sich
bisher nur relativ wenige Substanzen in klinischen Prifungen
als wirksam erwiesen. Die erste Substanz, die verwendet wurde,
bevor der molekulare Defekt tiberhaupt identifiziert worden
war, ist die all-trans-Retinséure, die zur Behandlung der Pro-
myelozyten-Leukdmie (PML) eingesetzt wurde. Die Substanz
wirkt auf ein tumorassoziiertes Fusionsprotein, das aus Anteilen
des Retinsdurerezeptor-o. und des sog. PML-Proteins besteht.
Eine zweite Substanz ist Trastuzumab (Herceptin®), ein mono-
klonaler Antikorper, der die Wirkungen des vom Onkogen
ERBB2 (auch bekannt als HER-2) kodierten Proteins bei einem
Teil der Patientinnen mit Brustkrebs hemmt. Keines dieser bei-
den Medikamente bewirkt allerdings eine ldnger anhaltende Re-
mission (Riickgang von Krankheitserscheinungen ohne voll-
stdndige Normalisierung aller Parameter).

Hemmung der ABL-Kinase bei Leukdmien

STI571 ist eine neu entwickelte Wirksubstanz, die zur Behand-
lung von Patienten mit chronischer myeloischer Leukdmie
(CML) und akuter lymphatischer Leukdmie (ALL) eingesetzt
wird. Bei Uber 95 % der Patienten mit CML und bei einem Teil
der Patienten mit ALL flhren reziproke Translokationen
zwischen den Chromosomen 9 und 22 zu Hybridgenen, die Fu-
sionsproteine kodieren, welche die ABLS-Kinase und ein unvoll-
standiges BCR®-Protein enthalten. STI571 hemmt die Kinase-
aktivitadt der BCR-ABL-Fusionsproteine. Da die Substanz auch
an die normale ABL-Kinase bindet, ist sie nicht fiir die onkogene
Version des Enzyms spezifisch.

5 ABL steht fur zelluldres Homolog zum On- 6 BCR steht fiir breakpoint cluster region.
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Die genetische Instabilitat  In einer ersten Studie kam es unter STI571-Ther-
von Tumorzellklonen fuhrt  apie bei 53 von 54 Patienten, die an der frithen
zu Resistenzproblemen chronischen Phase der Krankheit litten, zu einer
lang anhaltenden Remission mit nur wenigen
Nebenwirkungen [11]. Ein Teil der Patienten mit einer Blas-
tenkrise (sehr starke Vermehrung unreifer Vorstufen bes-
timmter weiler Blutzellen [Granulozyten]) sprach anfénglich
ebenfalls auf die Substanz an. Jedoch kam es bei den Patienten
mit Blastenkrise im weiteren Verlauf bei allen ALL-Patienten
und einem groRen Teil der CML-Patienten zu einem Rezidiv
[12].
Auf molekularer Ebene wurde die Resistenz gegen STI1571 durch
zwei verschiedene Ereignisse verursacht [13]. In einem Teil der
Leukdmiezellen wurde das ABL-Gen vermehrt. Der zweite
Mechanismus ist exemplarisch fur die genetische Plastizitat von
Tumorzellen, die einer dauerhaften Wirkung von Medika-
menten entgegensteht. So wurde nach einer gewissen Behand-
lungsdauer festgestellt, dass in der STI571-Bindungstasche die
Aminosaure Threonin an Position 315 durch Isoleucin ersetzt
wurde. Dieser Aminosdure-Austausch verhindert die Bindung
des Medikaments, die Kinaseaktivitat bleibt jedoch erhalten.
Es ist bemerkenswert, dass bei allen sechs Patienten, die eine
Punktmutation hatten, der Aminosdureaustausch derselbe war.
Man vermutet, dass nur wenige Substitutionen von Amino-

ABBILDUNG 5: Spielt ein Protein eine wesentliche kodierenden Gens zur Resistenzentwicklung gegen-
Rolle in einem neoplastischen Prozess, kdnnen Uber Arzneimitteln fihren, die mit diesem Protein in
Punktmutationen oder Vervielfaltigungen des dafir Wechselwirkung treten.
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sauren, oder moglicherweise nur diese eine, die Bindung von
STI571 hemmen (siehe Abb. 5).

Im Fall der CML ist das BCR-ABL-Fusionsprotein offenbar fir
die maligne Transformation durch Aktivierung des ent-
sprechenden Signalwegs essenziell. Diese Annahme wird durch
die Tatsache gestitzt, dass bei allen gegen STI571 resistenten Pa-
tienten das Gen, welches das Fusionsprotein kodiert, entweder
mutiert oder vervielfacht ist. Jedoch kann — wie oben be-
schrieben — bei anderen Tumortypen ein Prozess an den ver-
schiedenen Punkten gestort sein oder ein Prozess durch einen
anderen ersetzt werden. DNA-Arrays machen es moglich, durch
die Analyse von mRNA-Expressions-Profilen die verschiedenen
Prozesse in Tumoren voneinander abzugrenzen. Bei Karzino-
men sind mMRNA-Expressions-Profile auRerordentlich hetero-
gen. Bei Brustkrebs waren z. B. die Genexpressionsmuster zwi-
schen Tumoren verschiedener Personen durch eine sehr grosse
Variabilitdt gekennzeichnet. Diese Variabilitat ist mehrdimen-
sional; d.h., viele verschiedene Gengruppen zeigen Uber-
wiegend voneinander unabhéngige Variationsmuster. Hieraus
folgt, dass in verschiedenen Tumoren unterschiedliche Prozesse
aktiviert bzw. inaktiviert sind. Die Tatsache, dass die Expres-
sionsprofile in priméren Tumoren und ihren Metastasen ahn-
licher sind als in Tumoren von verschiedenen Patienten, deutet
darauf hin, dass einzelne Prozesse wahrend der Progression von
Karzinomen in einem bestimmten Patienten erhalten bleiben.

Ausblick: Bekampfe nicht ~ Genomische Heterogenitidt und Instabilitat sind
(nur) Tumorzellen, son- wesentliche Hindernisse fir eine molekulare Tu-
dern Strukturen, die sie mortherapie. Prinzipiell sind die Probleme mit

versorgen
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denjenigen vergleichbar, die bei der Therapie ei-

ner HIV-Infektion auftreten. Sowohl HIV als auch
Tumorzellen sind durch eine hohe Mutationsrate gekennzeich-
net. Nur ist die Zahl der Gene und damit die Zahl mdglicher
Varianten in Tumorzellen ungleich hoher als bei HIV.
Um den Problemen der genomischen Heterogenitat und Plas-
tizitdt von Tumorzellen auszuweichen, kénnte es Erfolg ver-
sprechender sein, diejenigen Strukturen therapeutisch zu
attackieren, die einen soliden Tumor versorgen. Die bedeu-
tendsten Versorgungsstrukturen solider Tumoren sind Blut-
gefalRe, die die Zufuhr von Sauerstoff und Nahrstoffen
gewahrleisten. Solide Tumoren kénnen nur dann einen Durch-
messer von Uber 1 mm erreichen, wenn sie mit Blutgefaen ver-



sorgt werden. Die an der Bildung der BlutgefaRe beteiligten En-
dothelzellen sind genetisch stabil und daher gut als An-
griffspunkte fir eine molekulare Therapie geeignet. In einer
Reihe von Tiermodellen wurde gezeigt, dass das Tumorwachs-
tum gehemmt werden kann, wenn die Ausbildung von Blutge-
falen (Angiogenese) in einem Tumor verhindert wird. Da En-
dothelzellen beim Erwachsenen mit wenigen Ausnahmen (z. B.
Schwangerschaft oder Reifung des Gelbkérpers) eine niedrige
Teilungsrate aufweisen, sollte eine anti-angiogene Therapie
keine schweren Nebenwirkungen haben. Neuere Ergebnisse
klinischer Studien geben zu der Hoffnung Anlass, dass das
Tumorwachstum nicht nur in experimentellen Modellen, son-
dern auch bei Tumorpatienten durch eine anti-angiogene The-

rapie gehemmt werden kann.
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Prof. Dr. Dr. Klaus Strein

Wie uns molekularbiologische

Erkenntnisse zu neuen
Krebsmedikamenten verhelfen




Wie Krebs entsteht In unseren Korperzellen treten standig Genmu-

tationen auf. Diese werden aber in der Regel von

der Zelle selbst repariert, die verdnderten Zellen werden vom
Kdérper entfernt oder bleiben einfach stumm. Durch das un-
glickliche Zusammentreffen verschiedener Kombinationen
solcher Veranderungen besteht die seltene Mdglichkeit, dass aus
einer Normalzelle ein Klon von verédnderten Zellen entsteht,
dessen Einzelzellen

Wachstumsvorteile haben (Proliferation),

dem programmierten Zelltod (Apoptose) entgehen,

sich der Immunabwehr entziehen,

zu einem malignen Tumor auswachsen,

in benachbartes fremdes Gewebe hineinwachsen (Invasion),
sich in fremdem Gewebe ansiedeln und dort Tochterge-
schwillste bilden (Metastasierung).

Welche medikamentosen Aufgrund dieser Vorstellung Uber die Entste-
Therapieanséatze gibt es? hung und Ausbreitung von Krebs ergeben sich

vor allem folgende prinzipielle Ansatzpunkte fur

eine medikamentdse Therapie:

die Hemmung oder Zerstérung des Wachstums von Tumor-
zellen durch zelltoxische Substanzen (z. B. Storung der DNA-
Synthese, DNA-Struktur oder der Proteine der Zellteilung,
zytostatische Therapien);

die Wachstumshemmung hormonabhangiger Tumoren
durch Blockade der Hormonwirkung, z.B. Blockade der
Wirkung der ménnlichen bzw. weiblichen Geschlechtshor-
mone bei hormonabhéngig wachsenden Prostatakarzino-
men bzw. Brustkrebs (Hormontherapien);

die gezielte Beeinflussung der bei Krebs aul3er Kontrolle ge-
ratenen molekularen Mechanismen des Zellwachstums bzw.
des programmierten Zelltods, der Apoptose (Target!-spezifi-
sche Therapien);

die Beeintrachtigung bzw. Behinderung der Ausbildung von
Blutgefdllen, die den Tumor versorgen (Antiangionese-
Therapien);

1 Als Target (Zielort, Angriffspunkt) be- bedeutsamen Prozess, an welchem ein
zeichnet man einen biochemischen Reak- Medikament ansetzen / den ein Medika-
tionsweg, ein Enzym, einen Transkripti- ment beeinflussen kann, um in ein Krank-
onsfaktor oder ein anderes biologisch heitsgeschehen einzugreifen.
wirksames Molek(il oder einen biologisch
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1 eine Hemmung des invasiven Wachstums und der Metas-
tasierung (antimetastatische Therapien) sowie

I die Starkung bzw. Wiederherstellung der Immunabwehr
(immunstimulierende Therapien).

Den Zellstoffwechsel Jingstes Beispiel einer erfolgreichen Weiterent-

nutzen

wicklung eines bereits etablierten Krebsmittels ist

Xeloda® zur Behandlung von Patienten mit meta-
stasierendem Brust- bzw. Dickdarmkrebs. Dieses Zytostatikum
ist eine Weiterentwicklung des 1956 von Robert Duschinsky
(Roche Nutley) und Charles Heidelberger (Universitat Wiscon-
sin) erstmals synthetisierten und 1962 als Antikrebsmittel
eingefiihrten 5-Fluorouracils (5-FU). 5-FU wird in den Zellen
anstelle des Uracils in die RNA eingebaut. Dadurch ist eine Wei-
tergabe der Erbinformation und somit eine Zellteilung nicht
mehr moglich. 5-FU schadigt damit aber alle sich teilenden
Zellen. Im Gegensatz zu 5-FU ist der Wirkstoff von Xeloda® in-
aktiv und wird erst durch bestimmte Enzyme aktiviert (siehe
Abb. 1). Da diese Enzyme in Tumorzellen in weit gréRerem Aus-
mal vorhanden sind als in normalen Zellen, schadigt dieses
neuentwickelte Zytostatikum die Tumorzellen mehr als nor-
male Zellen (Targeting von Tumorzellen). In ausgedehnten klin-
ischen Untersuchungen wurde belegt, dass auf diesem Weg eine
nebenwirkungsarmere Therapie als mit 5-FU erreicht wird. Flr
die Bestimmung der Enzyme im Tumorgewebe, die Xeloda® ak-
tivieren und deaktivieren, sind Methoden entwickelt worden,
die es erlauben werden, Responder, d. h. Patienten mit der

VN N F N
NG X 5-FU X 5-FU 5-FU
- - L
®
Xeloda Gl vz Leber X Tumor
(inaktive Form)
Carboxylesterase Thymidin-
Cytidindeaminase phosphorylase

Gl = Magen-Darm-Trakt

ABBILDUNG 1: Oral verabreichtes Xeloda® wird

durch eine erste enzymatische Spaltung in der Leber schem 5-FU aktiviert.

und weitere Spaltung in der Tumorzelle zu zelltoxi-
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geeigneten Enzymausstattung, um Xeloda® im Tumor zu ak-
tivieren, von Nonrespondern zu unterscheiden (siehe auch Seite
64).

