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Molekularbiologie und Genetik

M.-O. Grimm, D. Wuttig, B. Wullich, W.A. Schulz

1.1 Molekulare Grundlagen der Karzinogenese

1.2

Durch die Entwicklung von »targeted drugs«, deren Wirk-
samkeit auf der Inhibition bedeutsamer biologischer Pro-
zesse der Tumorzelle beruht, hat die Kenntnis molekularer
Verinderungen solider Tumoren einen neuen Stellenwert
im klinischen Alltag erhalten. Es ist erkennbar geworden,
dass sich die »Molekulare Diagnostik« nicht nur zum
Nachweis von Tumoren eignet, sondern uns dariiber hin-
aus in die Lage versetzen wird, iber den Genotyp das kli-
nische Verhalten eines Tumors vorherzusagen. Dies kann
z.B. fiir die Einschitzung der Prognose nach operativer
Therapie, die Wahl einer Therapie (z. B. adjuvant) oder die
Auswahl von »targeted drugs« genutzt werden.

Die folgenden Abschnitte geben eine Ubersicht iiber
die molekularen Grundlagen von Krebserkrankungen.
Dariiber hinaus werden relevante molekularbiologische
Techniken dargestellt. Spezifische molekulare Verdnde-
rungen und deren klinische Bedeutung sind den einzel-
nen Organkapiteln zugeordnet.

1.1 Molekulare Grundlagen der
Karzinogenese

Fir die neoplastische Transformation einer normalen
Zelle sind zahlreiche genetische und epigenetische Ver-
anderungen erforderlich. Die Zahl an Veridnderungen ist
nicht genau bekannt und variiert von Tumor zu Tumor.
Systematische Sequenzanalysen von Tumor-DNA haben
Schitzungen von 100-1000 Punktmutationen in einigen

Molekularbiologische Untersuchungsmethoden

-3

-8

Karzinomen ergeben; in anderen finden sich tiberwie-
gend chromosomale Aberrationen, Verluste, Zugewinne
und Rearrangements.

Dabei sind Tumorzellen aus molekularbiologischer
Sicht durch folgende Charakteristika gekennzeichnet
(Hanahan u. Weinberg 2000):

Selbstversorgung mit Wachstumssignalen,

Unempfindlichkeit gegeniiber wachstumsinhibitori-

schen Signalen,

Umgehung der Apoptose,

Unbegrenztes replikatives Potenzial,

Fortwihrende Angiogenese,

Gewebsinvasion und Metastasierung,

Diese Eigenschaften werden durch Verdnderungen in be-
stimmten Genen hervorgerufen. Dazu zihlen die positiv
regulierenden, d.h. proliferationsférdernden Protoonko-
gene, und die negativ regulierenden, proliferationshem-
menden Tumorsuppressorgene. Bei beiden Gruppen han-
delt es sich um zelleigene Gene. Sie wirken als Bestand-
teile bestimmter zelluldrer Regulationssysteme, besonders
der Zellzyklusregulation.

1.1.1 Onkogene

Die sog. Protoonkogene wirken physiologisch positiv re-
gulierend auf Wachstum, Proliferation und Differenzie-
rung. Sie konnen fiir eine Reihe verschiedener Proteine,
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B Tab. 1.1. Beispiele fiir Onkogene und deren Funktion

Onkogen Tumor Aktivierungsmechanismus Zellulére Lokalisation Biochemische Funktion
FGF1 Diverse solide Karzinome Uberexpression Extrazellular Wachstumsfaktor
IGF2 Diverse Karzinome Uberexpression Extrazellular Wachstumsfaktor
ERBB1 Diverse Karzinome Uberexpression, Mutation Zellmembran Tyrosinkinase
ERBB2 Bestimmte Karzinome Uberexpression Zellmembran Tyrosinkinase
KIT Hodentumoren, Gastrointestinale Mutation Zellmembran Tyrosinkinase
Stromatumoren
RET Schilddriisen- und andere endo- Mutation, Inversion Zellmembran Tyrosinkinase
krine Karzinome
MET Niere und andere Karzinome Mutation, Uberexpression Zellmembran Tyrosinkinase
IGFRI Leberzell- und andere Karzinome Uberexpression, Mutation (?) Zellmembran Tyrosinkinase
HRAS Diverse Karzinome Mutation Innere Zell-membran GTP-bindendes Protein
NRAS Diverse Karzinome Mutation Innere Zellmembran GTP-bindendes Protein
KRAS Diverse Karzinome Mutation Innere Zellmembran GTP-bindendes Protein
BRAF Melanom, Kolon- und bestimmte Mutation Innere Zellmembran, Tyrosinkinase
andere Karzinome Zytoplasma
CTNNBI1 Kolon- und Leberzellkarzinome, Mutation Innere Zellmembran, Zytoskelett, Transkripti-
andere Zytoplasma, Zellkern onsaktivierung
MYC Diverse Karzinome Translokation, Uberexpressi- Zellkern Transkriptionsfaktor
on, Mutation
CDK4 Bestimmte Karzinome Uberexpression, Mutation Zellkern Zellzyklus Regulation
BCL2 Follikuldres Lymphom und diverse  Translokation, Uberexpres- Mitochondrien Apoptose Regulation

Karzinome sion

z. B. Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezeptoren,
Signaltransduktoren (G-Proteine), Proteinkinasen oder
Transkriptionsfaktoren kodieren. Somatische Mutationen
der Protoonkogene fithren zu ihrer Aktivierung zum On-
kogen und zur unkontrollierten Proliferation. Die Muta-
tionen konnen Proteine mit verdnderten Eigenschaften
erzeugen oder zur Uberproduktion eines unverinderten
Onkoproteins fithren. Eine nach Funktion der zugehori-
gen Proteine gegliederte Auswahl von Proto-Onkogenen
findet sich in B Tab. 1.1.

Aktivierungen bestimmter Onkogene sind fiir man-
che Tumorentititen charakteristisch und korrelieren mit
dem klinischen Verlauf (z. B. NMYC beim Neuroblastom,
BCR-ABL bei chronischer myeloischer Leukédmie).

1.1.2 Tumorsuppressorgene

Eine Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen erfordert
in der Regel Verdanderungen beider Allele. Dies kann durch
eine Kombination von Punktmutationen, Genverlusten

durch Chromosomenaberrationen oder einen epigeneti-
schen Mechanismus, die DNA-Hypermethylierung, erfol-
gen (Jones u. Baylin 2002). Dabei treten bei sporadischen
Tumoren die Veranderungen beider Allele voneinander
unabhingig auf. Bei familidren Formen wird ein mutiertes
Allel von einem Elternteil ererbt. Das mutierte Allel ist da-
bei auf der Ebene der einzelnen Zelle in der Regel rezessiv:
erst wenn das verbleibende intakte Allel durch eine zweite
- somatische — Mutation inaktiviert wird, kommt es zur
Tumorentstehung. Eine Ubersicht familidrer Krebssyndro-
me und zugehoriger Tumorsuppressorgene gibt B Tab. 1.2.

Die Deregulation von Protoonko- und Tumorsup-
pressorgenen im Tumor wird durch die ungehemmte
Proliferation als charakteristisches Merkmal von entar-
teten Zellen verdeutlicht. An der Kontrolle der Prolifera-
tion ist eine Reihe von Faktoren beteiligt. Dazu gehoren
extrinsische, z.B. diffundierende Wachstumsinhibitoren
und Signale von anliegenden Zellen (Zell-Zell-Kontakt)
sowie intrinsische Faktoren. Diese Signale miissen ent-
lang einer Signalkette zum Zellkern iibertragen werden,
wo die Replikationskontrolle stattfindet.
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B Tab. 1.2. Einige vererbte Krebssyndrome beim Menschen

Syndrom Gen Genlokus Tumorlokalisation Funktion

Retinoblastom RB1 13q14 Auge, Knochen Gatekeeper-Tumorsuppressor

Li-Fraumeni-Syndrom TP53 17p13.1 Viele Organe Caretaker-Tumorsuppressor

Hereditares Melanom und Pan- CDKN2A 9p21 Haut, Pankreas, andere Gatekeeper-Tumorsuppressor

kreaskarzinom

Familidre Adenomatosis poly- APC 5021 Kolon, Rektum, andere Gatekeeper-Tumorsuppressor

posis poli

Cowden-Syndrom PTEN 10g23.3 Viele Organe Gatekeeper-Tumorsuppressor

Von-Hippel-Lindau-Syndrom VHL 3p25 Niere, Nebenniere, Gatekeeper-Tumorsuppressor

andere

Hereditares Mamma- und Ova- BRCA1, 17921,13qg12 Brust, Ovar Caretaker-Tumorsuppressor

rialkarzinom BRCA2

HNPCC MLH1, MSH2, 3p21,2p15-16 Kolon, Endometrium, Caretaker-Tumorsuppressor
andere Magen, andere

B Tab. 1.3. Ubersicht iiber Signalkaskaden bei Krebs

Signalweg oder Krebsarten Onkogene im Tumorsuppressor- Anmerkungen

Netzwerk Signalweg gene im Signalweg

MAPK-Signalweg Viele RAS, BRAF, (MYC) Vermittelt die Wirkung vieler
(kanonisch) Tyrosinkinaserezeptoren
PI3K-Signalweg Viele PI3K, AKT PTEN, CTMP Vermittelt die Wirkung vieler

Tyrosinkinaserezeptoren

TGFB-Signalweg

Karzinome, bestimmte
Sarkome und Leukdamien

TGFBRII, SMAD2,
SMAD4, RUNX

z.T.hemmend, z.T. férdernd
bei der Tumorbildung

JAK/STAT-Signal-
weg

Bestimmte Karzinome, viele
Leuk@mien und Lymphome

STAT3, STAT5(?)

