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Geniale Abschalter fir Brustkrebsgene

Hemmung des Turmorwachstums durch RNA-Interferenz

rustkrebs ist die haufigste

Krebsart bei Frauen und eine
ihrer haufigsten Todesursachen. Al-
lein in Deutschland erkranken jahr-
lich zirka 50000 Frauen neu an
Brustkrebs, rund 20000 Frauen
sterben daran /Y. Die Suche nach
wirkungsvollen Heilbehandlungen
gegen Brustkrebserkrankungen ist
daher seit vielen Jahren Gegenstand
intensiver Forschung. In Zukunft
konnten die weiter fortschreitenden
Kenntnisse des menschlichen Ge-
noms und die Entwicklung neuer
molekularer Strategien effizientere
Behandlungsmoglichkeiten des
Brustkrebses eroffnen.

Genetische Ursachen
fur Krebs

Im gesunden Korper ist die Zellver-
mehrung tber viele Schritte kon-
trolliert. Krebszellen entziehen sich
dieser Regulation nach genetischen
Schaden (Mutationen) und teilen
sich aus diesem Grund ungehemmt.
Krebs umfasst daher Erkrankun-
gen, bei denen sich Zellen des Kor-
pers unkontrolliert vermehren. Da-
durch bilden sich an der Stelle, an
der eine Zelle zur Krebszelle entar-
tet ist, groBe Anhadufungen von Zel-
len, die als (Primar-)Tumor bezeich-
net werden. Im Zuge der

E In den Zellen von vielen Brusttumo-
ren wird der HER2/neu-Rezeptor (rot) zu
stark ausgebildet und ist dadurch mit-
verantwortlich flr die GbermaBige Tei-
lung der Zellen. Durch die Behandlung
mit HER2/neu-spezifischer siRNA kann
die Ausbildung dieses Rezeptors aber
vollstandig unterbunden werden, so
dass die weitere Zellteilung verhindert
wird. Die obere Abbildung zeigt unbe-
handelte Brustkrebszellen mit einer
starken Expression des HER2/neu-Re-
zeptors. Die untere Abbildung zeigt die
gleichen Zellen nach Behandlung mit
siRNA, die die Ausbildung des
HER2/neu-Rezeptors verhindert. In bei-
den Abbildungen sind die Zellkerne
(blau) angefarbt. Nach Behandlung mit
HER2/neu-spezifischer siRNA konnten
nur noch die Zellkerne angefarbt wer-
den, der HER2/neu-Rezeptor war hinge-
gen nicht mehr nachweisbar.

Metastasierung losen sich entartete
Zellen von ihrer Entstehungsstelle
und wandern iiber die Blut- oder
Lymphbahn in andere Bereiche des
Korpers. Dort angekommen, ver-
mehren sie sich wiederum unkon-
trolliert und konnen so im gesam-
ten Korper Metastasen (Sekundar-
tumore) bilden. Durch das anhal-
tende Wachstum der Tumoren ist
die Funktionsfahigkeit vieler Orga-
ne nicht mehr gewahrleistet — die
Krebserkrankung nimmt ihren le-
bensbedrohenden Verlauf.

Die genetischen Verdnderungen
in Krebszellen fithren auch dazu,
dass diese Zellen von Wachstums-
faktoren unabhdngig werden.
Wachstumsfaktoren sind Substan-
zen, die mit Rezeptoren auf der
Zelloberflache in Kontakt treten,
um Uber Signalkaskaden die Zelltei-
lung anzustofRen. Bei Krebszellen
ist haufig eine tiberhohte Anzahl
derartiger Rezeptoren in der Zell-
membran nachweisbar. Mit steigen-
der Anzahl der Wachstumsfaktor-
Rezeptoren in der Zellmembran
nimmt auch die Signalintensitat zu,
die im Zellinneren ankommt — die
Zellteilungsaktivitat steigt. Im Ver-
gleich zu normalen Zellen mit einer
geringeren Anzahl von Wachstums-
faktor-Rezeptoren konnen sich
Krebszellen daher schon bei einer
Konzentration von Wachstumsfak-
toren verstarkt vermehren, die bei
normalen Zellen lediglich eine lang-
same Teilung auslost /2.