Wachstumsfaktoren Die molekularen Mechanismen der Tumor-

abschalten
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entstehung und -ausbreitung werden durch den
gezielten Einsatz moderner molekularbiolo-
gischer Methoden zunehmend besser verstanden. Dadurch
erhdéhen sich die Chancen, mit Arzneimitteln die bereits ge-
nannten Prozesse wie Zellwachstum, Apoptose, Angiogenese
und / oder Metastasierung zu beeinflussen. Dies soll am Beispiel
der Hemmung der Aktivitat rezeptorgekoppelter Tyrosinki-
nasen néher erlautert werden.
Tyrosinkinasen wird ein zentraler Stellenwert bei der Regula-
tion von Wachstumsprozessen und dem Prozess der Tumor-
entstehung zugeschrieben. Es handelt sich um Enzyme, die wie
ein Schalter wirken: Durch Anh&ngen einer Phosphatgruppe
(Phosphorylierung) an den Tyrosinrest bestimmter Proteine
lassen sich diese Proteine an- oder abschalten, sprich ihre Funk-
tion aktivieren oder deaktivieren. Tyrosinkinasen spielen daher
eine bedeutende Rolle in Prozessen der Signaltibertragung und
-umwandlung.
Transmembrane Rezeptoren (durch die Zellmembran reichen-
de Rezeptoren, mit einem extra- und einem intrazellularen An-
teil), wie
B der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor EGF-R (epider-
mal growth factor receptor),
B der sich auf der Oberfldche von humanen Brustkrebszellen
in verstarktem Ausmal befindende HER-2-Rezeptor,
I der VEGF-Rezeptor (vascular endothelium growth factor
Receptor),
I der FGF-Rezeptor (fibroblast growth factor receptor),
I der PDGF-Rezeptor (platelet-derived growth factor receptor),
B der IGF-I-Rezeptor (insulin like growth factor type Receptor)
oder
I der c-met-Rezeptor (hepatocyte growth factor receptor)
aktivieren, nach dem sich an ihren extrazelluldren Teil ein be-
stimmter Ligand (wie z. B. VEGF, EGF oder IGF) geheftet hat,
die intrazelluldr gelegene Tyrosinkinase. Diese phosphoryliert,
wie schon erwahnt, spezifische Molekiile in den Zielzellen. Uber
eine Signalkette, deren Faktoren zu einem guten Teil bekannt
sind, kann dann letztlich Tumorentstehung und -progression



gefordert werden. Daher ist die Enzymklasse der Tyronsinkina-
sen ein beliebtes Target fur die Arzneimittelforschung und -ent-
wicklung. Das Ziel besteht darin, durch Hemmung dieser Enzy-
me UbermaRiges Zellwachstum zu hemmen. Bei einer durch
einen Rezeptor gesteuerten Tyrosinkinase gibt es vor allem fol-
gende Ansatzpunkte einer Hemmung:
1 die Neutralisation des Liganden, z. B. von VEGF, durch einen
Antikdrper oder ein anderes den Liganden bindendes und

neutralisierendes Protein,

1 die Blockade der Ligandenbindungsstelle am Rezeptor durch
einen konkurrierenden Antikorper sowie

I die Hemmung der intrazelluldren Tyrosinkinase mit einem
niedermolekularen Hemmstoff.

-~
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Killerzelle

ABBILDUNG 2: Wirkmechanismus des monoklonalen
Antikorpers Trastuzumab (Herceptin®) auf HER-2
Uberexprimierende Tumorzellen. Nach Bindung des
Antikdrpers an die Rezeptoren werden diese blo-
ckiert. Der bis jetzt noch unbekannte Ligand, der nach
Bindung an diesen Rezeptor die intrazelluare Tyrosin-

~ Makrophage .~
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kinase und damit die Zellteilung aktivieren wurde,
kann die Signalkette somit nicht in Gang setzen.
Gleichzeitig werden immunologische Abwehrmecha-
nismen in Gang gesetzt, die, wie hier gezeigt, eine Ak-
tivierung von naturlichen Killerzellen und Makro-
phagen bewirken.
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Monoklonale Antikérper Beispiel Herceptin®

Zur Blockade des Tyrosinkinase-gekoppelten
Rezeptors HER-2 wurde erfolgreich der Antikdrper Tras-
tuzumab (Herceptin®) entwickelt. Herceptin® ist als Monothe-
rapie und auch in der Kombination mit verschiedenen Chemo-
therapeutika wirksam. Sowohl die Zeit des Fortschreitens der
Erkrankung als auch die Uberlebenszeit kénnen durch eine Be-
handlung deutlich verldngert werden, allerdings nur bei den Pa-
tientinnen, deren Tumorzellen auf der Oberflache den Wachs-
tumsfaktorrezeptor HER-2 in verstarktem Mal tragen, die also
HER-2 Uberexprimieren (Abb. 2). Dies ist bei rund 25 % der Pa-
tientinnen mit Brustkrebs der Fall. Geeignete Verfahren zur Di-
agnose der Uberexpression in Gewebeschnitten sind heute in
vielen Laboratorien verfligbar. Durch das Andocken von Her-
ceptin® an den HER-2-Rezeptor werden neben der Hemmung
der Tyrosinkinaseaktivitat wahrscheinlich auch immunologis-
che Abwehrmechanismen (Aktivierung von Makrophagen und
natlrlichen Killerzellen) in Gang gesetzt.

maligne
B-zelle

Komplement-
. system
MabThera® MabThera®
Wirkmechanismen I Antikérper-abhéngige zellvermittelte Zytotoxizitét
I Komplementaktivierung
I Apoptose-Auslésung
I hohere Empfindlichkeit der Lymphomzelle gegen Chemotherapie

ABBILDUNG 3: Wirkmechanismus von MabThera® zellen oder Plasmazellen. Durch die Bindung des An-
(Rituximab): Es handelt sich um einen monoklonalen tikdrpers an das CD20-Antigen werden kdrpereigene
Antikorper, der sich an das CD20-Antigen bindet. Die- Abwehrmechanismen, wie die Antikdrper-vermittelte
ses Antigen befindet sich auf unreifen ruhenden und Zytotoxitéat, eine Aktivierung des Komplementsystems
aktivierten B-Lymphozyten sowie auf den meisten B- oder das Auslésen von Apoptose, in Gang gesetzt.
Zell-Lymphomen, nicht aber auf lymphoiden Stamm-
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TABELLE 1: Ubersicht iber einige monoklonale Antikérper in fortgeschrittenen Entwicklungsphasen.

Arzneistoff Firma bestuntersuchte Target Entwicklungsphase
Indikation

Rituximab Roche / Genentech Non-Hodgkin- Lymphom CD20 Vermarktung

MabThera® IDEC

Trastuzumab Roche / Genentech metastasierender HER-2 Vermarktung

Herceptin® Brustkrebs

Alemtuzumab ILEX chronische lymphatische CD52 Registrierung

Campath® Millennium Leukamie

Pharmaceuticals Inc.

Cetuximab ImClone Dickdarmkrebs EGF-R Phase 11|
C225 Systems Inc. (kolorektales Karzinom)
rhu-Mab-VEGF Roche / Genentech kolorektales Karzinom VEGF Phase I1/111

nichtkleinzelliges

Lungenkarzinom

Andere monoklonale Antikérper

Neben Herceptin® sind eine Reihe weiterer monoklonaler
Antikérper (Mabs) zur Krebsbhekdmpfung eingefiihrt bzw. in
klinischer Entwicklung. Einige davon richten sich gegen Tyro-
sinkinase-gekoppelte Rezeptoren, andere haben andere An-
griffspunkte. In Tab. 1 sind beispielhaft einige Antikérper aufge-
flhrt, Gber die es u. a. publizierte klinische Daten gibt. Wéahrend
die Wirkung von Herceptin® nach heutiger Vorstellung mehr
auf einer Hemmung der HER-2 vermittelten Signalkette beruht,
spielen fur die Klinische Wirkung von MabThera® bei Non-
Hodgkin-Lymphomen immunologische Mechanismen eine
entscheidende Rolle (siehe Abb. 3).

Sobald ein neuer, potenziell Erfolg versprechender extrazellularer
Angriffspunkt identifiziert wurde, haben wir heute verschiedene
Technologien, um dagegen relativ rasch humane oder huma-
nisierte monoklonale Antikdrper herzustellen. So kann man z. B.
transgene Mause, bei denen die fur Antikdrperbildung zustandi-
gen Gene weitgehend durch die entsprechenden humanen Gene
ersetzt wurden, durch Impfung mit einem Target wie z. B. HER-2
oder EGF-R zur Bildung von humanen Antik6rpern veranlassen.
Solche Antikdrper zeichnen sich durch gute Vertraglichkeit beim
Menschen aus. Roche hat kurzlich mit der Firma Genmab eine
Kooperation (iber die Entwicklung von humanen monoklonalen
Antikdrpern abgeschlossen. Es gibt aber noch weitere geeignete
Methoden zur Herstellung von Antikdrpern.



TABELLE 2: Ubersicht iiber einige niedermolekulare Tyrosinkinase-Inhibitoren in fortgeschrittenen Phasen der

klinischen Entwicklung.

Verbindung Firma inhibierte Kinasen Phase
Glivec® Novartis BCR-ABL, PDGF-R, 0 zugelassen fir
STI 571 c-Kit CML

I in Phase I1/111

fur solide Tumoren

z. B. Lungenkrebs

Iressa™ AstraZeneca EGF-R
ZD 1839 1
Tarceva™ Roche/Genentech EGF-R 1]
0S| 774 OSI Pharmaceuticals
SU-6668 Pharmacia/Sugen Flk-1/KDR, 11
PDGF-R
FGF-R
Kleine Molekile Antikdrper wie Herceptin® blockieren den Li-
mit groRen ganden oder den extrazelluldren Teil des Re-
(Aus-)Wirkungen zeptors. Eine Folge ist die Hemmung der

Aktivitat der intrazelluldr gelegenen Tyrosin-
kinase und damit, der sich anschlieBenden Signalkette. Nach-
dem Kklar war, dass Tyrosinkinase-Targets eine wichtige Rolle
bei der Tumorentstehung spielen, wurden grofRe Anstrengun-
gen unternommen, Tyrosinkinasen auch intrazellular spezi-
fisch mit niedermolekularen Substanzen zu hemmen. Mit
Glivec® von Novartis wurde eine Substanz zugelassen, die eine
nicht rezeptorgekoppelte Tyrosinkinase hemmt. Weitere spez-
ifische Hemmstoffe (siehe Tab. 2) sind in fortgeschrittenen
Phasen der klinischen Entwicklung. Erfolg versprechende
Phase-11-Daten wurden zum Beispiel fur Iressa™ und Tar-
ceva™ bekannt. Der eigentliche Stellenwert dieser Substanzen
kann aber erst nach Vorliegen der Ergebnisse der Phase 111 der
klinischen Prifung eingeschatzt werden.

Den Tumoren die Der VEGF ( vascular endothelium growth factor)
Versorgung entziehen spielt eine wichtige Rolle beim Aufbau der
Blutversorgung (Angiogenese) eines wach-

senden Tumors. Tumoren produzieren erhebliche Mengen an

VEGF. Daher ist dieser zelluldre Faktor ein weiterer interessan-
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ter Ansatzpunkt fir die Entwicklung eines monoklonalen Anti-
korpers, der diesen Prozess hemmen kdnnte. Eine Hemmung
der Angiogenese sollte zu einer Hemmung des Tumorwachs-
tums fuhren. Insbesondere in Kombination mit zytotoxischen
Substanzen sollte somit eine Tumorzerstérung erreicht werden
kénnen. Genentech und Roche entwickeln derzeit gemeinsam
einen monoklonalen Antikérper: rhu-Mab-VEGF. Kirzlich
wurde auf einem internationalen Kongress tber positive Phase-
I1-Daten mit diesem Antikdrper in Monotherapie wie auch in
Kombination mit Zytostatika bei Dickdarm- und Lungenkrebs
berichtet.

Gestortes Gleichgewicht Die medizinischen Gelehrten des Altertums, die

TABELLE 3: Identifizierte mogliche Angriffspunkte fir die Entwicklung von Krebsmedikamenten.

Krankheiten auf ein gestortes Gleichgewicht zwis-
chen verschiedenen Kraften oder Korpersaften zurtickfihrten,
ahnten mit ihren intuitiven Vorstellungen, was wir von Kreb-
serkrankungen heute wissen. Tumorleiden sind durch ein
gestortes Gleichgewicht gekennzeichnet: das Gleichgewicht zwi-
schen den gegenl&ufigen Prozessen Zellvermehrung (Prolifera-
tion) und Zelltod (Apoptose). Im Tumorgewebe dominiert die
Proliferation. Sowohl Rezeptoren an der Zelloberflache und
deren Liganden als auch ein Netzwerk von intrazelluldren Sig-
nal- und Regelfaktoren beeinflussen Apoptose und Prolifera-
tion. Es sind bereits eine ganze Reihe von Mutationen bekannt,
die Faktoren in diesem Netzwerk betreffen und damit zur Tu-
morentstehung und Progression beitragen.