STAT1(?), SOCS1

Vermittelt die Wirkung beson-
ders von Zytokinrezeptoren

NFkB-Signalweg

Bestimmte Leukamien, viele
Karzinome

REL Proteine

CYLD

Wirkung stark abhangig vom
zelluldren Kontext

WNT-Signalweg

Besonders Karzinome im
Gastrointestinaltrakt

WNT1, 3-Catenin

APC, AXIN, SFRP

Beeinflusst auch durch
E-Cadherin

SHH-Signalweg

Bestimmte Haut-, Gehirn und
Lungentumoren

SHH(?), SMO, GLI1(?)

PTCH1, PTCH2,
SUFU

Stimuliert Gewebevorlaufer-
zellen

NOTCH-Signalweg

T-Zelllymphome, Karzinome

NOTCH1; JAG1(?)

NOTCH1

Wirkung extrem stark abhan-

In vielen dieser Kaskaden (B Tab.1.3) sind Onkogene
als positive, Tumorsuppressorproteine dagegen als nega-
tive Regulatoren (»gatekeeper«, »caretaker«) zu finden.
»Gatekeeper« sind solche Proteine, die direkt die zelluldre
Proliferation kontrollieren, wahrend »caretaker« das Ge-
nom stabilisieren. Zu der ersten Gruppe gehéren solche,
die eine Rolle in der Zellteilung oder der Apoptose spie-
len, zu letzteren solche, die an Zellzyklus-»Checkpoints«
oder DNA-Reparatur beteiligtsind (Kinzler u. Vogelstein
1997).

gig vom Zelltyp

1.1.3 Modell der »Mehrschrittkarzinogenese«

Die Entwicklung eines Tumors beruht auf der Storung des
komplexen Gleichgewichts von proliferationsférdernden
und -hemmenden Signalen. Aktivierung von Onkogenen
oder die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen ver-
schiebt das Gleichgewicht in Richtung Proliferation. Da
die Zellproliferation und Zelldifferenzierung durch das
Zusammenwirken mehrerer Signalwege reguliert werden,
ist das Ungleichgewicht in Tumorzellen in der Regel das
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WNT Signalweg KRAS TGF-B-Antwort Verlust der
Aktivierung Mutation Inaktivierung TP53 Funktion
Normales - Dysplastische Friihes Inte"r- Spates —| Karzinom |=»| Metastase
Epithel Krypte Adenom medidres Adenom
Adenom

B Abb. 1.1. Hypothetischer Ablauf der Karzinogenese beim kolorektalen Karzinom. (Nach Schulz 2007)

Cyclin-B-
Zerstérung

O Abb. 1.2. 3 Ebenen der Zellzyklusre-
gulation: Die Abbildung zeigt den Uber-
gang G1—S Die innere Schicht besteht
aus dem RB1-Phophorylierungszklus,
der die E2F-Aktivitat bestimmt. Der RB1-
Zyklus ist von der zweiten Ebene, dem
CDK/Zyklin-Zyklus, abhéngig. Dieser
wird seinerseits durch Phosphorylierung
und Dephosphorylierung der CDK sowie
die CDK-Inhibitoren reguliert (3. Ebene).
(Nach Schulz 2007)

Cyclin-A-
Zerstérung

Ergebnis zahlreicher genetischer Verdnderungen, die sich
nacheinander entwickeln. Beim kolorektalen Karzinom
lassen sich genetische und morphologische Veridnderun-
gen bei der Entwicklung von normalem Epithel tiber be-
nigne Vorstufen bis hin zum metastasierenden Karzinom
einander zuordnen (B Abb.1.1). Entsprechende Modelle
sind auch fiir die Tumoren des Urogenitaltraktes vorge-
schlagen worden.

1.1.4 Zellzyklusregulation

Die physiologische Abfolge der Zellzyklusphasen wird im
Wesentlichen durch Phosphorylierung von Proteinen ge-
steuert. Eine Gruppe von Proteinkinasen bildet den Kern
der Zellzyklusmaschinerie. Diese sog. CDK (»cyclin de-
pendent kinases«, zyklinabhingige Proteinkinasen) stellen

Heterodimere aus einer katalytischen Kinase- und einer re-
gulatorischen Zyklinuntereinheit dar. Fiir die Aktivierung
der Proteinkinaseeigenschaft miissen die CDK dariiber
hinaus selber phosphoryliert werden. Spezifische Kombi-
nationen zwischen verschiedenen Zyklinen und Kinasen
sind charakteristisch fiir jede Phase des Zellzyklus. Wenn
die Zellen die GO-Phase verlassen, um in die G1-Phase des
Zellzyklus einzutreten, werden D-Typ-Zykline (D1, D2
und D3) und etwas spiter Zyklin E synthetisiert. Dagegen
sind die Zykline A und B fiir die Regulation der DNA-Syn-
these-Phase, der G2-Phase und der Mitose verantwortlich.

Die D-Zykline komplexieren mit den katalytischen
Kinase-Untereinheiten CDK4 und CDK®6, Zyklin E mit
der CDK2. Die Zyklin-A-mRNA-Expression steigt nach-
dem sich die Zyklin-E-CDK2-Komplexe gebildet haben
und die Aktivierung von CDK1 durch Zyklin A und B er-
laubt schliefflich den Ubergang in die Mitose (B Abb. 1.2).
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O Abb. 1.3. Funktion von RB1 in der Zellzyklusregulation. Das hy-
pophosphorylierte RB1-Protein bindet Transkriptionsfaktoren der
E2F-Familie. Wahrend der G1-Phase wird RB1 sukzessive durch die
Zyklin-D-CDK4- und Zyklin-E-CDK2-Komplexe phosphoryliert, was zur

Die CDK unterliegen einer negativen Regulation
durch Inhibitorproteine (zyklinabhéingige Kinasen, CKI).
Es konnen zwei Klassen von CKI unterschieden werden:
Die KIP/CIP-Familie ist eine Gruppe strukturell verwand-
ter Proteine (p21, p27, p57), die alle in der Lage sind,
verschiedene Zyklin-CDK Komplexe zu binden und zu
inhibieren. In der Zelle ist ihr hauptséchliches Ziel wohl
der Zyklin-E-CDK2-Komplex. Die Rolle der verschiede-
nen Proteine invivo liegt daher in der Vermittlung der
Zellantwort auf charakteristische mitogene und antimito-
gene Signale. Wihrend z. B. p21 den durch p53 regulier-
ten Zellzyklus-Arrest nach DNA-Schéddigung vermittelt,
16st p27 einen Zellzyklusarrest als Folge von Serument-
zug, Kontaktinhibition oder Einwirkung von TGF- aus.

Die zweite Klasse von CKI, die vier verwandten Mo-
lekiile p15, p16, p18 und pl9, werden als INK4-Proteine
bezeichnet. Im Gegensatz zu den Proteinen der KIP/CIP-
Familie sind die INK4 Proteine spezifische Inhibitoren
der Zyklin-CDK-Komplexe Cyclin D-CDK4 und Cyclin
D-CDKG6. Die INK4 Proteine kompetieren im Gegensatz
zur KIP/CIP-Familie in vivo mit den Zyklinen um CDK-
Monomere (B Abb. 1.3). Das p15™B_Protein spielt eine
wichtige Rolle bei der Vermittlung der antimitogenen
Wirkung von TGF-p. Das pl6™¥A-Protein besitzt eine
sehr lange Lebensdauer und akkumuliert daher allméh-
lich tiber viele Zellzyklen hinweg. Diese Akkumulation
wird als eine Ursache der mit der Seneszenz von Zellen
einhergehenden verminderten Proliferationsfahigkeit an-
gesehen (Evan u. Vousden 2001).

Der Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zell-
zyklus ist derzeit am besten charakterisiert: Das RB1-
Protein bindet in seiner aktiven, d. h. hypophosphorylier-

S

Freisetzung von E2F flihrt und damit durch Transkription von E2F-
abhingigen Genen den Ubergang in die S-Phase erméglicht. DP1
ist ein Heterodimer-Partner von E2F. HDAC Histone Deacetylase; HAT
Histone Acetyl Transferase. (Nach Schulz 2005)

ten Form Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie. Diese
Transkriptionsfaktoren aktivieren Gene, die fiir die DNA-
Replikation notwendig sind (wie DNA-Polymerase a,
PCNA, Dihydrofolatreduktase u.a.). Wihrend der G1-
Phase wird RB1 sukzessive durch die Zyklin D-CDK4-
oder Zyklin D-CDK6- und Zyklin E-CDK2-Komplexe
phosphoryliert. Die Phosphorylierung von RBI fiihrt zur
Freisetzung des Transkriptionsfaktors, was wiederum die
Transkription von E2F-abhingigen Genen und den Uber-
gang in die S-Phase ermdglicht (8 Abb. 1.3; Sherr u. Mc-
Cormick 2002).

