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Vorabbemerkung

Die in der vorgelegten Arbeit prasentierten Ergebnisse sind in ihren wesentlichen Teilen
bereits in der beigefliigten Publikation: ,Dual Inhibition of GLUT1 and the ATR/CHK1 Kinase
Axis Displays Synergistic Cytotoxicity in KRAS-Mutant Cancer Cells®, die am 12. August 2019
in der Fachzeitschrift ,Cancer Research” erschienen ist, verdffentlicht (siehe Kapitel 8 auf Seite
79). Die hier beschriebenen Arbeiten sind daher mafRgeblich durch die dort verdffentlichen
Ergebnisse motiviert.

Daher werden hier nun einerseits Daten zu bereits verdffentlichen Experimenten prasentiert,
die Uber die Darstellung in der Publikation hinausgehen. Andererseits werden aulierdem
Daten zu zusatzlichen Experimenten vorgelegt, die keinen Eingang in die Publikation gefunden
haben.
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1. Zusammenfassung

Krebserkrankungen weisen vor allem in der westlichen Welt nach wie vor eine hohe Pravalenz
und insbesondere bei bestimmten Entitdten auch eine hohe Mortalitdt auf. Das Verstandnis
von Krebserkrankungen fufdte in der frihen onkologischen Forschung zunachst auf der
Annahme, dass prinzipiell jedes Ursprungsgewebe maligne entarten kann, sodass man
Tumorentitaten nach dem Herkunftsgewebe einteilte. Folgerichtig unterschieden sich auch die
Therapieansatze vor allem je nach betroffenem Organsystem. Mit der aufkommenden
Méglichkeit, das Genom von Tumorgeweben zu sequenzieren, setzte sich in den vergangenen
Jahren jedoch die Uberzeugung durch, dass das Verhalten eines Tumors vielmehr durch
bestimmte Mutationen bestimmt wird als durch das befallene Organsystem. Somit konnten
erfolgreich hoch spezialisierte Therapien entwickelt werden, deren Wirkmechanismen
Zielgerichtet auf bestimmte Mutationen sind.
Vergleichsweise haufig sind Mutationen in der Familie der Ras GTPasen, die potente
Onkogene darstellen. Der als Folge solcher Mutationen hyperaktivierte RAS/MAPK-Signalweg
ist gut charakterisiert und reguliert im Zusammenspiel mit zahlreichen weiteren Proteinen
letztlich unter anderem Zellteilung und -proliferation bzw. Apoptose. Damit eignet sich der
Signalweg gut fir pharmakologische Interventionen, da er unterschiedliche potentielle
Angriffspunkte beinhaltet.
In der vorliegenden Arbeit konnte dementsprechend gezeigt werden, dass eine simultane
pharmakologische Inhibierung der Checkpoint-Kinase ,Atr* und des Glukosetransporters
,Glut1“ das Tumorwachstum von Kras-mutierten Tumoren reduziert. Hervorzuheben sind
dabei zum einen, dass der Wirkeintritt hauptsachlich vom Vorliegen der Mutation abhangt,
wahrend das Ursprungsgewebe keine Rolle zu spielen scheint. Zum anderen ftritt die
erwinschte Wirkung nur bei gleichzeitiger Inhibierung beider Proteine ein, nicht jedoch bei
alleiniger Verabreichung nur einer der Inhibitoren. Der Effekt der pharmakologischen
Inhibierung ist damit nicht additiv, sondern synergistisch. Das scheint vor allem aus zwei
Grinden relevant. Einerseits kdnnen so toxische Nebenwirkungen eher vermieden werden,
da keiner der Inhibitoren besonders hoch dosiert werden muss. Andererseits wird es dem
Tumor so erschwert, dieser Intervention bspw. durch weitere Mutationen zu entgehen, da die
Intervention an zwei voneinander separaten Punkten ansetzt.
In dieser Arbeit wurde zu diesem Zweck ein autochthones Tumormodell von Kras®'?P-
getriebenen Weichteilsarkomen in der Maus genutzt. Nach einwochiger Behandlung mit
entweder einem der beiden Therapeutika, der Kombination aus beiden, oder einem Placebo
konnte mittels Magnetresonanztomographie das Tumorwachstum analysiert werden. Hier
zeigte sich bei Therapie mit der Kombination ein im Vergleich zu allen anderen Therapien
signifikant reduziertes Tumorwachstum. In histologischen Schnitten konnte dieser Trend zu
reduziertem Wachstum, wenn auch in diesem Fall nicht signifikant, bestatigt werden.
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2. Einleitung

Auch wenn die jungere Vergangenheit — vor allem die Jahre 2020 und 2021 und etwas weniger
dramatisch auch 2022 und 2023 — ganz im Zeichen der SARS-CoV-2 Pandemie stand, und
damit das gesellschaftliche Interesse nahezu ganzlich auf Infektionserkrankungen gerichtet
war und ist, stellen Krebserkrankungen weiterhin eine sehr ernst zu nehmende
Herausforderung dar. Trotz Erfolgen in der Pravention und Friherkennung bestimmter
Krebsarten sind Pravalenz und Mortalitat weiterhin hoch, da hohes Alter fir die Entstehung
von Neubildungen pradisponiert und die Bevolkerung stetig altert. Somit ist eine kontinuierliche
Erforschung von effektiven Therapieoptionen weiterhin hochrelevant, um sowohl tragische
Einzelschicksale verhindern zu kénnen als auch den Anforderungen des demographischen

Wandels gerecht zu werden.

2.1 Epidemiologie

Verlassliche epidemiologische Daten uber globale Inzidenzen von Krankheiten sind
methodisch schwer zu gewinnen, da eine Vielzahl von medizinischen sowie politischen
Systemen zu grof3en Unterschieden in der Art der Datenerhebung und —speicherung flihren,
sodass in manche Gegenden sogar gar keine Daten systematisch erhoben werden.'" Des
Weiteren klassifizieren verschiedene Lander teilweise dieselbe Krankheit unterschiedlich;
ebenso gibt es erhebliche Differenzen bei der Feststellung, welche Krankheit zum Tod geflhrt
hat.

2.1.1. Qualitat globaler epidemiologischer Daten
In einer Ubersichtsarbeit von Colin Mathers, der selbst von 2002-2018 in leitender Funktion
fur die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) gearbeitet hat, sind die Bemiihungen,
systematisch globale Daten zur Epidemiologie von Krankheiten zu generieren, detailliert
aufgefiihrt.’? Einer der ersten Versuche, weltweit moglichst vollstandige Daten Uber die
Epidemiologie von Krankheiten zu erlangen, wurde von der Weltbank in Auftrag gegeben und
1993 verdffentlicht.” Diese ,Global burden of disease (GBD)" getaufte Studie wurde von der
WHO durchgefiihrt und lieferte zum ersten Mal Daten, die Uber 100 Krankheiten separat
behandelten, an Stelle von groen, sehr heterogenen Gruppen von Krankheiten, wie es in
alteren Studien der Fall gewesen war. Des Weiteren wurden hier zum ersten Mal innovative
Parameter wie die ,disability adjusted life years (DALY)" verwendet,™ einem Mal, das nicht
nur die Mortalitdt einer Krankheit berlcksichtigt, sondern auch versucht, den Verlust an
Lebensqualitat auf Grund von Krankheit sowie deren Therapie zu quantifizieren.' In den
darauf folgenden Jahren entwickelte die WHO die GBD-Studien kontinuierlich weiter und
erweiterte sowohl die Anzahl eingeschlossener Krankheiten als auch die untersuchten
Parameter. Mit steigendem weltweiten Interesse an den Studien wurde jedoch auch von
ehemaligen Mitarbeitern der WHO in Frage gestellt, ob die WHO Uberhaupt grundsatzlich in
13



der Lage ist, valide Daten zu erheben.’® So sei es ein institutionelles Problem, dass die WHO
auf ihre Mitgliedsstaaten angewiesen ist, belastbare Daten zur Verfligung zu stellen. Da die
WHO selbst auch finanzielle Mittel in Abhangigkeit vom angeblichen Erfolg bestimmter
InterventionsmalRnahmen verteilt, der sich wiederum zumindest teilweise an den
bereitgestellten Daten bemisst, wirde die WHO so Anreize liefern, diese Daten zu
manipulieren.’” Neben Kritik an der wissenschaftlichen Interpretation der Daten wurde vor
allem bemangelt, dass die WHO keine unabhangigen Messungen durchflihren, sondern nur
Daten auswerten konne, die unter erheblichem politischen Druck erhoben wiirden.'® Als
Versuch, systematisch valide Daten zu generieren, die unabhangig von finanziellen oder
politischen Zwangen erhoben werden, gab die Bill-und-Melinda-Gates-Stiftung in Konkurrenz
zu den von der WHO publizierten Daten eigene Studien in Auftrag, die seit 2007 am ,Institute
for Health Metrics and Evaluation” der Universitdt von Washington, Seattle (USA),
durchgefuhrt werden und ebenfalls unter dem Namen ,Global burden of disease (GBD)* alle 2
Jahre in der Fachzeitschrift ,Lancet“ veroffentlich werden.®

Um eine Verwechslung zu vermeiden, werden die weiterhin von der WHO gesammelten Daten
hingegen seit 2013 als ,Global Health Estimates (GHE)“ veroffentlicht.*® Die GBD
unterscheidet sich grundlegend dadurch von den GHE, dass die Auswertungen der GHE
hauptsachlich auf den von den Mitgliedsstaaten gemeldeten Zahlen beruhen, wahrend die
GBD versucht, die Auswertung mdglichst unabhangig von den nationalen Behdrden der
Mitgliedsstaaten durchzufiihren, indem mittels mathematischer Modelle weltweit
epidemiologische Datensatze errechnet werden, wobei in diese Schatzungen sowohl offizielle
Inzidenz- sowie Mortalitatsstatistiken eingehen, aber auch verbal Ubermittelte
Autopsiebefunde, regionale Umfragen oder Test- und Laborauswertungen. Somit werden
Datensatze generiert, die miteinander kompatibel sind und damit genaue Vergleiche
untereinander zulasssen.?'?* Genau diese im GBD angestrebte Nutzung von Quellen jenseits
der offiziellen nationalen Statistiken wird wiederum von Beflrwortern der GHE als nicht
verlasslich kritisiert.?* Ein weiterer wiederkehrender Kritikpunkt an den GBD-Studien ist, dass
die Daten, auf denen die Berechnungen basieren, nur teilweise 6ffentlich zuganglich sind und
die Validitat der mathematischen Modelle daher nicht von unabhangigen Wissenschaftlern
verifiziert werden kann.?® Welche der beiden Institutionen die robusteren Daten liefert, wird
nach wie vor kontrovers diskutiert. Fur bestimmte Krankheitsbilder und deren Bewertung
finden sich auf Grund der unterschiedlichen Methodik erheblich differierende Zahlen.®
Systematische Unterschieden finden sich schon deshalb, weil fur die GBD-Studien eigene
Schatzungen Uber regionale Neugeburtenraten angestrengt werden.?” Betrachtet man fiir
unsere Zwecke hingegen nur die krebsspezifischen Daten, zeigt die GBD in der Version von
2016 weitgehende Uberstimmung mit entsprechenden Statistiken der WHO, sodass von einer

ahnlichen Qualitat beider Modelle ausgegangen werden kann.? Die aktuellsten Daten liefert
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die jungste Version der GBD-Studie von 2019, in der Daten aus den Jahren 1990-2017

analysiert und miteinander verglichen werden.’

2.1.2. Krebs ist im Jahr 2019 die zweithaufigste Todesursache weltweit

Glohal
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Abbildung 1: Globale Todesursachen 1990 vs. 2019 laut GBD 2019. Modifiziert nach Vos T et al., The Lancet,
2020.1

Nach der neuesten Version der GBD-Studie, die im Oktober 2020 veroffentlicht wurde und
Daten bis 2019 berlicksichtigt, sind Krebserkrankungen im Vergleich zu anderen Diagnosen,
die im ICD-10 auf derselben hierarchischen Ebene stehen, die zweithdufigste Todesursache
weltweit (Abbildung 1). Mit 130,27 Todesfallen pro 100.000 Einwohner ist die Zahl der
Todesfalle damit um 21,09% gestiegen. Betrachtet man Patienten mannlichen bzw. weiblichen
Geschlechts separat, erhalt man ein sehr dhnliches Ergebnis, wobei Krebserkrankungen in
beiden Fallen die zweithaufigste Todesursache darstellen. Vergleicht man nur bestimmte
Altersgruppen, wird deutlich, dass Krebs als Todesursache eher ein Phdnomen des mittleren
und hdheren Alters und weniger des Kindes- und Jugendalters ist. In allen untersuchten
Altersklassen ab dem 40. Lebensjahr rangieren Krebserkrankungen auf dem 2. Platz der
haufigsten Todesursachen. In den jungeren Altersgruppen sind dabei erhebliche Rickgange
im Vergleich zu 2019 zu beobachten, wobei der grofite Rickgang von -50,24% in der Gruppe
der unter 5-Jahrigen zu verzeichnen ist. Bemerkenswerterweise ist auch insgesamt ein
Rickgang von -15,22% zu verzeichnen, wenn man die altersstandardisierten Zahlen
betrachtet, wobei auch in diesem Fall Tumorerkrankungen die zweithaufigste Todesursache

darstellen.

2.1.3. Tumorerkrankungen in Deutschland
Betrachtet man ausschlie3lich die Daten des GBD fir Deutschland, ergibt sich ein ahnliches

Bild. Auch hier rangieren Tumorerkrankungen hinter kardiovaskularen Erkrankungen an 2.
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Stelle der haufigsten Todesursachen im Jahr 2019. Mit 322,78 Todesféallen auf 100.000
Einwohner ist die Anzahl der durch Tumorerkrankungen verursachten Todesfalle damit pro
Kopf sogar mehr als doppelt so hoch wie es global der Fall ist. Daten aus der ,Prospective
Urban Rural Epidemiology Study (PURE)“ Studie, die prospektive Zusammenhange zwischen
soziodkonomischen Lebensbedingungen und dem Auftreten bestimmter Krankheitsentitaten
untersucht, legen sogar nahe, dass Krebserkrankungen in Landern mit hohen Einkommen
(,high income countries (HIC)“) und manchen Landern mit mittleren Einkommen (,medium
income countries (MIC)*) kardiovaskulare Erkrankungen bereits als flhrende Todesursache in
der Altersspanne zwischen 35-70 Jahren abgel6st haben.?®

Auch die Zahlen des Robert-Koch-Institutes zum Krebsgeschehen in Deutschland 2016
bestatigen diese Einschatzung. Hier werden die altersstandardisierten Raten fir
Krebserkrankungen fur Frauen mit 126,7/100.000 und fir Manner mit 196,5/100.000
beziffert.°

Zusammengenommen finden sich in unterschiedlichen Publikationen mit differierenden
Messmethoden zwar leicht verschiedene absolute Zahlen, aber eine gemeinsame
Schlussfolgerung. Krebserkrankungen stellen unabhangig vom Geschlecht weltweit die
zweithaufigste Todesursache dar und sind in HIC wie Deutschland moglicherweise sogar die
fuhrende Todesursache. Sowohl global als auch in Deutschland ist Krebs eine Erkrankung des
héheren Alters, wahrend Tumorerkrankungen als Todesursache im Kindesalter deutlich

rucklaufig sind.

2.1.4. Disability adjusted life years (DALYSs)

Auf Grund des rasanten Fortschrittes in der Behandlung von Krebserkrankungen verlangert
sich auch das mittlere Uberleben nach Diagnosestellung erheblich. Nimmt man alle
Krebserkrankungen zusammen, liegt das relative 10-Jahres-Uberleben in Deutschland fiir
Frauen bei 61% und fir Manner bei 57%.%° Das hebt hervor, dass Mortalitdt und Inzidenz
alleine nicht ausreichen, um den Stellenwert von Krebserkrankungen in der Bevdlkerung zu
quantifizieren. Betrachtet man die DALYs, sind Tumore flir die zweitmeisten verlorenen
gesunden Lebensjahre verantwortlich, namlich 3,249 DALYs pro 100.000." Vor allem der
Vergleich zu 1990, als Tumore noch an sechster Stelle standen, spiegelt die weiter
zunehmende Bedeutung von Tumorerkrankungen wider. Obwohl Kkardiovaskulare
Erkrankungen im selben Zeitraum vom dritten auf den ersten Platz vorgeruckt sind, ist hier in
absoluten Zahlen ein Rickgang zu verzeichnen. Wenn sich dieser Trend fortsetzt, kdnnte
Tumorerkrankungen in Zukunft im Vergleich zu anderen Erkrankungen somit sogar ein noch

hoherer Stellenwert zukommen.
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2.1.5. Inzidenz und Mortalitat von organspezifischen Krebserkrankungen

(1) Geschlechtsspezifische Unterschiede

Wie bereits oben gezeigt, finden sich bei Inzidenz und Mortalitat von Tumorerkrankungen,
wenn darunter verschiedenste Krebsarten subsummiert werden, nur geringe Unterschiede
zwischen Frauen und Mannern. Betrachtet man hingegen die Haufigkeit der
Primarlokalisationen von neu diagnostizierten Krebserkrankungen, finden sich erhebliche
Unterschiede zwischen maénnlichen und weiblichen Patienten. Weltweit machten 2017
Krebserkrankungen der Haut, der Prostata sowie der Lunge und des Bronchialsystems 54%
der Neuerkrankungen bei mannlichen Patienten aus. Bei Frauen sind es hingegen nicht-
melanotischer Hautkrebs, Brustkrebs und kolorektale Krebserkrankungen, die bei 54% aller
Neuerkrankungen festgestellt werden.? Auch bei den Krebsarten mit der hochsten Mortalitat
unterscheiden sich beide Geschlechter stark: Wahrend Krebs der Leber, des Magens sowie
der Lunge und des Bronchialsystems fir die meisten Todesfalle bei Mannern verantwortlich
sind, haufen sich bei Frauen Tumore der Brust, ebenfalls Tumore der Lunge und des
Bronchialsystems sowie Tumore des Magens.?

Neueste Schatzungen aus dem Jahr 2020 geben fir die USA beim Mann die Prostata als das
am haufigsten befallene Organ an, wahrend es bei der Frau die Brust ist (Abbildung 2), wenn
man von nicht-melanotischem Hautkrebs und anderen nicht naher bezeichneten malignen
Neoplasien absieht.® Alle im Folgenden prasentierten Daten beziehen diese beiden Entitaten

gleichfalls nicht mit ein.

Geschéitzte Neudiagnosen 2020 in den USA

Minnlich Weiblich

Prostata 191,930 21% Brust 276,480 30%

Lunge und Bronchialsystem 116,300 13% Lunge und Bronchialsystem 112,520 12%
Kolon und Rektum 78,300 9% Kolon und Rektum 69,650 8%
Hamblase 62,100 7% Uterus 65,620 7%

Melanom der Haut 60,190 7% Schilddrise 40,170 4%

Nieren und ableitende Hamwege 45,520 5% Melanom der Haut 40,160 4%
Non-Hodgkin-Lymphom 42,380 5% Non-Hodgkin-Lymphom 34,860 4%
Mundhéhle und Pharynx 38,380 4% Nieren und ableitende Harnwege 28,230 3%
Leukamie 35,470 4% Pankreas 27,200 3%

Pankreas 30,400 3% Leukamie 25,060 3%

Alle Lokalisationen 893,660 100% Alle Lokalisationen 912,930 100%

Abbildung 2: Vergleich der Primérlokalisationen von neudiagnostizierten Tumoren im Jahre 2020 in den USA
zwischen Ménnermn und Frauen. Modifiziert nach Siegel RL et al., A Cancer Journal for Clinicians, 2020.°

Vergleicht man die krebsspezifischen Daten einzelner Lander, zeigen sich auffallige regionale
Besonderheiten. Je nach Region variiert auch die Tumorentitat mit der hdchsten Inzidenz.
Beim Mann weisen Tumore der Prostata zwar in den meisten Landern die hdchste Inzidenz

auf (112 Lander), in anderen Landern sind jedoch Tumore der Lunge (36)
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Inzidenz, Manner
Magen (7)
Lippe, Mundhdhle (4)
Kaposi Sarkom (3)
Osophagus (1)

°
. .