Target-Klasse Beispiele
Rezeptor-Tyrosinkinasen HER-2, EGF-R, c-met, IGF-IR
intrazelluldre Tyrosinkinasen src; lyn; yes; FAK
Serin-Threonin-Kinasen cdk2, 4, 6; MAPK; Aurora Kinase
Enzyme involviert in epigenetischen DNA-Modifizierungen HDAC, DMT

andere Enzyme

Telomerase, MMPs, Farnesyl-Transferase ...

Transkriptionsfaktoren PPARYy, fos, c-myc, jun
Targets, die antiapoptotische Signale vermitteln Survivin, bcl-2
Protein-Protein-Wechselwirkungen P53/MDM-2, STAT3
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Suche nach Schlussel- Solche Faktoren sind ebenso wie die Tyrosinki-
strukturen nasen wichtige Angriffsorte (Targets) fur die
Suche nach neuen Arzneimitteln. Hinzu kom-

men Targets aus den biologischen Prozessen der Angiogenese
und der Metastasierung. Einige davon sind beispielhaft in Tab. 3
genannt. Dabei wurden nur die Targets aufgezéhlt, zu denen
bereits Daten verdffentlicht wurden. Daneben werden weitere
Targets bearbeitet, die noch nicht der breiten Offentlichkeit
zugéanglich gemacht wurden.
Neue Targets werden vor allem in Forschungsarbeiten von 6f-
fentlich geférderten Institutionen (z. B. Universitaten, National
Cancer Research Centers) und von Biotech- und Pharmafirmen
identifiziert und auf ihre mogliche Relevanz untersucht. Fir
diese Arbeiten sind die modernen Methoden der gentech-
nischen und biotechnologischen Forschung unentbehrlich.
An die Phase der Identifizierung und Validierung des Targets
schlief3t sich die Suche nach geeigneten Substanzen an, die in
gewlnschter Weise diese Zielstruktur beeinflussen. Dabei geht
es meistens um eine Hemmung.

ABBILDUNG 4: Computeranimation der rdumlichen geeignetes Molekul, das die gezeigte Verknupfung
Anordnung des Tumorsuppressor-Proteins P53 und von P53 und MDM-2 Iésen kénnte, hatte vermutlich
des natiurlichen Hemmstoffes MDM-2. MDM-2 blo- Antitumorwirkung.

ckiert die tumorunterdriickende Wirkung von P53. Ein
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Diesen Abschnitt der Arzneimittelforschung unterteilt man

gewohnlich in

I Leitstruktur-ldentifizierung und

I Leitstruktur-Optimierung.

In der Phase der Leitstruktur-ldentifizierung werden in der

Regel zunédchst Hunderttausende bis Millionen von Substanzen

getestet, um geeignete Molekdilstrukturen (z. B. Hemmstoffe)

herauszufinden. Diese Strukturen missen dann in der Uber-

wiegenden Zahl der Falle noch weiter optimiert werden. Fur all

diese Arbeiten sind in den vergangenen Jahren verschiedene

Technologien optimiert worden, insbesondere

1 der Aufbau groRRer Substanzbibliotheken,

1 das Hochdurchsatz- und Ultrahochdurchsatz-Screening,

1 schnelle chemische Synthesemethoden wie die Parallelsyn-
these sowie

1 das Molecular Modelling, worunter man die Ermittlung der
Raumstruktur der zu beeinflussenden Targetmolekiile und
die gezielte Anpassung der Inhibitoren (Hemmstoffe) an die
ermittelten Raum- und Bindungsverhaltnisse versteht.

Abbildung 4 gibt als Beispiel die rdumliche Anordnung und In-
teraktion zwischen dem Tumorsuppressor-Protein P53 und
dem nattrlichen Hemmstoff MDM-2 wieder. Inhibition dieser
Interaktion mit einem geeigneten Wirkstoff wiirde zu einer
gesteigerten Aktivitdat von P53 flihren, was wiederum die Ba-
lance zwischen Proliferation und Apoptose in die gewiinschte
Richtung Apoptose verschieben kann.

Wie kann man aussichts- Substanzen, die tber das Screening gefunden und
reiche (Medikamenten-) durch Molecular Modelling und chemische Syn-
Kandidaten prifen? these optimiert wurden, werden in der Regel

zunéchst an Tumorzellen und danach im Tier-
modell auf antikanzerogene Wirkung gepruft.
Am héufigsten kommen dabei die sog. Xenograft-Modelle (siehe
Abb. 5) zum Einsatz. Dabei handelt es sich um speziell daftr
gezlichtete immundefiziente Méause, in denen humane Tumor-
zellen nach Implantation einen Tumor bilden, der ggf. sogar
metastasieren kann. An diesen Tumormodellen kann man gut die
Wirksamkeit einer Substanz oder von Substanzkombinationen
auf humane Tumoren studieren. Nach solchen praklinischen Stu-
dien bedarf es zur Prufung der Wirksamkeit aber letztlich immer
sorgfaltiger klinischer Studien.
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ABBILDUNG 5: Nach der Implantation von humanen
Tumorzellen in immundefiziente Mause werden diese
mit einer Kontrollsubstanz oder einer méglichen Wirk-
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wirkungsvolle Medikamentenkandidaten das Wachs-
tum stoppen. Die ins Tier implantierten Tumorzellen
kdnnen zudem genetisch modifiziert werden, um neue
Angriffspunkte in Tumorzellen aufzuspiren.

Wachstum der Tumoren nicht beeinflussen, kdnnen

Erfolgreiche Arzneimittelentwicklung ist heute vor allem in en-
ger Kooperation von Universitaten, offentlichen Instituten,
Biotechnologie-Firmen und der pharmazeutischen Industrie
maglich. Abbildung 6 zeigt in welcher Phase, angefangen von
der Grundlagenforschung bis zum Auffinden eines geeigneten
Medikamentenkandidaten, welche Institutionen welche Bei-
trage leisten.

Welche Substanzen be-
finden sich derzeit bei
Roche in der Entwicklung?

Auf der Grundlage der geschilderten moleku-
laren Erkenntnisse und Methoden der Arzneimit-
telforschung wurden verschiedene Substanzen in
die klinische Entwicklung gebracht. Die Palette
der bereits eingefiihrten und der sich in Entwicklung befind-
lichen Produkte von Roche im Bereich Onkologie umfasst nahezu
alle eingangs erwdhnten Ansatzpunkte einer medikamentdsen
Krebstherapie. In jingerer Vergangenheit eingefiihrt wurden:

I Herceptin® (Target-spezifische Therapie bei Brustkrebs),

I Xeloda® (Zytostatikum bei metastasierenden kolorektalen

Karzinomen),
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Identifizierung
neuer

Targets

Grundlagen-
forschung

(Genomics,
Proteomics ...):
Institute
Biotech-Firmen
Pharma-Firmen

ABBILDUNG 6: Viele Institutionen mit unterschied-
lichen Spezialisierungen arbeiten an der Entwicklung

Uberpriifung
potenzieller

Targets

transgene Modelle,
Antisense-Methoden,
Modell- Inhibitoren

Universitaten
Institute
Biotech-Firmen
Pharma-Firmen

Testentwicklung, Optimierung
Hochdurchsatz-Screening von Leitstrukturen

Leitstruktur-Identifizierung

Pharmazeutische Industrie
Biotech-Firmen

Substanzbibliotheken, Ultrahochdurchsatz-Screening (u-HTS),
automatische Systeme, Datenverarbeitung, Medizinische Chemie,
Parallelsynthese, Molecular Modelling, pharmakologische und
toxikologische Studien

eines neuen Medikaments mit. Gezeigt wird der Weg gen Eingang findet.

Wie kdonnte die Arznei-
mitteltherapie von
Krebs in 10 bis 20 Jahren

aussehen?

I MabThera® (immunstimulierende Therapie bei Non-Hodg-
kin-Lymphomen) und

1 Bondronat® (Ibandronat, Bisphosphonatverbindung zur
Verbesserung der Lebensqualitdt bei Knochenmetastasen:
hemmt den Knochenabbau und die Vermehrung der Tumor-

zellen im Knochen).

In Phase Il oder 111 der klinischen Entwicklung befinden sich:
I Tarceva™ (Target-spezifische Therapie/Tyrosinkinasehem-

mer),

1 das schon erwdhnte rhu-Mab-VEGF (Antiangionese-The-

rapie),

I pegyliertes Interferon (immunstimulierende Therapie bei
z. B. malignem Melanom, chronischer myeloischer Leuk&-

mie) sowie

1 einsog. Zellzyklus-Inhibitor (neuartiges Zytostatikum).

Die medikamentdse Basistherapie bei Krebs bil-
den heute Zytostatika, die in einigen Tumoren gut
wirksam sind, in anderen Krebsarten aber nur be-

grenzt oder gar nicht.

Eine deutliche Erweiterung des therapeutischen
Spektrums brachten Antikrebsmittel wie Herceptin®, Mab-
Thera® oder auch Glivec®, die gezielt molekulare Schaltstellen
angehen. Weitere Target-spezifische, antiangiogenetische, an-
timetastatische und immunstimulierende Substanzen werden
folgen. Die fir einen vorgegebenen Patienten bzw. dessen Tu-

eines Medikaments von der Grundlagenforschung bis
hin zum Wirkstoffkanditaten, der in klinische Priufun-
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morerkrankung mafRgeschneiderte Kombination solcher Wirk-
stoffe inklusive zytotoxischer Substanzen kdnnte fur haufige,
aber derzeit nur begrenzt medikamentds behandelbare Tu-
moren wie z. B. Lungenkrebs einen Durchbruch bringen. Dass
dieses Vorgehen im Prinzip erfolgreich sein kann, wurde in der
Aids-Behandlung demonstriert: Die Kombinationen von Pro-
teasehemmern und Hemmstoffen der reversen Transkriptase
fuhrten zu einer dramatischen Verbesserung der Lebensqualitét
und Lebenserwartung HIV-infizierter Patienten.

Der Durchbruch in der Aids-Therapie beruht auch auf der Ent-
wicklung und Einfiihrung einer einfachen und zuverlassigen di-
agnostischen Methode zur Uberwachung des Medikamentener-
folges. Der Test basiert auf der Messung der Viruszahl im Blut
und der Bestimmung der Resistenzentwicklung.

Fr eine erfolgreiche Kombination der genannten Wirkprin-
zipien bei Krebs wird ebenfalls eine genaue Diagnose der
molekularen Veranderungen des zu behandelnden Tumorlei-
dens notwendig sein. Auf dieser Basis lassen sich dann gezielt
die am besten geeigneten Medikamentenkombinationen aus-
wahlen.



Prof. Dr. Christoph H. Huber

Immuntherapie maligner

Erkrankungen: Tumorbehandlung

jenseits von Chemotherapie




Mit steigendem Wissen Uber die biologischen Grundlagen der
Immunabwehr und den daraus resultierenden Mdglichkeiten,
sie zu beeinflussen, wurden in den letzten zwei Jahrzehnten drei
unterschiedliche immuntherapeutische Strategien in der Be-
handlung maligner Erkrankungen breiter gepruft. Dabei han-
delt es sich um den Einsatz

I rekombinanter Zytokine,

I monoklonaler Antikdrper und

B s0g. «T-Zell-basierter Tumortherapien».

Diese drei Strategien (siehe Abb. 1). beruhen auf drei unter-
schiedlichen immunologischen Mechanismen und werden in
Folge kurz erldutert.

Zytokine Zytokine sind Regelmolekdle, die die Interak-
tion zwischen Zellen unterschiedlichen Ur-

sprungs in vielfaltiger Weise steuern. Zytokine sind besonders

wichtig bei der Regulation der Blutbildung, des Immunsystems

und von Entziindungsvorgédngen. In der Tumortherapie kénnen

Zytokine tber direkte Hemmung des Tumorwachstums zur Tu-

morabstof3ung fuhren oder durch indirekte Wirkungen wie z. B.

zytotoxische
T-Zelle 1""‘-
1. Zytokine

Membran-Antigen

2. monoklonale Antikérper

ABBILDUNG 1: Die Entwicklung von Immuntherapien Jahre (Bedeutung der Abkirzung: HLA von engl.:
maligner Tumorerkrankungen wéhrend der letzten 20 human lymphocyte antigen).
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I eine antiangiogenetische Wirkung,

I die Hemmung der Wachstumsfaktor-Produktion am ge-
falhaltigen Bindegewebe des Tumors (Tumorstroma) oder

I eine Steigerung der Immunabwehr.