Defekte in der Regulation des Zellzyklus in Tumor-
zellen kénnen unmittelbar durch Aktivierung von betei-
ligten Protoonkogenen wie Zyklin D1, Zyklin D2 oder
CDK4 (B Tab.1.1) oder durch Verluste der Funktion von
beteiligten Tumorsuppressoren wie RB1 oder pl6™NK4A
(B Tab.1.2) entstehen. In manchen Tumoren sind sie
Folge von Veranderungen in Signalkaskaden, die auf den
Zellzyklus einwirken (8 Tab. 1.3).

1.1.5 Zellzyklus-Checkpoints und Apoptose

Im Zellzyklus werden nicht nur Proliferationssignale in-
tegriert, sondern es wird auch sichergestellt, dass das
genetische Material moglichst intakt weitergegeben wird.
Um eine Anhdufung genomischer Fehler wihrend der
Zellteilung zu vermeiden, existieren sog. »Checkpoints«
innerhalb des Zellzyklus aus denen heraus ggf. Repara-
turmechanismen aktiviert werden koénnen. Als Beispiel
sei hier der p53-abhingige G1/S-Checkpoint genannt,
der nach DNA-Schidigungen durch Bestrahlung oder
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Zytostatika die Zellen vermittelt durch p21°"! am Eintritt
in die S-Phase hindert. Ein zweiter wichtiger Checkpoint
verhindert den Eintritt von Zellen mit unvollstindig rep-
lizierter DNA in die Mitose.

In Tumorzellen fithren Defekte in der Regulation
des Zellzyklus nicht nur zu einer iibersteigerten Zell-
proliferation, sondern beeintridchtigen auch die Funk-
tion der Checkpoints. Dariiber hinaus sind Proteine, die
speziell an Checkpoints wirken wie z. B. p53, inaktiviert.
Dies verursacht eine Anhiufung nicht-reparierter Fehler
im Genom. Der Verlust von Checkpoints bietet damit
eine Erklirung dafiir, wie es in Tumorzellen zur An-
hiufung einer Vielzahl von genetischen Verdnderungen
wie Punktmutationen oder Chromosomenaberrationen
kommen kann. Bei der Entstehung mancher Tumoren
kann diese Anhédufung jedoch auch unmittelbar durch
defekte Mechanismen der DNA-Reparatur verursacht
sein. Mutationen in Genen fiir Enzyme, die nach der
DNA-Replikation fehlgepaarte Basen erkennen und den
Defekt reparieren, sind besonders gut charakterisiert. Sie
machen sich durch eine Verinderung der Linge von
DNA-Sequenzen mit wiederholten einfachen Basenabfol-
gen, die als Mikrosatelliten bezeichnet werden, bemerk-
bar (Leach et al. 1993; Peltomaki et al. 1993). Stérungen
der Regulation der DNA-Methylierung, eines wichtigen
epigenetischen Mechanismus der Genregulation, konnen
ebenfalls die fehlerhafte Aktivierung oder Inaktivierung
einer Vielzahl von Genen bewirken (Jones u. Baylin 2002;
Schulz 1998).

Neben Zellzyklusarrest kann an Checkpoints auch
Apoptose induziert werden. Die Apoptose, eine Form des
programmierten Zelltods, ist ein weiterer wichtiger Me-
chanismus, um die Entstehung fehlerhafter und schlief3-
lich maligner Zellen zu verhindern. Sie unterscheidet
sich von der pathologischen Nekrose und findet sich
physiologisch bei verschiedenen Entwicklungsprozessen
in mehrzelligen Organismen wie z.B. der Entwicklung,
Differenzierung und Reifung hdmatopoetischer und im-
munkompetenter Zellen.

Eine Apoptose kann iiber einen extrinsischen oder
einen intrinsischen Signalweg initiiert werden; beide
miinden in eine gemeinsame » Exekutions«-Kaskade. Der
intrinsische Signalweg, der z.B. durch DNA-Schiden
aktiviert wird, erhoht die Permeabilitit von Mitochon-
drien. Dies fithrt zur Bildung eines » Apoptosom«-Pro-
tein-Komplexes der seinerseits Exekutions-Caspasen
aktiviert. Caspasen sind spezifische Proteasen. Der ex-
trinsische Signalweg wird durch Membranrezeptoren,
sogenannte »Todes-Rezeptoren« initiiert. Diese werden
durch Zytokine oder Oberflichenproteine von zytotoxi-
schen Immunzellen aktiviert. Die intrazellularen »Death-
Dominen« des aktivierten Rezeptors lagern FADD-Ad-

aptorproteine in einem sog. »DISC«-Komplex an, der
wiederum verschiedene Initiator-Caspasen aktiviert.
Letztere initiieren proteolytisch die Exekutionskaskade.
In dieser spalten die Effektor-Caspasen eine Vielfalt von
Proteinen, so dass die morphologischen Kennzeichen
der Apoptose eine Chromatinkondensation, Ausstiilpun-
gen der Zellmembran, eine internukleosomale DNA-
Fragmentierung und eine Absonderung des Zellinhalts
in Membranabschniirungen, sogenannten apoptotischen
Korpern (»apoptotic bodies«) sind. Speziell spalten Cas-
pasen Inhibitoren von intrazelluliren DNasen, so dass
auch die DNA fragmentiert wird. Nach dem Auftre-
ten der apoptotischen Korper wird die sterbende Zelle
schnell von ihren Nachbarzellen phagozytiert (Los et al.
2001; Castedo et al. 2004).

Die Apoptose wird in beiden Signalwegen in meh-
reren Stufen reguliert. BCL-2 verhindert die Wirkung
der verwandten proapoptotischen Proteine BAX und
BAK an den Mitochondrien. Weiterhin erfolgt eine Re-
gulation durch andere Mitglieder der BCL-2-Familie,
die auf unterschiedliche Stress-Signale ansprechen. FLIP
inhibiert den extrinsischen Signalweg an den Todes-
rezeptoren, wahrend Inhibitoren der Apoptose (IAP),
wie z. B. Survivin, Caspasen am » Apoptosom« inhibiert.
IAP werden dagegen durch SMAC/Diablo antagonisiert,
das bei der Permeabilititsinderung der Mitochondrien
freigesetzt wird.

In Tumoren konnen sowohl der intrinsische als auch
der extrinsische Apoptosesignalweg beeintrichtigt sein.
Zu den hidufigen Verdnderungen zahlen Verlust der Ex-
pression des Todesrezeptors TNFRSF6 (auch FAS oder
Apo-1), Uberexpression von BCL-2 oder Verlust der Ex-
pression von BAX sowie Uberexpression von Survivin
(Cory et al. 2003).

1.2  Molekularbiologische
Untersuchungsmethoden

Molekularbiologische Untersuchungsmethoden werden
im klinischen Alltag bereits in vielfiltiger Weise vor al-
lem fiir die Diagnostik von Infektionserkrankungen und
Erbkrankheiten genutzt. Bei Krebserkrankungen wird
molekulare Diagnostik bisher tiberwiegend bei hiamato-
logischen Krebserkrankungen eingesetzt, doch erweitert
sich der Anwendungsbereich laufend. Insbesondere im
Bereich »individualisierter Medizin« gewinnen molekula-
re Untersuchungen zunehmend an Bedeutung, besonders
erfolgreich bei der Behandlung von Mammakarzinomen.
In den folgenden Abschnitten sollen deshalb wichtige
Untersuchungsmethoden anhand klinisch-onkologischer
Beispiele dargestellt werden.
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1.2.1 DNA- und RNA-Untersuchungen mittels

Polymerase-Kettenreaktion

Fir die Untersuchung von Nukleinsduren (DNA und
RNA) war die Entwicklung der Polymerase-Kettenreak-
tion (PCR) durch Mullis 1985 von zentraler Bedeutung.
Die PCR erlaubt die millionenfache Vervielfiltigung ei-
nes bestimmten DNA-Abschnittes in wenigen Stunden
und ist damit Ausgangspunkt fiir zahlreiche qualitative
und quantitative Untersuchungsverfahren (8 Abb.1.4a).
Dabei sind im Gegensatz zu den frither zumeist einge-
setzten Blot-Techniken (Northern/Southern Blot) mini-
male Nukleinsduremengen der zu untersuchenden Probe
ausreichend. Bei DNA-Untersuchungen ist die PCR Vo-
raussetzung fiir genetische Fingerprints, den Nachweis
von Allelverlusten (»loss of heterozygosity«), Analysen
genetischer Polymorphismen und die Detektion bekann-
ter Mutationen (Miilhardt 2002).