Prostata (112)
Lunge (36)
Kolorektal (11)

Leber (11)
B

Inzidenz, Frauen

Brust (1 59)
Cervix uteri (23)
Leber (1)

Lunge (1)
Schilddrise (1)

Keine Daten
Nicht anwendbar

The boundaries and narmes shawn and the designaltins used on his map 6o nol imply the s axprazion of any opinion whatsoever Data source: Globocan 2020 World Health

m the part of the Waorld Health nganmahm conceming the legal status of any country, & city or area or of its authorities, Map production: IARC Organization
g the: of its frontiers or Dotted and dashsd lines on maps represaﬂd ‘approximate border lines World Health Organization

fm which there may not yet be full agreement. © WHO 2020. All rights reserved

Abbildung 3: Vorkommen der héufigsten Krebsarten weltweit bei Ménnern (A) und Frauen (B). In Klammern findet
sich die Anzahl der Lander, in denen die jeweilige Krebsart fiihrend ist. Modifiziert nach Sung H et al., A Cancer
Journal for Clinicians, 2021.7

fihrend (Abbildung 3A).” Bei Frauen ist die globale Verteilung der Tumore mit der hochsten
Inzidenz etwas homogener, wobei in fast allen Landern, fir die Daten vorliegen, entweder
Tumore der Brust (159) oder des Gebarmutterhalses (23) die hochste Inzidenz aufweisen
(Abbildung 3B).” Da es sich bei Gebarmutterhalskrebs um eine prinzipiell in vielen Fallen durch
Primarpravention vermeidbare Erkrankung handelt, zu deren Ausrottung die WHO aufgerufen
hat, zeigen sich hier beispielhaft die Auswirkungen verschiedener Gesundheitssysteme auf

die Inzidenz einzelner Krebserkrankungen.®'-*

Vergleicht man an Stelle der Inzidenz die Mortalitat einzelner Krebsarten, zeigt sich ein ahnlich
variables Bild. Bei Mannern wird die Liste von Krebserkrankungen mit der hochsten Mortalitat
in der Mehrzahl der Lander von Lungentumore angefiihrt (93), in anderen Landern weisen
jedoch Prostatatumore (48) bzw. Lebertumore (23) eine hdhere Mortalitat auf. Bei Frauen
zeichnen sich in den meisten Landern, wie schon bei der Inzidenz, Tumore der Brust bzw. des
Gebarmutterhalses auch durch die h6chste Mortalitat unter den Krebserkrankungen aus (110
bzw. 36). Trotz der Tatsache, dass Lungentumore in nur einem Land die héchste Inzidenz bei
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den Krebserkrankungen der Frau aufweisen, stellen sie in 25 Landern die Krebserkrankung

mit der hochsten Mortalitat dar.

(2) Unterschiede in Abhdngigkeit vom Soziodemographischen Index (SDI)
Die Diskrepanz zwischen Inzidenz und Mortalitat sowie die regionale Haufung von potentiell
vermeidbaren Erkrankungen wie Gebarmutterhalskrebs legen den Schluss nahe, dass nicht
nur regionale Unterschiede in der Exposition zu kanzerogenen Substanzen, sondern auch
systemische Unterschiede in den jeweiligen Gesundheitssystemen daflir kausal sind. In der
Tat korrelieren regionale Unterschiede in Inzidenz und Mortalitat bestimmter Krebsarten auch
mit den soziodemographischen Indices (SDI) dieser Lander. Der SDI, der sich aus Messungen
des Pro-Kopf-Einkommens, der durchschnittlichen Schulzeit in Jahren und der absoluten
Fruchtbarkeitsrate errechnet, soll Rickschlisse auf den Entwicklungsgrad eines Landers
ermoglichen.?® So werden zwar circa 50% aller Neudiagnosen in Landern mit hohem SDI
gestellt, gleichzeitig finden sich hier jedoch nur 30% aller durch Krebs verursachten Tode und
25% aller durch Krebs bedingten DALYs.?

Dennoch Uberwiegen die geschlechtsspezifischen Unterschiede bei weitem gegenuber
regionalen Unterschieden. Vergleicht man namlich die Inzidenz von Tumoren in L&dndern mit
verschiedenen SDIs, ahnelt sich die prozentuale Verteilung der am haufigsten von Krebs
betroffenen Organe, wenn auch die absoluten Zahlen deutlich voneinander abweichen
(Abbildung 4). Erhebliche Unterschiede zwischen beiden Geschlechtern finden sich hingegen

unabhangig vom SDI in allen Landern, fir die Daten erhoben werden."

Manner, Alle Altersgruppen, 2019 Frauen, Alle Altersgruppen, 2019

Lippen Mundhéhlenkrebs
|nasenrachenkrebs
Geringer SDI 4 Janderer Rachenkrebs
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Abbildung 4: Vergleich von organspezifischen Tumorinzidenzen zwischen Lé&ndern mit unterschiedlichen
soziodemographischen Indices (SDI) von gering bis hoch. Erstellt mit https.//vizhub.healthdata.org/gbd-compare*
basierend auf Daten des GBD 2019."

Analog zur Inzidenz gilt auch fir die Mortalitdt, dass sich die Proportionen, mit denen

unterschiedliche Krebsarten zur GesamtmortNalitdt beitragen, auch in Landern mit
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unterschiedlichen SDIs &ahneln. Einen erheblichen Unterschied zwischen beiden

Geschlechtern findet sich hingegen unabhéngig von regionalen Besonderheiten.’

2.1.6. Demographische Veranderungen und Fallzahlprognosen

Die vorhandenen epidemiologischen Daten beschreiben Krebs eindeutig als eine Erkrankung
des mittleren und hohen Alters, deren Inzidenz und Mortalitat unter anderem mit dem SDI
eines Landes korrelieren. Demographische Entwicklungen sowie der SDI — in dessen
Berechnung die durchschnittliche Lebenserwartung ja mit eingeht — lassen sich anhand
mathematischer Modelle prognostizieren. Dementsprechend lassen sich auch die Fallzahlen
von Krebserkrankungen in der Zukunft ndherungsweise berechnen. Geht man beispielsweise

davon aus, dass das jeweilige Bevdlkerungswachstum in bestimmten Regionen konstant

Krebs Vorhersage

2020-2040
203 2020
E 19.3 Millionen
= 2040
. 115 +39% 28.4 Millionen
10: +56% B.94)

~J
|

564%
, &

+95%
IE

Geringer HDI  Mittlerer HDI  Hoher HDI Sehr hoher HDI

Anzahl an Neuerkrankungen (Millionen)
w
|

=

o
wn

Abbildung 5: Vorhersagen lber die Entwicklung der Anzahl an Neuerkrankungen im Jahr 2040 relativ zum Jahr
2020 in Abhéngigkeit vom human development index (HDI). Modifiziert nach Sung H et al., A Cancer Journal for
Clinicians, 2021.7

bleibt, ist im Jahr 2040 mit einer weltweiten Zunahme der Fallzahlen von 28,4 Millionen
auszugehen, was einem Zuwachs von 47% oder 19,3 Millionen im Vergleich zu 2020
entspricht  (bei Nichtberlcksichtigung  von Basalzellkarzinomen).’ Da das
Bevolkerungswachstum regional unterschiedlich ist und vom sogenannten ,human
development index (HDI)“ — einem Mal3, das die Mdglichkeit, ein langes und gesundes Leben
zu fuhren, angeben soll — abhangt, kénnen ebenso spezifische Prognosen fir unterschiedliche

Regionen getroffen werden (Abbildung 5).”
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Dabei ist in Landern mit geringem HDI mit der hochsten prozentualen Zunahme an
Neuerkrankungen auszugehen, wahrend fir Lander mit hohem HDI der hdchste absolute

Zuwachs erwartet wird.

Da fur die Zeitrdume, in denen bspw. im Rahmen der GBD-Studien systematisch Daten
erhoben wurden, auch Messungen zu Wachstums- und zu Alterungsprozessen der
Bevolkerung vorliegen, kann retrospektiv auch der jeweilige Anteil berechnet werden, den
einzelne Faktoren an Zu- oder Abnahme einzelner Krebserkrankungen haben. Setzt man
bspw. die Daten von 2007 und 2017 in Relation, zeigt sich eindriicklich, dass das
Bevdlkerungswachstum sowie die relative Zunahme von alten Menschen innerhalb der
Altersverteilung der Bevolkerung bei allen untersuchten Krebsarten zum Anstieg von

Neudiagnosen beitragt (Abbildung 6, hier beispielhaft fir Lander mit hohem SDI).?
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Abbildung 6: Totale prozentuale Verdnderungen in der Inzidenzrate von bestimmten Krebserkrankungen sowie die
relativen Anteile, die Verdnderungen in der Altersspezifischen Inzidenzrate, des Bevélkerungswachstums sowie
der Bevdlkerungsalterung daran haben. Dargestellt flir Ldnder mit einem SDI im oberen Quintil. Modifiziert nach
Fitzmaurice C et al., JAMA Oncol, 2019.2

Da sich demographische Veranderungen regional stark unterscheiden, sind auch hier
separate Analysen in Abhangigkeit vom SDI sinnvoll. Betrachtet man hingegen die alters- und
ursachenspezifische Inzidenzrate — also die Anzahl der Personen in einem bestimmten Alter,
die auf Grund einer spezifischen Ursache an einer Krebsart erkranken, bezogen auf die
Gesamtzahl an Personen im selben Alter — lasst sich bei manchen Krebsarten hinsichtlich
dieser Ursache sogar eine Abnahme der Fallzahlen betrachten. Dies ist insbesondere dann

moglich, wenn auslésende Ursachen gut bekannt und hinreichend bekdmpfbar sind. In
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Landern mit hohem SDI, ist dieser Aspekt im Fall der chronisch myeloischen Leukamie (CML)
sogar so ausgepragt, dass trotz Bevolkerungswachstum und -alterung insgesamt ein

Rickgang zu verzeichnen war.?

Betrachtet man auf diese Art die Zahlen fir Deutschland, ist vom Jahre 2020 bis zum Jahre
2030 bei den meisten Krebsarten von einer Zunahme der Inzidenz auszugehen.® Dabei wird
eine Veranderung der relativen Haufigkeit einzelner Krebsentitaten prognostiziert. So kénnte
beispielsweise Lungenkrebs bei Frauen den kolorektalen Krebs als zweithaufigste Krebsart

ablosen.

2.1.7. Haufigkeiten bestimmter Mutationen bei Krebserkrankungen

Unabhangig vom betroffenen Organ oder der Lokalisation, ist nahezu allen Krebsarten
gemein, dass sich die Krebszellen von den gesunden organspezifischen Zellen durch
Mutationen in ihrer DNA-Sequenz unterscheiden.?” Dabei kénnen spezifische Mutationen in
bestimmten Genen als ursachlich fur die Entwicklung von Krebs angenommen werden, die
daher Treibermutationen genannt werden.*® Daher kénnen Krebserkrankungen nicht nur nach
Lokalisation unterschieden werden, sondern auch danach, ob eine solche als Treibermutation
bekannte Veranderung der DNA vorliegt. Seit 2005 werden daher im ,Cancer Genome Atlas
(TCGA)* genaue Daten zum Vorkommen von Mutationen im Genom von verschiedenen
Krebsarten gesammelt.®® Mit immer weiteren Verbesserungen der technischen Moglichkeiten,
schnell und kostenglinstig ganze Genome zu sequenzieren, waren schliellich auch die
Voraussetzungen gegeben, bei immer mehr Krebspatienten eine Sequenzierung des
gesamten Genoms durchzuftihren. Im ,Pan-Cancer Analysis of Whole Genomes (PCAWG)*
Konsortium, das gemeinsam vom ,International Cancer Genome Consortium (ICGC)*“ und dem
TCGA verwaltet wird, sind 2.658 genomweite Sequenzierungen aus 38 verschiedenen
Krebsentitaten analysiert worden.® Hier zeigt sich eindriicklich die Haufung bestimmter
Treibermutationen, die wiederum typisch flr ganz unterschiedliche Krebsarten sein kdnnen
(Abbildung 7).

Die am haufigsten beobachtete Mutation, namlich im Tumorsuppressorgen TP53, kommt
beispielsweise bei Krebserkrankungen fast aller Organsysteme vor. Mutationen im
Tumorsuppressorgen Von Hippel-Lindau (VHL) sind hingegen nahezu ausnahmslos bei
Nierenzellkarzinomen zu finden. Da diese Treibermutationen zumindest teilweise ursachlich
fur die Krebsentstehung sind, hat eine Einteilung von Krebserkrankungen anhand dieser
Mutationen an Stelle von betroffenen Organsystemen den Vorteil, dass man so Tumoren
zusammen betrachtet, die sich in ihren biologischen Eigenschaften ahneln. Das wiederum
erlaubt es, flr eine grélkere Gruppe von Tumoren molekulare Strukturen auszumachen, die
potentiell Ziel von pharmakologischen Interventionen sein kdnnen.
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Abbildung 7: Ubersicht iiber genomische Elemente, die in mindestens 65 Tumoren aus der Kohorte Ziel
verschiedener Arten von Mutationen sind. Sowohl somatische als auch Keimbahnmutation sind berticksichtigt.
Links: Heatmap, die das Auftreten von Mutationen in verschiedenen Krebsarten zeigt. Die Farbe spiegelt den Anteil
betroffener Tumoren wider und die Zahl gibt die absolute Anzahl von mutierten Tumoren an. Rechts: Der Anteil
bestimmter Arten von Mutationen, die jeweils ein spezifisches genomisches Element betreffen.

GR, genomisches Rearrangement; SCNA, somatische Kopienzahlalteration; SGR, somatisches Genom-
Rearrangement; TSG, Tumor-Suppressor Gen;, UTR, untranslatierte Region. Modifiziert nach The ICGC/TCGA
Pan-Cancer Analysis of Whole Genomes Consortium, Nature, 2020.3

2.1.8. Zwischenfazit

Die epidemiologischen Daten weisen Krebs eindeutig als eine Erkrankung von hoher Relevanz
fur die Gesamtbevolkerung aus, die das Gesundheitssystem vor grof3e Herausforderungen
stellt. Sowohl eine vergleichsweise hohe weltweite Inzidenz aber auch eine hohe Mortalitat
belegen eindriicklich, dass es sich um eine sehr gefahrliche Erkrankung handelt. Dies gilt
insbesondere vor dem Hintergrund, dass diese Relevanz in einer stetig alternden Bevolkerung
voraussichtlich immer weiter zunehmen wird. Allein diese Daten wirden ein groles
Forschungsinteresse zum besseren Verstandnis und Entwicklung neuer Therapieoptionen
rechtfertigen. Zuséatzlich zeigt der Vergleich von Mortalitdtsentwicklungen einzelner
Krebsarten zwischen armeren und reichern Landern auch die praktische Anwendbarkeit, die
diese Forschung fir die Allgemeinbevoélkerung hat. So konnten in reicheren Landern, in denen
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die Méglichkeit besteht, neueste Forschungsergebnisse in Therapiekonzepte fur individuelle
Patienten umzusetzen, einzelne Krebsarten so erfolgreich bekampft werden, dass die
Todeszahlen deutlich gesunken sind.*® Analog kann ein besseres Verstéandnis auslésender
Ursachen dazu genutzt werden, schon die Inzidenzen relevant zu senken.

Zuletzt eroffnet die Anwendung und kontinuierliche Weiterentwicklung von Verfahren zur
Genomsequenzierung die Mdglichkeit, Krebs als Folge bestimmter Treibermutationen zu
verstehen. Daraus folgt eine Vielzahl von potentiellen Angriffsmdglichkeiten zielgerichteter
Therapien, die bereits in einigen weiter entwickelten Landern zu bahnbrechenden Erfolgen im
Kampf gegen Krebs gefuhrt haben. Hier ist davon auszugehen, dass mit zunehmender
Verfugbarkeit von Sequenzierungsdaten immer mehr solcher bislang unbekannten Mutationen
entdeckt werden, was wiederum zur Entwicklung neuer, potentiell kausalen Therapieansatze
fuhren kann.

Bisherige Bemihungen und die Prognosen fiir die kommenden Jahrzehnte belegen damit
eindrucklich, dass Krebsforschung einen direkten Nutzen fir die Bevdlkerung haben kann und
in Zukunft eher noch an Relevanz gewinnen wird.

Dies deckt sich mit der Agenda der WHO, die 2020 als eines von flinf Zielen fiir nachhaltige
Entwicklung (,sustainable development goals®) auch die Intensivierung der Bemiihungen

gegen nicht-tbertragbare Krankheiten wie Krebs fordert.*’

2.2 Biologie von Krebserkrankungen

Schon im sogenannten ,Edwin Smith Papyrus®, einem medizinischen Text aus dem alten
Agypten, das um circa 3000 v. Chr. entstanden ist, wird Brustkrebs als lebensgefahrliche,
unheilbare Krankheit beschrieben. Hippokrates (ca. 460 — ca. 375 v. Chr.) und seine Schiiler
postulierten im alten Griechenland, dass Krebs durch dul3ere Ursachen ausgel6st wird und
moglichst friih bspw. durch chirurgische Entfernung behandelt werden muss.*? Seit den ersten
bekannten rein deskriptiven Beschreibungen von Krebserkrankungen als Geschwulst (Tumor)
wurden bahnbrechende Erkenntnisse Uber die Molekularbiologie von Krebserkrankungen
gewonnen. Dieser immense Fortschritt spiegelt sich in der Behandlung von
Krebserkrankungen wider, der vor allem in den letzten 20 Jahren mit Beginn der
personalisierten Krebstherapie noch einmal einen Paradigmenwechsel erlebt hat.
Beispielsweise standen zur Behandlung von Lungenkrebs in den 1980er Jahren noch
hauptsachlich Chemotherapeutika wie Taxane, Vinorelbine und Gemcitabine zur Verfliigung.*®
Bereits 1984 wurde der Zusammenhang zwischen einer aktivierenden Punktmutation im
Onkogen KRAS und besonders starker Malignitat beschrieben.** Mit fortschreitendem
biologischem Verstandnis konnten Chemotherapeutika durch zielgerichtetere Therapien
erganzt werden. Die Entdeckung von Mutationen im EGFR-Gen (2004) und Rearrangements
im ALK-Gen (2007) erlaubte es, Patienten zu identifizieren, die vom Einsatz von

Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs) besonders profitieren wirden.* Mittlerweile ist die
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Sequenzierung von Tumoren und damit die Suche nach maoglichen individuellen
Therapieoptionen in einigen Gesundheitssystemen zur Routine geworden. So stehen
heutzutage neben Chemotherapeutika auch antikbrperbasierte Therapien, die zielgerichtet in
die Regulation spezifischer Signalwegen eingreifen, sowie immunmodulatorische Therapien

und Kombinationstherapien aus Medikamenten verschiedener Klassen zur Verfugung.

2.2.1. Tumorigenese
Tumore sind keine Fremdkorper, die in den betroffenen Patienten eingedrungen sind, sondern
gehen aus gesunden korpereigenen Zellen hervor. Die Tatsache, dass samtliche Zellen des
menschlichen Organismus aus nur einer befruchteten Eizelle hervorgehen, wird dadurch
ermdglicht, dass alle Informationen, die zur Ausbildung verschiedener Zelllinien bendtigt
werden, schon in der Eizelle in Form von DNA vorliegen. Da Zellen aus Zellteilung bereits
bestehender Zellen hervorgehen, liegt diese Information — namlich das Genom — in den
meisten Zelle in Ganze vor, obwohl gesunde Zellen davon nur den fir ihre regelrechte Funktion
noétigen Bruchteil verwenden. Die Fahigkeit zur Zellteilung und -differenzierung ist nicht nur
wahrend der Embryogenese fur das Kérperwachstum und die Ausbildung von Organen nétig,
sondern ist auch im ausgewachsenen Organismus Uberlebensnotwendig wie bspw. bei der
Regeneration von bestimmten Geweben, der Funktion des Immunsystems bei der
Infektabwehr oder bei der Wundheilung. Damit Zellteilung und -differenzierung im
Gesamtorganismus zur richtigen Zeit, am richtigen Ort (bzw. dem richtigen Gewebe) und im
gewilnschten Ausmal} stattfinden, unterliegen sie einer Vielzahl von hochkomplexen,
miteinander kommunizierenden Kaskaden regulierender Signale.*® Eine Fehlfunktion in einem
oder mehrerer dieser Signalwege kann somit zu unkontrollierter Zellteilung flihren — dem
Kernaspekt von Krebserkrankungen. Ein grof3er Teil der onkologischen Grundlagenforschung
beschaftigt sich daher mit der Frage, was auf molekularer Ebene zum Versagen der
Kontrollmechanismen flihrt.4” Folgt man nun der Hypothese, dass die Entstehung von Krebs
grundsatzlich die Folge pathologisch gesteigerter Vermehrung von Zellverbinden durch
Zellteilung ist, lasst sich verstehen, inwiefern sich Tumore unterschiedlicher Gewebe
unterscheiden. Krebszellen behalten namlich viele Eigenschaften der Zellen bei, aus denen
sie hervorgehen. So gehen Karzinome aus Epithelzellen hervor und zeichnen sich durch
Attribute aus, die sonst nur in spezialisierten Epithelzellen zu finden sind, wie etwa die
Sekretion von Mukus durch Adenokarzinome, die aus drlisenhaltigen Epithelzellen
hervorgehen.® In analoger Weise entstehen Sarkome aus Zellen des Mesoderm, wahrend
Lymphome aus Zellen des hamatopoetischen Systems hervorgehen.
Eine gesteigerte Zellteilung allein kann zwar das schnelle GréRenwachstum von Tumoren
erklaren, nicht aber viele weitere Eigenschaften insbesondere maligner Tumoren. Da
beispielsweise Krebszellen, bei denen mit Hilfe histologischer Methoden mit Sicherheit gesagt
werden kann, dass sie aus dem Epithel der Lunge hervorgegangen sind, auch in anderen
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Organen als der Lunge gefunden werden, muss es weitere Aspekte geben, die Krebszellen

von gesunden Zellen unterscheiden.