Uber die in den 1970er Jahren entwickelte Methode zur Her-

stellung rekombinanter Proteine (DNA-Rekombinationstech-

nik!) wurden in den letzten 20 Jahren Uber ein Dutzend Zy-
tokine gentechnisch in groReren Mengen hergestellt und in die
klinische Testung gebracht. Wahrend wachstumsstimulierende

Zytokine wie G-CSF (engl.: granulocyte Colony-Stimulating fac-

tor) und GM-CSF (engl.: granulocyte-monocyte Colony-Stimula-

ting factor) zur Wiederherstellung der Granulozytopoese2 nach

Chemotherapie und insbesondere zur Gewinnung von Stamm-

zellen bei der Stammzelltransplantation breiten Einsatz fanden,

haben nur zwei rekombinante Zytokine einen gesicherten Platz
in der Therapie maligner Erkrankungen erhalten:

I Interferon—alfa zur Behandlung der chronischen myeloi-
schen Leukdmie und der Haarzell-Leukdmie, mit Einschréan-
kungen auch bei malignen Lymphomen, beim Kaposi-Sar-
kom, bei der essenziellen Thrombozythdmie und der
Polyzythdmie sowie

I der T-Zell-Wachstumsfaktor Interleukin-2 zur Behandlung
des fortgeschrittenen Melanoms und des Nierenzell-Karzi-
noms.

Es ist unbefriedigend, dass der genaue Wirkungsmechanismus

dieser beiden Zytokine bis heute noch nicht geklért ist. Trotz

viel versprechender préklinischer Wirkprofile hat sich kein wei-
teres Zytokin zur Einleitung von Remissionen3 bei malignen

Erkrankungen bewahrt. Lediglich Erythropoietin mit seiner

selektiven Wirkung zur Steigerung der Bildung roter Blut-

korperchen, hat in der Behandlung der Tumorandmien, die
zahlreiche fortgeschrittene bdsartige Erkrankungen begleiten,

Eingang gefunden.

1 Gentechnische Methode zur Schaffung 2 Bildungsprozess von Zellen im blutbilden-

neu (re)kombinierter DNA-Molekiile, die den Knochenmark, die der unspezifischen
u. a. die genetische Modifikation von S&u- zelluldren Immunabwehr dienen.
getierzellen oder Mikroorganismen er- 3 Riuckgang von Krankheitssymptomen ohne
moglichte, so dass bestimmte Proteine in Heilung

industriellem Maf3stab hergestellt werden

konnten.
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immunisierte
Maus

Hybridomzellen

ABBILDUNG 2: Zur Herstellung monoklonaler Anti-
korper in groRer Menge und Reinheit werden kurz-
lebige verschiedene Antikorper produzierende Milz-
zellen der Maus mit unsterblichen, sich laufend
teilenden Tumorzellen zu Hybridomen fusioniert. Die-

Milzzellen

Myelomzellen

monoklonale Antikérper

linie eine einheitliche Art von (monoklonalen) Anti-
koérpern bildet [1]. Monoklonale Antikdrper (mAK)
einheitlicher Struktur und Zusammensetzung werden
flr Forschungs-, diagnostische oder therapeutische
Zwecke eingesetzt. Humanisierte mAk dienen als

hochwirksame Medikamente auch in der Krebsthe-
rapie.

se genetisch einheitlichen Zelllinien lassen sich in
Zellkulturen halten und vermehren, wobei jede Zell-

Monoklonale Antikorper sind in den letzten
20 Jahren unverzichtbare Werkzeuge der im-
munhistologischen Diagnostik maligner Erkrankungen gewor-
den. Das Prinzip ihrer Herstellung ist in Abb. 2 gezeigt. In den
letzten Jahren haben technische Verbesserungen, die die Her-
stellung therapeutisch genutzter monoklonarer Antikorper
durch

I DNA-Rekombination,

I die Humanisierung muriner4 Antikorper und

I die Kopplung der Antikérper an Toxine bzw. Radionukleide
betrafen, zu den ersten erfolgreichen klinischen Anwendungen
mit daraus resultierenden Zulassungen als Medikamente
geflhrt. Eine Zusammenstellung von derzeit bereits fir die kli-
nische Routineanwendung zugelassenen Antikdrpern, ihrer
Zielantigene und Indikationen findet sich in Tab. 1. Bei den ers-
ten beiden in Tab. 1 aufgefihrten Antikérpern handelt es sich
um humanisierte Antikdrper. Im Fall von Mylotarg™ wurde
zusétzlich das Toxin Calicheamycin an den CD33-spezifischen

Monoklonale Antikdrper

4 murin bedeutet von der Maus stammend
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TABELLE 1: Zugelassene monoklonale Antikorper.

chiméren Antikérper gekoppelt. Es handelt sich somit um ein

synthetisiertes Immuntoxin. Allen drei Antikdrpern ist gemein-

sam, dass

I sie auch bei Chemotherapie-refraktirens Krankheiten Re-
missionen erzielen kénnen,

1 sie fur die Zielgewebe spezifisch sind und

1 ihre Toxizitat gering ist.

Zahlreiche weitere Antikdrper gegen tumorassoziierte Mem-

brankomponenten befinden sich derzeit in der klinischen Zu-

lassung und versprechen, das Instrumentarium biologischer

Wirkstoffe in der Tumortherapie bedeutsam zu erweitern, aber

auch zu verteuern.

T-Zell-Therapien Eine stdndig wachsende Zahl von Zelltherapien
haben tumorreaktive T-Lymphozyten als gemein-
sames Wirkprinzip. Die T-Zell-Therapien und

eine schematische Darstellung ihres wesentlichen Wirkprinzips
sind in Abb. 3 gezeigt. Alle Zellen des Korpers stehen unter
der Kontrolle der T-Lymphozyten, welche als externes Uber-
wachungssystem die immunologische Zerstérung von ver-
andertem Geweben vermitteln. Evolutionar hat sich das T-
Zell-Uberwachungssystem insbesondere der Zerstérung virus-

5 refraktdr bedeutet schwer oder nicht be-
einflusshar
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Vielseitige T-Zellen

Unser Blut enhalt zu 0,07 % weile Blutkdrperchen (Leuko-
zyten). Sie werden in Granulozyten, Monozyten und Lympho-
zyten unterschieden. Alle diese Zellen werden aus Blut-
stammzellen im Knochenmark gebildet. Die B-Lymphozyten
produzieren nach Differenzierung zur Plasmazelle und Kon-
takt mit einem Antigen Antikdrper (humorale Immunabwehr).
Die T-Lymphozyten reifen im Thymus. Hier lernen sie z. B.
zwischen korpereigen und kdrperfremd zu unterscheiden.
Die T-Lymphozyten sorgen fur die zellulare Immunabwehr.
Man unterscheidet dabei zwischen:

1 T-Helferzellen,

1 zytotoxischen T-Zellen (T-Killerzellen),

1 T-Suppressorzellen und

1 50g. Memory-Zellen (Gedéchtniszellen).

T-Helferzellen helfen den B-Lymphozyten bei der Antikdrper-
Bildung, indem sie Wachstumsfaktoren (Zytokine bzw. Lym-
phokine) produzieren.

Zytotoxische T-Zellen zur Ausiibung zellvermittelter Immunre-
aktionen konnen Apoptose (den programmierten Zelltod)
auslosen, indem sie lytische Enzyme (Perforine und Gran-
zyme) freisetzen. Dieser Prozess kommt allerdings nur in
Gang, wenn vorher eine Bindung zwischen Rezeptoren auf
der Oberflache von T-Zellen ( T-Zell-Rezeptoren) an einen
Peptid-MHC-I-Molekiil-Komplex (von engl.: major histocom-
patibility complex) auf der Oberflache der zu vernichtenden

T-Suppressorzellen sind eine Untergruppe von T-Lympho-
zyten, die die Inmunantwort durch T-Helferzellen und zyto-
toxischen Zellen unterdrticken kdnnen.

Die Memory-Zellen sind fiir das immunologische Gedéchtnis
verantwortlich. Diese Ged&chtniszellen werden von B- und
von T-Lymphozyten gebildet.

Elektronenmikroskopische Aufnahme eines
menschlichen T-Lymphozyten in 20 000 facher
VergroRerung. Die Abbildung wurde entnommen

Zellen erfolgte. aus [6].

infizierter Zellen entwickelt. Die gleichen Mechanismen durften
aber auch bei der Kontrolle mancher menschlicher Tumorer-
krankungen und Leukdmien wirksam sein. Endogene Peptide,
die aus dem intrazelluldren Abbau von viruskodierten Proteinen
oder Tumorproteinen entstehen, werden im endoplasmatischen
Retikulum an Histokompatibilitatsantigene des HLA-A, B-Lo-
kus gebunden und als Peptid/HLA-Komplex in der Zellmem-
bran verankert. T-Lymphozyten mit zytotoxischer Funktion
vermogen diesen Komplex als fremd zu erkennen und die Pep-
tid/HLA-Komplex- tragende Zelle zu zerstdren.

Schon lange ist bekannt, dass T-Lymphozyten
bei allogeners Knochenmarktransplantation ei-
nen starken immunologischen Schutzeffekt
gegen residuale’ Leukdmie vermitteln. Die zentrale Bedeutung
der T-Lymphozyten zum Schutz vor Leukdmierezidiven nach al-
logener Knochenmarktransplantation wird insbesondere durch

Spender-Lymphozyten-
Infusionen
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Strategien

Spender-Lymphozyten-Infusion bei allogener
Knochenmarktransplantation

allogene «Mini»-Transplantation

Tumorimpfung

Transfer tumorspezifischer
T-Zellen oder T-Zell-Rezeptoren

ABBILDUNG 3: Ubersicht tber die verschiedenen
T-Zell-Therapien.

zwei Beobachtungen gestutzt:

I Die Entfernung von T-Lymphozyten aus Knochenmark-
transplantaten verursacht vermehrtes Auftreten von Leu-

kamierezidiven und

I bei bestimmten Leuk&mierezidiven kann die erneute Verab-
reichung von Spender-Lymphozyten-Infusionen bei der
Mehrzahl der Patienten zu Krankheitsruckbildungen fihren.

Das Konzept der Die Auffassung von der allogenen Knochenmark-
«Mini-Transplantation» und Stammzelltransplantation als T-Zell-basierte
Immuntherapie fihrte in den letzten Jahren zur

Entwicklung des «Mini-Transplantations-Konzepts». Bei der
Mini-Transplantation zur Bekd&mpfung von Hoch-Risiko-Leu-

kédmien wird die Intensitat der Ganzkorperbestrahlung- und/

oder der Chemotherapie-Vorbehandlung soweit vermindert,

dass eine Ausmerzung der Leukamie durch diese minimale Be-

handlung nicht mehr mdglich ist. Die wesentlichen Behand-

6 Bei der allogenen Blutstammzelltrans-
plantation (BSZT) werden die Blut bilden-
den Stammzellen des Patienten nach Zer-
storung durch Chemotherapie und / oder
Bestrahlung durch die eines gewebever-

tréglichen Spenders ersetzt. Bei der auto-
logen BSZT werden die eigenen Bluts-
tammzellen reinfundiert.

7 zurlickgebliebene

4



lungseffekte werden bei dieser Transplantationsform Uber die
immunologische Wirkung von leukdmiereaktiven Lympho-
zyten erreicht. Diese Transplantationsform beginnt sich inshe-
sondere bei &lteren Patienten durchzusetzen oder bei Patienten,
bei denen aufgrund begleitender Organerkrankungen eine kon-
ventionelle allogene Transplantation nicht durchfiihrbar ist.

Tumorimpfungen Die Tumorimpfung stellt seit langem eine starke
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Hoffnung zur Behandlung fortgeschrittener Tu-
moren und inshesondere zur Vorbeugung von Tumorrezidiven
nach chirurgischer Entfernung dar. Bisherige Anldufe mit au-
tologen Tumorzellvakzinen haben aber eher enttauscht.

Drei Fortschritte innerhalb der letzten 10 Jahre lassen nun eine

erfolgreiche Umsetzung dieses Konzepts viel wahrscheinlicher

erscheinen:

I Erstens wurden in den letzten Jahren eine standig wachsen-
de Gruppe molekular gut definierter Tumorantigene charak-
terisiert, die Zielstrukturen flr zytotoxische T-Lymphozyten
darstellen. Eine Reihe von Uberexprimierten Tumorprotei-
nen wie HER-2, P53 und CEA, von Differenzierungsantige-
nen wie Tyrosinase, von sog. «Cancer-Testis»-Antigenen wie
MAGE, von mutierten Tumorproteinen, wie CDK4R24C
und von viralen Onko-Proteinen wie HPV-E6 und HPV-E7
stehen nun zur Priifung in formalen Tumorimpfstudien zur
Verfugung.

I Zweitenswurde die Methodik der Impfungen bedeutend ver-
bessert. Definierte Tumorantigene wie rekombinante Tu-
morproteine, Tumorpeptide, Tumor-DNA in Form rekom-
binanter Impfviren, die fir Tumorantigene kodieren, aber
auch Tumor-RNA, dienen dabei als Immunogene. In den
letzten Jahren wurde ebenfalls gezeigt, dass die Beladung von
Antigen-prasentierenden Zellen, den sog. dendritischen Zel-
len ex vivo, eine besonders effiziente Mdglichkeit ist, starke
Impfreaktionen auszuldsen und damit zumindest bei Mela-
nom-Patienten in Einzelfallen auch Tumorrickbildung zu
erreichen.