Brustkrebs und der
HER2/neu-Rezeptor

Bei 20 bis 30 Prozent aller Brust-
krebspatientinnen findet sich auf
der Oberflache der Tumorzellen ei-
ne im Vergleich zu normalen Zellen
mitunter bis zu hundertfach erhoh-
te Anzahl des Wachstumsfaktor-Re-
zeptors HER2/neu (human epider-
mal growth factor receptor 2)/3/ 74/,
Dies beruht auf Verdnderungen in
der DNA H. Normale Zellen tragen
zwei Genkopien des HER2/neu-Re-
zeptors in der DNA. Durch bisher
unbekannte Einfliisse kann die Zahl
der Genkopien in der DNA zuneh-
men. Je mehr Genkopien aber vor-
handen sind, desto mehr HER2/neu-
Rezeptoren werden gebildet und
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sind unbekannt.

desto wahrscheinlicher ist eine
krebsartige Anregung der Zelltei-
lung. Hat eine Zelle diese Eigen-
schaft erst einmal erworben, wird
diese auf jede ihrer durch Teilung
neu entstehenden Tochterzellen
weitergegeben — ein fataler Zirkel.
Brustkrebserkrankungen, bei denen
die Zellen eine erhohte Anzahl von
HER2/neu-Rezeptoren aufweisen,
verlaufen daher sehr aggressiv.

Bisherige Behandlungs-
methoden fiir Brustkrebs

Bei der Behandlung von Brustkrebs
werden heute sowohl chirurgische
Eingriffe als auch Strahlen-, Hor-
mon- und Chemotherapien ange-
wendet. Bei diesen Behandlungs-
methoden konnen aber
unerwiinschte Nebenwirkungen
auftreten. Dariiber hinaus sprechen
die Patienten, besonders bei weit
fortgeschrittenem Krankheitsbild
mit Metastasen, schlecht auf die
konventionellen Therapien an. Des-
wegen versucht man bei Brust-
krebspatientinnen mit erhohten
Konzentrationen des HER2 /neu-
Rezeptors in der Zellmembran ge-
zielt auf diese Zellen einzuwirken,
um so dem aggressiven Fortschrei-
ten der Krankheit Einhalt zu gebie-
ten. Es ist gelungen, einen humani-
sierten Antikorper gegen den
HER2/neu-Rezeptor herzustellen,
der unter der Bezeichnung Hercep-
tin® seit einigen Jahren in der klini-
schen Anwendung ist. Dieser Anti-
korper bindet spezifisch an den
HER2/neu-Rezeptor. Dadurch wird
der Rezeptor zumindest zeitweise
inaktiviert, so dass er keine Wachs-
tumssignale mehr vermitteln kann.
Dartiber hinaus konnen die Zellen,

Starke Amplifikation der Genkopien
fir den HER2/neu-Rezeptor

El Die im Zellkern
auf der DNA ge-
speicherte geneti-
sche Information
wird bei der Tran-
skription in mMRNA
umgeschrieben.
Bei der anschlie-
Benden Translati-
on wird die mRNA
auBerhalb des
Zellkerns von den
Ribosomen abge-
lesen und die In-
formation in ein
Protein Gbersetzt.