2.2.2. Die Kennzeichen von Krebs
Im Jahr 2000 verdffentlichen Douglas Hanahan und Robert A. Weinberg eine Ubersichtsarbeit
zu den damals bekannten Kennzeichen (,hallmarks®), die eine Krebserkrankung im
biologischen Sinn ausmachen.®® 2011 lieRen sie eine Uberarbeitete Version mit weiteren
potentiellen Kennzeichen folgen, um die seit der Erstveréffentlichung hinzugewonnenen
wissenschaftlichen Erkenntnisse zu berticksichtigen.*® Zusammengenommen formulierten sie
10 Kennzeichen, die jeweils auch Grundlage zielgerichteter Therapien sind. Die urspringlich
beschriebenen Kennzeichen sind die dauerhafte Aktivierung proliferativer Signalwege
(»sustaining  proliferative  signaling“), die Fahigkeit, sich dem Einfluss von
Wachstumsinhibitoren zu entziehen (,evading growth suppressors®), das Umgehen des
Zelltods (,resisting cell death“), Immortalitat bei fortgesetzter Zellteilung (,enabling replicative
immortality“), das Induzieren der Angiogenese (,inducing angiogenesis‘) und die
Ermdglichung von Invasion und Metastasierung (,activating invasion and metastasis®). Weitere
Merkmale, die sich als Kennzeichen etablieren kénnten, sind schliellich eine Pradisposition
zur genomischen Instabilitdt sowie Mutationen (,genome instability and mutation®), das
Tumorwachstum begunstigende Entzindungsreaktionen (,tumor promoting inflammation®),
die Deregulation des zellularen Energiehaushaltes (,deregulation cellular energetics®) und die
Fahigkeit, der Zerstérung durch das Immunsystem auszuweichen (,avoiding immune
destruction®). Die vier ersten Kennzeichen sind im Kontext der Haupteigenschaft von
Krebszellen, namlich des unkontrollierten Wachstums zu verstehen. Fir eine sich endlos
fortsetzende Zellteilung missen zunachst die Signalwege, die fur gewdhnlich eine zeitlich
begrenzte Zellteilung ermoglichen, dauerhaft aktiviert sein. Gleichzeitig muissen
Kontrollmechanismen wie Wachstumsinhibitoren, die einer unkontrollierten Zellteilung
entgegenwirken kénnen, ausgeschaltet werden. Schliellich kénnen gesunde Zellen, aus
denen Krebszellen entstehen, nur eine endliche Zahl von Zellteilungen durchfiihren, bevor der
programmierte Zelltod eintritt. Tumorzellen missen diesen Mechanismus umgehen, da sie als
besonders proliferative Zellen sonst sehr schnell diesem Zelltod zum Opfer fallen wirden.
Grundlegend betrifft diese Eigenschaft vor allem die Telomere, den definierten repetitiven
DNA-Sequenzen an den Enden von Chromosomen. Bei jeder Zellteilung geht zwangslaufig
ein Teil der Sequenz an den Enden der Chromosomen verloren. Damit dies keine
proteinkodierenden Sequenzen betrifft, deren Verlust fehlerhafte oder ganzlich fehlende
Proteine zu Folge hatte, befinden sich dort die Telomere, deren Abbau keinen Verlust von
Information bedeutet. Erst wenn wahrend des natirlichen Alterungsprozess eine hohe Zahl
von Zellteilungen stattgefunden hat, sind die Telomere derart gekirzt, dass die Zelle
seneszent wird oder die Apoptose einleitet. Tumorzellen kénnen dem, vereinfacht gesagt,
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durch die Expression des Enzyms Telomerase entgegenwirken, das bei jeder Zellteilung
wieder zusatzliche Telomersequenzen synthetisiert.°

Die beiden verbleibenden urspriinglichen Kennzeichen beschreiben hingegen Prozesse, die
Uber das reine Grélkenwachstum hinausgehen. So zeichnet Krebszellen die Fahigkeit aus, den
Gewebeverbund, dem sie entsprungen sind, zu verlassen und aktiv in angrenzendes Gewebe
einzudringen (Invasion) sowie sich in anderen, vom Ursprungsgewebe entfernten Organen
anzusiedeln (Metastasierung). Zuletzt sind alle bisher genannten Prozesse durch einen hohen
Energieumsatz gekennzeichnet, der vieler Ressourcen bedarf. Dem werden Krebszellen unter
anderem durch die gezielte Neubildung von Gefalen gerecht (Angiogenese), die den Tumor
mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgen. Bestimmte Tumoren stimulieren beispielsweise die
Proliferation von gefaRbildenden Endothelzellen durch die vermehrte Ausschittung von
,vascular endothelial growth factor (VEGF)“. Therapeutisch kann man sich das bereits in
bestimmten Fallen durch Behandlungen mit Antikérpern wie Bevacizumab zu Nutze machen,
die 16sliche VEGFs binden und damit die Signalkaskade unterbrechen kénnen.®'

Die neueren Kennzeichen, die sich als Merkmale herausstellen kdnnten, bezeichnen
demgegenlber weniger zellspezifische Eigenheiten, sondern eher generelle Prinzipien, die
das Krebswachstum beginstigen. So missen Tumorzellen einerseits der Destruktion durch
das koérpereigne Immunsystem entgehen. In einigen Tumoren des hamatopoetischen Systems
versucht man genau diese Destruktion zu férdern, indem man T-Zellen des Patienten fir
krebsspezifische Antigene durch Modifizierung mit chimarischen Antigenrezeptoren (CARs)
sensibilisiert.5? Andererseits fordern chronische Entziindungsreaktionen das Tumorwachstum.
Beispielsweise steigert eine chronische Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus das Risiko fir die
Entwicklung hepatozellularer Karzinome.%®* Fir manche Tumore wie Brustkrebs oder
kolorektale Karzinome ist aul’erdem eine Reduktion des relativen Risikos bei langjahriger
Einnahme von nicht-steroidalen Antirheumatika wie Aspirin beschrieben.54%

Jedweder der genannten Eigenschaften kénnen bestimmte Mutationen im Krebsgenom kausal
zu Grunde liegen. Eine Instabilitat des Genoms, das die Wahrscheinlichkeit von Mutationen
steigen lasst, kann somit als Grundvoraussetzung der beschriebenen Merkmale gelten.
Gleichzeit beglnstigt eine gesteigerte Proliferation schon stochastisch das Auftreten neuer

Mutationen, da jeder Zellteilung die Gefahr von fehlerhafte DNA-Synthese inharent ist.

2.2.3. Tumorprogression
Die beschriebenen Kennzeichen erleichtern zwar den Versuch, die Entstehung von Krebs
systematisch zu verstehen, geben aber noch keine Auskunft Uber den zeitlichen Ablauf der
Verwandlung einer gesunden Zelle in eine maligne Krebszelle. Wie bereits erwahnt, ist Krebs
fur gewodhnlich eine Erkrankung des hdheren Alters. Eine moégliche Erklarung dafir ist, dass
die Entstehung von Krebs einen Prozess darstellt, der Jahrzehnte in Anspruch nehmen kann.
In der Tat zeigt eine Metaanalyse von 19 Studien, dass bei Autopsien 70-79 Jahre alter Manner
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in 36% (Kaukasier) bzw. 51% (Afroamerikaner) der Falle Prostatakarzinome entdeckt wurden,
die klinisch nicht auffallig geworden waren.*® In einigen Fallen scheint damit die Entwicklung
von einer entarteten Zelle zu einem klinisch sichtbaren Tumor so lange zu dauern, dass der
betroffene Mensch vorher eines natlrlichen Todes oder an einer anderen Erkrankung stirbt.
Krebserkrankungen des unteren gastrointestinalen Traktes kénnen, da sie durch wenig
invasive Verfahren, wie der Koloskopie, einer Diagnostik vergleichsweise einfach zuganglich
sind, im selben Patienten longitudinal verfolgt werden. So konnte gezeigt werden, dass einige
dieser Tumore distinkte Phanotypen in einer bestimmten Abfolge durchlaufen. Zunachst erfolgt
die Wandlung gesunder Epithelzellen zum adenomatésen Polyp, der schliellich eine
Transition zum Karzinom erfahrt.5” Schon 1971 mutmaRte Alfred G. Knudson, dass die
unterschiedlichen Kinetiken, mit denen laterales bzw. bilaterales Retinoblastom (Rb) bei
Kindern beobachtet werden, ihren Ursprung in verschiedenartigen Mutationen haben.®® In der
Tat mussen fir die Manifestation der Krankheit beide Allele des Tumorsuppressorgen RB1
mutiert sein. Bei der familidren Variante werden Kinder bereits mit einem mutierten Allel
geboren. Es bedarf also lediglich einer weiteren sporadisch auftretenden Mutation, damit eine
Zelle phanotypisch betroffen ist. Dies passiert mit einiger Wahrscheinlichkeit, sodass haufig
Zelllinien in beiden Augen betroffen sind, was den bilateralen Phanotyp erklart. Beim
sporadischen Rb werden die Kinder hingegen mit zwei funktionalen Allelen geboren. Es bedarf
demnach zwei aufeinander folgenden Mutationen, welche dieselbe Zelllinie betreffen, was
wiederum mathematisch so unwahrscheinlich ist, dass fast immer nur eine Zelllinie und damit
ein Auge den Phanotyp aufweist.® Eine der vielfaltigen Funktionen des RB-Gen ist es, das
Voranschreiten durch den Zellzyklus zu kontrollieren. Unter anderem durch Interaktion mit dem
Transkriptionsfaktor E2F und durch Stabilisierung des Zellzyklus Inhibitors p21 via Interaktion
mit dem ,anaphase-promoting complex/cyclosome (APC/C)“ kann das RB-Protein Zellen in
der Gi-Phase des Zellzyklus arretieren. Der Verlust von RB kann also im Sinne der
Kennzeichen von Krebs als die Fahigkeit klassifiziert werden, dem Einfluss von
Wachstumsinhibitoren zu entgehen.®° Genauere Betrachtungen zeigten jedoch, dass auch ein
kompletter Funktionsverlust des RB-Gens allein fiir die Entstehung von Retinoblastomen noch
nicht ausreichend ist. Vielmehr scheint die Inaktivierung des RB-Gens eine Instabilitat des
Genoms zu férdern, was wiederum zu weiteren Mutationen fihrt, welche die klinische
Manifestation von Retinoblastomen beglnstigen.®' Zur Entstehung von Krebs ist also nicht nur
eine bestimmte Abfolge von Mutationen nétig, was zwangslaufig einer gewissen Zeitspanne
bedarf, sondern vermutlich auch, dass Zellen gleich mehrere Kennzeichen fir Krebs parallel
erwerben. In der Tat bestatigen Arbeiten in der Zellkultur diese Annahmen. /n vitro kbnnen
embryonale Fibroblasten aus der Maus (MEFs) oder der Ratte (REFs) mit einer aktivierten
Form des Onkogen Ras transfiziert werden, was zu Ubermafig gesteigerter Zellproliferation,

also einer der definierten Kennzeichen von Krebs fuhrt. Die damit begonnene Transformation
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zu Tumorzellen vollenden die Zellen allerdings nur, wenn sie bereits vorher immortalisiert
waren, das heildt bereits ein Krebskennzeichen einer weiteren Kategorie gegeben ist. Die
Transformation zu Tumorzellen bleibt hingegen aus, wenn primare, nicht immortalisierte MEFs
oder REFs verwendet werden.®? Diese Immortalisierung gelingt, wenn man RETs mit einer
mutierten Variante des fiir die Kontrolle des Zellzyklus verantwortlichen TP53-Gen transfiziert,
die in der durch das Friend-Virus induzierten Erythroleukamie vorkommt.®® Auch eine Ko-
Transfektion von RETs mit aktiviertem RAS und einer fir kolorektale Karzinome typischen
mutierten Form von TP53 flhrt zur Transformation von primaren RETs zu Tumorzellen in
vitro.® Weder solitdre Mutationen im TP53-Gen, noch aktivierende Mutationen im RAS-Gen
allein reichen also aus, um gesunde Zellen vollstandig zu Tumorzellen zu transformieren. Erst
die Kombination aus Mutationen beider Gene und den damit einhergehenden Veranderungen
in den entsprechenden Signalwegen, die jeweils ein separates Krebskennzeichen darstellen,
hat eine Tumorformation in RETs zu Folge.®®

Das Herbeifiihren von spezifischen Mutationen in ebendiesen Genen kann in der Maus auch
in vivo zur Ausbildung von Tumoren flhren. Nutzt man hierfir das Cre/loxP-System, ist es
aullerdem maoglich zu bestimmen, in welchem Gewebe und zu welchem Zeitpunkt Tumore
auftreten. Vereinfacht gesagt, bringt man dabei nicht nur die gewlinschte Mutation (bspw. eine
Punktmutation) in das Maus-Genom ein, sondern stellt der Mutation noch ein Stopcodon
voran, das von zwei loxP-Stellen (zwei definierten Basensequenzen mit palindromischem
Anfang und Ende beidseits eines Mittelteils, die sonst im Mausgenom nicht vorkommen)
flankiert wird. Bei der Transkription des Gens fuhrt das Stopcodon daher zunachst dazu, dass
der mutierte Teil nicht transkribiert wird. Erst wenn der Genabschnitt mit dem Enzym Cre
(causes recombination) in Verbindung kommt, das spezifisch an loxP-Stellen bindet, wird das
Stopcodon durch Cre exzidiert. In der Folge bricht die Transkription daher nicht ab, wodurch
auch der nachfolgende Teil des Gens transkribiert wird, der die Mutation beherbergt.5¢-%® Das
Enzym Cre kann beispielsweise durch intramuskuldre Injektion von Cre exprimierenden
Adenoviren in ein bestimmtes Gewebe des Organismus zu einem festgelegten Zeitpunkt
eingebracht werden. So kann mit einer gewissen Latenz die Ausbildung von
Weichteilsarkomen im zur Injektion ausgewahlten Muskel induziert werden.®® Dieses Modell
wird im Folgenden auch in der vorliegenden Arbeit verwendet, um Weichteilsarkome im

Oberschenkel zu generieren.

(1) p33

TP53 ist womdglich das potenteste Tumorsuppressorgen im menschlichen Organismus und

wohl gerade deshalb das am haufigsten von Mutationen betroffene Gen bei

Krebserkrankungen des Menschen, wenn man alle Krebsarten gemeinsam betrachet.”’ Das

vom TP53-Gen kodierte Protein p53 kann als Wachter lber den Zellzyklus betrachtet werden.

In Abhangigkeit davon, ob die DNA-Replikation fehlerfrei ablauft, gewahrt es entweder das
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vollstandige Durchlaufen des Zellzyklus oder unternimmt MaRnahmen, um den Zellzyklus zu
unterbrechen oder notfalls sogar den programmierten Zelltod einzuleiten. Zu diesem Zweck
kann p53 durch mannigfaltige Stresssignale unterschiedlichster Signalwege aktiviert werden
und selbst verschiedene Signalkaskaden mit unterschiedlichen Konsequenzen auslésen. So
konnen sowohl der Verlust von Nukleotiden, der Einfluss von ultravioletter oder ionisierender
Strahlung, als auch Signale von Onkogenen, das Auftreten von Hypoxie oder ein
Transkriptionstopp zu erhdéhten Leveln von p53 fihren. Zu den nachgeschalteten
Signalwegen, die durch p53 aktiviert werden, gehdren unter anderem die Arretierung des
Zellzyklus, das Ausldosen von DNA-Reparaturmechanismen, die Inhibition der Angiogenese
und die Einleitung der Apoptose oder Ferroptose.® Bei Krebs kommt es auf Grund aberranter
Signallbertragung durch aktivierte Onkogene, DNA-Replikationsstress und des vermehrten
Auftretens reaktiver Oxygenspezies (ROS), typischerweise zu den p53 aktivierenden
Stresssignalen, was die hervorgehobene Rolle von p53 in der Krebsabwehr verdeutlicht.”" Im
Sinne eines negativen Feedbackloops steigert p53 auch die Transkription des Gens, dessen
Produkt die E3 Ubiquitin-Protein Ligase MDM2 (mouse double minute 2 homolog) ist. MDM2
fahrt Gber Ubiquitinierung schlieRlich zur Degradation von p53.”! Dabei unterscheidet sich p53
grundlegend von anderen Tumorsuppressorgenen. Wie bereits beim Rb-Gen beschrieben, ist
fur den Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen normalerweise ein Ausfall von beiden
Allelen notig, weil sonst das gesunde Allel die Funktionen aufrechterhalten kann. Daher
formulierte Knudson die Hypothese, dass 2 aufeinander folgende Mutationen notwendig sind
(,two-hit hypothesis“), bis Mutationen in Tumorsuppressorgenen phanotypisch relevant
werden.”? Durch die oben beschrieben Experimenten mit RETs ist jedoch evident, dass schon
die Transfektion mit einem mutierten TP53-Allel ausreicht, um die Zellen tumords zu
transformieren, ohne dass das weiterhin vorhandene Wildtyp TP53-Allel mutiert werden
musste. Mutationen in einem Allel des TP53-Gen kénnen namlich das ebenfalls vorhandene
Wildtyp-Allel funktional inaktivieren, was als dominant-negativ bezeichnet wird.”® Das wird
dadurch vereinfacht, dass das Protein p53 als Homotetramer vorliegt und mutierte Teile des
Proteins dadurch in engem Kontakt mit den Anteilen liegen, die durch das Wildtyp Allel kodiert
werden.”* Untersucht man die Mutationen genauer, die typischerweise im TP53-Gen von
Krebszellen gefunden werden, fallt auf, dass es sich weniger um Nonsense-Mutationen
handelt, die Ublicherweise zum Verlust von Funktionen des betroffenen Proteins fiihren,
sondern vor allem um Missense-Mutationen, die eine Veranderung der Funktion des Proteins
zu Folge haben konnen.”™ Aus diesem Grund wird gelegentlich auch die These vertreten, dass
es sich bei TP53 definitionsgemal gar nicht um ein Tumorsuppressorgen handelt, sondern
vielmehr um ein Onkogen.”®

Dass es sich bei p53 nicht um einen gewohnlichen Regulator des Zellzyklus handelt, sondern

um ein Protein mit spezifisch antikanzerogener Aktivitat, wird au3erdem durch Knockout-
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Experimente in der Maus deutlich. Homozygoter Verlust von p53 flhrt namlich, anders als die
Funktion vielleicht erwarten lassen wirde, nicht zu ungehemmter Proliferation. Auch ohne die
Aktivitat von p53 ist eine weitgehend normale Embryogenese mdglich.”” Allerdings entwickeln
Mause mit homozygotem Verlust von p53 mit weitaus héherer Wahrscheinlichkeit Tumore und
haben in Folge dessen eine deutliche verkiirzte Lebenserwartung.”® Beim Menschen zeigt sich
eine analoge Pradisposition zur Entwicklung von Tumoren beim nach seinen beiden
Erstbeschreibern benannten Li-Fraumeni-Syndrom. In diesem Fall fihrt die Vererbung von
Mutationen im TP53-Gen dazu, dass vor allem lymphatische und myeloische Leukdmien sowie
myelodysplastische Syndrome schon im Kindes- und Jungendalter auftreten.”® Der
Umkehrschluss konnte in einem Mausmodell zu Leberkrebs gezeigt werden. In mit dem
Onkogen HRAS transduzierten Hepatoblasten wurde p53 mittels short interfering RNA
(siRNA) supprimiert, was zur Ausbildung und GréRenwachstum von Krebs fuhrt. Wird p53 nun
reaktiviert, werden die Tumorzellen seneszent und es Iasst sich ein ausgepragter Ruckgang
des Tumorvolumens beobachten.®® Angesichts der Tatsache, wie effektiv p53 Krebsformation
und -wachstum verhindert, ist die Haufigkeit, mit der sich in Krebszellen Mutationen im TP53-
Gen finden, nicht verwunderlich. Es ist davon auszugehen, dass die meisten malignen
Transformationen bereits in ihrer Entstehung durch die Aktivitdten von p53 verhindert werden.
P53 kann es sogar mit aktivierten Onkogenen aufnehmen. Wird namlich in Fibroblasten aus
der Ratte das Onkogen Myc konstitutiv exprimiert, sind diese Zellen auf Grund der
proliferationsférdernden Eigenschaften, die c-Myc unter anderem via den Transkriptionsfaktor
E2F ausibt, nicht mehr in der Lage, den Zellzyklus zu arretieren (Abbildung 8).882 Da das
p14°7F.Gen in seinem Promotor eine Erkennungssequenz fir E2F tragt, fihren erhéhte
Spiegel von E2F zur Transkription des Protein ARF.33# ARF wiederum blockiert die
enzymatische Aktivitat von MDM2 und damit die Inhibition von p53.8°5 Als Konsequenz kann
p53 im Gegenzug nun pro-apoptotische Mechanismen férdern, woraus resultiert, dass die

Zellzahl insgesamt nicht zunimmt, was fiir die Entstehung von Krebs essentiell ware.82:8¢

Entscheidend sind aber nicht nur die vielen direkten Antworten, die p53 auf Stresssignale
geben kann. P53 kommt auch eine zentrale Rolle bei der Reparatur von Fehlern zu, die bei
der DNA-Replikation entstehen konnen.®’ Bleibt diese Reparatur auf Grund von Mutationen im
TP53-Gen aus, wird so das Auftreten weiterer Mutationen begunstigt. Mit dieser genomischen
Instabilitat ist damit neben der Umgehung der wachstumsinhibierenden Signale von p53 schon
das zweite distinkte Kennzeichen von Krebs verwirklicht.