Fiir die Bestimmung der Konzentration bestimmter
Gentranskripte (NRNA) oder microRNA, kleinen regula-
torischen RNA-Molekiilen, und zunehmend auch fiir die
Analyse von Mutationen, Einzelnukleotidplymorphismen
(SNP) und DNA-Kopiezahlverinderungen wird heute
iiberwiegend die quantitative PCR verwendet (Miilhardt
2002). Dabei handelt es sich um eine Weiterentwicklung
der PCR-Technik (8 Abb. 1.4b), die anhand eines entspre-
chenden Standards und einer farbstoffmarkierten Sonde
eine Quantifizierung des Zielmolekiils in der Probe er-
laubt und sich durch eine hohe Prizision und Reprodu-
zierbarkeit auszeichnet. Sogar sehr geringe Probenmen-
gen von zehn Molekiilen kénnen noch sehr genau be-
stimmt werden. Die Verwendung der markierten Sonde
ermoglicht durch den Einsatz verschiedener Farbstoffe
weiterhin die Messung verschiedener Zielmolekiile in ein
und demselben Reaktionsansatz, was z. B. fiir die gleich-
zeitige Messung verschiedener Genotypvarianten einer
Mutation niitzlich ist. Fiir die (quantitative) PCR stehen
zunehmend automatisierte Verfahren zur Verfiigung, die
in Plattenformaten die simultane Messung von bis zu 384
Proben erlauben.

Klinisch wird die PCR beispielsweise routinemaf3ig
fiir den Nachweis von Mutationen im KRAS-Gen ge-
nutzt, um die Sensitivitit von Patienten mit metastasier-
tem Kolonkarzinom gegeniiber dem EGFR-Antikorper
Cetuximab zu beurteilen. Dieses Medikament ist nur fiir
solche Patienten zugelassen, die die Wildtyp-Variante
dieses Gens besitzen (Amado et al. 2008). Im Bereich der
mRNA-Analyse kann z.B. durch quantitative Bestim-
mung des BCR-ABL-Transkripts der Anteil residualer
Tumorzellen wihrend der Behandlung einer Chroni-
schen myeloischen Leukdmie (CML) abgeschitzt werden
(Schiiler u. Dolken 2005). Aufgrund ihrer hohen Sensiti-

vitdt eignet sich die quantitative PCR auch fiir molekulare
Untersuchungen in Urinproben, die im Sinne einer nicht-
invasiven Diagnostik und Prognostik bedeutsam sind.

1.2.2 Proteinnachweisverfahren

Die aus Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen durch
Translation entstehenden Proteine konnen strukturelle
(z.B. bei Punktmutationen) oder quantitative Verdnde-
rungen (z.B. durch Genamplifikationen oder -verluste)
aufweisen. Dies bedingt haufig eine Fehlfunktion dieser
Proteine, wie sie beispielsweise in Tumorzellen auftreten.
Strukturelle Veranderungen der Proteine kénnen deren
Metabolisierung beeinflussen und damit auch zu Verén-
derungen der Proteinmenge fiithren. Beispielsweise besitzt
der Tumorsuppressor p53 - ein Zellzyklus- und Apopto-
seregulator, der in vielen Tumoren dereguliert ist — in
Folge von Punktmutationen im zugehorigen TP53-Gen
héufig eine verldngerte Halbwertszeit, wodurch eine Pro-
teinakkumulation bewirkt wird (Rosenblatt et al. 2008).

Proteine konnen mittels Western-Blot, ELISA (»en-
zyme linked immuno-sorbent assay«) oder Immunhisto-/
Immunzytochemie nachgewiesen und (semi-)quantifiziert
werden. All diese Techniken basieren auf dem Prinzip
der Antigen- Antikorper-Wechselwirkung. Dabei wird das
Protein mit einem Antikorper inkubiert, der spezifisch an
ein (monoklonal) oder mehrere (polyklonal) Epitope des
Proteins bindet. Dieser primére Antikorper wird anschlie-
Bend mit Hilfe eines weiteren Antikorpers und z. B. einer
Farbreaktion detektiert, wobei die erhaltene Signalstirke
Rickschliisse auf die Proteinmenge zuldsst (Rehm 2002).

Der Western-Blot ermdglicht neben der (Semi-)Quan-
tifizierung von Proteinen auch die Detektion posttransla-
tionaler Modifikationen. Mit ELISA-Techniken kann die
Proteinmenge sehr prizise und sensitiv bestimmt werden
(Rehm 2002). ELISA-Assays werden routineméflig zur
Messung von Tumormarkern im Serum, wie dem Pros-
tataspezifischen Antigen (PSA) beim Prostatakarzinom
oder dem karzinoembryonalen Antigen (CEA) beim Ko-
lonkazinom verwendet (Sanchez et al. 2004).

Bei der Immunhistochemie werden Proteine in Ge-
webeschnitten (Zytochemie: Zellen) detektiert. Neben
der semiquantitativen Bestimmung der Proteinexpression
kann hiermit die Zuordnung zu bestimmten Zelltypen
vorgenommen bzw. die Lokalisation des Proteins in in-
trazelluliren Kompartimenten bzw. der extrazelluliren
Matrix untersucht werden (Rosenblatt et al. 2008). In der
histopathologischen Routine wird die Immunhistochemie
vor allem fiir die Bestimmung von Proliferationsmarkern
(Ki67, PCNA) fiir die Prognostik oder die Abklarung un-
klarer histologischer Befunde verwendet. Beim Prostata-
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B Abb. 1.4a, b. Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR). a Die ersten
Runden einer PCR mit einem DNA-Einzelstrang, der durch Denaturie-
rung entsteht. Ausgehend von dem sequenzspezifischen »forward-pri-
mer« synthetisiert die DNA-Polymerase einen komplementdren DNA-
Strang. Bei erneuter Denaturierung, Primeranlagerung (»annealing«)
und Synthese (»extension«) dient der neu synthetisierte Strang selbst
als Matrize (»template«) und wird ausgehend von dem sequenzspezifi-
schen »reverse-primer« abgelesen. Da in jedem Zyklus (Denaturierung,
»annealingg, »extension«) eine Verdoppelung der DNA-Molekiile statt-
findet, erfolgt eine exponentielle Vervielfaltigung des zwischen den
Primern liegenden DNA-Abschnittes. Bei einer doppelstrangigen DNA
als Original-Template finden die gleichen Reaktionen noch einmal fiir

den Gegenstrang statt. b Am Beispiel einer TagMan-(Hydrolyse-) Sonde
ist das Prinzip der quantitativen PCR dargestellt. Die sequenzspezifische
Sonde bindet wahrend der »Annealing«-Phase an die DNA-Matrize.
Hydrolysesonden besitzen am 3'-Ende einen gebundenen Fluoreszenz-
farbstoff, dessen emmittiertes Licht jedoch durch den »quencher« am
5"-Ende »abgefangen« wird. Bei der Extension wird die Hydrolyseson-
de durch die 3'-5"-Exonukleaseaktivitat der DNA-Polymerase abgebaut,
wodurch das »Quenching« aufgehoben wird und das durch den Fluo-
reszenzfarbstoff emmittierte Licht detektiert werden kann. Je hoher die
Menge an Ziel-DNA, desto mehr Molekiile des Fluoreszenzfarbstoffes
werden freigesetzt. Dieser Zusammenhang wird zur Quantifizierung der
Menge an Ausgangs-DNA-Molekiilen verwendet
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karzinom dient hierzu eine Antikorper-Mischung gegen
Proteine der normalen Basalzellen (Paner et al. 2008).

Beim Mammakarzinom wird ein standardisiertes
immunhistochemisches Verfahren zum Nachweis des
HER2-Proteins zur Therapiewahl eingesetzt. HER2 (auch:
ERBB2) kodiert fiir einen Wachstumsfaktor-Rezeptor aus
der ERBB-Familie. Seine Uberexpression korreliert beim
Mammakarzinom mit einer ungiinstigen Prognose und
dem Ansprechen auf eine Kombinationstherapie, die
einen Antikorper gegen das HER2-Protein (Herceptin)
und Zytostatika (z.B. Taxol und Carboplatin) beinhal-
tet. Die Immunhistochemie wird durch eine DNA-in-
situ-Hybridisierung (FISH, s. u.) gesichert, welche die fiir
die Uberexpression verantwortliche Amplifikation des
HER2-Gens nachweist (Dean-Colomb u. Esteva 2008).

Viele Proteine agieren in der Zelle als Bestandteile
groflerer Komplexe, die durch Protein-Protein-Interak-
tionen entstehen. Solche Interaktionen lassen sich z.B.
durch Ko-Immunpréazipitation nachweisen. Der Protein-
komplex wird dabei mit Hilfe eines Antikorpers, der spe-
zifisch einen bekannten Interaktionspartner in dem Kom-
plex bindet, angereichert. Die unbekannten Bindungs-
partner konnen anschlieffend tiber ihr Molekulargewicht
oder ihre Enzymaktivitit identifiziert werden (Bernot
2004; Rehm 2002). Unter in-vivo-dhnlicheren Verhalt-
nissen, also innerhalb einer Zelle und mit eukaryotischen
posttranslationalen Modifikationen der Proteine, konnen
Protein-Protein- oder auch Protein-RNA-Interaktionen
mit Hilfe des »Yeast-two-hybrid«-Systems (Y2H) unter-
sucht werden (Bernot 2004). Durch die Interaktion der
Bindungspartner wird dabei im Zellkern die Funktion
eines Transkriptionsfaktors rekonstruiert, der dann die
Transkription eines Reportergens induziert.

