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Immer naher an
~in vivo"...

Einen ungeahnten Aufschwung erleben derzeit Ganzzelluntersuchun-
gen, sogenannte cell-based Assays. Sage und schreibe 51(!) Anbieter aus
aller Welt hatten, kurz nachdem wir auf die aktuelle Marktibersicht
Jcell-based Assays“ hingewiesen hatten, Kontakt zur Redaktion gesucht.
Das Thema trifft derzeit offenbar den Nerv. Denn komplementar zum
klassischen biochemischen Endpunktassay versprechen die zellbasierten
Tests mehr ,in vivo“ — quasi einen Realitdtstest der in vitro-Daten in
einem lebendigen biologischen Modellsystem.

Einem Realitdtstest mochte sich gerne auch die Redaktion von
LABORWELT unterziehen, um die Zeitschrift moglichst nah an den
Bedurfnissen von lhnen, lieber Leser, zu orientieren: durch eine Leser-
umfrage. Fir Ihre Anregungen gibt es natlrlich auch eine kleine
Belohnung. Gewinnen Sie einen iPOD Nano. Ndheres erfahren Sie auf
dem Fragebogen, der dieser Ausgabe von LABORWELT beiliegt. Sollte
lhnen dieser abhanden gekommen sein, mailen Sie uns einfach unter
laborwelt@biocom.de —wir senden Ihnen die sechs Fragen dann rasch
zu. Wir freuen uns, LABORWELT noch naher an ,,in vivo“-Bedingungen
—namlich Ihren Bedirfnissen — zu orientieren.

,Invivo“istauch das Thema dieser Ausgabe. Angesichts des Auftau-
chens einer Nachfolgefirma der gescheiterten Wiirzburger TeGenero
AG wirft der ,Ex-Wirzburger” Prof. Dr. Holger Reichhardt einen Blick
auf die Forschungsfortschritte seit dem gescheiterten Erstversuch am
Menschen mit TGN1412, dem CD28-Superagonisten von TeGenero. Un-
ternehmensschwerpunkt des Nachfolgers TheraMAB werden lbrigens
molekulardiagnostische Dienstleistungen sein. Die in ein universitares
Setting eingebettete Forschung an TGN1412 ist nur ein — wenn auch
hochinteressanter—Nebenkriegsschauplatz. Daneben gibt es in dieser
Themenausgabe Aktuelles aus Asssayentwicklung, lonenkanalscree-
ning, der klinischen Krebs-, Haut- und Atheroskleroseforschung etc.,
etc. - Viel Lesevergniigen!

Thomas Gabrielczyk

In diesem Heft

Marktibersicht: Cell-based Assays

Sie messen die Wirkung von si- und miRNAs, die Induktion

der Apoptose, zytotoxische Wirkungen und viele andere
biologische Phanomene an lebenden Zellen. Darin sehen viele
einen Vorteil der zellbasierten Assays gegeniiber biochemischen
Endpunktbestimmungen. Der Markt fiirimmer neue Testsysteme
und die benétigte Hardware boomt, denn die Nutzer kommen
sowohl aus der Academia als auch aus Firmen (ab Seite 43).
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Verstarkung der
Chemosensitivitat von
Tumorzellen mittels RP101

Prof. Dr. Rudolf Fahrig, RESprotect GmbH, Dresden

Die Chemotherapie ist derzeit die Standardtherapie fiir Krebserkrankungen. Die fiir die
Therapie eingesetzten Zytostatika treiben Tumorzellen in den Selbstmord. Leider ist die er-
folgreiche Behandlungsperiode mit den gegenwartig auf dem Markt befindlichen Zytostatika
meist nicht lang genug, um den Tumor ganzlich zu vernichten. Der Tumor entwickelt namlich
Abwehrmechanismen gegeniiber der Behandlung; er wird resistent. Die von RESprotect
entwickelten Arzneimittel verhindern diese Resistenzbildung von Tumorzellen gegeniiber
Chemotherapien und erhéhen die Immunabwehr der Patienten. Im Gegensatz zu den seit
Jahrzehnten bekannten und meist erfolglosen Versuchen, existierende Chemoresistenzen
zu umgehen oder zu mindern, gibt es fiir diesen technologischen Ansatz weltweit keine
Konkurrenz. Das erste von uns entwickelte Arzneimittel RP101 zeigte in Kombination mit
Zytostatika in zwei kleinen klinischen Studien mit Bauchspeicheldriisen-Krebspatienten
eine lebensverlangernde Wirkung, welche jene bisheriger Therapien bei weitem iibertraf.
Dariiber hinaus fiihrte die RP101-Behandlung zu keinen schadlichen Nebenwirkungen, wie
sie bei Behandlung mit Zytostatika immer zu beklagen sind. Da RP101 potentiell mit jedem
Zytostatikum und bei allen Krebsarten wirken sollte, er6ffnen sich neue Méglichkeiten fiir
die Chemotherapie und damit fiir die Patienten.