Ein Versuch samtliche Funktionen und Interaktionen von p53 zu skizieren, endet auf Grund
der zentralen Rolle, die p53 in vielen Signalwegen einnimmt, unweigerlich in einem

unubersichtlichen Diagramm. Fokussiert man sich lediglich auf die wichtigsten Merkmale, die
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p53 bei der Reparatur von Fehlern in der DNA-Sequenz kennzeichnen, kann der Ablauf

naherungsweise wie folgt beschrieben werden (Abbildung 8):

. .
I I I ———
I L ]
ATM — ATR e DNA-Reparatur
+P
+P l

+P CHK1

v T s
+P o
® C H K2 Zellzyklus-Arrest

+P B RRart -

N MDM2

| +P e - Sy :;:
EE | ; Akt/PKB) «—( PI3K d
—_— ARF L Apoptose
+Transkription
Ras I

Seneszenz

AP-1

Fts <+—| Raf +— Ras

Abbildung 8: Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen durch p53 in Folge von Schédigungen der DNA (oben)
sowie Kontrolle von p53 durch verschiedene Kinasen (unten).

ATM, Ataxia telangiectasia mutated, CHK1 bzw. CHK2, Checkpoint Kinase 1 bzw. 2; ATR, ataxia telangiectasia
and Rad3-related protein; Ras, Rat sarcoma; ARF, alternate reading frame; MDM2, mouse double minute 2; PI3K,
phosphatidylinositol 3-kinase; PKB, protein kinase B; AP-1, activator protein 1; Ets, E26 transformation-specific.
Modifziert nach Hernandez Borrero LJ, El-Deiry WS, Biochimica et Biophysica Acta - Reviews on Cancer, 20218
und dem Template ,P53 Regulation and Signaling“ von https://app.biorender.com/biorender-templates.® Erstellt mit
BioRender.com.

In Folge eines Doppelstrangbruch im Genom phosphoryliert die Proteinkinase ,Ataxia
telangiectasia mutated (ATM)“ die Checkpointkinase Chk2, welche dadurch selbst aktiviert
wird. Chk2 wiederum phosphoryliert sowohl p53, was direkt aktivierende Funktion hat, als auch
MDM2, was die Bindung von MDM2 an p53 blockiert und damit die Degradierung von p53
inhibiert. Analoges gilt bei Einzelstrangbrichen fir das Enzym ,ataxia telangiectasia and
Rad3-related protein (ATR)“ und die nachgeschaltete Checkpointkinase Chk1. Diese
Darstellung ist zwar eine starke Vereinfachung der tatsachlich ablaufenden Vorgange, da
mittlerweile bekannt ist, dass die durch ATM bzw. ATR ausgeldsten Kaskaden nicht einfach
parallel nebeneinander ablaufen. Genau genommen sind sie auf so komplexe Weise
miteinander verbunden, dass bspw. die ATR-Chk1-Achse zunachst durch ATM aktiviert
werden muss, weshalb keine strikte Unterteilung je nach Arten der DNA-Schadigungen

vorgenommen werden kann.®® Sie demonstriert aber die zentrale Rolle, die p53 bei der
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Reparatur von Schaden in der DNA-Sequenz spielt. Behandelt man humane Fibroblasten mit
anti-Benzo(a)pyren-diol-epoxid (BPDE), einem hoch reaktiven elektrophilen Metaboliten des
Kanzerogens Benzo(a)pyren, verursacht dies Mutationen in der DNA in Form von Addukten.
In Wildtyp-Zellen wird mittels Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) ein Segment, das den
Schaden beinhaltet, herausgeschnitten und neu synthetisiert, was den Schaden erfolgreich
behebt. In p53 defizienten oder mutierten Fibroblasten bleibt diese Reparatur jedoch aus, was
den Zustand vieler Krebszellen reflektiert, in denen nach Mutation von p53 weitere Mutationen

folgen, weil effiziente Reparaturmechanismen nicht aktiviert werden.®®

(2) Ras

Bei ca. 19% aller Krebserkrankungen finden sich ,Gain-of-function“-Mutationen in Onkogenen
der RAS-Famile.®® Im Menschen sind drei RAS Gene bekannt, namlich KRAS (Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog), das in ca. 76% der Falle mutiert ist, NRAS (neuroblastoma
RAS viral (v-ras) oncogene homolog), das in 13% der Falle betroffen ist, und HRAS (Harvey
rat sarcoma viral oncogene homolog), das in den verbleibenden ca. 7% Mutationen aufweist.
Diese Gene kodieren fir insgesamt vier Ras Proteine, da es von KRAS durch alternatives
RNA Splicing zwei Varianten gibt, namentlich KRAS4A und KRAS4B. Die vier Isoformen des
Proteins weisen sowohl hinsichtlich ihrer Struktur als auch ihrer biologischen Eigenschaften
kaum Unterschiede auf. Dies spiegelt sich in einer zu 80-92% identischen
Aminosaurensequenz wider, wobei die meisten Differenzen in der hypervariablen Region des
C-Terminus zu finden sind, jedoch kaum in der katalytischen Doméane des N-Terminus.®’
Insbesondere sind alle Isoformen in der Lage, nachgeschaltete Signalkaskaden zu aktivieren.
Dennoch unterscheiden sich die relativen Haufigkeiten, mit der die drei Gene jeweils von
Mutationen betroffen sind, wenn man spezifische Gewebe betrachtet. Wahrend Mutationen im
KRAS-Gen typisch fur kolorektale Tumoren sind, finden sich Mutationen in NRAS haufiger in
Tumoren der Haut sowie des endokrinen Systems. HRAS ist hingegen vor allem in Tumoren
des Kopf- und Halsbereiches mutiert. Allen Isoformen gemein ist die Tatsache, dass die
Mutationen in ca. 98% der Falle einen von drei spezifischen Aminosaureresten betreffen,
namlich G12, G13 oder Q61, die alle die Hydrolyse von Guanosintriphosphat (GTP) zu
beeintrachtigen scheinen, was zur dauerhaften Aktivierung von Ras flhrt (s.u).?? Da alle
Isoformen ihr onkogenes Potential Gber dieselben nachgeschalteten Signalwege auslben,
kann im Folgenden auf eine Unterscheidung zwischen den Isoformen verzichtet werden, wenn

die zellularen Auswirkungen von Mutationen in einem der RAS-Gene betrachtet werden.
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Ras gehdrt zur Familie der G-Proteine und liegt meist an die zytoplasmatische Seite der
Plasmamembran gebunden vor. In seiner inaktiven Form ist Ras an ein Guanosindiphosphat
(GDP) Molekul gebunden. Erst durch den Austausch von GDP durch GTP gelangt Ras in seine
aktive Form (Abbildung 9, oben).

(inaktiv)
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Abbildung 9: Mechanismus der Aktivierung von Ras durch Austausch von gebundenem GDP durch GTP (oben)
sowie schematische Darstellung des Ablaufs zweier nachgeschalteter Signalkaskaden (unten).
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GTP, Guanosintriphosphat; GDP, Guanosindiphosphat; GEF, Guanine nucleotide exchange factor; GAP, GTPase-
activating proteins; MAP(K), Mitogen-activated protein (kinase) MEK, MAPK/ERK kinase; ERK, extracellular signal-
regulated kinase; PI3K, Phosphoinositid-3-Kinase;, PIP3, Phosphatidylinositol (3,4,5)-Trisphosphat; PKB,
Proteinkinase B; Bad, BCL2 associated agonist of cell death; mTOR, mechanistic target of rapamycin;, GSK-3,
Glycogen synthase kinase 3 beta; FOXO, forkhead box transcription factors of class O. Modifiziert nach dem
Template ,Ras Activation® von https://app.biorender.com/biorender-templates basierend auf Ausfiihrungen in
Weinberg RA, Garland Science, 2014.6 Erstellt mit BioRender.com.

Die Bindung von GTP flhrt zu Konformationsdnderungen in der G-Doméne von Ras, die
einerseits die folgende Hydrolyse von GTP zu GDP foérdern, was wiederum den Rickgang von
Ras in seine inaktive Form bewirkt. Andererseits ermoglichen sie die Interaktion von Ras mit
verschiedenen Effektormolekilen und damit die Aktivierung verschiedener nachgeschalteter
Signalwege. Dabei wird der Austausch von GDP zu GTP durch sogenannte ,guanine
nucleotide exchange factors (GEFs)“ und die nachfolgende Hydrolyse von GTP zu GDP durch
.G TPase-activating proteins (GAPs)“ katalysiert. Sdugetiere exprimieren drei Klassen von
GEFs, namlich SOS, Ras-GRF und Ras-GRP, wobei SOS ubiquitar exprimiert wird und Ras-
GRF sowie Ras-GRP hauptsachlich in Neuronen eine Rolle spielen.®® Ein Modell der
Funktionsweise von GEFs postuliert, dass der entscheidende Schritt die physische
Annaherung von GEFs an das Membran-gebundene Ras ist. Dies gelingt Gber Linkerproteine
wie GRB2, die mit ihrer SH3-Domane an GEFs wie Sos binden kénnen und gleichzeitig mit

ihrer SH2-Doméane an Phosphotyrosine binden.®* Damit ist die Bricke zu den
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transmembranen Rezeptortyrosinkinasen geschlagen, die nach Aktivierung ein solches
Phosphotyrosin auf der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran prasentieren. Die
Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen wie EGF erfolgt wiederum durch verschiedene
Wachstumsfaktoren, die als Liganden fungieren. Der schematische Ablauf der Aktivierung von
RAS kann daher wie folgt skizziert werden:®

Wachstumsfaktoren - Rezeptortyrosinkinase > GRB2 - SOS - Ras

In der aktivierten Form kann Ras verschiedene nachgeschaltete Signalkaskaden aktivieren.
Zu den wichtigsten Signalwegen gehoéren untern anderem der Ras/Raf/MAP-Kinase-Weg
(Abbildung 9, links unten) sowie der PI3-Kinase-Weg (Abbildung 9, rechts unten). Das
Ubermitteln extrazellularer Signale an intrazelluléare Effektoren ist ein haufig beobachtetes
Prinzip und kann daher auch mit allgemeingultigen Termini bezeichnet werden: ,MAPK" steht
dabei firr ,mitogen-activated protein kinase, also eine durch Mitogene aktivierte Proteinkinase.
Mit diesem Terminus kann allgemein die Kaskade beschreiben werden, mit der von Mitogenen
(wie bspw. Wachstumsfaktoren) ausgehend Uber nachgeschaltete Proteinkinasen zellulare
Prozesse reguliert werden. In dieser Terminologie wird die im Signalweg an letzter Stelle
stehende Proteinkinase MAPK genannt und bei jeder vorgeschalteten Kinase jeweils das
Suffix ,Kinase“ angehangen.

Der Ras/Raf/MAP-Kinase-Weg beginnt mit der Aktivierung von Ras durch GTP. Die dadurch
folgenden Konformationsanderungen erlauben die Bindung von Raf (oder MAPKKK in der
allgemeinen Terminologie). Damit ist Raf, das sonst im Zytosol vorliegt, Uber Ras auch an die
Plasmamembran gebunden. In der Bindung an Ras erfaht auch Raf
Konformationsanderungen, die teilweise Uber weitere Gerlstproteine vermittelt werden, und
wird dadurch befahigt, die Kinase MEK (MAPKK) durch Phosphorylierung zu aktivieren. Bei
MEK handelt es sich um eine Kinase mit dualer Spezifizitat, die sowohl Tyrosin- als auch Serin-
und Threoninreste phosphorylieren kann. MEK phosphoryliert schlieRlich zwei ,extracellular
signal-regulated kinases (ERK1 und ERK2)“ bzw. MAPKSs, die verschiedene zellulare
Prozesse regulieren.® Die Phosphorylierung von ERKs flihrt u.a. zu deren Translokation aus
dem Zytoplasma in den Nukleus, wo sie die Aktivitat verschiedener Transkriptionsfaktoren
regulieren. AulRerdem kénnen ERKs weitere Kinasen im Zytoplasma phosphorylieren, die
unter anderem die Proteintranslation sowie ebenfalls Transkriptionsfaktoren im Nukleus
regulieren.®® Dadurch regulieren ERKs die Expression von Genen, die entscheidend fir
Zellproliferation und Zelldifferenzierung sowie Apoptose und Proteinsynthese sind. Bedenkt
man, dass unkontrollierte Zellproliferation ein entscheidendes Merkmal von Krebszellen ist,
verwundert es nicht, dass verschiedene Teile dieser Signalwege in bestimmten Tumoren
hyperaktiv sind. So ist BRAF aus der Klasse der Raf-Proteine in ca. 66% aller malignen
Melanome und mit geringerer Frequenz auch in anderen menschlichen Tumoren mutiert.%

Dabei betreffen diese Mutationen immer die Kinase-Domane von BRAF —in ca. 80% liegt eine
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einzelne Punkmutation (V599E) vor — was zur konstitutiven Aktivierung von BRAF fuhrt.
Ebenso zeigt die histologische Analyse von kolorektalen Tumoren, dass das Verhaltnis der
phosphorylierten (also aktivierten) Form von MEK zur nicht-phosphorylierten (also
inaktivierten) Form in Tumorgewebe deutlich héher als im gesunden Gewebe ist, was eine
entscheidende Rolle fiir den MAPK-Signalweg in der Tumorprogression nahelegt.®’

Ein weiterer entscheidender Signalweg ist die Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)
durch Ras (Abbildung 9, rechts unten), an dessen Ende u.a. die Regulation des
Zellwachstums, des Eintritts in den Zellzyklus, des Zellliberlebens, der Reorganisation des
Zytoskelettes und die Regulation des Zellmetabolismus steht.®® Durch GTP aktiviertes Ras
kann an die katalytische Untereinheit p110 von PI3K binden und — analog zur Aktivierung von
Raf — PI3K damit indirekt an die Zellmembran binden, wo auch die Substrate des Enzyms
lokalisiert sind. PI3K katalysiert die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphat (PIP2), das mit seiner hydrophoben Kohlenstoffkette in der Zellmembran
verankert ist, zu Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphat (PIP3), das wiederum als sekundarer
Botenstoff fungiert. Diese Reaktion kann in beide Richtungen ablaufen, wobei die umgekehrte
Reaktion von PIP3 zu PIP, durch das Enzym PTEN (Phosphatase and tensin homolog)
katalysiert wird.

PIPs kann durch die Konfiguration der drei Phosphatgruppen am Inositolring Proteine binden,
die eine PH-Domane exprimieren, und sie dadurch indirekt an der Plasmamembran verankern.
Auf diese Weise bindet PIP; sowohl die Kinase PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1)
als auch die Kinase AKT (manchmal auch als Proteinkinase B (PKB) benannt), was zur
Phosphorylierung von AKT durch PDK1 an einem Threoninrest fuhrt. AKT wird dadurch
aktiviert und vermittelt Gber verschiedene Substrate wachstumsfordernde Signale. Durch die
Inhibierung von pro-apoptotisch wirkenden Molekulen wie BAD (BCLZ2 associated agonist of
cell death), Caspase-9 und FOXO sowie der Aktivierung des anti-apoptotisch wirkenden
MDM2 verhindert AKT den Eintritt der Zelle in die Apoptose. Parallel stimuliert AKT die
Zellteilung durch Inhibierung der antiproliferativ wirkenden Molekule GSK-33, FOXO4 und
p21¢®1 SchlieRlich aktiviert AKT indirekt mTOR (mechanistic target of rapamycin), indem es
die Dissoziation des Komplexes aus TSC 1 und TSC 2 (Tuberous sclerosis 1 und 2) fordert,
der mTOR ansonsten in seine inaktive Form Uberfihrt. In seiner aktiven Form stimuliert mTOR
die Proteinsynthese und damit das Zellwachstum.®

Wie schon beim Ras/Raf/MAPK-Signalweg beobachtet, hat also auch die Aktivierung des
Ras/PI3K-Signalweges eine Stimulierung der Zellproliferation zu Folge, die zu einem
Kennzeichen von Krebs werden kann, wenn sie unkontrolliert ablauft. In der Tat sind
Mutationen, welche die Entstehung von Krebs begulnstigen, fur fast alle Stationen des
Ras/PI3K-Signalweges bekannt. Bspw. kann die Uberexpression von AKT1 nicht-kleinzelligen

Bronchialkarzinomen (NSCLC) Resistenz gegenuber der Therapie mit cisplatinhaltiger

36



Chemotherapie verleihen.®® Ebenfalls zeichnen sich eine Reihe von Tumoren wie bspw.
Glioblastome oder Lungentumore durch Funktionsverlust von PTEN aus, wobei hier vermutlich
seltener Mutationen in der kodierenden Sequenz ursachlich sind.'®

Da Ras an der Spitze dieser Signalwege steht, ist es essentiell, dass Ras nicht dauerhaft aktiv
ist, sondern nur fur kurze Zeit Impulse aussendet. Dies wird erreicht, indem die Hydrolyse von
GTP zu GDP durch GAPs katalysiert wird (Abbildung 9, oben). Dies erklart, warum 98% der
Falle die Aminosauren G12, G13 oder Q61 betreffen.®? Die Aminosaurereste an Position 12,
13 und 61 sind namlich alle an der Stelle im Ras-Protein lokalisiert, wo die Hydrolyse von GTP
— also die Inaktivierung von Ras — stattfindet.

Beim Menschen scheinen KRAS G12 Mutationen vorherrschend zu sein, unter denen G12D
wahrscheinlich vor G12V und G12C am haufigsten auftritt.

Die auch im Mausmodell der vorliegenden Arbeit untersuchte Mutation G12D, also das
Vorliegen von Aspartat an Stelle von Glycin, fuhrt vermutlich zu Konformationsanderungen, in
den katalytisch aktiven Regionen (spezifisch der Switch-1l (SIl) und der a3-helix Region), die
eine effektive Hydrolyse von GTP verhindern.'®!

Dadurch sendet Ras nicht mehr lediglich wohl dosierte Signal aus, bevor es wieder inaktiviert
wird, sondern verharrt in seiner aktiven Form, was zur dauerhaften Aktivierung der

nachgeschalteten Signalwege fuhrt.