I Drittens wurden innovative Methoden wie die ELISPOT®
und Tetramertechnologien entwickelt, mit deren Hilfe die
Frequenz (Haufigkeit des Auftretens) tumorantigenspezi-
fischer T-Lymphozyten in klinischen Studien gemessen
werden kann. Die nun heranreifende Generation von inno-
vativen Tumorimpfstudien nutzt molekular definierte Tu-



morantigene zur Impfung und will den Impferfolg sowohl
Uber die klinische Tumorruckbildung als auch tber die In-
duktion tumorspezifischer T-Zellen messen.
Es ist zu hoffen, dass diese innovativen Strategien in den nachs-
ten Jahren zu verbesserten klinischen Ergebnissen fuhren wer-
den.

Adoptive Immuntherapien  Auch die sog. adoptive Immuntherapie maligner
Erkrankungen durch Verabreichung tumorspezi-
fischer Lymphozyten oder durch den gentherapeutischen Trans-
fer tumorspezifischer T-Zell-Rezeptoren machte in den letzten
Jahren bedeutsame Fortschritte. Mehreren Gruppen ist es gelun-
gen, ex vivo virus- oder tumorantigenspezifische T-Lympho-
zyten zu vermehren. Die Ubertragung solcher Tumor-spezi-
fischer T-Lymphozyten in Patienten hat in Einzelféllen zur
Verminderung der Viruslast z.B. bei post-Transplantations-
Epstein-Barr-Virus-Erkrankungen oder von Melanozyten beim
Melanom gefiihrt. Diese Anstrengungen waren jedoch durch
grofRRe Schwierigkeiten und einen enormen Aufwand bei der Her-
stellung dieser zelluldren Therapeutika auf individueller Basis
begleitet und scheinen derzeit fir eine Routineanwendung noch
nicht geeignet. Eigene Untersuchungen und die anderer Arbeits-
gruppen waren in den letzten Jahren daher der Etablierung des
gentherapeutischen T-Zell-Rezeptor-Transfers gewidmet [5].
T-Zell-Rezeptorgene aus tumorantigenspezifischen T-Zell-Li-
nien der Maus wurden kloniert, rekombinante T-Zell-Retroviren
konstruiert und mit diesen Viren ex vivo primare menschliche
T-Lymphozyten infiziert (transduziert). Mit diesem Verfahren
ist es gelungen, die Fahigkeit zur Zerstdérung verschiedenster Tu-
moren in normale menschliche Lymphozyten gesunder Spender
zu Ubertragen (transduzieren). Es bleibt nun abzuwarten, ob
diese préaklinisch wirksamen Verfahren auch in der adoptiven
Immuntherapie maligner Erkrankungen Erfolg haben werden.

8 ELISPOT: ELISA-SPOT-Methode zum
quantitativen Nachweis tumorspezifischer
T-Zellen
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Ein onkologisches Labor ist heute hauptsachlich mit folgenden

klinischen Situationen konfrontiert:

1. Screening und Vorsorgeuntersuchungen,

2. Aufspiren von Primartumoren bzw. Diagnosestellung bei
Patienten mit Symptomen, entsprechenden Befunden in der
bildgebenden Diagnostik und/oder der klinischen Unter-
suchung sowie

3. Nachsorge von Patienten mit bekannten Krebserkrankungen.

Screeninguntersuchungen  Das Problem der Cut-off-Werte

Die diagnostische Spezifitat eines Tumormar-
kers gibt an, bei wie viel Prozent der Gesunden beziehungsweise
bei von gutartigen (benignen) Erkrankungen Betroffenen das
Testergebnis richtig-negativ ausféllt. Eine diagnostische Spezi-
fitdt von 100 % wiirde bedeuten: keine falsch-positiven Ergeb-
nisse; eine 100%ige Sensitivitat eines Tumormarkers: keine
falsch-negativen Resultate (siehe Abb. 1a). Fiir die Diagnostik
ware es ideal, wenn eine Zelle erst nach ihrer malignen Transfor-
mation diese Signalsubstanzen in genligender Konzentration in
das Blut abgeben wiirde und wenn man durch ihren Nachweis
den Ursprungsort des Tumors feststellen kdnnte. Solche Tumor-
marker im eigentlichen Sinne, d. h. Marker mit nahezu 100 %iger
Spezifitat (bei benignen Erkrankungen und gesunden Personen

Spezifitat 100 % Sensitivitat 100 %

2
2% 2 T2
SIS SA S W W)
SRS IR BIRE X

Gesunde Tumorpatienten
ABBILDUNG 1 a: Idealvorstellung: Eine ideale Tumor- bei allen «Tumorkranken» (100 % Sensitivitat) erge-
markeruntersuchung sollte negative Testergebnisse ben. Bei dem gewahlten Cut-off-Wert (Grenzwert) ist
bei allen benignen Erkrankungen und gesunden Per- die Unterscheidung der beiden Kollektive moglich.

sonen (100 % Spezifitat) und positive Testergebnisse
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O benigne

© «Gesunde»

|
Sensitivitat <+——— | |~ Spezifitat
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Cut-off-Wert

ABBILDUNG 1 b: Wirklichkeit: Komplette Uberlap- gative und falsch-positive Befunde werden in Abhan-
pung von hoffentlich gesunden Menschen und Tumor- gigkeit vom gewahlten Grenzwert (Cut-off-Wert) er-
patienten. AuRerdem koénnen alle gutartigen Erkran- mittelt. Je hoher die Spezifitat eines Tumormarkers

kungen aller Organsysteme mehr oder weniger stark ist, desto geringer ist die Sensitivitat.

tumorassoziierte Substanzen freisetzen. Falsch-ne-

nicht nachweisbar) und 100 %iger Sensitivitdt (bei Tumoren
auch im Frihstadium immer nachweisbar) gibt es bisher nicht.
Vielmehr kommen alle bislang verfiigbaren Tumormarker bei je-
dem Menschen physiologischerweise im Blut vor, wenn auch in
unterschiedlichem AusmaR. Somit entsteht eine deutliche Uber-
lappung der Kollektive von gesunden Personen bzw. nicht-
tumorkranken Personen und Tumorpatienten (siehe Abb. 1b).

Der sog. Cut-off-Wert bezeichnet den oberen Grenzwert eines
Tumormarkers bei gesunden Personen beziehungsweise bei be-
nignen Erkrankungen. Die Festlegung dieses Grenzwerts be-
stimmt in Abhangigkeit von der Spezifitat eines Markers dessen
Empfindlichkeit (Sensitivitat). Der Cut-off-Wert ist keine starre
Grenze und kann der klinischen Fragestellung angepasst werden.
Will man zum Beispiel mdglichst viele Tumorpatienten er-
fassen, sollte der Grenzwert eher tiefer angesetzt werden. Man
nimmt daftr allerdings zwangsléufig eine erhdhte Rate falsch-
positiver Ergebnisse in Kauf — und umgekehrt (siehe Abb. 1b).

Leider kann man bei einem niedrigen Wert eines Tumormarkers
nie einen vorhandenen Tumor ausschlieRen. Asymptomatische
Gesunde sollten wegen mangelnder Spezifitdt und Sensitivitat
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keiner Tumormarkeruntersuchung unterzogen werden. Eine
Ausnahme ist hier die PSA-Serumuntersuchung bei Mannern
Uber 50 Jahren (PSA = Prostataspezifisches Antigen). Diese
Analyse kann dazu beitragen, Prostatakarzinome aufzuspiren.
PSA ist organspezifisch aber nicht tumorspezifisch, und kann
somit kein Prostatakarzinom diagnostizieren, sondern lediglich
als Indikator fr eine Prostatabiopsie dienen. Auch hier stellt
sich wieder das Problem: Wo ist der Cut-Off-Wert anzusetzen?
Weltweit wird héaufig ungeachtet einer deutlichen Metho-
den- und Altersabhangigkeit (siehe Abb. 2) ein Grenzwert von
4 ng/ml fur den Gesamt-PSA-Wert eingesetzt. Da dieser Grenz-
wert dem individuellen Patienten nicht gerecht werden kann,
orientiert man sich derzeit an den altersentsprechenden Ref-
erenzbereichen prostatagesunder Manner, angepasst an die
verwendete Methodik zur PSA-Bestimmung. Liegt die PSA-
Konzentration bei einem Patienten oberhalb des alters-
entsprechenden Referenzbereichs, so wird die zusétzliche Bes-
timmung des freien ungebundenen PSA durchgefuihrt. Der
daraus resultierende Quotient (freies PSA/Gesamt-PSA) er-
moglicht eine prézisere Aussage Uber die individuelle Wahr-
scheinlichkeit fir das Vorliegen eines Prostatakarzinoms (siehe
Abb. 3). Es ist gesichert, dass durch die Bestimmung des PSA in
der Screeningsituation organbegrenzte Karzinome friher ent-

PSA 2 oot
(ng/ml)

<40 41-50 51-60 61-70 >70
Alter (Jahre)

ABBILDUNG 2: Abhéngigkeit des Gesamt-PSA-Wer- man nicht sicher sein, dass ein Prostata-Karzinom vor-
tes im Serum vom Alter der untersuchten Person. liegt.
Selbst bei sehr hohem Spiegel an Gesamt-PSA kann
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Q = freies PSA/Gesamt-PSA (ng/ml)

Gesamt-PSA <10% 10-15 % 15-25 % >25%

(ng/ml) pos. Biopsierate pos. Biopsierate pos. Biopsierate pos. Biopsierate
2-4 67 54 17 15

4-6 75 88 17 8

6-8 78 44 40 20

8-10 89 57 57 14

>10 94 88 67 50

ABBILDUNG 3: Interpretation des Quotienten: freies
PSA/Gesamt-PSA.

deckt werden. Kann aber durch das PSA-Screening das Uber-
leben von Patienten mit Prostatakarzinom verlangert werden?
Diese Frage kann erst beantwortet werden, wenn die beiden
groRen Screening-Studien, die derzeit in den USA und in Rot-
terdam laufen, 2004 und 2009 abgeschlossen sein werden. In
Deutschland gilt zurzeit folgende Empfehlung: Keine Scree-
ning-Untersuchung, wenn der Patient es nicht selber wiinscht.

Tabelle 1 zeigt, bei welchen Tumorerkrankungen und welchen
Risikogruppen eine Screening-Untersuchung mit welchem Tu-
mormarker sinnvoll sein kann.

Diagnosestellung Die Primardiagnose und Primdrtherapie bei Tu-
morpatienten sollten durch die klinische Anam-
nese, radiologische Verfahren und durch den intraoperativen
Befund bestimmt werden.
In Ermangelung von Tumorspezifitat und insbesondere auch
von Organspezifitat haben die meisten tumorassoziierten Anti-
gene in der Unterstitzung der Diagnosefindung zumindest bei

TABELLE 1: Tumormarker bei Risikopatienten.

chronische Lebererkrankungen ja (AFP)
Manner > 50 Jahre ja (PSA)
postmenopausale Frauen nein
familiare Poliposis coli nein
Raucher nein

genetische Pradisposition nein



unbekannter Lokalisation eines eventuellen Tumors einen ge-
ringen Stellenwert.

In schwierigen Féllen, z. B. mit unklarem histologischem Befund
und/oder unklarem Primértumor, geben gezielte Tumormark-
er-Bestimmungen wichtige Zusatzinformationen, die im Ein-
zelfall die Wahl der Therapie entscheidend beeinflussen kénnen.
Sinn der praoperativen Tumormarkerbestimmung ist zumeist
nicht die Diagnosefindung; vielmehr geht es darum, geeignete
Parameter fir die Nachsorge, d. h. die Kontrolle der Effektivitat
der ersten Therapie, zu erhalten und eventuell auch um eine
prognostische Information.

Prim&rtumor oder Metastasen?

Fur dieUnterscheidung zwischenprimérem Leberkarzinom und
Lebermetastasen die von einem anderen Primdrtumor aus-
gehen, gibt es beispielsweise zwei sehr hilfreiche Tumormarker:
das AFP (Alfa-Fetoprotein) und das CEA (karzinoembryonales
Antigen). Hohe AFP-Werte und niedrigere CEA-Werte sprechen
flr einen priméren Lebertumor (siehe Abb. 4). Ist das Verhaltnis
umgekehrt, so liegen eher Lebermetastasen eines anderen
Primdrtumors vor.

Sensitivitat (%)

100 e Qi T G
R R I

72
60 e I s T e I

50
40 S e T .
20 [ S o - - R
9 13
0
> 15 ng/ml >3 ng/ml > 10 ng/ml
AFP CEA
primérer Lebertumor Lebermetastasen

ABBILDUNG 4: Konzentrationen der Tumormarker gen (CEA) bei Patienten mit malignen Lebererkran-
Alfa-Fetoprotein (AFP) und karzinoembryonales Anti- kungen.
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Anteil der Patienten (%)

B0

0

Pro GRP
(pg/ml)

ABBILDUNG 5: Konzentrationen des Tumormarkers
ProGRP (Pro-Gastrin-Releasing-Peptid) im Blut von

> 38

benigne Lungenerkrankungen (N=232)

> 50 > 100 > 500 > 1000

Lungenmetastasen (N=102)

NSCLC (N=102) SCLC (N=111)

Patienten mit verschiedenen gut- und bésartigen Er- kleinzelliges Lungenkarzinom).