Mit diesem System koénnen sowohl in einem empiri-
schen Ansatz mogliche Bindungspartner identifiziert als
auch gezielt die Interaktion bestimmter Proteine iiber-
priift werden. Weiterhin erméglicht die Methode die Un-
tersuchung von mehr als zwei Interaktionspartnern oder
die Interaktion mit Membranproteinen. Die Fahigkeit
isolierter Proteine (z. B. Transkriptionsfaktoren), an DNA
(oder RNA) zu binden, wird invitro im »elektrophore-
tic mobility shift assay« (EMSA, »Band-shift«-Verfahren)
oder im »DNase footprinting assay« getestet. Das ESMA-
Verfahren beruht auf einer verringerten Wanderungsge-
schwindigkeit von Protein-DNA (bzw. RNA)-Komplexen
im Vergleich zu freier DNA im elektrischen Feld. Detek-
tiert wird der Komplex aufgrund einer vorherigen (z. B.
Biotin-) Markierung des DNA- bzw. RNA-Fragments
(Lottspeich u. Zorbas 1998). Auch hier kann die Inter-
aktion mit mehr als zwei Proteinen untersucht werden,
wobei die gebundenen Proteine mit Hilfe spezifischer
Antikorper detektiert werden konnen (»supershift as-
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say«). Im »DNase footprinting assay« wird der Schutz der
DNA vor enzymatischer Spaltung ausgenutzt, der durch
die Bindung des Proteins hervorgerufen wird.

Zum Nachweis eine DNA-Protein-Bindung invivo
wird die Chromatin-Immunoprazipation (ChIP) verwen-
det. Hierbei werden die proteinbindenen DNA-Bereiche
nach Chromatinfragmentierung mit Hilfe eines spezifi-
schen Antikorpers in einer Immunprézipitation isoliert
(Hampshire et al. 2007).

Zur Identifikation von Proteinen kann neben den
klassischen Methoden wie Western-Blot die MALDI-TOF
MS (»Matrix assisted laser desorption/ionization-time of
flight mass spectrometry«) eingesetzt werden. Hierfiir
wird ein isoliertes Protein mittels Endoproteasen verdaut
und Peptidfragmente werden anhand deren Masse/La-
dungsverhiltnis aufgetrennt. Die Identitit des Proteins
kann unter Verwendung geeigneter Softwareprogramme
durch den Vergleich mit Datenbankeintragen erfolgen
(Bernot 2004; Rehm 2002). Haufig wird jedoch direkt die
Sequenz der einzelnen Fragmente mittels ESI (»electro-
spray ionization«) -MS/MS bestimmt (Bernot 2004).

Eine Erweiterung der MALDI-TOF MS in Richtung
funktionelle Analyse und Proteomics stellt die SELDI
(»surface enhanced laser desorption ionization/time-of-
flight«)-Technik dar. Dabei werden komplexe Proteinge-
mische beziiglich ihrer Eigenschaften (z.B. hydrophob,
anionisch, kationisch, Bindung an immobilisierte Anti-
korper) auf Proteinchips separiert und anschlieflend ana-
log zur MALDI-TOF MS analysiert. Da die MS-Spektren,
die diese Technik liefert, gut reproduzierbar sind, eignet
sich SELDI auch zum qualitativen Vergleich von Protein-
spektren z. B. zwischen tumorhaltigem und tumorfreiem
Untersuchungsmaterial mit geeigneten Softwareprogram-
men und somit zur Erstellung z. B. prognose-relevanter
Proteinspektren, ohne die Proteine notwendigerweise
identifizieren zu miissen (Rehm 2002).

1.2.3 In-situ-Hybridisierungsverfahren

In-situ-Hybridisierungsverfahren (ISH) erméglichen den
Nachweis von Chromosomenaberrationen, Genverinde-
rungen und RNA-Expression auf Einzelzellniveau. Durch
den Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen (FISH) konnte die
Empfindlichkeit und Auflosung dieser Methode deutlich
erhoht werden. Das Prinzip besteht in der Hybridisierung
markierter komplementirer Nukleinsdure-Strange auf
objekttragerfixierte Zellen (z. B. histologische Schnitte,
Urinzytologie). Auf DNA-Ebene eignet sich die FISH
besonders zum Nachweis von Genamplifikationen, nu-
merischen Chromosomenverinderungen und Translo-
kationen. Fiir den Nachweis von Translokationen wird
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dabei neben der Zielgensonde eine Zentromersonde des
entsprechenden Chromosoms verwendet (Holling u.
Kipp 2007; Kevin et al. 2007). Anwendung findet die-
se Technik beispielsweise in der prinatalen Diagnostik
zum Nachweis einer Chromosom 21-Trisomie (Ogilvie
2003). Neuerdings werden mittels FISH-Methodik auch
chromosomale Translokationen beim Prostatakarzinom
nachgewiesen (Perner et al. 2007). Auf RNA-Ebene liegt
der Vorteil der ISH in der Moglichkeit, Zellen, die eine
bestimmte mRNA-Expression aufweisen, in einem Gewe-
beverband zu identifizieren. Wichtig ist dies z. B. in der
Entwicklungsbiologie zur Verfolgung der Genaktivitat
wihrend der Embryogenese.

Neben der klassischen Zytogenetik und der FISH-
Methode bietet die Komparative Genomische Hybridisie-
rung (CGH) eine weitere Moglichkeit zum Nachweis von
numerischen chromosomalen Veridnderungen. Bei dieser
Methode werden z. B. normale und Tumor-DNA farblich
unterschiedlich markiert. Eine automatisierte Detektion
der verschiedenen (Fluoreszenz-) Signale erlaubt dann
den Vergleich des gesamten Genoms von Tumor und
Normalgewebe, d.h. also die Detektion von Genmateri-
alzugewinnen bzw. -verlusten (Pinkel u. Albertson 2004).
Eine Weiterentwicklung, die Array-basierte CGH, ermog-
licht eine hohere Auflosung (s. u.).

Eine spezielle Hybridisierungstechnik wird bei der
Messung der mRNA-Konzentration des Prostatatumor-
markers PCA3 (»prostate cancer antigen 3«, auch: DD3)
in Urinproben angewendet. Hier wird die Target-RNA
zunichst spezifisch angereichert and amplifiziert und an-
schliefend durch Hybridisierung detektiert (»APTIMA
PCA3 assay«). Dieser Test kann eine Entscheidungshilfe
zur Durchfithrung einer Rebiopsie bei Mdnnern mit Ver-
dacht auf Prostatakrebs darstellen (Haese et al. 2008;
Groskopf et al. 2006).

1.2.4 Hochdurchsatzverfahren

Chip-Technologien ermdéglichen parallel die Untersu-
chung einer grofien Anzahl von Faktoren, z. B. Gentran-
skripten (mRNA). Dies spielt insbesondere in der Tumor-
forschung eine bedeutende Rolle, da Tumoren multifak-
torielle Erkrankungen darstellen.

Bereits seit einigen Jahren existieren Chip-Techno-
logien zur Untersuchung von Nukleinsduren. Je nach
Plattform kénnen damit DNA-, mRNA- oder microR-
NA-Proben untersucht werden. Hierbei sind auf einem
Trager Oligonukleotidmolekiile bekannter Sequenz in
einem geordneten Raster (»Array«) immobilisiert. Bei-
spielsweise ist dabei eine Sequenz spezifisch fiir ein be-
stimmtes Gentranskript. Wird eine markierte Probe (z. B.
Tumor-RNA) auf einem Chip hybridisiert, erfolgt eine
spezifische Bindung von RNA-Fragmenten an die je-
weils komplementédren Sonden. Die Position des Signals
der RNA-Markierung im Raster erméglicht eine Aussage
iiber die Identitdt des Transkripts, die Signalstarke tiber
seine Expressionshohe (8 Abb.1.5). Die Auswertung der
erhaltenen Daten erfolgt mit Hilfe geeigneter Software-
Programme und liefert beispielsweise Genexpressions-
muster, die mit einem spezifischen histologischen Tu-
morsubtyp oder dem Uberleben von Tumorpatienten
assoziiert sind (Grimm et al. 2003, 2004).

Fiir mRNA-Untersuchungen existieren sog. themen-
spezifische Arrays, mit denen beispielsweise alle apop-
toserelevanten Gentranskripte untersucht werden. Mit
anderen Arrays kann die Expression aller Gentranskripte,
zum Teil auch ihrer verschiedenen Spleif§varianten, si-
multan bestimmt werden.