2.2.4. Reparatur von DNA-Schaden in Krebszellen
Auch gesunde Zellen sind permanent mit dem Auftreten von Schaden in ihrer DNA konfrontiert.
Es wird davon ausgegangen, dass selbst ohne schadigende dulRere Einflisse jede Zelle pro
Zellzyklus circa 50 Doppelstrangbriiche erleidet.'® Schaden in der DNA konnen einerseits
endogen durch spontan ablaufende chemische Reaktionen oder als Folge von Fehlern im
komplexen Ablauf der DNA-Replikation entstehen. Andererseits kdnnen sie exogen durch den
Einfluss von Chemikalien oder von ultravioletter bzw. ionisierender Strahlung induziert werden.
Wirden diese Schaden in der DNA nicht behoben und kdnnten Zellen, deren Genom diese
Schaden aufweist, sich ungehindert weiter replizieren, hatte dies die Akkumulation von
defekten Zellen zu Folge. Defekte kdnnen sich dabei entweder als Verlust von Funktionen
manifestieren, deren Fehlen fir den gesamten Organismus lebensbedrohlich sein kann, oder
als Kontrollverlust tiber zellulare Prozesse, die dann ausufernd ablaufen und letztlich zu Krebs
fuhren kénnen. Daher wird der Zellzyklus menschlicher Zellen eng kontrolliert. Sowohl der
Ubergang von der G- in die S-Phase als auch der Ubergang von G- in die M-Phase stellen
Kontrollpunkte (,checkpoints®) dar, an denen die Integritat der DNA Uberprift wird. Werden an
diesen Punkten Schaden in der DNA detektiert, kann die Progression durch den Zellzyklus so
lange unterbrochen werden, bis der Schaden behoben ist. Stellt sich der Schaden jedoch als
so schwerwiegend heraus, dass eine Reparatur nicht moglich ist, wird gegebenenfalls der
programmierte Zelltod eingeleitet, um den Gesamtorganismus vor Schaden zu schitzen.'%
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Wie bereits skizziert, wird diese Aufgabe von den Kinasen ATM und ATR wahrgenommen.
Werden Schaden in der DNA detektiert, phosphorylieren ATR und ATM die Checkpointkinasen
Chk1 bzw. Chk2. Die nachgeschaltete Aktivierung von p53 ermdéglicht es dabei, den Zellzyklus
am Ubergang von der Gi- in die S-Phase zu arretieren, wahrend die nachgeschaltete
Inhibierung von Cdc25 den Ubergang von der G,-Phase zur Mitose verhindert. Diese
vereinfachte Betrachtung suggeriert, dass ein Ausfall der ATR-Chk1- oder der ATM-Chk2-
Achse zu einer Fortsetzung der Zellteilung in der Gegenwart von DNA-Schaden flhren
musste. Das wiederum wirde zu einer Akkumulation von Mutationen im Genom fihren, was
als genomische Instabilitat eines der Hauptkennzeichen von Krebs darstellt. In der Tat wurden
sowohl ATM als auch ATR nach ihrer Entdeckung als Tumorsuppressorgene verstanden,
deren Fehlen die Entstehung von Krebs beginstigt. Fur diese These spricht, dass
Keimbahnmutationen im ATM-Gen zur Entwicklung von Krebs pradisponieren. Dieses
sogenannte ,ataxia telangiectasia syndrome” zeichnet sich durch ein 20-30% hdheres
Lebensrisiko der Entwicklung von Krebs aus. AuRerdem finden sich vor allem in Neoplasien
der lymphoiden Zellen auch somatische Mutationen oder ein géanzliches Fehlen von ATM."%4
Vor diesem Hintergrund erscheint es zunachst paradox, dass in einem Maus-Modell, das eine
schwere Atr-Defizienz induziert, zwar eine reduziere Lebensspanne, aber selbst in
Abwesenheit von p53 keine Tumorentwicklung beobachtet wurde.'® Dabei handelt es sich
nicht um Eigenschaften, die spezifisch fir die Funktion des Protein ATR selbst sind. Die
Beobachtung, dass Chk1 in der T-Zell-akuten lymphatischen Leukamie (T-ALL) Gberexprimiert
und hyperaktiviert sein kann, deutet vielmehr darauf hin, dass die gesamte ATR-Chk1-Achse
onkogenes Potential haben konnte."%

Diese vermeintlichen Widerspriiche hinsichtlich der Onkogenitat lassen sich durch ein
genaueres Betrachten der Wirkmechanismen von ATM und ATR auflésen.

Das Genom wird durch MRN, einem heterotrimeren Komplex bestehend aus MRE11, RAD50
und NBS1, permanent nach Doppelstrangbriichen abgesucht. Wird ein Doppelstrangbruch
detektiert, sorgt MRN daflr, dass ATM in unmittelbare Nahe dazu gebracht wird, damit es dort
seine Funktion ausiiben kann.'” Neben der Arretierung des Zellzyklus fiihrt die Aktivierung
von ATM auch zur Akkumulation von Proteinen wie BRCA1 und 2 sowie Rad51, die zur
Reparatur der DNA mittels homologer Rekombination (HR) benétigt werden. HR nutzt dabei
eine DNA-Matrize als Vorlage, was eine Reparatur mit hoher Genauigkeit ermoglicht. Daher
ist HR auf die S- und G2-Phase beschrankt, weil das Vorliegen eines Schwester-Chromatid
notwendig ist. Im Gegensatz dazu wird bei der Reparatur mittels nicht-homologer
Endverknupfung (non-homologous end joining, NHEJ) fir die Ligatur keine Matrize als Vorlage
bendtigt, weshalb NHEJ in jeder Phase des Zellzyklus ablaufen kann. Mittels NHEJ wird der
Reparaturprozess beschleunigt, aber eine hohere Fehleranfalligkeit in Kauf genommen.'% Bei

den durch ATM ausgeltdsten Reparaturvorgangen entstehen schliellich durch Endresektion
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auch Einzelstrang-DNA-Anteile (ssDNA), an die sich RPA (replication protein A) anlagert. RPA
fuhrt seinerseits dazu, dass ATR zum DNA-Schaden rekrutiert wird. ATR bildet dabei in seiner
aktiven Form ein Heterodimer mit ATRIP (ATR-Interacting Protein), wobei sich jeweils zwei
solcher Heterodimere zu einem weiteren Heterodimer aneinanderlagern. Durch die Inhibierung
der Aktivierung des CDK1/Cyclin B-Komplexes durch Cdc25 verhindert ATR schlie3lich den
Eintritt in die Mitose.'” Diese Betrachtung zeigt, dass sowohl ATM als auch ATR in die
Reparatur von Doppelstrangbriichen involviert sind, aber noch nicht warum nur ATM ein
Tumorsuppressorgen zu sein scheint.

Neben Doppelstrangbriichen, die repariert werden mussen, stellt auch die fehlerhafte
Replikation von DNA ein relevantes Risiko flr Zellen dar, Mutationen in ihrem Genom zu
akquirieren. Damit das Genom wahrend der Replikation vollstandig und in einer
angemessenen Geschwindigkeit dupliziert werden kann, missen die Prozesse, die darin
involviert sind, genau reguliert werden. Die DNA-Replikation beginnt daher an zahlreichen
einzelnen Replikationsurspriingen, an denen sich jeweils Replikationsgabeln bilden.'® Dabei
muss sowohl die zeitliche Abfolge, mit der diese Replikationsurspriinge auftreten, als auch die
Distanz, welche zwischen ihnen liegt, koordiniert werden.'® Dabei lassen sich
Replikationsurspriinge unterscheiden, die in der friihen bzw. spaten Phase der Replikation
aktiv werden. Die meisten Urspriinge scheinen jedoch in einer ungestérten S-Phase gar nicht
zu feuern (,origin firing“), sondern still (,dormant®) zu liegen. So soll es der Zelle ermdglicht
werden, weitere Replikationsurspringe zu aktivieren, falls es an einem bereits feuernden
Ursprung zu Problemen kommt.'® Probleme bei der Replikation machen sich unter anderem
durch die Kollision von mehreren Replikationsgabeln oder ein verlangsamtes Fortschreiten
einer einzelnen Replikationsgabel bemerkbar, was bis zum kompletten Anhalten und Zerfall
der Replikationsgabel fihren kann. Diese Phanomene werden als Replikationsstress
bezeichnet. Einige der flr Krebszellen typischen Eigenschaften sind auch fur das Auftreten
von erhdhten Replikationsstress ursachlich. Die gesteigerte Zellproliferation flhrt
notwendigerweise zum Verbrauch der vorhandenen Nukleotide, was einen Replikationsstress
darstellt. Ebenso 16st das fur Krebs typische vermehrte Auftreten von ROS Replikationsstress
aus. AufRerdem fihren bestimmt Onkogene wie bspw. MYC direkt zur Deregulierung der
Prozesse, die flr eine koordiniertes Feuern der Replikationsurspriinge essentiell sind.'® Das
Anhalten von Replikationsgabeln flhrt dazu, dass ssDNA-Strange, die normalerweise wieder
zu einem Doppelstrang zusammengesetzt werden, flr Iangere Zeit exponiert bleiben.'! Diese
Einzelstrang-DNA wird nun mit RPA besetzt, was zur Aktivierung von ATR fuhrt. Anders als
beim Doppelstrangbruch — bei dem es zunachst zur Aktivierung von ATM und erst
anschlieBend zur Aktivierung von ATR durch die bei der Endresektion generierten
Einzelstrang-DNA kommt — I6sen angehaltene Replikationsgabeln also primar eine Aktivierung
von ATR und nicht ATM aus. Die ATR-Chk1-Achse fuhrt nun wie bereits beschrieben zum
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Zellzyklusarrest Uber die Degradierung von Cdc25 sowie Aktivierung von p53. Zusatzlich kann
ATR sowohl selbst als auch vermittelt durch Chk1 die in der Nahe der betroffenen Region
liegenden Replikationsurspriinge aktivieren und gleichzeitig das Feuern von Urspringen, die
normalerweise am Ende der S-Phase aktiv sind, inhibieren.'? Die durch ATR ausgel6sten
Mechanismen sorgen also daflr, dass die Replikation vollendet werden kann, bevor die Zelle
in die Mitose eintritt. Zellkulturexperimente kénnen diese spezifische Funktion von ATR
rekapitulieren. So kann man in Atr-defizienten Huhn-Zellen beobachten, dass sich die
Replikationsgabeln langsamer fortbewegen und haufiger komplett zerfallen, wahrend der
Anteil der feuernden Replikationsurspriinge gesteigert ist. Auf Ebene der DNA lassen sich
wiederum haufiger Fehler wie Chromatidlicken oder der Verlust von Chromosomen
beobachten.’?® Ein Teil der beobachteten Effekte lasst sich durch die pharmakologische
Inhibition von CDK1 abmildern, was die spezifische Rolle von ATR noch unterstreicht, da am
Ende der ATR-Chk1-Kaskade die Inhibierung der CDK1-aktivierenden Funktion von Cdc25
steht.

Den Zusammenhang zwischen der Aktivierung von ATR durch Replikationsstress und der
Reparatur von DNA-Schaden durch HR zeigt die zytogenetische Untersuchung von
Eierstockkrebs. Hier korreliert das Ausmall der genomischen Instabilitat mit der Aktivierung
von ATR und Chk1. AuRerdem kann durch Depletion von Rad51 mittels short hairpin RNA
(shRNA) die erfolgreiche Reparatur von DNA-Schaden durch HR verhindert werden, da Rad51
fur den korrekten Ablauf der HR essentiell ist. In diesen Zellen ist eine weitere
Aktivitatszunahme der ATR-Chk1-Achse zu beobachten.'™ Das ist vor allem eingedenk der
Tatsache interessant, dass viele Tumore Defekte im HR-Signalweg aufweisen, was zu
genomischer Instabilitdt und damit Abhangigkeit von ATR fiihren kann.

In der Zusammenschau scheint es daher plausibel, dass es flir Tumore zwar von Vorteil ist,
die Zellproliferation zu steigern und bestimmte Mutationen im Genom zuzulassen. Dennoch ist
es auch fur eine Krebszelle unabdingbar, dass die Replikation des Genoms — unter Umstanden
mitsamt den vorhandenen Mutationen — komplett ablaufen kann, bevor die Mitose eingeleitet
wird. Genau diese Hypothese liegt der Erprobung von ATR-Inhibitoren zu Grunde.
Krebszellen, die durch ihre intrinsischen Eigenschaften ein hohes Mal} an Replikationsstress
tolerieren mussen, soll die Mdglichkeit der Koordination von Replikationsurspriingen und
Reparatur von stockenden Replikationsgabeln durch ATR genommen werden. Die Inhibition
hat zum Ziel, dass die Mitose in Zellen eingeleitet wird, deren Genom nur unvollstandig
repliziert ist. Das flihrt zur mitotischen Katastrophe und damit dem Tod der Zelle.""®
Zellkulturexperimente zeigen in der Tat, dass die Inhibition von ATR flr Zellen besonders dann
toxisch ist, wenn Bedingungen vorliegen, die das Mal} an Replikationsstress fordern. Im

Experiment wird dies durch die Ubermafige Expression des Onkogen Cyclin E erreicht, was
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typisch fur bestimmte Karzinome im Menschen ist und nachweislich zu vermehrten Schaden
in der DNA flihrt.®

Der Zusammenhang zwischen Replikationsstress und Abhangigkeit von ATR Iasst sich auch
bei der malignen Transformation von kultivierten Zellen beobachten. Die Kombination aus
Transformation von MEFs durch konstitutive Aktivierung des Onkogen Ras und Inhibition von
ATR fuhrt zu signifikant h6herer genomischer Instabilitat als die alleinige Inhibition von ATR in
nicht transformierten Zellen. Dabei reicht eine Reduktion der Aktivitat des ATR-Signalweges
auf ca. 16% der Ublichen Aktivitdt aus, um fir Zellen in Kombination mit der onkogenen
Aktivierung von Ras todlich zu sein.'" Dieses Phanomen, dass zwei verschiedene
Interventionen in Kombination tédlich wirken, wahrend die alleinige Intervention mit jeweils nur
einem der beiden Partner lediglich bedingt toxisch ist, wird als synthetische Letalitat
bezeichnet.

Dass das Ausmal der Restaktivitat von Atr fur die Tumorigenese entscheidend ist, belegen in
vivo Studien. In Mausen, die sowohl flr Afr als auch Tp53 haploinsuffizient sind, gelingt
beispielsweise trotz der verringerten Aktivitat von Atr die Induktion von Adenokarzinomen der

Lunge in einem Kras®'?° Hintergrund.""”

2.2.5. Tumormetabolismus
Eines der Kennzeichen von Krebs, namlich die Deregulierung des zellularen
Energiehaushaltes, ergibt sich aus den vorangegangenen Betrachtungen. Die starke
Beschleunigung der Zellteilung sowie die Zunahme des Zellwachstums und die damit
verbundene gesteigerte Proteinbiosynthese sind anabole Prozesse, die mit einem deutlich
erhdhten Energiebedarf einhergehen. Wie bereits erwahnt, reagieren Tumorzellen auf den
gesteigerten Energiebedarf einerseits mit der Neubildung von Gefalden. Andererseits
unterscheidet sich auch die Art der Energiegewinnung in Tumorzellen von der in gesunden
Zellen.
Physiologischerweise gewinnen Zellen Energie durch Glykolyse, einen Prozess, der die
Konvertierung von Glukose in ATP beschreibt. Dabei werden zwei Arten der Glykolyse
voneinander unterschieden. Bei beiden Arten wird zunachst in 10 aufeinander folgenden
enzymatischen Reaktionen ein Molekil Glucose zu 2 Molekilen Pyruvat umgewandelt,
woraus ein Nettoenergiegewinn von 2 ATP und 2 NADH resultiert. Der weitere Abbau des
Pyruvats ist dann von der Verfiigbarkeit von Sauerstoff abhangig. Steht ausreichend
Sauerstoff zur Verfiigung, kann Pyruvat in die Mitochondrien importiert werden, wo es durch
die Pyruvatdehydrogenase (PDH) katalysiert zu Acetyl-CoA umgesetzt werden. Das so
gewonnene Acetyl-CoA kann dann dem in den Mitochondrien ablaufendem Citratzyklus
zugefiihrt werden, wo es unter Energiegewinnung zu CO, abgebaut werden kann.'®
Insgesamt kénnen auf diese Weise durch die Oxidation eines Glukosemolekiils 32-36
Molekiile ATP gewonnen werden, was als aerobe Glykolyse bezeichnet wird.""9120
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Sind Zellen hingegen sauerstoffarmen Bedingungen ausgesetzt oder besitzen keine
Mitochondrien, betreiben sie die sogenannte anaerobe Glykolyse. Dabei wird Pyruvat durch
das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) katalysiert zu Laktat reduziert. Diese Reaktion dient
der Regeneration von NAD*. AuRerdem wird Laktat an die Umgebung abgegeben und kann
schlieBlich in der Leber wieder zur Glukoneogenese genutzt werden. '8

Da Krebszellen einen besonders hohen Energiebedarf haben, liegt also der Schluss nahe,
dass sie, wann immer die dulReren Bedingungen es zulassen, aerobe Glykolyse betreiben.
1923 beschrieb jedoch der Physiologe Otto Warburg die paradox scheinende Eigenart von
Karzinomzellen, auch in der Gegenwart von Sauerstoff die Mechanismen der anaeroben
Glykolyse zu nutzen (von Warburg selbst als aerobe Glykolyse, da in der Gegenwart von
Sauerstoff, bezeichnet).’? 1956 postulierte er weiter, dass diese Eigenschaft sogar zur
Entstehung von Krebs notwendig sei, was mittlerweile als Warburg Effekt bezeichnet
wird.'?2123 Der Vorteil, den Krebszellen aus dieser unékonomisch erscheinenden Art der
Energiegewinnung ziehen, lasst sich verstehen, wenn man nicht nur die reine Energiebilanz
betrachtet. Fir Zellteilung und -wachstum ist es ebenso notwendig, dass genug Substrate fur
DNA-Replikation und Proteinsynthese zur Verfigung stehen. Diese Substrate entstehen im
ersten Abschnitt der Glykolyse, die dem aeroben und anaeroben Abbau gemein ist. So kann
Glukose-6-phosphat in den oxidativen Arm des Pentosephosphatweges eingeschleust werden
und der Biosynthese von Nukleotiden dienen, die fir die DNA-Replikation essentiell sind. Des
Weiteren kdnnen Glycerinaldehyd-3-phosphat und Dihydroxyacetonphosphat zum Aufbau der
Zellmembran genutzt werden. 3-Phosphoglycerat kann schlieRlich dem Ci-Metabolismus
(,one-carbon metabolism®) zugefiihrt werden.'? Unterschiedliche Indizien bekraftigen die
Plausibilitat dieser Perspektive. Es lohnt beispielsweise ein Blick auf das Enzym Pyruvatkinase
(PK). Die PK katalysiert im letzten Schritt des ersten Teils der Glykolyse die
Dephosphorylierung von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Pyruvat. Im Menschen sind vier
Isoformen der PK bekannt, namlich PKR, PKL und die beiden durch alternatives Splicing
entstehenden Varianten PKM1 und PKM2. Wahrend PKR, PKL und PKM1 in
unterschiedlichen adulten Geweben vorkommen, ist die Expression von PKM2 auf embryonale
Zellen beschrankt.'* Interessanterweise scheint auch in Krebszellen hauptsachlich PKM2
exprimiert zu sein.'?® Dennoch scheinen nicht alle Krebszellen von der Funktion von PKM2
abzuhdngen, da sich bspw. Tumore der Brust auch nach Deletion von PKM2
weiterentwickeln.’”® Eine genauere Betrachtung zeigt, dass PKM2 vor allem in nicht-
proliferierende Krebszellen aktiv ist und durch Signale, welche die Zellteilung férdern,
inaktiviert wird, und daher in aktiv proliferierenden Zellen kaum Aktivitdt aufweist. Ein
struktureller Vergleich von PKM1 und PKM2 belegt, dass sich die Aktivitat der PKM2 durch
allosterische Regulation deutlich einfacher regulieren lasst, als es bei PKM1 der Fall ist.’?* Im
Vergleich zur PKM1 ist die Katalyse der Reaktion von PEP zu Pyruvat durch PKM2 ineffektiver
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und lauft langsamer ab. Daher erscheint es plausibel, dass die bereits erwahnten
Reaktionsprodukte, die bei den ersten Reaktionsschritten der Glykolyse entstehen, vor allem
dann akkumulieren, wenn PKM2 aktiv ist. Innerhalb des Krebsgewebes finden sich immer aktiv
proliferierende Zellen und solche, in denen gerade vermehrt andere anabole Reaktionen
ablaufen. Uber die Steuerung der Aktivitat von PKM2 kdnnen Krebszellen daher beeinflussen,
ob vermehrt Zwischenprodukte abfallen sollen oder vermehrt ATP generiert werden soll.
Versuche in primaren Zellen bestatigen diesen Ansatz. Deletiert man in diesen Zellen PKM2,
wird in der Folge PKM1 hochreguliert, was schliellich zum Proliferationsstopp fuhrt.
Substituiert man nun jedoch Nukleotide, wird der Zellzyklus wieder aufgenommen.'?” Das
Ausmal} der vermehrt anfallenden Zwischenprodukte scheint also in der Tat eine fir die Zelle
relevante GroRRe zu erreichen.

Ein Vergleich mit anderen kdpereigenen Zellen demonstriert ebenfalls, dass der Warburg
Effekt nicht etwa eine Fehlfunktion von Krebszellen darstellt, sondern vielmehr das Ablaufen
anaboler Prozesse fordert. Zum einen sind Erythrozyten ebenfalls grundséatzlich von der
Energiegewinnung durch anaerobe Glykolyse abhangig, weil sie auf Grund von fehlenden
Mitochondrien keine oxidative Phosphorylierung betreiben kdonnen. Das dabei vermehrt
entstehende NADPH nutzen sie effektiv zur Reduktion von Glutathion.'® Zum anderen
scheinen auch gesunde Zellen wahrend der Embryogenese unabhangig vom Sauerstoffgehalt
vor allem anaerobe Glykolyse zu betreiben.’”® In der Zusammenschau scheint die
Energiegewinnung mittels anaerober Glykolyse fir stark anabole Zellen — wie embryonale
Zellen und Tumorzellen — insgesamt vorteilhaft zu sein.