Differenzierung von Tumoren

Zur Differenzierung von Lungentumoren unbekannter Ursache
steht seit zwei Jahren ein Tumormarker, das Pro-Gastrin-Re-
leasing-Peptid (ProGRP) zur Verfligung. Bei gutartigen Tumo-
ren der Lunge werden sehr niedrige Werte dieses Markers ge-
messen. Extrem hohe Werte finden sich beim kleinzelligen
Lungenkarzinom (siehe Abb. 5). Durch Verschieben des Cut-
off-Wertes kann auflerdem zwischen kleinzelligem und nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom unterschieden werden. Bei sehr
hohen Cut-off-Werten erfasst man nur noch die Patienten mit
kleinzelligem Lungenkarzinom. Bei anderen Tumorerkrankun-
gen wird dieses tumorassoziierte Antigen nicht freigesetzt. Bei
einem wenig differenzierten Bronchialkarzinom mit nicht ein-
deutiger Zuordnung zum kleinzelligen oder nicht kleinzelligen
Typ wirde man bei einem sehr hohen Wert fiir ProGRP oder
NSE (neuronenspezifische Enolase) den Tumor wie ein kleinzel-
liges Bronchialkarzinom behandeln und die Wirksamkeit der
Therapie Uber die Kinetik der Marker im Verlauf beurteilen.

krankungen der Lunge. (N = Anzahl der Patienten,
NSCLC = nichtkleinzelliges Lungenkarzinom, SCLC =
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Therapiekontrolle mittels Nicht die Einmal-Messung, sondern die in Ab-

Tumormarkern

stdnden wiederholte Bestimmung des jeweiligen

Indikator-Markers spiegelt die Effektivitét einer
Therapie wieder, wenn der Tumor gentigend hohe Spiegel an
tumorassoziiertem Antigen ins Blut abgibt.
Somit kommt der postoperativen Bestimmung von Tumor-
markern eine sehr groRBe Bedeutung zu. Ist der Tumor voll-
stdndig entfernt, missen die Tumormarker wieder Konzentra-
tionen erreichen, die der Verteilung von Tumormarkern bei
gesunden Personen entsprechen.
Bei fortgeschrittenen bzw. metastasierten Tumoren und syste-
mischer Therapie wie z.B. Chemotherapie weisen kontinuier-
lich abfallende Tumormarkerwerte auf die Effektivitdt der
Therapie hin; konstant bleibende oder zunehmende Tumor-
markerwerte sind verdéachtig im Hinblick auf ein Nicht-An-
sprechen des Tumorwachstums auf die angewandte Therapie:
Sie weisen auf die Notwendigkeit hin, das therapeutische
Konzept zu wechseln! Tumormarkeruntersuchungen kdnnen
sehr viel eher das aktuelle Verhalten des Tumors unter Therapie
widerspiegeln als andere Untersuchungsverfahren. Ein Beispiel
fir den Nutzen von Tumormarkeruntersuchungen zur Uber-
wachung des metastasierenden Mammakarzinoms ist in Abb. 6
dargestellt. Der Anstieg des Tumormarkers CA 15-3 konnte
bereits vor einem Wiederauftreten von Symptomen und Befun-
den in der bildgebenden Diagnostik diagnostiziert und damit
ein Fortschreiten der Krebserkrankung und eine Unwirksamkeit
der verabreichten Therapie festgestellt werden.

Tumornachsorge Wahrend die Tumormarkerbestimmung unter
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einer laufenden Therapie heute allgemein als
akzeptierter Standard gilt, ist ihre Anwendung in der Nachsorge oft
noch umstritten. Unter Berlcksichtigung der wichtigen Kriterien
zur korrekten Anwendung und Interpretation von Tumormarkern
(s.u.) bedeutet ihr Einsatz in der Nachsorge von Tumorer-
krankungen sehr haufig einen Zeitgewinn von mehreren Monaten
in der Diagnostik einer Rezidivierung bzw. Metastasierung, da sie
sehr viel sensitiver als die bildgebende Diagnostik sind. Tumor-
marker kdnnen auf Krankheitsrezidive bis zu 24 Monaten vor
Auftreten klinischer Symptome oder entsprechender Befunde in
den bildgebenden Untersuchungen hinweisen (lead time).
Bei der Nachsorge von Tumorpatienten ist ein Anstieg der Tu-
mormarker jedoch nur dann von Bedeutung, wenn er prognos-
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ABBILDUNG 6: Konzentration des Tumormarkers
CA15-3 bei einer Patientin mit metastasierendem
Brustkrebs im Verlauf von 14 Jahren. Man sieht einen
Anstieg des Tumormarkers bereits vor dem Auftreten
von Symptomen und Befunden der bildgebenden

23.7.94 23.10. 96 23.1.99 23.4.01

mormarkerwerten kann auch die Unwirksamkeit einer
Therapie anzeigen. (PD = progressive disease = Fort-
schreiten der Erkrankung, OP = Operation, CMF =
Kombinationstherapie mit den Chemotherapeutika:
Cyclophosphamid, Methotrexat und 5-Fluorouracil)

Diagnostik. Der Wiederanstieg von individuellen Tu-

tische oder therapeutische Folgen hat, d. h. nur dann, wenn die
Friherkennung dieser rezidivierenden Tumorerkrankung eine
Verbesserung oder Verldngerung des rezidivfreien Intervalls
oder sogar des Uberlebens der Patienten bedeutet.

Genutzt wird dieser zeitliche Vorsprung bislang (nicht zuletzt
auch wegen der guten therapeutischen Mdglichkeiten) bei
Keimzelltumoren und beim multiplen Myelom. Bei den Ubri-
gen, sehr viel h&ufigeren Tumoren wie dem Mamma-,
Bronchial-, Prostata- und Pankreaskarzinom fehlt oft eine ef-
fiziente Therapiemdglichkeit (Pankreaskarzinom, Bronchial-
karzinom) oder aber bislang der Beweis, dass eine friihzeitigere
Therapie das rezidivfreie Intervall verlangert bzw. das Uber-
leben oder die Lebensqualitat verbessern kann (Mammakarzi-
nom, Prostatakarzinom) [3]. Bei Darmkrebs ist zwar belegt,
dass die friihzeitige Entdeckung und anschlieBende Operation
von Lokalrezidiven und Lebermetastasen vorteilhaft fir die Pa-
tienten ist und dass die Tumormarkerbestimmung von CEA zu
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einem frihen Zeitpunkt diese Rezidivierung anzeigen kann,
dennoch wurde im Rahmen der allgemeinen Kostenreduktion
im Gesundheitswesen das Intervall der CEA-Bestimmung in der
Nachsorge in Deutschland von 3 auf 6 Monate verléngert.

Zur Kl&rung der Bedeutsamkeit einer friihzeitigen Diagnostik
und Therapie in der Nachsorgesituation bedarf es somit insbe-
sondere beim Mamma-, Colon- und Prostatakarzinom pros-
pektiv angelegter randomisierter therapeutischer Interven-
tionsstudien.

Deshalb wurde 1997 an der Universitat Minchen im Klinikum
GroRRhadern in Zusammenarbeit des Instituts fur Klinische
Chemie, der onkologischen Klinik und der Frauenklinik eine
Studie initiiert, die klaren soll, ob durch die regelméaRige Be-
stimmung der Tumormarker CEA und CA 15-3 eine Metas-
tasierung im sehr frilhen Stadium erfasst werden kann. Damit
soll auch geklart werden, ob frithe therapeutische Eingriffe die
Zeit bis zur Manifestation eines Klinisch feststellbaren Fort-
schreitens der Erkrankung und damit die Lebensqualitat und
eventuell auch das Gesamtiiberleben verlangert.

Die Methode muss Von der Zuverléssigkeit analytischer Ergebnisse
beibehalten werden hangt die Verlasslichkeit eines klinisch-che-
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mischen Befundes ab. Da Tumormarkerbefunde
insbesondere zur Verlaufsbeurteilung herangezogen werden
sollen, sind reproduzierbare Analysenergebnisse eine uner-
l&ssliche Voraussetzung. Weniger als 10 % Varianz von Unter-
suchung zu Untersuchung (damit auch von Charge zu Charge
des jeweiligen Assays) sind zwingend erforderlich. Dank weitge-
hender Automatisierung kénnen Tumormarkerbestimmungen
heute diese Anforderungen erfiillen [3].
Jedoch sollte aus einem einmaligen Anstieg der Werte im Verlauf
einer Tumorerkrankung zundchst keinerlei Konsequenz gezo-
gen, sondern eine Kontrolluntersuchung nach 2-3 Wochen
unter Verwendung der gleichen Methodik abgewartet werden.
Trotz Fortschritten bei der Standardisierung der Tests verschie-
dener Hersteller durch Verfligbarkeit international anerkannter
Referenzpréparationen der Weltgesundheitsorganisation WHO
und anderer Einrichtungen sind Tumormarkerwerte nach wie
vor methodenabhéngig. So kdnnen mit Tests verschiedener
Hersteller im gleichen Serum vdllig unterschiedliche Werte
gemessen werden, sogar dann, wenn es sich im Prinzip um die
gleiche Methode handelt. Aus diesem Grunde muss dem in der



Tumornachsorge tatigen Arzt bekannt sein, mit welchem Test
der Tumormarker bestimmt wurde (Angabe des Herstellers und
Testsystems zusammen mit der Befundmitteilung). Tumor-
markerwerte ohne Kenntnis der verwendeten Methodik in der
Verlaufsbeobachtung eines Patienten zu vergleichen, ist derzeit
wegen der Methodenabhéngigkeit solcher Werte nicht vertret-
bar. Bei einem Wechsel der Methodik sollte eine Vor-Serumkon-
trolle des Patienten bzw. eine voruibergehende parallele Bestim-
mung mit beiden Methoden erfolgen [1-3].

In-vivo-EinflussgroRen Die Konzentration von Tumormarkern ist von
ihrer Synthese, der Freisetzung sowie von der Tu-
mormasse, Tumorausbreitung und Blutversorgung des Tumors
zum Zeitpunkt der Blutentnahme abhangig. Erhéhte Tumor-
markerwerte werden auch bei Stérung der Ausscheidung
beobachtet, so bei Niereninsuffizienz, Leberinsuffizienz und
insbesondere bei Gallenstauung.

Schlussfolgerung Tumormarker stellen bei korrekter Anwendung
wichtige Hilfsmittel fir die Individualisierung der
Diagnostik und Behandlung dar. Sie sind somit fur den Patien-
ten von groRem Wert und tragen dartber hinaus zur Kosten-
dampfung bei.
Fur den vernuinftigen Einsatz von Tumormarkeruntersuchun-
gen ist es unverzichtbar, dass die gewonnenen Informationen
nicht nur korrekt, sondern auch dazu geeignet sind, aufzuzei-
gen, ob eine Erkrankung oder Anzeichen flr ein Erkrankungsri-
siko bei einer augenscheinlich gesunden Person vorliegen. Dies
ist bei Tumormarkern zurzeit noch nicht der Fall. Sie eignen sich
aber gut zur Steigerung der Zuverlassigkeit der Krankheits- und
Therapietberwachung. So sollten z. B. bei Patienten mit metas-
tasierenden Karzinomen wahrend der Therapie Tumor-
markeruntersuchungen und Untersuchungen mit bildgebenden
radiologischen Verfahren nicht parallel, sondern stufendiagnos-
tisch eingesetzt werden.
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Krebs: eine erworbene Krebs ist ein Sammelbegriff fir hunderte von
Generkrankung verschiedenen Erkrankungen, deren Gemein-

samkeit das invasive und unkontrollierte
Zellwachstum ist. Krebs ist eine chronische Erkrankung, die
durch verschiedene Phasen charakterisiert werden kann: von ge-
netischer Pradisposition Uber verschiedene Formen der prdma-
lignen und malignen Entartung der Zelle bis hin zum Fort-
schreiten der Erkrankung.
Die Auspragung der einzelnen Stadien sowie die Schnelligkeit des
Krankheitsverlaufes sind individuell sehr unterschiedlich. Sie sind
im Wesentlichen vom molekularen Profil des entstehenden Tu-
mors abhéngig, welches aus den Anhdufungen genetischer Veran-
derungen in den einst normalen Kdrperzellen resultiert.
Verdnderungen in Genen, die normalerweise eine tumorunter-
driickende Wirkung haben (Tumorsuppressorgene) und bereits
in Keimbahnzellen (Ei- oder Samenzellen) auftreten, fihren
dazu, dass ein héheres Risiko flr eine Krebsentstehung vererbt
wird. Nach gegenwértigem Wissensstand weisen allerdings nur
etwa 10 % aller neu entstehenden Tumoren bereits vererbte
Verdnderungen in solchen Genen auf. Die meisten Tumoren
entwickeln sich durch sporadisch auftretende Mutationen im
Genom von normalen Korperzellen. Die genetischen Verén-
derungen fiihren zu Dysregulationen des Zellstoffwechsels, ver-
mehrter Proliferation und weiterer genetischer Instabilitat in
diesen Zellen. Es bilden sich im Laufe der Zeit sog. Zellklone mit
unterschiedlichen molekularen Profilen aus, die durch fort-
laufende Selektion auswachsen und den Charakter des Tumors
definieren und dynamisch verdndern. Nach Schétzungen sind
mehr als 3000 Gene — das sind ungefahr 10 % des menschlichen
Genoms — in allen Tumoren durch Mutationen und Fehlregula-
tionen beeintréchtigt. Die individuell verschiedene Kombina-
tion der Genveranderungen definiert die verschiedenen Wachs-
tums- und Metastasierungsmuster von Tumoren (siehe auch
Artikel Molekulare Onkologie). Dabei haben auch Eigen-
schaften des Patienten (z. B. HLA!- und Immunsystem) einen
direkten Einfluss auf die Tumorprogression, welche im Detail
noch nicht bekannt sind.
Tumorgewebe bestehen also aus heterogenen Zellgruppen, wes-
halb eine standardisierte Analyse von Tumoreigenschaften sehr
schwierig ist.