Im Bereich der Onkologie wird der Array-basierte
und durch die FDA zugelassene MammaPrint-Test, der
die Expression von 70 an der Proliferation beteiligten

B Abb. 1.5. Prinzip der mRNA-Analyse mittels Microarrays. Aus einem
Gewebe (z.B. Tumor) oder Zellen wird RNA isoliert, ggf. amplifiziert,
markiert und nach Fragmentierung auf den Array hybridisiert. Die
Arrays werden zur Entfernung unspezifischer Bindungen gewaschen
und anschlieBend gefarbt, wobei in mehreren Stufen die Markierung
der Probe verstdarkt und mit einem Fluoreszenzfarbstoff versehen
wird. Beim anschlieBenden Scannen der Chips wird die Starke des
Fluoreszenzsignals in den verschiedenen Punkten des Rasters in Grau-
stufen wiedergegeben (umso heller, je héher Fluoreszenzsignal). Die
Daten werden mit Hilfe geeigneten bioinformatischen Algorithmen
ausgewertet. Die Expression der untersuchten Gene kann in einer
sog. »heat map« dargestellt werden (gezeigt ist ein hypothetisches
Beispiel). Die Spalten entsprechen dabei den verschiedenen Proben,
die Zeilen den untersuchten Genen. Jeder Punkt der Farbmatrix re-
prasentiert die relative Expression eines Gens in einer Probe im Ver-
gleich zum Mittelwert in allen Proben. Rote Punkte kennzeichnen

eine hohere, griine eine niedrigere Expression als der Mittelwert. Die
Proben kénnen dann anhand der Ahnlichkeit ihrer Genexpression in
verschiedene Cluster unterteilt werden (hierarchische Clusteranaly-
se), wobei in dem dargestellten Beispiel Patienten mit langem und
solche mit kurzem Gesamtiberleben jeweils zusammen clustern. In
einer weiterfiihrende Analyse kdnnen dann die Gene identifizeirt wer-
den, die fur eine Vorhersage des Gesamtuberlebens genutzt werden
konnen. Der dargestellte Ablauf entspricht dem Prinzip der sog. Ein-
Farben-Microarrays (z. B. Affymetrix). Hierbei wird jede Probe, auch die
ggf. vorhandene Referenzprobe auf extra Chips hybridisiert. Daneben
existieren sog. Zwei-Farben-Arrays, bei denen Probe und Referenz,
nachdem sie mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarnstoffen markiert
wurden, auf ein und denselben Array hybridisiert werden. Als Scan-
Ergebnis ergibt sich hier eine Farbliberlagerung der beiden Fluores-
zenzfarbstoffe, die dann eine Aussage der jeweiligen Target-mRNA in
der Probe im Vergleich zur Referenz zulasst
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Probe, z.B. Tumorgewebe
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Chip mitin den Raum stehenden aus der Probe isolierte, markierte
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é% an komplementéren Sonden
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v
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(hell: starkes Fluoreszenzsignal)
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griin: geringe Expression des betreffenden Gens)
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Genen analysiert, zur Abschitzung des Metastasierungs-
risikos von Brustkrebspatientinnen eingesetzt. Vor al-
lem Niedrigrisiko-Patientinnen, die auch ohne adjuvante
Chemotherapie eine 10-Jahres-Uberlebensrate von 96%
haben, kénnen durch diese Gensignatur identifiziert wer-
den (Simon 2007; van de Vijver et al. 2002; van't Veer et
al. 2002).

Fiir DNA-Analysen werden u. a. sog. »single nucleo-
tide polymorphism« (SNP)-Arrays verwendet, die sowohl
eine Genotypisierung verschiedener SNPs im Genom als
auch eine genomweite DNA-Kopienzahlanalyse zulassen
(Beaudet u. Belmont 2008). Des Weiteren wird auch die
hochauflésende CGH (s.0.), die sog. Array-CGH, zur
Detektion chromosomaler und genetischer Verdnderun-
gen eingesetzt (Beaudet u. Belmont 2008; Pinkel u. Al-
bertson 2004; Snijders et al. 2003).

Der AmpliChip-CYP450-Test ist ein SNP-Array zur
Detektion von Genotypen in zwei Genen der Cytochrom
P450-Familie. Da diese Gene an der Metabolisierung von
etwa einem Viertel aller rezeptpflichtigen Medikamente
beteiligt sind, kann mit Hilfe dieses AmpliChip-CYP450-
Tests patientenspezifisch die Metabolisierung eines Wirk-
stoffes und damit die Dosierung des Medikamentes abge-
schitzt werden (www.roche.com).

Fiir einige Fragestellungen bieten moderne Hoch-
durchsatztechniken zur Nukleinsdure-Sequenzierung
eine Alternative zu Array-basierten Methoden. Diese
Techniken, oft unter dem Begriff »deep sequencing« zu-
sammengefasst, erlauben die gleichzeitige und schnelle
Bestimmung der Sequenz von Hunderttausenden an
kiirzeren Nukleinsduresequenzen ohne vorherige Klonie-
rung. Dadurch wird es moglich, vollstindige Genome
eines Menschen (Wheeler et al. 2008) oder einer Tumor-
zelle (Ley et al. 2008) in kurzer Zeit und mit vertretbarem
finanziellen Aufwand auf Variationen (Polymorphismen)
und Mutationen zu analysieren. Auch fiir die Charakte-
risierung von RNA lésst sich diese Methode anwenden,
z.B. um alle Spleiflvarianten innerhalb einer Zelle oder
eines Gewebes zu erfassen (Pan et al. 2008).

Auch in der Proteinanalytik hat eine Entwicklung zur
simultanen Untersuchung vieler Proteine und Protein-
modifikationen eingesetzt. Neben der bereits erwahnten
SELDI-Technik existieren auch Protein-Biochips. Auf
einem Array immobilisierte Antikérper konnen z.B.
dhnlich wie bei den Arrays zur Nukleinsdureanalyse, zur
Identifikation der in einem Gemisch enthaltenen Prote-
ine genutzt werden. Weiterhin kann die Wechselwirkung
von »small molecules« mit Proteinen in einem Hoch-
durchsatzmafistab untersucht werden, was insbeson-
dere in der Pharmaindustrie zum Screening potenzieller
Wirkstoffe eingesetzt wird. Auflerdem werden solche
Biochips auch zur Untersuchung von Protein-Protein-

Wechselwirkungen verwendet (Bernot 2004; Albala u.
Humphrey 2002).

Eine wichtige Voraussetzung fiir Hochdurchsatzana-
lysen stellen geeignete bioinformatische Algorithmen zur
Auswertung der erzeugten Datenmengen dar, so dass
auch die Bioinformatik fiir molekularbiologische Untersu-
chungen zunehmend an Bedeutung gewinnt. Im Bereich
der funktionellen Proteinanalyse ermdglichen bioinfor-
matische Methoden dariiber hinaus auch die Identifika-
tion von Sequenzhomologien eines Proteins zu anderen
Proteinen desselben oder anderer Organismen und lassen
damit Riickschliisse auf die Funktion des Proteins sowie
mogliche Protein-Protein- oder Protein-DNA-Wechsel-
wirkungen zu (Bernot 2004; Albala u. Humphrey 2002).

Neben den genannten Chip-Technologien kann auch
die Immunhistochemie (s.0.) in Form sog. »tissue mic-
roarrays« — Paraffinblocke, die Gewebestanzen hunderter
Proben enthalten - als Hochdurchsatzmethode einsetzt
werden. Dabei wird, anders als bei den oben beschriebe-
nen Array-Verfahren, keine Vielzahl von Markern, son-
dern ein spezifischer Marker an einem grofien Proben-
kollektiv untersucht (Kononen et al. 1998).

In der Regel sind Array-basierte Hochdurchsatzana-
lysen kostenaufwindig, so dass sie meist an einer kleinen
Stichprobe angewendet werden, um potenzielle Marker
fiir eine spezifische Fragestellung zu identifizieren. Diese
Marker werden anschlieflend mit Hilfe anderer Techni-
ken, wie PCR oder Immunhistochemie an »tissue mic-
roarrays«, an einem grofen Kollektiv validiert.
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2.1 Typen und Ziele klinischer Studien

Klinische Forschung und Grundlagenforschung sind in
den letzten Jahren ndher aneinander geriickt. Wihrend
moderne klinische Therapiestudien ohne Begleit- und
Grundlagenforschung nicht mehr auskommen, richtet
sich Letztere vermehrt auf menschenrelevante Ergebnisse
aus. So ldsst sich durch Therapiestudien der wechselseiti-
ge Nutzen von klinischer und experimenteller Krebsfor-
schung belegen. Aus diesen Griinden ist es nur allzugut
zu verstehen, dass sich kontrollierte klinische Studien
als das wichtigste Instrument der klinischen Forschung
durchgesetzt haben, um eine Behandlung auf ihre Effek-
tivitait und Unbedenklichkeit zu priifen. Das Ziel solcher
Studien ist die Erfassung von

prognostischen Faktoren,

Pharmakokinetik,

Vertraglichkeit,

Wirksambkeit,

Nutzen-Risiko-Relation bzw. therapeutischem Index,

Lebensqualitat.

Daneben etablieren sich zunehmend Studienansitze aus
der klinischen Epidemiologie, die epidemiologische Prin-
zipien und Methoden auf die Praxis der klinischen Me-
dizin anwenden. Zu den Hauptaufgaben der klinischen
Epidemiologie zahlen (Beaglehole et al. 1993):
Definition von Normal- und pathologischen Werten,
Bestimmung der Genauigkeit diagnostischer Tests,

Dokumentation und biometrische Auswertung

- 26

Anhang: Hinweise zur statistischen Beurteilung von Mittelwerten und Prozentangaben

Charakterisierung der »natiirlichen« Entwicklung von
Krankheitsverldufen (»natural history«) und der Be-
deutung prognostischer Faktoren,

Bestimmung der Effizienz etablierter Behandlungen,
Integration préaventiver Ansitze in die klinische Pra-
xis.