Dass Tumorzellen die Energiegewinnung mittels anaerober Glykolyse préaferieren, zeigt
aullerdem die enzymatische Regulierung der dafir typischen Reduktion von Pyruvat zu Laktat.
Das diese Reaktion katalysierende Enzym LDH kommt im Menschen namlich in vier
verschiedenen Isoformen vor. Die Isoform LDHA férdert vermehrt die Umsetzung von Pyruvat
zu Laktat, wahrend die Isoform LDHB eher die Umkehrreaktion, also die Oxidation von Laktat
zu Pyruvat, katalysiert. Bezeichnenderweise scheint in bestimmten Tumoren die Expression
von LDHA zu Gunsten der Expression von LDHB erhéht zu sein, was sich diagnostisch nutzen
lasst. 30

Zudem lauft die Energiegewinnung mittels anaerober Glykolyse deutlich schneller ab. Zwar ist
die Energiegewinnung aus einem Molekul deutlich ineffizienter, jedoch ist die pro Zeiteinheit
generierte Menge von ATP bei der anaeroben Glykolyse héher, solange genug Glukose zur
Verfligung steht.'® Dies macht allerdings eine weitreichende Einschrankung deutlich, die
Tumorzellen eingehen, wenn sie auf Energiegewinnung mittels OXPHOS verzichten. Die
energetisch ineffiziente Verwertung eines Molekils Glukose zwingt Tumorzellen dazu, die
intrazellulare Glukosekonzentration besonders hochzuhalten. Diagnostisch wird sich diese

Eigenschaft bereits in der klinischen Routine zu Nutze gemacht. Sowohl bei der initialen
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Tumorsuche als auch der Frage nach dem Vorliegen von Metastasen spielt die Bildgebung
mittels Positronen-Emissions-Tomographie, die auf der radioaktiven Markierung von Glukose
mit dem Radionuklid Fluor-18 basiert, eine entscheidende Rolle.’®' Nach der intravendsen
Applikation von 18-Fluor-Deoxyglukose (FDG) kann anschlieRend an Hand des Signals, das
durch den radioaktiven Zerfall des Nuklids entsteht, die Aufnahme von FDG in unterschiedliche
Gewebe quantifiziert werden. Tumore lassen sich auf diese Weise nur auf Grund ihrer im
Vergleich zum gesunden Gewebe erhéhten Aufnahme von Glukose sehr sensitiv detektieren.
Die Glukoseaufnahme wird in menschlichen Zellen durch drei verschiedene Systeme
ermdglicht.”®? Die Symporter SGLT1 und 2 (sodium-glucose cotransporter) werden in
intestinalen Zellen bzw. Nierenzellen exprimiert und vermitteln dort sekundar aktiv die an Na+
gekoppelte Aufnahme von Glukose Uber die apikale Membran. SGLT1 dient dabei der
Aufnahme von Glukose in die Blutbahn, wahrend SGLT2 die Rickresorption von Glukose aus
dem Lumen von Tubuluszellen ermdglicht. Eine weitere Klasse von Glukosetransportern
gehort zur Familie der sogenannten ,SWEETS“ und ist im Menschen bisher kaum
charakterisiert, sondern vor allem in Pflanzen erforscht. SchlieRlich gibt es die durch das
SLC2-Gen kodierte Klasse der GLUT (Glukose Transporter), die als transmembranare
Uniporter den Transport von Hexosen nach intrazellular ermdglichen.’? Bisher sind 14
verschiedene GLUTs bekannt, wobei sich vor allem die zur Klasse 1 gehdérigen GLUT1, 2, 3,
4 und 14 durch eine hohe Affinitat fir Glukose auszeichnen, wahrend die Gbrigen GLUTs
andere Funktionen wahrnehmen. GLUT1 zeichnet sich unter den GLUTs der Klasse 1 durch
die hdchste Affinitdt zu Glukose aus und scheint auf den meisten menschlichen Zellen
exprimiert zu werden. Die entscheidende Bedeutung, die GLUT1 zukommt, wird durch das
sogenannte GLUT1-Defizienz-Syndrom unterstrichen: Heterozygote Mutationen im SLCZ2A-
Gen, das fur GLUT1 kodiert, flhren neben anderen Symptomen zu
Entwicklungsverzégerungen, Epilepsieneigung und Bewegungsstoérungen in den betroffenen
Patienten. '3

Tumorzellen hingegen, scheinen ihren hohen Bedarf an Glukose durch eine Heraufregulierung
der Expression von GLUT1 zu decken. Eine Metaanalyse von 26 Studien, in denen jeweils die
Expression von GLUT1 in verschieden Krebsentitdten untersucht wurde, zeigte, dass GLUT1
in einer Vielzahl verschiedener Tumoren Uberexprimiert wird.'*® Dabei scheint die Expression
von GLUT1 in bestimmten Krebsarten, wie bspw. Tumoren der Brust, mit einer kirzeren
mittleren Uberlebenszeit zu korrelieren, wahrend eine Hochregulierung in Tumoren des Kolons
keine Assoziation mit der mittleren Uberlebenszeit zu zeigen scheint. Das Expressionslevel
von GLUT1 scheint also bei Brustkrebs prognostische Aussagekraft fiir das Uberleben der
betroffenen Patienten zu haben.'® Damit stellt sich auch die Frage, ob GLUT1 ein mdglicher

Angriffspunkt zielgerichteter Therapien sein kann.
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Tatséachlich zeigt die Inhibierung von GLUT1 in der Zellkultur therapeutisches Potential bei der
Behandlung von dreifach-negativem Brustkrebs (TNBC). TNBC ist eine besonders aggressive
Form von Brustkrebs, die durch die fehlende Expression sowohl des Ostrogen Rezeptors a
(ERa), als auch des Progesteron Rezeptors (PR) sowie des ,epidermal growth factor®-
Rezeptors 2 (HER2) definiert ist. Betrachtet man die Proben von TNBC, die im TCGA
gesammelt wurden, fallt auf, dass TNBC auch durch eine erhdhte Expression von SLC2A1,
dem Gen, das flur GLUT1 kodiert, gekennzeichnet sind. Das kénnte erklaren, warum die
pharmakologische Inhibierung von GLUT1 in der Zellkultur oder der Knockdown von GLUT1
mittels siRNA in einigen TNBC-Zelllinien zu einem Wachstumsstopp der Zellen flihren.
Bezeichnenderweise scheinen dabei vor allem jene Zellen sensibel gegenliber der Inhibierung
von GLUT1 zu sein, die in ihrem Grundzustand besonders wenig OXPHOS betreiben und in
denen daher der Warburg Effekt stark ausgepragt ist."’

Auch in vivo konnte bereits ein potentieller Nutzen der Inhibition von GLUT1 gezeigt werden.
In einem Xenograft-Modell wurden sowohl Nierenzellkarzinome mit Verlust des
Tumorsuppressorgens VHL als auch Nierenzellkarzinome mit funktionstichtigen VHL mit
einem GLUT1-Inhibtor behandelt. VHL defiziente Zellen zeichnen sich durch einen besonders
prominenten Warburg Effekt aus, der sich in der Hochregulation von Schlisselenzymen der
Glykolyse sowie von GLUT1 aufert. Tatsachlich konnte nur in solchen Tumoren mit
funktionslosem VHL ein Wachstumsstopp in Folge der Therapie mit einem GLUT1 Inhibitor
verzeichnet werden. 38

Zusammengenommen sprechen diese Befunde also daflir, dass die alleinige Inhibierung von
GLUT1 das Wachstum von einigen besonders auf Glukose angewiesenen Krebszellen
adaquat stoppen kann. Dennoch ist diese Wirkung, selbst wenn man einzelne Krebsarten
isoliert betrachtet, nicht allgemeingultig, sondern auf bestimmte Zellen beschrankt.

Den Versuch, die Abhangigkeit der Tumorzellen von Glukose therapeutisch auszunutzen,
zeigt auch die Arbeit an der Entwicklung bestimmter Diatregime, die sich durch einen
besonders niedrigen Gehalt von Kohlenstoffen auszeichnen.'® Hier konnte bisher allerdings
kein kausaler Zusammenhang zwischen einer bestimmter Diatform und einem protektiven
Effekt auf die Krebsentwicklung gezeigt werden, auch wenn in einigen Studien eine positive
Korrelation zwischen kohlenstoffarmer Erndhrung und dem Ansprechen auf etablierte
Therapien gezeigt werden konnte. Ein kausaler Zusammenhang lasst sich hier jedoch schwer
beweisen, weil generell ein normwertiger BMI, der durch kohlenstoffarme Diaten geftrdert
wird, oder der Verzicht auf méglicherweise kanzerogene Nahrungsmittel wie rotes Fleisch mit
einem geringeren Krebsrisiko assoziiert sind.

Zukunftige Forschung muss also noch zeigen, wodurch sich voraussagen lasst, ob
Krebszellen auf die Inhibierung von GLUT1 ansprechen und wodurch sie sich eventuell daftr

sensibilisieren lassen.
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2.3 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

In dem mitvorgelegten Artikel konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus der
Inhibierung der Proteinkinase ATR und des Glukosetransporter GLUT1 in Kras-mutierten
Tumoren in vitro zu synergistischer Letalitat flhrt (sieche Seite 79). In der vorgelegten Arbeit
soll untersucht werden, ob sich diese Ergebnisse auch in vivo bestatigen lassen. Zu diesem

Zweck wird ein autochthones Mausmodell Kras®'?°

-getriebener Weichteilsarkome verwendet.
Nach der Induktion von Sarkomen im Oberschenkel erhalten die Mause der Therapiegruppe
entweder eine 7-tdgige Behandlung mit dem ATR-Inhibitor VE822, dem GLUT1-Inhibitor
WZB117 oder einer Kombination aus beiden Inhibitoren, wahrend die Mause der
Kontrollgruppe nur ein Vehikel erhielten. Jeweils zu Beginn und nach Abschluss der
Behandlung werden die Volumina der Tumore durch Bildgebung mittels MRT quantifiziert.
Dadurch koénnen Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen hinsichtlich des
Grolenwachstum der Tumore ermittelt werden. Nach Abschluss der Behandlung werden die
Tiere zur histologischen Analyse des Tumorgewebes getdtet, um unter anderem potentielle
Unterschiede zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppen hinsichtlich der Kinetik der
Proliferation der Tumorzellen aufzudecken.

Der Transfer dieser Kombinationstherapie von der Zellkultur in das Mausmodell soll auRerdem
erste Anhaltspunkte Uber die Vertraglichkeit der Applikation in vivo liefern. Die Verifizierung
von Vertraglichkeit und Wirksamkeit sowie Spezifitdt der Therapie in vivo ist Grundlage fur
eine mdgliche Anwendung dieser Therapie bei der Behandlung von Krebserkrankungen des

Menschen in der Zukunft.

3. Material und Methoden

3.1 Autochthones Mausmodell

Fir eine Beschreibung der verwendeten Materialien und Methoden zur Generierung des
autochthonen Mausmodells, der Therapieregime und der Bildgebung mittels MRT sowie
Auswertung dieser Bilder sei auf den Material- und Methodenteil des mitvorgelegten Artikels
verwiesen (siehe Seite 79, Kapitel ,Material and Methods* im Abschnitt ,Autochthonous model®
und Kapitel ,Supplementary Methods“ im Abschnitt ,Analysis of tumor progression of the

autochthonous model®).

3.2 Immunhistochemie

Im Anschluss an die abschlieliende MRT Untersuchung wurden die Tiere durch zervikale
Dislokation getétet und das Tumorgewebe chirurgisch reseziert. Einzelne Tumorkndtchen
wurden dann in 4% Paraformaldehyd-Losung tber Nacht fixiert und anschlief’end in PBS
gelagert. Nach Einbettung in Paraffin (englisch: formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE))
wurden aus den FFPE Sarkomproben mittels Mikrotom 4 ym dicke Schnitte gewonnen und
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auf Objekttrager aufgebracht. Nach Anfarbung mit Hematotoxylin und Eosin (HE) sowie einem
Antikérper gegen Ki67 (Verdiinnung 1:50, Cell Marque, 275R) wurden die Schnitte mit der
Software ImmunoRatio analysiert. ImmunoRatio ist ein gut etablierte Internetanwendung fir
die Analyse immunhistochemisch gefarbter Schnitte, mit der sich auswerten lasst, welcher
Anteil des Gewebes positiv fiir eine bestimmte Farbung ist.*® Von jeder angefertigten Probe
wurden 3 reprasentative Bildausschnitte mit ImmuoRatio ausgewertet und der Anteil des Ki67-
positiven Gewebes analysiert. Anschlieiend wurde fiir jede analysierte Probe der Mittelwert
aus den 3 Messungen gebildet. Zur statistischen Auswertung wurden die verschiedenen
Kohorten gegeneinander mittels einfaktorieller ANOVA mit anschlieRendem Tukey-multiple-

Vergleiche-Test verglichen.

4. Ergebnisse

4.1 Die Kombination aus Inhibierung von Atr und Glut1 zeigt synergistische
Toxizitdt in einem Kras®'?P-getriebenen autochthonen Mausmodell von
Weichteilsarkomen

Die durch Bildgebung mittels MRT gewonnenen Ergebnisse sind bereits in Ganze in dem

mitvorgelegten Artikel verdffentlicht (siehe Seite 79). Daher kénnen an dieser Stelle einerseits

nur die bereits verdffentlichten Ergebnisse wiedergegeben werden. Andererseits kann hier
zusatzliches Bildmaterial prasentiert werden, das Uber das bereits Veroffentlichte hinausgeht,
da in der Originalarbeit auf Grund von Platzrestriktionen nur eine Auswahl publiziert werden
konnte. Die Injektion von Adeno-CMV-Cre in den Oberschenkelmuskel von

KrastSte120mt Trn 5371 C57BL/6-Mausen filhrt zur Transkription eines onkogenen Kras-Allels

und der homozygoten Deletion des Tumorsuppressorgens Trp53 in den transfizierten Zellen.®®

Diese Modifikation des Genoms der Mauszellen fuhrt zur autochthonen Entwicklung von

Weichteilsarkomen. Nach der Injektion von Adeno-CMV-Cre in den Oberschenkelmuskel

wurde einmal pro Woche eine Schnittbildgebung mittels MRT bei allen Mausen durchgefihrt,

um die Entwicklung von Sarkomen zu beobachten. Nach Diagnose eines Tumors in der MRT

(Tag 0) wurde die jeweilige Maus am Folgetag randomisiert einer von 4 verschiedenen

Behandlungskohorten zugeordnet und die entsprechende Therapie initiiert (Tag 1).
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Die Behandlungsregime bestanden entweder in der taglichen Behandlung mit dem ATR-
Inhibitor VE822 (40 mg/kg KG per os), dem GLUT1-Inhibitor WZB117 (50 mg/kg KG
intraperitoneal), der Kombination aus VE822 und WZB117 oder in der Kontrollgruppe die Gabe
gleicher Volumina von Vehikelldsung an 7 aufeinander folgenden Tagen (Abbildungen 10A

und 11B).
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Abbildung 10: Kombinierte Inhibierung von Atr und Glut1 zeigt synergistische Toxizitét in einem durch Kras®'?P-getriebenen
Sarkommodell in vivo. A, Kras-S-6120":Trp53" Mé&use wurden in 4 verschiedene Behandlungskohorten aufgeteilt. 30 Tage nach
der Injektion von Ad-Cre (griine Leiste) wurde wéchentlich eine Bildgebung mittels MRT durchgefiihrt, um die Entwicklung von
Tumorknétchen zu detektieren (gelbe Leiste). Ab dem Tag der Tumordetektion (Tag 0) wurden die Méuse fiir 7 aufeinander
folgende Tage mit der entsprechenden Therapie behandelt (rote Leiste). Mit Abschluss der Therapie wurde eine finale MRT-
Bildgebung durchgefiihrt (Tag 7). B, représentative transversale MRT-Schnittbilder werden fiir die 4 verschiedenen Kohorten
Jeweils vor und nach Abschluss der Therapie gezeigt. Tumorkndtchen sind durch Umrandungen hervorgehoben. Rote bzw.
griinde Umrandung bedeuten verschiedene Tumoren innerhalb eines Tieres. C, Tumorvolumina wurden fiir jede L&sion
berechnet und in Bezug auf die jeweiligen VVolumina vor Beginn der Therapie normalisiert und sind daher als relative
Volumenénderungen angegeben (Y-Achse). Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Die relativen Volumenénderungen
wurden jeweils mit den Verdnderungen der Kontrollgruppe mittels Kruskal-Wallis-Test und anschlieBendem Dunn-multiple-
Vergleiche-Test verglichen. Signifikanzniveaus sind mit Sternchen gekennzeichnet. *, P<0,05; **, P<0,01; nicht-signifikante
Level sind nicht gekennzeichnet. Modifiziert nach Erber J et al., Cancer Research 2019.7°
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Mit Vollendung der Therapie (Tag 7) wurde eine abschlielende Bildgebung mittels MRT
durchgefiihrt, um die Auswirkungen der verschiedenen Therapien auf das Tumorwachstum
quantifizieren zu kénnen (Abbildung 10B). Ein Vergleich der GroRenveranderung der Tumore
in Bezug zum Ausgangswert (Tag 0) zeigte eine relative Zunahme der Tumorvolumina unter
der alleinigen Behandlung mit VE822 (n=8) bzw. WZB117 (n=15) und in der Kontrollgruppe
(n=24) (Abbildungen 10C und 11B). Die Behandlung mit der Kombinationstherapie aus VE822
und WZB117 (n=21) zeigte hingegen eine im Vergleich zu den anderen Gruppen signifikante
Verringerung der GrolRenzunahme und in 5 Mausen sogar eine Reduktion des

Tumorvolumens im Vergleich zum Ausgangswert (Abbildungen 10C und 11B).
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Um die Vertraglichkeit der verschiedenen Behandlungsregime beurteilen zu kénnen, wurde
aulRerdem das Kdorpergewicht der Mause aller Kohorten jeweils an Tag 0 (vor Therapiebeginn)

und Tag 7 (mit Vollendung der Therapie) gemessen (Abbildung 11C).
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Abbildung 11: Unterschiedliche Behandlungsregime zeigen keine signifikante Auswirkung auf die Entwicklung des
Kérpergewichts unter Therapie in Kras-S-¢"2°"; Trp53" Mausen. A, Darstellung der individuellen Zeitabléufe fiir jede Maus der
Studie. 30 Tage nach Tumorinduktion durch Injektion von Ad-Cre (griine Leiste) erhielten die Mause ihre erste MRT-Bildgebung,
die bis zur Detektion von Tumorknétchen wéchentlich wiederholt wurde (gelbe Leiste). Mit Detektion des Tumors erhielten die
Mé&use an 7 aufeinander folgenden Tagen entweder eine Therapie mit VE822 (ATRI, 40 mg/kg KG, einmal taglich per o0s),
WZzZB117 (GLUT1i, 50 mg/kg KG, einmal taglich intraperitoneal), der Kombination aus VE822 und WZB17 oder Vehikellésung
(Kontrolle). Mit Beendigung der Therapie (Tag 7) erfolgte eine abschlieBende Bildgebung mittels MRT. B, Tumorvolumina
wurden fir jede L&sion einmal pro Woche berechnet und mit Bezug auf die jeweiligen Volumina vor Beginn der Therapie
normalisiert (Tag 0), um die relative Gré3enverdnderung zu quantifizieren (Y-Achse). Fehlerbalken spiegeln den Standardfehler
wider. Die relativen Gré3enverdnderungen an Tag 7 der verschiedenen Kohorten wurden untereinander mittels einfaktorieller
ANOVA mit anschlieBendem Tukey-multiple-Vergleiche-Test verglichen. Signifikanzniveaus sind mit Sternchen
gekennzeichnet. ¥, P< 0,05; **, P<0,01; nicht-signifikante Level sind nicht gekennzeichnet. C, das Kérpergewicht der Tiere aller
Kohorten wurde jeweils unmittelbar vor und im Anschluss an die 7-tdgige Therapie gemessen. Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an. Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test und anschlieBendem Dunn-multiple-Vergleiche-Test
berechnet (n.s, nicht signifikant, p=0.05). Modifiziert nach Erber J et al., Cancer Research 2019.7°
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Die vorliegenden Daten sprechen daher fur eine spezifische Wirksamkeit der
Kombinationstherapie aus VE822 und WZB117 in Kras®'?’-mutierten Tumoren in vivo. Dabei
ist von einer synergistischen Interaktion auszugehen, da keine der Therapien mit nur einem

der Inhibitoren einen signifikanten Effekt auf das Tumorwachstum in vivo zeigte.