1 HLAvonengl:. human leucocyte antigen
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Tumoranalytik: G
und Zukunft

Bestimmung des
Ausmal3es der
Genablesung

egenwart  Der Nachweis von tumorspezifischen Proteinen
mit Hilfe von Antikérpern dominiert gegenwartig
die In-vitro-Diagnostik in der Onkologie. Zell-
und Tumorantigene werden in Korperflussigkeiten mittels
ELISA (ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay) oder auf
intakten Zellen mittels Immunhistochemie analysiert.
Krebsassoziierte oder krebsspezifische Marker, die zu diagnos-
tischen Zwecken nutzbar sind, finden sich auf allen Ebenen der
Zellregulation: auf der Ebene der Erbinformation, der Des-
oxyribonukleinsdure (DNA) und auf der Ebene der Gen-
produkte wie Ribonukleinsdure (RNA) und Proteine.
Durch technologische Fortschritte der Nukleinsdureanalytik
wie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, von engl.: polymerase
chain reaction) oder zellulare Methoden, wie die In-situ-Hybri-
disierung mit DNA-Sonden fiir definierte Genabschnitte, fin-
den molekulare Methoden zur DNA- und RNA-Analytik in Tu-
moren mehr und mehr Anwendung.
Spezifische Markerprofilanalysen werden zunehmend einge-
setzt, um Tumoren zu charakterisieren und nach neuen und
besseren diagnostischen Markern zu suchen.
Solche Profile werden durch Analyse einer grofen Anzahl von
Genen generiert. Dabei wird die vom Gen gebildete Boten-RNA
(MRNA) bzw. das Methylierungsmuster2 der DNA untersucht.
Ebenso werden tausende Proteine in Tumoren mit verschiede-
nen Techniken untersucht.

Expressionsprofile von Boten-RNA

Mit Chips kommerzieller Hersteller wie Affy-

metrix oder Clonentech wurde gezeigt, dass die

Expressionsmuster3 von Boten-RNA in Tumoren
individuell sehr unterschiedlich sind, jedoch auch Gruppierun-
gen von Tumoren mit gleichen Eigenschaften zulésst, was mit
herkdmmlichen diagnostischen Methoden nicht gelingt. Die
Nutzung solcher Profile fur diagnostische Tests ist jedoch
derzeit noch nicht denkbar, da Weiterentwicklungen in Bioin-
formatik und Statistik erforderlich sind, um auch die Interpre-
tation solcher komplexen Informationen zu vereinfachen. Stan-
dardisierung und Erhdhung des Probendurchsatzes solcher

2 Zum Begriff der Methylierung siehe S. 9 te (RNA, Proteine) verstanden. Expres-
3 Unter Gen-Expression wird die Umset- sionsprofile sind Muster verschiedener
zung der Gen-Information in Genproduk- Genprodukte.
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ABBILDUNG 1: Suche nach neuen krebsspezifischen
Proteinen mit Hilfe der Proteomforschung.
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Techniken erfordern ebenfalls noch immense Basisarbeit. Diese
Technologien fordern jedoch schon jetzt eine Reihe neuer Mar-
ker zutage, die in naher Zukunft auf vorhandenen Instrumenten
bestimmt werden kénnen.

Expressionsprofile von Proteinen

Weltweit laufen zahlreiche Initiativen, um neue krebsspezifische
Proteine in Tumoren und entsprechenden Kdrperflussigkeiten
zu finden.

Auch Roche hat ein Proteomics-Programm initiiert, um neue
Marker zur Frihdiagnostik von Tumoren zu identifizieren.
Dabei werden die Proteine aus Tumorproben prépariert und
mit Hilfe hochauflésender 2D-Gel-Elektrophorese in einzelne
Proteinspots aufgetrennt. Die Proteine in den Spots werden en-
zymatisch in Proteinfragmente gespalten und mittels Massen-
spektrometrie analysiert. Die so ermittelten Proteinsequenzen
kdnnen dann durch einen Datenbankvergleich identifiziert wer-
den (siehe Abb. 1).

Profile von Gen-Methylierungen auf DNA-Ebene
DNA-Methylierung ist ein grundlegender Mechanismus in der



Krebsentstehung, der die Expression vieler Tumorsuppressor-
gene zu unterdriicken vermag. Neuere Entwicklungen ermdg-
lichen die gleichzeitige Analyse der Methylierung vieler Genab-
schnitte auf der Basis von Chiptechnologien und damit die
schnelle Identifizierung diagnostisch relevanter Sequenzen. Es
wird angenommen, dass methylierte DNA-Sequenzen in naher
Zukunft neue diagnostische Analyte darstellen kénnen, die, im
Gegensatz zur Boten-RNA, den Vorteil hoher Stabilitat in ge-
lagerten oder fixierten Zellen z. B. in histologischen Préparaten
oder auch in entsprechenden Kérperflussigkeiten aufweisen.

Diagnostische Liicken Neue, potente Marker werden dazu beitragen, diag-
nostische Liicken

in der Klassifizierung von Risikopersonen,

in der Krebsfrihdiagnose,

in der Differenzialdiagnose,

in der Vorhersage (Pradiktion) von Tumorklassen und Ab-

schéatzung des Therapieerfolges sowie

1 in der Therapieverlaufskontrolle

zu schlieRen, wobei Teste mit hoherer diagnostischer Sensiti-

vitat und Spezifitat als die im Markt existierenden Tests ange-

strebt werden.4

Die Komplexitdt von Tumoren lasst erwarten, dass eher Mar-
kerprofile als Einzelmarker die nachste Generation der Test-
plattformen darstellen. Einheitliche Krebs-Phénotypen werden
sich in unterschiedliche Genotypen unterscheiden lassen, was
neue Moglichkeiten in der Krebsbehandlung erdffnet: z. B. die
Vorhersage, welche Tumoren nicht auf Medikamente oder Be-
strahlung ansprechen werden, womit die Auswahl einer indi-
viduell angepassten Behandlung mdéglich wird (siehe Abb. 2).

Eine neue diagnostische Ziel einer neuen Initiative von Roche ist es, exis-
Initiative tierende diagnostische Licken mit neuen und
besseren Tests zu fillen. Diese diagnostische Ini-

tiative umfasst Programme zur ldentifizierung neuer Marker

4 Die derzeitigen Screening-Tests verur- Screeninguntersuchungen auf Gebér-
sachen hohe Folgekosten. Das National mutterhalskrebs, Brustkrebs, kolorektales
Cancer Institute der USA schatzt diese in Karzinom und Prostatakrebs.

der GroRenordnung von 6 Mrd. USD, fur
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Phanotypen der
Erkrankung

4 M

differenzierte Genotypen
der Erkrankung

ABBILDUNG 2: Integrierte Krebsbetreuung: Nicht nur  sein, sondern auch seine genomische Charakterisie-
die Diagnose des Tumors kann therapieentscheidend rung.

sowie eine Ausrichtung von Testtechnologien in Richtung Mul-
tiparameteranalysen, sowohl fur die Anwendung in der For-
schung als auch spater in der Diagnostik. Weitere Tests, die eine
Vorhersage der Resistenz auf eine Behandlung ermdglichen,
sollen entwickeln werden.

Pradiktive Tumortests zur Die Diagnostik der HER-2-Expression ist thera-
Vorhersage des pieentscheidend
Behandlungserfolges Ein Beispiel flir eine therapieentscheidende Di-
agnostik und fir einen ersten Ansatz zur indi-
viduell angepassten Behandlung von Brustkrebspatientinnen ist
die Tumoranalytik des HER-2-Rezeptors. Eine Behandlung mit
dem gentechnisch hergestellten monoklonalen humanisierten
Antikdrper Trastuzumab (Herceptin®), der Tumorzellen durch
die Bindung an die HER-2-Rezeptoren zum Absterben bringt,
ist nur dann erfolgreich, wenn die sowohl Wachstum als auch
Metastasierung stimulierenden HER-2-Rezeptoren (siehe Abb. 3)
in verstarktem Ausmalfl gebildet werden, was aber nur in etwa
25 % der Brusttumoren der Fall ist. Aus diesem Grund ist vor
Therapiebeginn ein Test zur Ermittlung des Rezeptorstatus
vorgeschrieben. Die Uberproduktion von HER-2 Iasst sich auf
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verschiedene Arten bestimmen. Uber den Nachweis:

1 der erhohten Kopienzahl des HER-2-Gens auf DNA-Ebene
(die Genamplifizierung ist bei Brustkrebs die Hauptursache
fiir die Uberexpression des HER-2-Rezeptors),

I der erhohten Expression der HER-2-Boten-RNA,

I der Uberexpression der HER-2-Rezeptoren auf der Zellober-
flache oder

I der Menge an freigesetzten HER-2-Rezeptoren im periphe-
ren Blut.

Die immunhistochemische Analyse (IHC) der HER-2-Rezep-

torexpression auf der Oberflache von Brustkrebszellen gilt

derzeit noch als Goldstandard unter den verschiedenen Tech-
niken. Der Nachweis wird auf Tumorgewebeschnitten durch-
gefihrt. Um die IHC mit ihrer subjektiv beeinflussten mikros-
kopischen Beurteilung und ihrer immer noch geringen Stan-
dardisierung zu umgehen, wurden alternative HER-2-Tests ent-
wickelt. Ein kommerzieller ELISA-Test, der eine quantitative

ABBILDUNG 3: Der Wachstumsfaktor HER-2 auf der auf der Oberflache der Tumorzellen vermehrt vertreten
Oberflache von Brustkrebszellen ist Ziel von Diagno- (Uberexprimiert).
se und Therapie. In ca. 25 % der Brustkrebsfalle ist er
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Analyse von HER-2-Rezeptoren in Tumorgewebelysaten oder
im peripheren Blut erlaubt, befindet sich im Validierungssta-
dium.

Ein weiterer viel versprechender Test ist das molekularzyto-
genetische Verfahren der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH), welches den Nachweis von vermehrt auftretender DNA
im Zellkern von Tumorgewebeschnitten mittels fluoreszie-
render Sonden unter dem Fluoreszenzmikroskop erlaubt. Die
FISH-Methode liegt wie die IHC-Methode bereits als kom-
merzieller Test vor und weist eine hohe Zuverl&ssigkeit in der
Beurteilung von Patientinnen mit vermehrten HER-2-Gen-
kopien auf.

Zwei LightCycler-PCR-Tests fur in Paraffin eingebettetes Ge-
webe wurden entwickelt, die wie FISH die Kopienzahl von HER-
2-DNA, aber auch der HER-2-mRNA quantitativ ermitteln.
Wenn Tumorzellen durch Mikrodissektions aus Gewebeschnit-
ten angereichert und fir die Untersuchung eingesetzt werden,
liefert die DNA-PCR Resultate, die zu 100 % mit jenen der
FISH-Technologie Ubereinstimmen. Erste Ergebnisse wurden
kurzlich auf dem 18. European Congress of Pathology in Berlin
vorgestellt. Vorteile der kostenglinstigen PCR sind einerseits ob-
jektive, Instrumenten-basierte Daten, andererseits ein hoher
Durchsatz. Dank des Verfahrens der Zweifarbendetektion auf
dem LightCycler kdnnen in weniger als einer Stunde Uber
30 PCR-Resultate gleichzeitig ermittelt werden.