Da sich dieses Buch primér an die in der Praxis tatigen
onkologischen Urologen wendet, kann auf Fragen der
Methodik der Epidemiologie nicht weiter eingegangen
werden. Erwihnt werden soll aber, dass die moderne
Epidemiologie, die sich als die Wissenschaft von der
Verteilung der Erkrankungen und deren Determinanten
in der Bevolkerung versteht, inzwischen tiber Metho-
den zur Deskription und Analytik verfiigt, die einen
wesentlichen Beitrag zum Verstindnis der Entstehung
urologischer Tumoren und deren Privention leisten. Ein
wesentliches Instrument hierfiir sind Krebsregister, in
der alle bosartigen Neubildungen einer definierten Regi-
on vollstandig erfasst werden, um einerseits umfassend
iiber das Krebsgeschehen zu informieren und anderer-
seits analytische, an &tiologischen Fragen orientierte Stu-
dien zu ermoglichen.

Grundsitzlich unterscheidet man zwischen ex-
perimentellen (meist randomisierten) und Beobach-
tungsstudien. Wihrend bei einer experimentellen
randomisierten Studie die Studiensubjekte (Patienten,
Probanden) zufillig einem Behandlungsregime zuge-
wiesen werden konnen, geht die Beobachtungsstudie
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von den auf das Studiensubjekt wirkenden Einfliissen
aus, sei es eine bestimmte Therapie oder eine stattgefun-
dene Exposition (z.B. die historische Arzneimittelein-
nahme).

Grundsitzlich ist die randomisierte Studie der Be-
obachtungsstudie iiberlegen (Pocock 1983): Durch die
zufillige Zuteilung der Studiensubjekte zur Art der Be-
handlung (z.B. Placebo vs. Verum) wird sichergestellt,
dass innerhalb der Grenzen des statistischen Zufalls be-
obachtete Unterschiede ausschlieSlich den Behandlungs-
arten, nicht aber konstituierenden Gruppenunterschieden
(z.B. Préavalenz prognostischer Faktoren) zugeschrieben
werden konnen. Andererseits sind Beobachtungsstu-
dien vielfach kostengiinstiger und stellen u. U. die einzig
ethisch vertretbare Alternative dar: Interessiert man sich
beispielsweise fiir die Auswirkung phenacetinhaltiger
Medikamente auf die Entstehung von Blasen- und/oder
Nierenzellkarzinomen, so verbietet sich ein prospektiv
randomisierter Ansatz von vornherein.

Dariiber hinaus unterscheidet man zwischen einer
retrospektiven und einer prospektiven Studienfithrung.
Beide Studienkonzepte haben ihre Vorziige und konnen
wertvolle Informationen liefern, wenn man ihre Aussa-
gemoglichkeiten kennt und vor diesem Hintergrund die
Ergebnisse interpretiert. Retrospektive Studien sind ihrer
Natur nach Beobachtungsstudien, wihrend prospektive
Studien sowohl randomisiert als auch als Beobachtungs-
studien durchgefiihrt werden kénnen. Wo immer mog-
lich, sollten klinische Studien als randomisierte Studien
durchgefiihrt werden.

Eine Rolle zwischen randomisierten Studien und Be-
obachtungsstudien spielen nichtrandomisierte Studien,
bei denen die Therapiewahl auf wenige Regimes einge-
schrankt wird, die Wahl aber nicht dem Zufall iiberlassen
ist. Sie werden in einigen Fillen verwendet, in denen die
Randomisierung schwer durchsetzbar oder unméglich
ist, die dufSeren Bedingungen aber kontrolliert dokumen-
tiert werden sollen. Fille, in denen die Randomisierung
schwer durchsetzbar ist, sind z.B. Organtransplantatio-
nen, bei denen ein Spenderorgan nicht per Zufall zuge-
teilt werden kann.

Ergebnisse aus diesen Studien sind vorsichtiger zu be-
trachten als randomisierte Studien, da unbekannte oder
fehlerhaft beobachtete Einfliisse den Therapieeffekt sys-
tematisch verzerren konnen. Solche Fehlbeobachtungen
und deren Auswirkungen miissen im Zusammenhang
mit den Ergebnissen kritisch diskutiert werden. Da diese
Storgrofien im Gegensatz zu historischen Vergleichen auf
standardisierte Weise erhoben werden konnen, sind die
Fehlerquellen deutlich eingeengt, und Ergebnisse konnen
offensiver vorgetragen werden als Ergebnisse aus Studien
mit historischen Kontrollen.

2.1.1 Retrospektive Studien

Retrospektive Studien gliedern sich in nichtvergleichende
(Fallberichte, Fallserien) und vergleichende Untersuchun-
gen. Vergleichende retrospektive Studien untersuchen
Personengruppen, die sich z.B. im Erkrankungsstadium
oder in der Behandlung unterscheiden; in der einfachs-
ten Studiensituation wird nur dichotom nach Erkrankten
(den Fillen) und Nichterkrankten (den Kontrollen) dif-
ferenziert.

Retrospektiv, d.h. zuriickschauend, wird dann fest-
gestellt, inwieweit sich der Krankheitsverlauf beider
Gruppen unterscheidet und ob sich durch gewisse (pro-
gnostische) Faktoren der beobachtete unterschiedliche
Krankheitsverlauf beschreiben ldsst. So kann z. B. beim
Blasenkarzinom der Einfluss von Infiltrationstiefe, Dif-
ferenzierungsgrad und begleitendem Carcinoma in situ,
aber auch Alter und Geschlecht des Patienten unter-
sucht werden. Da diese Faktoren jedoch untereinander
in der Regel in enger Wechselbeziehung stehen (z. B. sind
schlecht differenzierte Blasenkarzinome in der Regel in-
filtrativ, gut differenzierte wachsen meist oberflachlich),
bedarf es einer biometrischen Betreuung, um mit statisti-
schen Verfahren diese Korrelationen herauszuarbeiten. In
der Regel sind hohe Fallzahlen notwendig, um zu validen
Aussagen zu gelangen.

Ein weiterer Nachteil retrospektiver Studien liegt in
der Unvollstindigkeit der Daten: Nicht bei allen Pati-
enten werden sdmtliche - nachtréglich als erforderlich
erkannten - Untersuchungen in dem vereinbarten Zeit-
raster durchgefithrt und dokumentiert (eingeschrinkte
Beobachtungsqualitit).

Ebenfalls ein Nachteil ist die Tatsache, dass Patien-
ten fiir eine bestimmte Behandlung ausgesucht wurden
(Selektion) und die Kriterien sich mit der Zeit und von
Klinik zu Klinik dndern. Auch dndern sich die diagnos-
tischen Moglichkeiten (Carter 1985), so dass z. B. ein T2-
Prostatakarzinom 1935 ein anderes ist als 2005 zu einer
Zeit, in der mittels Sonographie, PSA und evtl. CT und
MRT das Stadium besser festgelegt werden konnte.

Riickschliisse auf die Effizienz unterschiedlicher
therapeutischer Verfahren sind nur in Ausnahmefillen
moglich. Die Schliisse gehen immer von beobachteten
Wirkungen aus und zielen dann auf deren mdgliche Ur-
sachen (z. B. die therapeutischen Mafinahmen).

Die Bedeutung vergleichender retrospektiver Analy-
sen liegt in der Generierung von Hypothesen im Vorfeld
kontrollierter Studien und in der Abschitzung der zu
erwartenden Therapieeffekte (Rezidivhaufigkeit, Progres-
sionsrate, Uberlebensrate), aufgrund derer eine Stichpro-
benplanung erfolgen kann.
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2.1.2 Prospektive Studien

Wesentlich fiir eine prospektive klinische Studie sind die
wissenschaftliche Qualitit und die praktische Durchfiihr-
barkeit. Fiir die Praktikabilitit sind nicht nur organisato-
rische, sondern auch ethische Erwédgungen entscheidend.
Die heute dafiir geltenden Normen beruhen auf den
Niirnberger Militdrgerichtsurteilen von 1949, der Dekla-
ration von Helsinki 1962 und deren aktueller revidierter
Fassung von Seoul 2008. Das Wohl des Patienten und
die Achtung vor dem Menschen sind oberste Prinzipien.
Jedoch werden neben dem Abwigen von Bedeutung,
Nutzen und Risiko ausdriicklich auch das Vorgehen nach
anerkannten wissenschaftlichen Grundsitzen und die
wissenschaftliche Kompetenz des Ausfithrenden als ethi-
sche Norm postuliert (BTab.2.1). Methodisch unzurei-
chende Untersuchungen sind nicht nur wissenschaftlich
wertlos, sondern auch unethisch. Eine Ethikkommission
ist vor Studienbeginn einzuschalten.

Die klinische Priifung ist in Deutschland in § 4 Abs. 23
des Arzneimittelgesetzes (AMG) definiert. MafSnahmen
zum Schutz der Patienten sind im § 40-42 beschrieben..