DNA

Zell-
membran

an die Herceptin® gebunden hat,
vom korpereigenen Immunsystem
erkannt und angegriffen werden.
Je mehr HER2 /neu-Rezeptoren
eine Zelle tragt, desto wahrschein-
licher ist es demnach, dass sie von
Herceptin® entdeckt wird und un-
schadlich gemacht werden kann.
Die Behandlung mit Herceptin® ist
jedoch zum einen sehr kosteninten-
siv, und zum anderen sprechen
nicht alle Patienten auf die Behand-
lung an, obwohl sie zuviel
HER2/neu-Rezeptoren ausbilden.
Dartiber hinaus treten bei der typi-
schen Kombinationsbehandlung
mit Herceptin® und einem Chemo-
therapeutikum zuweilen erhebliche
Nebenwirkungen auf. Auflerdem
besteht die Moglichkeit, dass
HER2/neu-tragende Tumorzellen
gegen Herceptin® resistent werden.
Somit ist Herceptin® nicht in allen
Féllen ein wirksames Therapeuti-
kum, so dass es weiterhin notwen-
dig ist, nach neuen Therapieansat-
zen zu suchen /.

Zellkern

Trans-
kription

F In normalen Zellen (links) sind auf
der DNA im Zellkern zwei Genkopien fiir
den HER2/neu-Rezeptor vorhanden. In
den mutierten Zellen von vielen Brusttu-
moren (rechts) ist eine starke Vervielfa-
chung der HER2/neu-Genkopien auf der
DNA nachweisbar. Dies fiihrt dazu, dass
der HER2/neu-Rezeptor starker als in
normalen Zellen ausgebildet wird. Je
mehr HER2/neu-Rezeptoren in der Zell-
membran vorhanden sind, desto wahr-
scheinlicher ist es, dass in den entspre-
chenden Zellen die Zellteilung angeregt
wird. Zellen mit einem erhdhten HER2/
neu-Gehalt teilen sich daher auch be-
sonders aggressiv.

Transkription und Translation

mRNA

Trans-
lation

Ribosom Protein

Cytoplasma

Potenzielle Anséatze fir neue
Behandlungsstrategien:
RNA-Interferenz

Mit der Entdeckung der RNA-Inter-
ferenz (RNAi) vor wenigen Jahren
konnten sich neue Perspektiven im
Kampf gegen Brustkrebs eroffnen.
RNAI ist die Reaktion von Zellen auf
das Vorhandensein von fremder
doppelstrangiger RNA (dsRNA) in
der Zelle. Ziel ist es, mit Hilfe der
RNAi Genfunktionen in bestimmten
Zellen gezielt zu beeinflussen. In der
Frankfurter Universitatsfrauenklinik
unter der Leitung von Direktor
Prof. Dr. Manfred Kaufmann wur-
den Zellkultur- und Tierexperimen-
te durchgefiihrt, um zu kldren, ob
sich mit Hilfe der RNAi die Ausbil-
dung des HER2/neu-Rezeptors ver-
hindern lasst. Dies konnte dazu bei-
tragen, der aggressiven Teilungsrate
von Brustkrebszellen mit einer er-
hohten HER2/neu-Anzahl wirksam
zu begegnen. Sollten die begonne-
nen Experimente weiterhin erfolg-
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reich verlaufen, soll das neue Wirk-
prinzip in der Klinik bei Tumorpati-
entinnen angewendet werden.

Grundlagen der RNAI

Die RNAIi blockiert den Informati-
onsfluss von der DNA zum Protein.
Normalerweise wird die DNA im
Zellkern von einem Proteinkom-
plex in ein einzelstrangiges RNA-
Molekiil, die mRNA (messenger
RNA), umgeschrieben (Transkripti-
on). Durch die mRNA wird die In-
formation der DNA aus dem Zell-
kern durch die Zellkernmembran in
das Zytoplasma zu den Ribosomen
transportiert. Dort findet die Trans-
lation der mRNA statt, ein Vorgang,
bei dem die in der mRNA enthalte-
ne Information in ein Protein iiber-
setzt wird. Transkription und Trans-
lation werden als Expression eines
Gens bezeichnet H.