Pradiktive Biomarker fur ein tumorselektives Medikament

Xeloda® ist ein von Roche entwickeltes oral verabreichtes Fluo-
ropyrimidin, das eine inaktive Vorstufe eines Medikamentes
darstellt. Es wird im Verdauungstrakt und in der Leber enzyma-
tisch umgewandelt. Die Umwandlung zum aktiven 5-Fluo-
rouracil (5-FU) erfolgt dann im Tumor durch das Enzym
Thymidin-Phosphorylase (TP). Dieses Enzym kommt im Tu-
morgewebe haufiger vor als in gesundem Gewebe. Abgebaut
wird 5-FU durch das Enzym Dihydropyrimidin-Dehydrogenase
(DPD). Das Verhéltnis der TP- zur DPD-Expression, d. h. das
TP/DPD-Verhdltnis, welches in den verschiedenen Tumor-
typen, aber vor allem in gleichen Tumoren verschiedener Pa-

5 Unter Mikrodissektion versteht man die
selektive Gewinnung (das Ausschneiden)
gut charakterisierter Zellen aus einer Pro-
be.
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TP: Thymidin-Phosphorylase

DPD: Dihydropyrimidin-Dehydro-
genase

TS: Thymidylat-Synthase

hCNT-1: 5’- DFUR-Membrantransporter

5’-DFUR:5’-Deoxy-5-Flourouridin

5’-DFUR

Tumor

ABBILDUNG 4: Die Enzyme, die im Tumorgewebe mit Vorstufe 5’-DFUR wechselwirken, konnen als Biomar-

5-FU oder seiner aus Xeloda® gebildeten inaktiven ker in pradikativen Tests genutzt werden.

tienten stark variiert, bestimmt den Spiegel von 5-FU im Tumor
und damit wahrscheinlich die Wirksamkeit von Xeloda® (siehe
Abb. 4).

Der Wirkstoff 5-FU hemmt die Thymidylat-Synthase (TS), was
eine Verminderung der Zellproliferation und der DNA-Repa-
ratur in Tumorzellen zur Folge hat und somit das Tumorwachs-
tum hemmt.

Eine wichtige Rolle bei der Therapie spielt auch die Bioverfiig-
barkeit des Medikaments in den Tumorzellen. Kirzlich wurde
ein Transportprotein (hCNT-1) beschrieben, welches ein Zwi-
schenprodukt von Xeloda® in die Tumorzellen, nicht aber in die
den Tumor umgebenden Stromazellen einschleust.

Die drei Enzyme sowie das Transportprotein im Tumor sind
potenzielle diagnostische Kandidaten, um das Ansprechverhal-
ten eines Patienten auf Xeloda® vorherzusagen.

Die drei Enzyme stehen auch im Zentrum der Aufmerksamkeit
fur die Vorhersage der Wirksamkeit von 5-FU bei einem Patien-
ten, wie in einigen Studien gezeigt werden konnte. Hohe Gen-
und Proteinexpression von TP, DPD und TS, die einen defi-
nierten Spiegel Ubersteigt, gilt als Pradiktor fur eine Resistenz
gegen 5-FU und auch fiir eine schlechte Uberlebensprognose.

Therapieresistenz oder Ansprechen — das ist hier die Frage

Wie diverse préklinische Studien zeigten, hat Xeloda® im Ver-
gleich zu 5-FU ein unterschiedliches Markerprofil, das ein The-
rapieansprechen vorhersagen lasst. Tumoren mit einem hohen
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TP/DPD-Verhaltnis sprechen gut auf Xeloda® an, auBerdem
wahrscheinlich auch solche, mit einer hohen Expression von
hCNT-1, welches eine Vorstufe von 5-FU in die Zelle trans-
portiert. Dies scheint unabhéngig davon zu sein, ob die TS-
Werte im Tumor hoch oder niedrig liegen. Patienten mit 5-FU-
Resistenz, die hohe Werte fiir TP und TS in ihrem Tumorgewebe
sowie eine schlechte Prognose aufweisen, sollten daher von
Xeloda® immer noch profitieren kénnen.

Roche hat verschiedene Testplattformen zur Analytik der ge-
nannten vier Biomarker fur die klinische Forschung entwickelt
und auf den Markt gebracht. Damit kénnen Informationen
Uber Gen- und Proteinexpression gewonnen werden. Es handelt
sich um:

I Enzymimmunoassays (ELISA),

I Antikorper fir immunhistochemische Techniken (IHC) und
B PCR-Tests zur Quantifizierung von Boten-RNA.

Gegenwartig werden die Tests in klinischen Studien auf ihren
Wert zur Vorhersage eines Therapieerfolges mit Xeloda® oder
anderen Fluoropyrimidinen hin tberpruft. Diagnostisches Ziel
ist die Validierung von Cut-off-Werten (Grenzwerten) fr die
Markerexpression, die es erlauben wirde, resistente Patienten
mit einer hohen Treffsicherheit zu identifizieren. Diese Patien-
ten sollten die Chance erhalten, von alternativen medikamen-
tésen Therapien zu profitieren.

Bestimmung der Genexpression aus Paraffinschnitten

In der klinischen Routine besteht das logistische Problem, an
frisches Tumorgewebe fiir die MRNA-Analyse zu gelangen. Aus
Formalin-fixiertem Gewebe konnte bisher nur die Proteinex-
pression mittels IHC analysiert werden, weshalb dieses Ver-
fahren immer noch als das Standardverfahren in der Pathologie
gilt. Aus diesem Grund hat Roche Diagnostics ein neues Testver-
fahren entwickelt, die PET (paraffin-embedded tissue)-PCR, um
Boten-RNA reproduzierbar aus in Paraffin eingebettetem Ge-
webe zu extrahieren und quantitativ zu bestimmen. RNA-Be-
stimmungen kénnen ein Ersatz flir Proteinbestimmungen sein.
Man bendtigt dazu sehr viel weniger Ausgangsprobenmaterial,
weil mittels PCR der Analyt vervielféltigt werden kann. So ist
hier z. B. die extrahierte RNA von einem einzigen 5 um-Schnitt
fur die Quantifizierung der Genexpression aller drei enzymati-
schen Biomarker ausreichend.



Trends in der

Medikamentenentwick-
lung und Erfordernisse fir

pradiktive Teste

Gegenwartig wird an der RNA-Quantifizierung aus definierten
Zellpopulationen gearbeitet, die durch Laser-Mikrodissektion
aus heterogenem Tumorgewebe isoliert wurden. Dabei wurden
bereits Erfolge beim Durchfiihren einer Multiparameteranalyse
von RNA verzeichnet, die aus nur 103 Zellen extrahiert wurde.
Das Verfahren besitzt das Potenzial, Resultate der Immunbhisto-
chemie zu ergdnzen und diese in einigen Indikationen sogar zu
ersetzen. Es wird gegenwartig weiter optimiert und automatisiert.

Fur die nahe Zukunft erwarten wir eine Zunahme
von Medikamenten, die gezielt auf molekularer
Ebene ansetzen. Uber 100 verschiedene moleku-
lare Targets® werden derzeit in den weltweiten
Pharma-Pipelines untersucht und tber 1700 neue
Substanzen préaklinisch und klinisch getestet. Bei malignen Tu-
moren existieren rund 400 verwendbare Targets. Man schétzt,
dass im Laufe des néchsten Jahrzehnts mehr als 50 tumorspezi-
fische Préaparate auf den Markt kommen werden. Daher werden
Medikamente auf Grund von molekularen Tumorprofilen und
préadiktiven Tests bessere Marktchancen haben, was die Neu-
gestaltungen klinischer Medikamentenstudien erfordern wird.
Dieser Trend macht die Zusammenarbeit von pharmazeutischen
und diagnostischen Unternehmen mit dem Ziel notwendig,
pradiktive Diagnoseverfahren fiir die einzelnen Therapien zu
entwickeln und Medikamente auf der Basis von Testergebnissen
zuzulassen, wie dies im Fall von Herceptin® bereits geschehen ist.

Die Geschichte der Chemotherapie bei kolorektalen
Karzinomen als Beispiel fir Trends in der Tumor-

therapie

Vor 40 Jahren wurde 5-FU zur Behandlung metastasie-
render kolorektaler Karzinome eingefiihrt. Die Uberle-
bensdauer wurde damit im Vergleich zur optimal palliati-
ven Behandlung («best supportive care») um vier Monate
verbessert.

Seitdem ist nur die Anwendungsform von 5-FU weiter
modifiziert worden, so Bolus-Applikation, Infusionssche-

mata mit Folinséure, lokale Verabreichungen bei Leberme-
tastasen. Eine standige, jedoch nur kleine Verlangerung
der Uberlebenszeiten wurde erreicht, die beim metastasie-
renden Tumor im Schnitt bei 12-16 Monaten liegt. Erst seit
Ende der 1990er Jahre sind neue Substanzen verfligbar,
die in Kombination mit 5-FU signifikante Verlangerung der
Uberlebenszeit (4-6 Monate zusétzlich) (Irinotecan®, Oxa-
liplatin®) oder signifikant verbesserte Vertraglichkeit
(Xeloda®) brachten. Eine Fille von weiteren verfligbaren,
aber noch zu testenden Substanzen kiindigt sich bereits

an und l&sst weitere Verbesserungen erwarten.

6 siehe S. 22
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pradiktives Testen, Bioinformatik und IT
Unterstiitzung der Patientenbetreuung

ABBILDUNG 5: Verbesserung der Patientenbehand-
lung durch préadiktive Diagnostik.
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Auch die Gesundheitssysteme und vor allem die Patienten wiir-
den davon profitieren. Die heutige Behandlung von Krebspa-
tienten ist gekennzeichnet durch das «Ausprobieren» eines ziem-
lich einheitlichen Therapieplanes fur alle Patienten, was den
individuell unterschiedlichen Tumoreigenschaften nicht ent-
spricht. Resistente Tumore wachsen und verbreiten sich bei
falscher Therapie schnell weiter und fihren zu einem niedrigen
durchschnittlichen Uberlebensniveau. Viele Patienten verlieren
dabei wertvolle Lebenszeit. Eine mafligeschneiderte Therapie
basierend auf individuellen molekularen Marker-Expression-
sprofilen wird deutlich héhere durchschnittliche Ansprechraten,
Uberlebensraten sowie eine Verbesserung der Lebensqualitit in-
folge verringerter Morbiditét (siehe Abb. 5) bewirken.

Klinische Onkologen bendtigen zunehmend Unterstitzung
durch diagnostische Tests und deren Auswertung mittels Bioin-
formatik, um das richtige Medikament fuir den richtigen Patien-
ten auszuwahlen.



Zukunft:

Je friher ein Tumor erkannt wird, umso besser

Die integrierte Betreuung sind die Chancen eines Patienten, nicht an dem
von Krebspatienten Tumorleiden zu versterben.

Krebsfrihdiagnostik durch gezielte Screening-
Programme bekannter Risikopopulationen ist daher ein wich-
tiges Element zur Verminderung des Auftretens von fort-
geschrittenen Krebserkrankungen.
MaRgeschneiderte Erst- und Folgebehandlungen, basierend auf
diagnostischen Markerprofilen, werden die Wirksamkeit und
die Vertréglichkeit von Medikamenten deutlich verbessern und
sich lebensverlangernd auswirken. In Zukunft werden nicht nur
neue spezifische Krebstests zur Verfligung stehen, der behan-
delnde Arzt wird auch mit Informationspaketen versorgt, die
ihn in seinen klinischen Entscheidungen unterstiitzen, um die
Komplexheit der Onkologie besser zu bewdltigen.
Gute Verlaufskontrollen mit mafl3geschneiderten Tests werden
die Entwicklung der Resistenz eines Tumors gegen laufende
Therapieschemata oder die Neuentwicklung von Tumoren nach
scheinbarer Heilung frihzeitig erkennen lassen und die recht-
zeitige Auswahl neuer geeigneter Behandlungsverfahren ermog-
lichen.
Die Verbesserung von Diagnose und Therapie wird zur Heilung
von mehr Patienten fiihren und die Uberlebenszeiten verlangern.

Die Lehrbucher Gber Krebs werden

neu geschrieben

Chip-Analysen von Markerprofilen in Tumoren revolutionie- I Tumoren gleicher Lokalisation lassen sich danach nicht
ren zunehmend unser Verstandnis von Krebs. einheitlich therapieren.

Eine neue Definition des Begriffes «Krebs» wird erforderlich I Die Auswahl individueller Therapieschemata wird kiinf-
sein: tig von molekularen Tumorprofilen (Markermustern) ab-

I Krebs stellt nach dem Ergebnis von Chip-Analysen eine hangig sein.

Sammelbezeichnung fur hunderte verschiedener Er-
krankungen dar.

I Morphologisch gleich scheinende Tumoren sind auf
molekularer Ebene sehr unterschiedlich und bestimmte

molekulare Muster korrelieren mit unterschiedlichen

analyse im klinischen Alltag ist zwar noch Zukunftsmusik,

Tumoreigenschaften wie Aggressivitat oder Therapie- nostischer Technologien.

resistenz.

Die Anwendung von Chips zur diagnostischen Markerprofil-

wird jedoch zwingend notwendig und auch méglich durch
bessere und schnellere Verarbeitung der Flut an Markerin-
formationen und standige Verbesserungen komplexer diag-
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