B Tab. 2.1. Ethische Forderungen fiir den klinischen Versuch

Prinzipien Normen

— Wohl des — Anerkannte wissenschaftliche
Patienten Grundsétze

— Achtung vor — Kompetenz des Ausfiihrenden
dem Menschen — Abwagung von Bedeutung, Nutzen

— Gerechtigkeit/ und Risiko
Billigkeit — Abbruch bei Schadensverdacht

— Wahrung der Personlichkeitsrechte
— Aufklarung und Einwilligung
— Genehmigtes Stundenprotokoll

B Tab. 2.2. Studienphasen |-IV

Phase | Phase ll
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Umfassendere Richtlinien zur Good Clinical Practice
(GCP) wurden durch die Europiische Union (Richtlinie
2001/20/EG) und die Internationale Harmonisierungs-
konferenz (ICH) zur Abstimmung der Regulatorien zwi-
schen Japan, den USA und der EU (ICH Guideline for
Good Clinical Practice, 1997) erlassen. Diese Richtlinien
der GCP beinhalten auch die Forderung nach Standard-
arbeitsanweisungen (SOP), die den Ablauf einer klini-
schen Studie regeln, nachvollziehbar machen sowie die
Umsetzung von GCP im Einzelnen sicherstellen sollen.

Prospektive Studien werden tiblicherweise in 4 Klas-
sen unterteilt, die den 4 zeitlich aufeinander folgenden
Phasen bei der klinischen Priifung von Arzneimitteln
entsprechen:

Phase-I-Studien

Mit Phase-I-Studien sollten fiir ein neues Medikament
Fragen zur Pharmakokinetik, Bioverfiigbarkeit, Toxizi-
tit und nach einem akzeptablen Dosisbereich beantwor-
tet werden (B Tab.2.2). Die Untersuchungen werden an
gesunden Freiwilligen oder im Rahmen der Onkologie
auch bei Patienten mit weit fortgeschrittener Erkrankung
durchgefiihrt, die mit bekannten Therapiemafinahmen
nicht mehr behandelbar sind (Leventhal et al. 1988).

Phase-lI-Studien

Sie dienen der Bestimmung der Ansprechraten bei einer
therapeutischen Dosis im angestrebten Indikationsgebiet
(B Tab.2.2). Wirksamkeit und Vertréglichkeit werden an
einer kleinen Patientengruppe untersucht. Der Vergleich
mit einer Kontrollgruppe (Standardtherapie oder Place-
bo) ist in onkologischen Phase-II-Studien selten (Leven-
thal et al. 1988). Das blofle Uberschreiten einer minimal
relevanten oder aus historischen Vergleichen bekannten

Phase il Phase IV

Design — Einarmig
— Geringe Fallzahlen

Oft noch einarmig
Geringe Fallzahlen

Standard ist Randomisa-
tion in Vergleichsgruppen
Reprasentative Fallzahlen

Breite Anwendung nach
der Zulassung
Grof3e Fallzahlen

Patienten mit vorgese-
hener Indikation (eng
umrissene E/A-Kriterien)

Patienten mit vorgese-
hener Indikation, E/A-
Kriterien nahe an spaterer
Therapiepraxis

Unselektiertes Kollektiv
der Patienten, an denen
die Thearapie ange-
wandt wird

Zielgruppe — Gesunde Probanden
— Krebspatienten im
Endstadium
ZielgroBen — Toxizitat

— Bioverfugbarkeit
— Pharmakokinetik
— Dosierungsbereich

Ansprechraten bei Pa-
tienten
Vertréaglichkeit

Nachweis der Wirksamkeit
Aussagen zur Arzneimittel-

sicherheit

Nutzen/Risiko-Betrachtung

Sicherheit von Arznei-
mitteln und Thearapie
Effektivitat
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Response-Rate wird als Indiz fiir Wirksamkeit gewer-
tet. Randomisierte Vergleichsgruppen sind jedoch wiin-
schenswert, da aufgrund einer Patientenselektion (z.B.:
Es werden nur Patienten mit insgesamt guter Prognose in
die Phase-II-Studie aufgenommen) eine falsche Einschit-
zung der Wirksamkeit nicht auszuschlief3en ist.

Phase-IllI-Studien

Hier wird ein mit neuen Therapieverfahren behandeltes

Kollektiv (oder mehrere Kollektive) einer Kontrollgruppe

gegeniibergestellt, die eine Standardtherapie (oder ein

Placebo bzw. keine Therapie) erhilt. Ziel ist, Unterschiede

in der Zielgrofle zwischen den Vergleichsgruppen auf eine

unterschiedliche Wirkung der Therapien zuriickzufiihren

(B Tab.2.2). Diese Schlussweise ist aber nur gerechtfertigt,

wenn die Patientengruppen bis auf den Behandlungsfak-

tor in allen iibrigen bekannten und unbekannten Ein-
flussgrofien vergleichbar sind. Eine Vergleichbarkeit lasst

sich durch drei Forderungen sicherstellen (Harms 1998,

Schuhmacher, 2008):

1. Strukturgleichheit ist die Forderung nach einer aus-
gewogenen Verteilung aller bekannten und unkont-
rollierbaren Einflussgroflen auf die Therapiegruppen.
Bei den unbekannten Grofen ist dies nur iiber eine
streng zufillige Patientenzuteilung (Randomisation)
auf die Studienarme zu erzielen. Bekannte Faktoren
sollten vor der Randomisation dokumentiert sein und
Patienten mit ausgewiesenen Risikofaktoren gleich-
miéflig auf die randomisierten Gruppen verteilt wer-
den (Stratifikation).

Eine Sonderform der Randomisation sind Dop-
pelblindstrategien, die jedoch in der Onkologie nur
selten Anwendung finden. Dies liegt zum einen an
dem technischen Problem, die oft komplizierten
(oder sogar multimodalen) Therapieschemata zu
verblinden, zum anderen an der raschen »De-facto-
Entblindung« aufgrund der oftmals erheblichen und
charakteristischen Nebenwirkungen.

Auch bei der hiufigen Anlage onkologischer Studi-
en als Langzeitprojekte mit Uberleben als Endpunkt
erscheint eine dauerhafte Ungewissheit iiber die The-
rapie bedenklich.

2. Behandlungsgleichheit bedeutet die gleiche thera-
peutische Versorgung beider Gruppen, abgesehen von
dem Zielkriterium, das untersucht werden soll. Jede
systematische Abweichung von der Behandlungs-
gleichheit muss im Voraus festgelegt werden und wird
damit Teil des zu untersuchenden Therapieeffekts.
Eine im Nachhinein festgestellte ungleich haufige An-
wendung erlaubter Begleittherapien in beiden Thera-
piegruppen hat Auswirkungen auf die Interpretation

der Studienergebnisse, vor allem wenn anzunehmen
ist, dass diese Begleittherapien das Zielkriterium be-
einflussen kénnen.

3. Beobachtungsgleichheit schliefllich zielt auf die glei-

che Untersuchung beider Therapiegruppen und stan-
dardisierte Beurteilung der Ergebnisse. Bei einem
»harten Endpunkt« wie der Uberlebensrate oder einem
im Labor feststellbaren Zielkriterium wie der PSA-
Erhohung ist die Beobachtungsgleichheit leicht zu ver-
wirklichen. Aber auch bei Laborbefunden droht eine
Verzerrungsgefahr, wenn z.B. eine einmalige Resek-
tion mit einer langwéihrenden chemotherapeutischen
Behandlung anhand der entsprechenden labortechni-
schen Uberwachung des Verlaufs verglichen wird.
Bei der Messung der Tumorresponse ist die Diagnos-
tik so weit wie moglich zu standardisieren und idea-
lerweise eine externe Beurteilung durch einen gegen-
iiber der Therapie verblindeten Experten zu treffen.

Da ein positives Ergebnis einer Phase-III-Studie meist
zur Zulassung des betreffenden Arzneimittels bzw. der
entsprechenden Therapie fithren soll, ist bei der Auswahl
des Studienkollektivs bereits auf die Reprasentations-
gleichheit zu achten: Sie zielt auf die prinzipielle Gene-
ralisierbarkeit des Studienergebnisses ab, d.h. dass die
Gesamtheit der Studienpatienten einen reprisentativen
Querschnitt (Zufallsstichprobe aus der Zielpopulation)
darstellt, auf die das Studienergebnis verallgemeinernd
iibertragen werden soll.

Phase-IV-Studien

Phase-IV-Studien entsprechen den Kriterien von Pha-
se-III-Studien und unterscheiden sich hiervon zunichst
durch den Zulassungsstatus des jeweils verwendeten Arz-
neimittels.

Wihrend bislang vor allem vom Gesetzgeber der
Zweck von Phase-IV-Studien hauptsichlich in der Erfas-
sung auch seltener Nebenwirkungen und einer genaueren
Abgrenzung des Anwendungsbereichs gesehen wurde,
gehen die eigentlichen Forschungsmoglichkeiten im Rah-
men der Phase IV dariiber hinaus.

Die Ergebnisse der Phase-I-III-Studien leiden noch
weitgehend unter einer Einschriankung durch unvollstan-
dige Risikobeschreibung, durch mangelnde Reprisenta-
tivitdt und beschriankte Beobachtungsdauer, da sie in der
Regel nur an einer relativ kleinen Anzahl von Patienten
sowie zeitlich stark limitiert und ohne den umfassen-
den Vergleich mit evtl. vorhandenen Alternativtherapien
durchgefiihrt werden.

Dieser eingeschriankte Kenntnisstand zum Zeitpunkt
der Zulassung kann durch den Einsatz kontrollierter kli-