Die Wirkung der RNAi wird tiber
kurze doppelstrangige RNA-Mole-
kiile vermittelt, die siRNAs (small
interfering RNAs) genannt werden
und von aullen in die Zelle einge-
bracht werden. In der Zelle werden

RNA-Interferenz Anzeige

Synthetisch hergestellte siRNA
wird in die Zelle eingebracht

1117
11 1178

i

Zellkern m

[T T
HER2/neu-mRNA

i 9

die siRNA-Molekiile von einem
Proteinkomplex (RISC) aufgenom-
men. Im RISC selbst verbleibt nur
ein einzelner Strang der siRNA. Der
Komplex aus einzelstrangiger siR-
NA und RISC kann dann in der Zel-
le mit der Ziel-mRNA, zum Beispiel
der HER2/neu-mRNA4, in Kontakt
treten, wodurch die Spaltung dieser
mRNA initiiert wird. Somit kann
letztlich auch kein Protein entste-
hen, so dass die Expression eines
bestimmten Gens gehemmt wird E3.
siRNAs wirken streng sequenzspezi-
tisch, das heil$t, nur wenn die Se-
quenz der siRNA komplementar
zur Ziel-mRNA ist, wird diese
mRNA abgebaut /¢,

RNAI als mogliche Strategie
zur Hemmung von Brustkrebs

In der Arbeitsgruppe » Molekulare
Gynakologie« an der Universitats-
frauenklinik Frankfurt wurde der
Einsatz der RNA-Interferenz an
menschlichen Brustkrebszelllinien
erforscht. Hierbei wurden Zelllinien
untersucht, die aus Brusttumoren
(Mammakarzinomen) mit einer be-

sonders starken Uberexpression des
HER2/neu-Rezeptors stammten
und daher eine hohe Anzahl dieses
Rezeptors aufwiesen. Um die Ex-
pression des HER2/neu-Rezeptors
in diesen Zelllinien zu unterbinden,
wurden synthetisch hergestellte
HER2/neu-spezifische siRNA-Mole-
kiile in die Zellen von aufRen einge-
bracht. Die siRNAs waren so konzi-
piert, dass sie im Wege der RNA-
Interferenz an die HER2/neu-
mRNA binden konnten, um deren
Zerstorung zu initiieren E.

Mit Hilfe dieser sequenzspezifi-
schen siRNAs konnte die Ausbil-
dung des HER2/neu-Rezeptors in
kultivierten Tumorzellen vollstan-
dig unterbunden werden E. Dabei
wurde sowohl die Menge an HER2/
neu-mRNA als auch die Menge an
HER2/neu-Rezeptoren in der Zell-
membran verringert. Da der HER2/
neu-Rezeptor ein Wachstumsfaktor-
rezeptor ist, reduzierte sich durch
die Behandlung auch die Teilungs-
rate derjenigen Zellen, die eine
stark erhohte Anzahl von HER2/
neu-Rezeptoren aufwiesen. Im Ge-

i

Zytoplasma e
2 zerstorte % my
HER2/neu-mRNA

Der Weg bis zur Zulassung eines Arzneimittels ist weit und mitunter

. . L. beschwerlich. Umso mehr lohnt er sich, wenn am Ende des Weges
B3 Zunéchst werden synthetisch hergestellte doppelstrangige

siRNA-Molekiile (small interfering RNA) in die Zelle einge-
bracht. In der Zelle werden diese vom Proteinkomplex RISC
(RNA induced silencing complex) erkannt und ein RNA-Strang
gebunden. Der Komplex aus RISC und RNA kann anschlie-
Bend in der Zelle mit einer spezifischen mRNA in Kontakt tre-
ten, wodurch die Zerstérung dieser mRNA initiiert wird. Dieser
Vorgang lasst sich durch die gezielte Gestaltung der siRNA ge-
nau steuern. Eigentlich dient die mRNA dazu, die auf der
DNA im Zellkern gespeicherte Information in das Zytoplasma
zu transportieren, wo sie in ein Protein Ubersetzt wird. Wird
aber im Wege der RNA-Interferenz die mRNA eines bestimm-
ten DNA-Abschnitts zerstort, hier die HER2/neu-mRNA, kann
das entsprechende Protein nicht mehr gebildet werden. Die
Anwendung der RNA-Interferenz erméglicht es daher, die Aus-
bildung bestimmter Proteine gezielt zu unterbinden.