In den Abbildungen 12A, 13A, 14A und 15A finden sich 3D-Rekonstruktionen der in Abbildung
10C reprasentativ gezeigten Tumore — jeweils fir ein Kontrolltier, ein Tier unter Behandlung
mit VE822, ein Tier unter Behandlung mit WZB117 und ein Tier unter Behandlung mit der
Kombinationstherapie aus VE822 und WZB117. Dreidimensionale Darstellungen der Tumore
lassen sich durch Kombination der Daten aus allen erfassten Schnittebenen interpolieren.
Analog koénnen auch die in jeder erfassten Schnittebene manuell eingezeichneten
Tumorumfange zu dreidimensionalen Objekten rekonstruiert werden. Diese sind in den
Abbildungen 12A, 13A, 14A und 15A fur einzelne Lasionen farbkodiert dargestellt. Durch
Vergleich mit den 3D-Rekonstruktionen der Tumore ohne Einzeichnung der berechneten
Volumina (Abbildungen 12B, 13B, 14B und 15B) lasst sich visuell Uberprifen, ob die
berechneten Volumina den tatsachlichen Volumina entsprechen, wodurch Ungenauigkeiten
bei der manuellen Einzeichnung der Tumorumfange in den einzelnen Schnittebenen erkannt
und Korrigiert werden kdnnen.

In den Abbildungen 12C, 13C, 14C und 15C finden sich jeweils die koronaren Schnitte der
MRT Bildgebung, die mit den in Abbildung 10C dargestellten Transversalschnitten

korrespondieren.
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Abbildung 12: Tumorwachstum bei einem Kontrolltier zwischen Detektion an Tag O (linke Spalte) und 7 Tage spéter (rechte
Spalte) A, 3D-Rekonstruktion der Tumore durch Interpolation aus den Daten sémtlicher Schnittebenen. Die in jeder Schnittebene
flir jede Lasion manuell eingezeichneten Tumorumfénge werden ebenfalls zu 3D-Objekten rekonstruiert, die entsprechend der
Jjeweiligen Lé&sion farbkodiert dargestellt sind. Ansicht von medial. B, 3D-Rekonstruktionen wie in A, ohne Darstellung der
berechneten Volumina. Ansicht von medial. C, Koronarschnitte der rechten hinteren Extremitdt ohne Einzeichnung des
Tumorumfangs.
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Abbildung 13: Tumorwachstum zwischen Detektion an Tag 0 (linke Spalte) und nach 7-tdgiger Behandlung mit dem GLUT1-
Inhibitor WZB117 (rechte Spalte) A, 3D-Rekonstruktion der Tumore durch Interpolation aus den Daten sémtlicher
Schnittebenen. Die in jeder Schnittebene fiir jede Ldsion manuell eingezeichneten Tumorumfénge werden ebenfalls zu 3D-
Objekten rekonstruiert, die entsprechend der jeweiligen Lésion farbkodiert dargestellt sind. Ansicht von medial. B, 3D-
Rekonstruktionen wie in A, ohne Darstellung der berechneten Volumina. Ansicht von medial. C, Koronarschnitte der rechten
hinteren Extremitét ohne Einzeichnung des Tumorumfangs.
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Abbildung 14: Tumorwachstum zwischen Detektion an Tag 0 (linke Spalte) und nach 7-tagiger Behandlung mit dem ATR-
Inhibitor VE822 (rechte Spalte) A, 3D-Rekonstruktion der Tumore durch Interpolation aus den Daten sémtlicher Schnittebenen.
Die in jeder Schnittebene fiir jede Lasion manuell eingezeichneten Tumorumfénge werden ebenfalls zu 3D-Objekten
rekonstruiert, die entsprechend der jeweiligen Lésion farbkodiert dargestellt sind. Ansicht von medial. B, 3D-Rekonstruktionen
wie in A, ohne Darstellung der berechneten Volumina. Ansicht von medial. C, Koronarschnitte der rechten hinteren Extremitét
ohne Einzeichnung des Tumorumfangs.
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Abbildung 15: Tumorwachstum zwischen Detektion an Tag 0 (linke Spalte) und nach 7-tadgiger Behandlung mit der Kombination
aus dem ATR-Inhibitor VE822 und dem GLUT 1-Inhibitor WZB117 (rechte Spalte) A, 3D-Rekonstruktion der Tumore durch
Interpolation aus den Daten sémtlicher Schnittebenen. Die in jeder Schnittebene fiir jede Ldsion manuell eingezeichneten
Tumorumfénge werden ebenfalls zu 3D-Objekten rekonstruiert, die entsprechend der jeweiligen Lésion farbkodiert dargestellt
sind. Ansicht von medial. B, 3D-Rekonstruktionen wie in A, ohne Darstellung der berechneten Volumina. Ansicht von medial. C,
Koronarschnitte der rechten hinteren Extremitét ohne Einzeichnung des Tumorumfangs.
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4.2 Die Kombination aus Inhibierung von Atr und Glut1 zeigt eine erhdhte
Expression von Ki67 in Gewebeschnitten von murinen Kras®'?0-
getriebenen Weichteilsarkomen

Im Anschluss an die abschlieliende MRT-Bildgebung wurden die Mause getétet und das

Tumorgewebe chirurgisch reseziert und fixiert, um immunhistochemische Untersuchungen

durchzufiihren. Mit Hilfe einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) kann an Hand der Struktur

des Gewebes verifiziert werden, dass es sich tatsachlich um Tumorgewebe und keine
versehentlich angeschnittenen benachbarten Strukturen handelt (Abbildung 16A). Die

Anfarbung von Ki67 gibt Auskunft iber das Ausmal} der Zellproliferation. Ki67 wird in der G-,

S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus exprimiert und fehlt in ruhenden Zellen, die sich in der Go-

Phase befinden. Daher kann Ki67 in der Diagnostik als Marker flir das Ausmal} der

Proliferation und des GroRenwachstums von Tumorzellen benutzt werden.! AuRerdem

korreliert der Anteil der Ki67-positiven Zellen mit einer geringeren Zelldifferenzierung und

grofReren Neigung zur Metastasierung und wird daher auch als prognostischer Marker
genutzt."™' Tumorgewebe aus allen 4 Kohorten wurde deshalb auch mit einem Antikorper
gegen Ki67 angefarbt, um herauszufinden, wie sich die verschiedenen Regime auf die

Zellproliferation auswirken (Abbildung 16B). Die automatisierte Quantifizierung des Anteils an

Ki67-positiven Zellen (Abbildung 16C) zeigt in der Tat Unterschiede in der Ki67-Expression

zwischen den 4 Kohorten (Abbildung 16D). Der Vergleich zwischen den verschiedenen

Gruppen ist jedoch lediglich als vorlaufiges Ergebnis zu betrachten, da sich auf Grund der

geringen Probenzahl keine statistisch robusten Schlisse ziehen lassen. Nach einem

ublicherweise verwendeten Index gilt ein Anteil von £15% positiver Zellen als niedrig, 16%—

30% als intermediar und >30% als hoch.'#2 Sowohl die Tumore der Kontrollgruppe als auch

die Tumore, die mit WZB117 behandelt wurden, wiesen einen hoch-intermediaren bis niedrig-

hohen Anteil positiver Zellen auf, wobei kein signifikanter Unterschied zwischen beiden

Gruppen bestand. Fir die Behandlung mit VE822 zeigte sich hingegen ein Ki67-positiver

Anteil, der der intermediaren Gruppe zuzurechnen ist, was einen schwach signifikanten

Unterschied zur Kontrollgruppe und den mit WZB117 behandelten Tumore darstellt. Die mit

der Kombination aus WZB117 und VE822 behandelten Tumore wiesen schliellich nur noch

einen niedrigen Anteil Ki67-positiver Zellen auf, was einen hochsignifikanten Unterschied zu
den mit WZB117 allein behandelten Tumoren sowie Tumoren der Kontrollgruppe darstellt,
allerdings keinen signifikanten Unterschied relativ zu den mit VE822 behandelten Tumoren

bedeutet.
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Abbildung 16: Immunhistochemische Féarbungen zeigen verminderte Zellproliferation in Kras®'?°-getriebenen Weichteilsarkomen
unter Therapie mit VE822 und WZB117. A, HE-Férbung von Tumorgewebe i, der Kontrollgruppe oder nach 7-tdgiger Therapie
mit ii, WZB117; iii, VE822; iv, WZB117 und VE822. B, Ki67-F&arbung von Tumorgewebe der i, Kontrollgruppe oder nach 7-tdgiger
Therapie mit ii, WZB117, iii, VE822; iv, WZB117 und VE822. C, Beispiel der automatischen Detektion von Ki67-positiven Zellen
mittels ImmunoRatio. Blau, negativ; orange, positiv fiir Ki67. D, Quantifizierung des Anteils Ki67-positiver Zellen. Ein Datenpunkt
reprédsentiert den Mittelwert der Analyse von 3 représentativen Bildausschnitten einer Probe. Die relativen Anteile positiver Zellen
der verschiedenen Kohorten wurden untereinander mittels einfaktorieller ANOVA mit anschlieBendem Tukey-multiple-Vergleiche-
Test verglichen. Signifikanzniveaus sind mit Sternchen gekennzeichnet. *, P<0,05; ***, P<0,001; ns, nicht-signifikant.

Vergleichbare Studien zeigen fir die Inhibition von ATR teilweise ahnliche Ergebnisse,
unterscheiden sich jedoch in der Methodik. In Zellen, die fir Atr haploinsuffizient sind und eine

onkogene Ras-Mutation aufweisen, zeigt sich beispielsweise eine Abnahme der Proliferation,

57



die mittels Messung der Generationszeit (englisch: ,population doubling time®) bestimmt
wurde."” Dies ist jedoch nur bedingt mit einer pharmakologischen Inhibition von Atr in vivo
vergleichbar. Auch die Inhibition von ATR mit VE822 in der Zellkultur fihrt im Versuch mit
Eierstockkrebszellen zur Abnahme der Proliferation, die durch Koloniebildungstests (englisch:
,clonogenic assay“) gemessen wurde.'*® In diesem Fall wurden jedoch keine Ras-mutierten
Zellen verwendet. In einer weiteren Studie fuhrte die Inhibition von ATR mit dem kleinen
Molekil AZD6738 in einem Xenograft-Modell von dreifach negativem Brustkrebs (TNBC), der
aullerdem eine onkogene Kras-Mutation aufwies, zu einer reduzierten Anfarbung von Ki67 in
vivo, wobei die Abnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe geringer ausfiel als in den hier
vorliegenden Ergebnissen.'#*

Die Datenlage zur Auswirkung der Inhibition von Glut1 auf die Zellproliferation ist ebenfalls
komplex, da sich die Ergebnisse je nach verwendeter Methodik voneinander unterscheiden.
Inhibiert man GLUT1 in TNBC-Organoiden mit dem Molekll BAY-876, ist in einer Studie der
Effekt auf die Zellproliferation abhangig von der Expression von Rb: In Rb-positiven
Organoiden fluhrte die Inhibition von GLUT1 zu einer Abnahme des Anteils Ki67-positiver
Zellen, wahrend sich in Rb-negativen Organoiden keine Auswirkung auf die Ki67-Expression
feststellen lieB."™” In einem Lungenkrebs-Xenograft-Modell mit onkogener KRAS-Mutation
fuhrte die Behandlung mit dem Molekil DRB18, das samtliche Glukose Transporter der
Klasse 1 inhibiert, zu einer Reduktion der Ki67-Expression.’® Allerdings bestand das
Behandlungsregime hier in der 3 mal wdchentlichen Applikation von DRB18 Uber einen
Zeitraum von 5 Wochen. Die Behandlung derselben Zelllinie, die auch fir das Xenograftmodell
genutzt wurde, mit WZB117 flhrte in vitro ebenfalls zu einer Abnahme der Zellproliferation im
Koloniebildungstest.'#® Keine dieser Studien rekapituliert jedoch die hier vorliegende Situation
der in vivo Behandlung mit WZB117 in einem autochthonen Tumormodell.

Es ist davon auszugehen, dass die Auswirkungen der Behandlung mit VE822 oder WZB117
auf die Zellproliferation entscheidend von der Dosierung, der Dauer der Anwendung, dem
verwendeten Tumormodell und dem exakten Mutationsstatus abhangen.

Insgesamt lassen die hier gezeigten Ergebnisse auf Grund der zu geringen Probenzahl in den
einzelnen Kohorten keine definitiven Rickschlisse zu, sondern kdnnen lediglich als Hinweise
auf die Wirksamkeit der Kombinationstherapie dienen. Tendenziell zeigt sich jedoch auch hier
ein potentiell synergistischer Effekt der Kombinationstherapie, da die Behandlung mit WZB117
allein keinen Einfluss auf die Zellproliferation zu haben scheint, aber die Wirkung von VE822

verstarkt.

5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte im Mausmodell ein synergistischer Effekt der

G12D

Kombinationstherapie aus Glut1- und Atr-Inhibition bei Kras®'““-mutierten Weichteilsarkomen
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gezeigt werden. Fur eine sinnvolle Anwendung dieser Therapie muss daher notwendigerweise
der Kras-Mutationsstatus bekannt sein. Tatsachlich ist die Suche nach bestimmten
Treibermutationen bei einigen Krebserkrankungen bereits als Teil der Routinediagnostik
etabliert, was die Anwendung von Erkenntnissen aus der onkologischen Forschung in der
Patientenversorgung ermdéglichen kann.

Die onkologische Forschung der letzten Jahrzehnte hat zu einem Paradigmenwechsel im
Verstandnis von Krebserkrankungen gefihrt. Galt Krebs lange Zeit noch als distinkte
Erkrankung eines bestimmten Organsystem, werden Krebserkrankungen mittlerweile als
Erkrankungen des Genoms angesehen.*® Krebs stellt einen Uberbegriff dar, unter dem mehr
als hundert Krebsentitdten zusammengefasst werden, die sich in der klinischen Manifestation
ahneln, aber sich molekulargenetisch deutlich voneinander unterscheiden.'#’” Die Suche nach
den Treibermutationen, die eine Krebserkrankung molekulargenetisch ausmacht, ist dabei
nicht nur von Interesse in der Grundlagenforschung, sondern findet vielmehr bereits Eingang
in klinische Leitlinien. So empfiehlt beispielswiese die Europaische Gesellschaft fur
medizinische Onkologie (European Society for Medical Oncology (ESMO)) die Anwendung
von ,Next-Generation-Sequencing (NGS)“ abseits von klinischen Studien auch in der
klinischen Routine.’*® Nach dieser Empfehlung sollen insbesondere Patienten, die an
fortgeschrittenen nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Ovarialkarzinomen,
Prostatakarzinomen oder Cholangiokarzinomen leiden, davon profitieren. Diese
Empfehlungen finden in den entsprechenden klinischen Leitlinien zur Diagnostik dieser
Erkrankungen Anwendung. Beispielsweise empfiehlt die deutsche S3-Leitlinine zum
kolorektalen Karzinom bei metastasierten Tumoren nach KRAS-Mutationen zu suchen,®
wahrend die deutsche S3-Leitlinie zur Pravention, Diagnostik, Therapie und Nachsorge des
Lungenkarzinoms bei multiplen Lungentumoren explizit die Suche nach Mutationen in den
Genen KRAS, PTEN und TP53 vorschlagt.”® Gleichfalls findet sich in den amerikanischen
Leitlinien zur molekulargenetischen Charakterisierung von fortgeschrittenen kolorektalen
Karzinomen die Empfehlung, sowohl nach KRAS als auch nach BRAF Mutationen zu
suchen.’® Bereits jetzt besteht also ein breiter Konsens zwischen den medizinischen
Fachgesellschaften verschiedener Lander und Disziplinen, dass bestimmten Patienten die
molekulargenetische Charakterisierung ihrer jeweiligen Tumorerkrankungen angeboten
werden sollte, wenn es die medizinische Infrastruktur erlaubt. Patienten profitieren
insbesondere dann von einer molekulargenetischen Diagnostik, wenn sich die fur eine
bestimmte Krebsart in Frage kommenden Mutationen therapeutisch nutzen lassen oder
zumindest prognostischen Wert haben. Aktuell ist dies vor allem bei fortgeschrittenen
Krebserkrankungen der Fall.’®2 Mit der kontinuierlichen Weiterentwicklung vorhandener
Methoden und Etablierung neuer Techniken zur Detektion von Treibermutationen ist davon

auszugehen, dass eine molekularbiologische Diagnostik zukinftig noch kostengtinstiger
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werden und damit einer breiteren Offentlichkeit zur Verfligung stehen wird. Prognostisch sollte
jedem Krebspatienten, flr den eine Mutationsanalyse praktischen Nutzen haben kénnte, eine
molekulargenetische Diagnostik angeboten werden, wobei die Anzahl dieser Patienten mit
fortschreitenden Erkenntnissen zu zielgerichteten Therapien in gleichem Malie wachsen wird.
Die spezifische Analyse des KRAS-Mutationsstatus spielt in der klinische Routine zur Zeit vor
allem im Zusammenhang mit der zielgerichteten Therapie mit EGFR-Inhibitoren beim
kolorektalen Karzinom eine Rolle und wird jedem Patienten vor Beginn einer solchen Therapie
empfohlen.' Dies geschieht, um Patienten zu identifizieren, denen von dieser Therapie
abzuraten ist, weil bei ihnen eine Resistenzentwicklung gegeniber der Therapie auf Grund
von Mutationen im KRAS-Gen wahrscheinlich ist.’® Andererseits kdmen flr diese Patienten
Therapien in Frage, deren Wirksamkeit vom Vorkommen von Mutationen im KRAS-Gen
abhangt, wie es fir die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Kombinationstherapie der Fall
ist. Die eigenstandige Suche nach KRAS-Mutationen unabhangig von anderen Mutationen
lieBe sich demnach vergleichsweise unaufwandig in bestehende Strukturen integrieren.

Analog zur Behandlung mit EGFR-Inhibitoren liegt es nahe, Patienten mit konstitutiv aktivem
KRAS mit spezifischen Inhibitoren zu behandeln, anstatt eine Kombinationstherapie zu
entwickeln, bei der keiner der Bestandteile direkt mit KRAS interagiert. Tatsachlich blieben die
Versuche einen spezifischen KRAS-Inhibitor zu entwickeln lange Zeit fruchtlos, da die
dreidimensionale Struktur keine optimale Bindungstasche fur kleine Molekule bietet und eine
kompetitive Inhibition durch die Affinitat von KRAS zu GTP erschwert wird.'>'% Dennoch ist
mittlerweile die Entwicklung von verschiedenen kleinen Molekilen (wie AMG510, MRTX849,
JNJ-74699157 und LY3499446) gelungen, die spezifisch KRAS®'?C inhibieren kénnen.'®
Insbesondere der Inhibitor AMG510 scheint dabei vielversprechend zu sein. Sowohl in der
Zellkultur als auch in Xenograft-Modellen konnte eine antitumordse Wirkung gezeigt werden,
die sich nur bei Vorliegen einer KRAS®?°-Mutation manifestiert.’>® Dass die antitumordse
Wirkung in der Tat durch die Inhibition von KRAS vermittelt ist, wird zudem durch die
Beobachtung unterstitzt, dass die Quantitat von pERK — der aktivierten Form von ERK, einem
der nachgeschalteten Effektoren im KRAS-Signalweg — bei Behandlung mit AMG510 nur in
den Zellen abnimmt, welche die KRAS®'?°-Mutation aufweisen. In der Folge konnte zum
ersten Mal eine klinische Studie mit einem spezifischen KRAS-Inhibitor durchgefiihrt werden,
in der vier Patienten, die an KRAS®"2¢ mutiertem Adenokarzinom litten, mit AMG510 behandelt
wurden. Bei zwei der Patienten konnte in der CT-Bildgebung ein teilweises Ansprechen mit
Ruckgang der Tumorvolumens verzeichnet werden, wahrend bei den anderen zwei Patienten
jeweils eine stabile Erkrankung vorlag.'® Auf Grund dieser Erfolge und der Basis weiterer
Studien, wird aktuell eine Phase-llI-Studie durchgefihrt, worin beim fortgeschrittenen,
KRAS®?*“-mutierten NSCLC die Behandlung mit AMG510 der Behandlung mit dem

Chemotherapeutikum Docetaxel gegenibergestellt wird.'” Dennoch macht die potentielle
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Anwendung von KRAS-Inhibitoren am Patienten in der Zukunft die Entwicklung von anderen
KRAS spezifischen Therapien nicht obsolet, sondern unterstreicht vielmehr die
hervorgehobene Bedeutung von KRAS-Mutationen. Bisher entwickelte direkte KRAS-
Inhibitoren wie AMG510, MRTX 849, JNJ-74699157 oder LY3499446 entfalten ihre Wirkung
ausschlieBlich bei KRAS®'?°.Mutationen.”® Dies liegt darin begriindet, dass der
Wirkmechanismus dieser Inhibitoren auf der kovalenten Bindung der kleinen Molekiile an das
mutierte Cystein im Kodon 12 beruht, das sich in unmittelbarer Nahe der fiir die Funktion von
RAS entscheidenden Nukleotidbindungstasche und der sogenannten Switch Region
befindet.’® In der Tat ist AMG510 im Xenograftmodell mit Patientenmaterial, das eine
KRASC"?V-Mutation aufweist, unwirksam.'® Ebenso konnte in MEFs, in denen entweder
G12C, G12D, oder G12V Kras ektop exprimiert wurde, gezeigt werden, dass die Behandlung
mit dem kleinen Molekil ARS-1620 nur bei Expression von G12C Kras einen antiproliferativen
Effekt zeigt.’®® Aus diesen Griinden gilt die direkte Inhibition beim Vorliegen von Mutationen,
die kein angreifbares Cystein bieten — wie bspw. die Substitution von Glycin mit

G12D _ gls technisch sehr

Asparaginsaure bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kras
schwer umsetzbar, weshalb sich aktuell keine derartigen Inhibitoren in klinischer Erprobung
befinden.'®' Des Weiteren variiert das klinische Ansprechen von KRAS®"?°-mutierten Tumoren
auf Behandlung mit AMG510 je nach betroffenem Organsystem. Wahrend fir NSCLC
teilweise Rlckgange des Tumorwachstums verzeichnet werden konnen, lasst sich bei
kolorektalen Tumoren haufig lediglich eine Stabilisierung der Erkrankung erreichen.'®®

Die Behandlung mit direkten KRAS-Inhibitoren bietet daher zwar auferst vielversprechende
therapeutische Méglichkeiten bei KRAS®?°-mutierten Tumoren, stellt aber keine universelle
Therapieoption fur samtliche KRAS-Mutationen dar, sondern kann vermutlich nur in einer noch

exakt zu definierenden Untergruppe eine therapeutische Option sein.