hochwirksame Medikamente vielen Menschen zu mehr Lebens-
qualitdt verhelfen. Als Tochter von Japans grétem Pharmakonzern
sind wir in den Therapiefeldern Diabetologie, Gastroenterologie,
Kardiologie, Urologie und Gynadkologie mit innovativen Arzneimitteln
vertreten. Die Erforschung neuer Wirkstoffe wird auch in Zukunft
unseren Weg bestimmen. Wenn Sie mehr tiber Takeda Pharma

erfahren wollen, nutzen Sie die Internetseite www.takeda.de. Oder
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H Die Anwendung der bisher verfiigbaren Therapeutika fiihrt meist lediglich zu einer Hemmung der Zellteilung (Zytostase). In
diesen Fallen kénnen sich die Tumorzellen daher nach Beendigung der Therapie wieder teilen. Durch die Anwendung von

HER2/neu-spezifischer siRNA konnte in den behandelten Zellen das Selbstmordprogramm der Zellen ausgeldst werden. Durch
diese so genannte Apoptose zerstéren sich Zellen vollstandig, so dass selbst nach Ende der Behandlung keine weiteren Zelltei-
lungen stattfinden kénnen und das Tumorwachstum nachhaltig gestoppt wird.

gensatz dazu zeigten Zellen, die we-
niger beziehungsweise kaum HER2/
neu-Rezeptoren hatten, keine Ver-
dnderung ihres Teilungsverhaltens.
Somit beeinflussen die hier einge-
setzten siRNA-Molekiile spezifisch
die Zellen, die zuviel HER2/neu-
Rezeptoren bilden, wie es bei 20 bis
30 Prozent aller Brustkrebspatien-
tinnen der Fall ist /7.

Dariiber hinaus 16sten die HER2/
neu-spezifischen siRNAs einen
zweiten Effekt in den Zellen aus,
die zuviel HER2/neu-Rezeptoren
ausbildeten: Die Zellen zerstorten
sich selbst /7, ein Vorgang, der als
Apoptose bezeichnet wird. Die
Apoptose ist das genetisch gesteuer-
te Selbstmordprogramm der Zelle,

Literatur:

das zu ihrer kompletten Selbstzer-
storung fiihrt. Das Auslosen der
Apoptose in krebsartigen Zellen
kann daher das Tumorwachstum
nachhaltig stoppen und sich damit
als klarer Vorteil gegeniiber der bis
heute verfolgten Behandlung mit
dem Antikorper Herceptin® erwei-
sen. Die Behandlung mit Herceptin®
wirkt lediglich zytostatisch, wo-
durch die Zellen also nur fiir die
Dauer der Herceptin®-Behandlung
an der Teilung gehindert werden H.
Dartiber hinaus ist die Herstellung
von Herceptin® kostenintensiv. Da
Herceptin® nur in der Zeit seiner
Verabreichung wirkt, muss die Be-
handlung tber Jahre erfolgen, wo-
durch sich Kosten in sechsstelliger

Hohe ergeben konnen. Die Herstel-
lung entsprechender RNA-Molekiile
ist schon heute erheblich giinstiger.
Doch wie konnte eine siRNA-ba-
sierte Therapie aussehen? Derzeit
steht die Herstellung von chemisch
modifizierten und stabilen siRNA-
Molekdilen fiir die intravenose An-
wendung mit lang anhaltender
Wirkung im Zentrum der For-
schungsaktivitaten. Nanopartikel
konnten zudem dazu beitragen,
HER2/neu-spezifische siRNA gezielt
nur in diejenigen Zellen einzubrin-
gen, die zu viele HER2/neu-Rezep-
toren aufweisen. Die bisherigen Er-
gebnisse deuten auf viel verspre-
chende neue Strategien zur Be-
handlung von Brustkrebs hin. *
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