5.1 Resistenz gegenuber zielgerichteten Therapien

5.1.1. Mechanismen der Resistenzentwicklung

Eine weitere Limitation der ansonsten naheliegenden Monotherapie mit direktem Angriff am
mutierten Ras ist die Entwicklung von Resistenzen. Tatsachlich wird immer wieder diskutiert,
ob eine kurative Behandlung von Krebs Uberhaupt grundsatzlich méglich ist, oder jedwede
Therapiealternative zwar bestenfalls das Uberleben deutlich verlangern kann, aber dennoch
im Verlauf auf Grund von Resistenzentwicklungen ihre Wirksamkeit einbiRt.'®? Ein gut
beschriebenes Beispiel fur die Entwicklung von Resistenzen ist die Therapie mit TKls. Zwar
zeigt NSCLC mit sensitiver EGFR-Mutation regelhaft ein starkes Ansprechen auf Therapie mit
TKls der ersten Generation wie bspw. Gefitinib.'®® Allerdings entwickeln die Patienten unter

Therapie nahezu unweigerlich Resistenzen'®, sodass das progressionsfreie Uberleben nur

61



circa 9,2 Monate betragt.’®® Ursachlich fiir diese Resistenzentwicklung scheint das Auftreten
einer zweiten Mutation im Therapieverlauf zu sein. So konnte in Biopsaten von 37 NSCLC
Patienten mit Resistenzentwicklung unter Therapie zwar weiterhin die urspringliche EGFR-
Mutation nachgewiesen werden, aber gleichzeitig auch zusatzliche Mutationen wie eine
EGFR™M_Mutation oder Amplifikation des MET-Gens.'® Diese Art der Resistenzentwicklung
ist dabei keineswegs ein spezifisches Phanomen der TKls der ersten Generation. Vielmehr
treten mit jeder neuen Generation wieder zusatzliche Mutationen auf, die dann erneut zu
Resistenzen fuhren.

Zwar ist beispielsweise Osimertinib, ein TKI der dritten Generation, unabhangig vom
Vorhandsein einer EGFR™*™-Mutation wirksam und kann damit auch eingesetzt werden,
wenn sich bereits eine Resistenz gegen TKils der ersten Generation entwickelt hat.’®” Auch ist
die Therapie mit Osimertinib hocheffektiv wie in einer doppelt verblindeten Phase-IlI-Studie
gezeigt werden konnte, in der es bei circa 80% der Patienten mit fortgeschrittenem, EGFR-
mutiertem NSCLC zu einem klinischen Ansprechen kam.'®® Dennoch entwickeln Patienten,
die mit Osimertinib therapiert werden, schlussendlich weitere Resistenzen auch gegen diese
Therapie. Damit sind TKIls der dritten Generation zwar erfolgsversprechend, sobald bestimmte
Resistenzen gegenuber TKIs der ersten oder zweiten Generation auftreten, kdnnen aber

ihrerseits auch nicht dauerhaft ihre Wirksamkeit aufrechterhalten.6®

5.1.2. Kombinationstherapien als Strategie gegeniiber Resistenzen

Eine Alternative zur fortlaufenden Entwicklung neuer Generationen von bereits etablierten
Therapien, die zwar unabhangig von bereits bekannten Resistenzen funktionieren, allerdings
unweigerlich neue, bis dahin unbekannte Resistenzen hervorrufen, ist die Kombination von
mehreren unterschiedlichen Medikamenten. Bei Kombinationstherapien wird zeitgleich in
verschiedene Signalwege eingegriffen. Dadurch ist es der Krebszelle im Gegensatz zur
Monotherapie, in der eine einzelne Mutation die Therapie wirkungslos machen kann, nur
schwer moglich auf eine Kombinationstherapie 2zu reagieren. Daher gehen
Kombinationstherapien unabhangig vom molekularen Ziel der jeweiligen Therapie mit weniger
Resistenzentwicklungen einher und sind somit eher in der Lage, einen kurativen Ansatz
darzustellen.’”%7" Entscheidend ist dabei nicht die Art der Therapie — sei es Chemo-, Immun-
oder Strahlentherapie — sondern der Eingriff in verschiedene Signalwege.

So gibt es bspw. fur Immuntherapien bereits einige vielversprechende Ansatze, wie sie sich in
bestimmten Fallen vermutlich wirkungsvoll mit Strahlentherapie, Chemotherapie oder
zielgerichteter Therapie kombinieren lassen.'”? Beispielhaft zeigen auch Fortschritte in der
Therapie von Brustkrebs, wie pharmakologische Eingriffe in ganz unterschiedliche
Signalkaskaden erfolgsversprechend sein kdnnen. So werden hier unter anderem die

Kombination aus endokriner Therapie durch Inhibition von Hormon-Rezeptoren und Eingriff in
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die Zellproliferation durch Inhibition des Proteins ,mechanistic Target of Rapamycin (mTOR)"
oder durch Inhibition der Cyclin-abhéngigen Kinasen 4 und 6 (CDK4/6) getestet.'”

Auch flir RAS-mutierte Tumoren werden verschiedene Kombinationstherapien bereits in
klinischen Studien untersucht.'* In einer Phase-I-Studie wird zur Zeit die Kombination aus
Inhibition von ERK und CDK2 bei KRAS-mutierten duktalen Adenokarzinomen des Pankreas
evaluiert, nachdem in Zellkulturexperimenten eine synergistische Wirkung gezeigt werden
konnte.'"®

Dasselbe Prinzip wird auch durch die geringere Resistenzbildung bei Monotherapien mit

Molekdilen, die simultan mit verschiedenen Zielen interferieren kénnen, illustriert.'”®

Interessanterweise konnte im Zusammenhang mit dem ATR-Inhibitor AZD6738 bereits das
Auftreten von synthetischer Letalitdt beobachtet werden. In einem Xenograft-Modell der
chronisch lymphatischen Leukamie (CLL) zeigte sich ein Ansprechen auf die Therapie nur bei
CLL-Zellen, die gleichzeitig Mutationen in den Genen TP53 und ATM aufwiesen, die zu

Defekten in DNA-Reparaturmechanismen fiihren.'””

Auf Grund dieser Uberlegungen lasst sich also feststellen, dass die Entwicklung von kleinen
Molekulen, die direkt mit dem RAS-Protein interagieren, die weitere Erforschung von
Kombinationstherapien, die ebenfalls RAS-mutierte Tumoren zum Ziel haben, keineswegs
obsolet macht. Sowohl die Moglichkeit durch Kombinationstherapien eher einen kurativen
Ansatz zu finden als auch die grundsatzlich geringere Wahrscheinlichkeit des Auftretens von
Resistenzen geben der Kombinationstherapie ihren eigenen Stellenwert neben der
Zielgerichteten Monotherapie. Langfristig ist nur die parallele Erforschung beider
Therapiestrategien vielversprechend: die Entdeckung oder Weiterentwicklung von
Pharmakologika mit spezifischen molekularen Zielen eréffnen ihrerseits erst die Mdglichkeit,

im nachsten Schritt neuartige Kombinationen zu entwickeln.

5.2 Sicherheit der Kombination aus Inhibition der ATR- und GLUT1-Achse
Ein entscheidender Aspekt bei der Frage nach einer moglichen Translation der in der Maus
gewonnenen Erkenntnisse in den Menschen ist sicherlich die Arzneimittelsicherheit der
verwendeten kleinen Molekule. Auch hier kénnen Kombinationstherapien grundsatzlich
Vorteile gegentiber Monotherapien aufweisen. Insbesondere wenn namlich die verschiedenen
Komponenten der Kombinationstherapie nicht nur additiv, sondern synergistisch wirken, ist
haufig eine Reduzierung der Dosis gegeniber der Monotherapie mit den jeweiligen
Komponenten moglich.'"°

Da in der vorliegenden Arbeit sogar in vivo gezeigt werden konnte, dass bei der kombinierten

Blockade von Atr und Glut1 von einer synergistischen Wirkung auszugehen ist, kann daher
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auch bei der Anwendung im Menschen angenommen werden, dass eine Dosisreduktion
madglich ist.
Die beiden verwendeten kleinen Molekile sind jeweils bereits hinsichtlich ihres

Sicherheitsprofil ausflihrlich begutachtet worden.

5.2.1. Daten zum Sicherheitsprofil von VE822

Der ATR-Inhibitor VE822 ist eine Weiterentwicklung des kleinen Molekiils VE821, das in einem
Hochdurchsatz-Screen als selektiver ATR-Inhibitor identifiziert wurde.'”®

Unsere Daten zeigen, dass die in vivo Gabe von VE822 als Monotherapie in der Maus keine
erkennbaren Nebenwirkungen zeigt. Dies bestatigt Daten aus friheren Studien, die zeigen
konnten, dass die Monotherapie mit VE822 in der Maus in vivo keine Toxizitat auf gesunde
Zellen oder Gewebe ausubt, obwohl hier sogar eine héhere Dosis als in unserem Versuch
gewahlt wurde (60 mg/kg KG im Vergleich zu 40 mg/kg KG).""®

Seit 2020 werden vier verschiedene ATR-Inhibitoren in klinischen Studien erprobt. Darunter
befindet sich auch VE822, das auch als VX-970, M6620 oder Berzosertib bezeichnet wird."®
Die Sicherheit der Monotherapie mit M6620 konnte zunachst in einer Phase-I-Studie gezeigt
werden, in der alle 17 Studienteilnehmer, welche die Monotherapie erhielten, die Medikation
gut tolerierten.®!

In einer weiteren Phase-I-Studie wurde die Kombinationstherapie aus Berzosertib,
Gemcitabine sowie Cisplatin bei fortgeschrittenen soliden Tumoren untersucht.'®? Hier konnte
die Sicherheit des Medikaments auch in der Kombination mit Gemcitabine mit oder ohne
zusatzlicher Gabe von Cisplatin bestatigt werden. Diese Ergebnisse konnten in einer Phase-
II-Studie validiert werden, in der die Kombination aus Gemcitabine und Berzosertib mit einer
Gemcitabine Monotherapie in Patienten mit hochgradig ser6sem Ovarialkarzinom verglichen
wurde.'® In unserem Kontext beachtenswert ist, dass auch bei zusatzlicher Gabe von
Berzosertib im Vergleich zur Monotherapie mit Gemcitabine keine Zunahme an
unerwunschten Arzneimittelwirkungen beobachtet wurde.

Des Weiteren konnte ebenfalls die Vertraglichkeit der Kombination aus M6620 und dem
selektiven Topoisomerase-1-Inhibitor Topotecan in einer Phase-I-Studie gezeigt werden.'8
Auch diese Kombinationstherapie wird in einer aktuell laufenden Phase-II-Studie weiter

untersucht. 8%

Die Vielzahl dieser Studien demonstriert, dass die Anwendung von ATR-Inhibitoren im
Menschen bereits in unterschiedlichen klinischen Szenarien und voneinander unabhangig als
sicher erachtet wurde.
Insbesondere scheint nicht nur die Monotherapie den Ansprichen an Patientensicherheit zu
genugen, sondern auch in der Kombination mit weiteren Medikamenten vielversprechend zu
sein.

64



Die vielfaltigen Versuche, ATR-Inhibitoren als Teile einer Kombinationstherapie zu verwenden,
unterstreichen einerseits unsere Ergebnisse, dass die Monotherapie mit einem ATR-Inhibitor
je nach Mutationsstatus keinen Einfluss auf die Krebsprogression hat. Andererseits eréffnet

es eine Perspektive fur die Anwendbarkeit unserer Kombinationstherapie im Menschen.

5.2.2. Daten zum Sicherheitsprofil von WZB117

Die Verwendung des GLUT1-Inhibitors WZB117 ist bisher weniger gut beschrieben als die
oben ausgeflihrte Applikation von VE822. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene gute
Vertraglichkeit der in vivo Administration von WZB117 in der Maus zeigte sich allerdings
ebenfalls in weiteren Mausmodellen. So wurde in einem Xenograft-Modell von menschlichem
Lungenkrebs in Nacktmausen eine geringe Toxizitdt von WZB117 beschrieben.® Zwar war
hier die Dosis mit 10 mg/kg KG niedriger als die von uns verwendete Dosis von 50 mg/kg KG,
jedoch war der Anwendungszeitraum und damit auch die Beobachtung mit 10 Wochen
taglicher intraperitonealer Gabe deutlich langer.

Ein grundséatzliches Bedenken bei der systemischen Anwendung von WZB117 ist die Gefahr
des Auftretens von Hyperglykdmien durch die verminderte Glukoseaufnahme in die Zellen.
Teilweise traten unmittelbar nach der Gabe von WZB117 zwar tatsachlich milde
Hyperglykdmien auf. Diese waren allerdings selbstlimitierend und nur von kurzer Dauer,
sodass in keinem Fall persistierende Hyperglykdmien dokumentiert wurden. 46

In einer weiteren Studie wurde untersucht, ob die Proliferation von Krebsstammzellen
abhangig von der GLUT1-Aktivitat ist.'® Zu diesem Zweck wurde Nacktmé&usen nach erfolgter
Transplantation von Krebsstammzellen fiir 10 Tage taglich 20 mg/kg KG WZB117 appliziert.
Die Tiere wurden anschlieBend sogar 5 Monate lang observiert, ohne dass eine
Beeintrachtigung des Gesundheitszustandes festgestellt werden konnte.

Auch in Ratten konnte bereits die gute Vertraglichkeit der WZB117-Therapie gezeigt
werden.'® In einer Studie, die primar den Zusammenhang zwischen Glukoseaufnahme und
Zinksekretion untersucht, wurde Sprague-Dawley-Ratten einmalig 20 mg/kg KG WZB117
verabreicht, wobei keine Beeintrachtigung des Gesundheitszustands beschrieben wurde.
Aulerdem gibt es bereits Hinweise, dass die Kombination von WZB117 mit anderen
Pharmakologika in der Krebsbekampfung effektiv sein kann, wenn auch bisher nur in vitro.
So verstarkt die Gabe von WZB117 bspw. die antitumordse Wirkung des TKI Apatinib in den
menschlichen Melanom-Zelllinien A375 und SK-MEL-28."8

Des Weiteren wird die Kombination aus Biguaniden (wie Metformin) mit WZB117 als
potentielle therapeutische Strategie bei humanem Lungenkrebs diskutiert.'®® Hier wurde ein,
wenn auch schwacher, synergistischer Effekt in der humanen Lungenkrebszelllinie H460
beschrieben. Dass die nicht-tumorése Lungenepithelzelllinie Beas-2B deutlich weniger

sensitiv auf die Kombination reagiert, ist hierbei besonders beachtenswert.
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Diese praklinischen Daten sprechen grundsatzlich dafir, dass auch die systemische
Anwendung von WZB117 im Menschen mdglich sein kénnte. Bislang liegen dazu allerdings
keine klinischen Studien vor.

Sollte sich in der Zukunft herausstellen, dass die Anwendung von WZB117 im Menschen auf
Grund von unvorhergesehenen unerwlnschten Arzneimittelwirkungen nicht vertretbar ist,
konnten stattdessen womdglich andere Inhibitoren von GLUT1 eine Rolle spielen. So ist
beispielsweise auch flur den GLUT1-Inhbitor SMI277 die gute Vertraglichkeit im Mausmodell

beschrieben. %

5.3 Wirkmechanismus der kombinierten Blockade von ATR und GLUT1

Ein moglichst gutes Verstandnis der dieser Kombinationstherapie zu Grunde liegenden
biomolekularen Wirkmechanismen ist nicht nur von akademischem Interesse, sondern kann
ggf. auch dazu dienen, die Anwendung am Menschen zu optimieren. Mdglicherweise liel3e
sich dann individuell voraussagen, in welchem Fall eine Therapie besonders vielversprechend
sein wird oder wie sie bedarfsgerecht angepasst werden kann. Die hier vorgestellten in vivo
Ergebnisse kdonnen diese Fragestellung nicht beantworten. In der mitvorgelegten Publikation
sind daher Arbeiten in menschlichen Zelllinien beschrieben, die Hinweise auf die
Wirkmechanismen geben koénnen (siehe Seite 79). Mittels Durchflusszytometrie und
Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass RAS-mutierte Zelllinien unter der
kombinierten Blockade von ATR und GLUT1 vor allem in der S-Phase arretieren und dort
genotoxische Schaden anhaufen. Da ATR flr das fehlerfreie Fortschreiten durch die S-Phase
mitverantwortlich ist und es auf Grund des erhdhten Energiebedarfs in dieser Phase
besonders auf die Funktion von GLUT1 ankommt, erscheint es daher plausibel, dass es hier

zu Synergien zwischen beiden Signalwegen kommt.

5.4 AbschlieRende Bemerkung
Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass die Kombinationstherapie aus dem ATR-
Inhibitor VE822 und dem GLUT1-Inhibitor WZB117 zu einer signifikanten Abnahme des

G12D_mutierten Weichteilsarkomen in einem autochthonen

GroéRenwachstum von Kras
Mausmodell in vivo fihrt. In Vorarbeiten zu den hier prasentierten Ergebnissen konnte diese
Kombinationstherapie in einem Screen verschiedener Pharmakologika identifiziert werden.
Besonders bemerkenswert ist hierbei, dass sowohl in diesen Vorarbeiten in vitro als auch in
den hier prasentieten Experimenten in vivo gezeigt werden konnte, dass die
Kombinationstherapie synergistisch ist und ihre Wirkung selektiv bei Kras-mutierten Tumoren
entfaltet. Diese Merkmale machen die Therapie fur eine mdgliche zukunftige Anwendung im
Menschen besonders interessant. Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse sowie
Resultate aus Studien, die Einzelkomponenten der Therapie untersucht haben, liefern
aulerdem erste Hinweise darauf, dass eine Anwendung im Menschen sicher vertraglich sein
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konnte. Die Pravalenz und Identifizierbarkeit von RAS-Mutationen lasst eine mogliche
Etablierung der Therapie auflterdem praktikabel erscheinen. Bevor eine Anwendung im
Menschen aber Uberhaupt in Betracht bezogen werden kann, werden weitere in vitro und in
vivo Experimente noétig sein, um insbesondere den molekularen Wirkmechanismus besser zu
verstehen und Erkenntnisse Gber eine Langzeitanwendung der Therapie zu gewinnen. Die hier
vorgelegten Daten kdnnen aber zumindest als Beleg dafur angesehen werden, dass sich die
Kombinationstherapie prinzipiell in vivo anwenden Iasst und Synergien zwischen den beiden

angegriffenen Signalwegen bestehen.
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