Die von RESprotect genutzte Technologie, die
Chemogenomik, besteht in der Verwendung
kleiner Molekiile (small molecules), welche
die Expression bestimmter Gene in einer fir
den Patienten glinstigen Weise beeinflussen.
Die Konzentration auf bestimmte biolo-
gische Prozesswege flihrt zu einem besseren
Verstandnis der Wirkung eines Arzneimit-
tels.

Auf diese Weise ist die Entdeckung von
Arzneimitteln moglich, deren Wirkung auf
die Ursachen und nicht die Symptome einer
Krankheit gerichtet ist. Die Arzneimittel von
RESprotect werden zusatzlich zur Standard-
Chemotherapie verabreicht. Die Chemothe-
rapie beruht darauf, dass Tumorzellen in den
Selbstmord (Apoptose) getrieben werden.
Hauptproblem der Chemotherapie ist das
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Blitzlicht Krebs

Auftreten von Chemoresistenz, welche die
Apoptose verhindert.

Die RESprotect-Technologie, die Che-
mogenomik, fihrt zur Identifizierung von
Zielgenen, die an der Entwicklung der Che-
moresistenz beteiligt sind.

Unser erstes Arzneimittel RP101 unter-
driickt die Uberexpression Apoptose-hem-
mender Gene, die durch die Behandlung mit
Zytostatika induziert wird.

RP101-Effekt auf Pankreaskrebszellen

In Pankreaskrebszellen (Bauchspeichel-
driisenkrebszellen) wird das Onkogen, das
heilst krebserzeugende Gen STAT3 haufig
Uberexprimiert und durch die Zytostatika-
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Abb. 1: Wirkung von RP101 auf STAT3-Prote-
inmenge (1,2 und 3 stellen die Ergeb-
nisse von drei unabhangig durchge-
fiihrten Versuchen dar).

behandlung noch weiter hochreguliert. Hier-
durch wird die durch Zytostatika induzierte
Apoptose (Selbstmord der Tumorzellen nach
Schadigung) verhindert und die Krebszellen
zeigen dementsprechend keinerlei Reaktion
auf eine Chemotherapie.

Die RP101-Ko-Behandlung verhindert
jedoch die Hochregulierung von STAT3 und
dessen Zielgen VEGF und macht die Zellen
hierdurch empfindlich gegentiber der Che-
motherapie.

Behandlung mit Zytostatika fihrt in
Krebszellen zur Schadigung der Erbsubstanz
DNA und treibt die Zelle hierdurch zum
Selbstmord. Tumorzellen, insbesondere
Pankreaskrebszellen konnen dem Selbst-
mord (Apoptose) durch Uberexpression des
DNA-Reparaturgens APEX/ref-1 entgehen
und hierdurch resistent gegentiber der Che-
motherapie werden. RP101-Ko-Behandlung
verhindert diese Uberexpression und erhilt
auf diesem Wege die Empfindlichkeit der
Tumorzellen gegentiber der Zytostatikabe-
handlung aufrecht.

Spezifisch in Pankreaskarzinomzellen wird
durch RP101-Ko-Behandlung die Hochregu-
lierung der Uridin-Phosphorylase (UPase)
verhindert.

Die Expression der UPase scheint durch
Onkogene, Tumorsuppressor-Gene und
Zytokine kontrolliert zu werden, und die
Aktivitat der UPase ist in Tumoren meist
hoher als in gesundem Gewebe. Patienten
mit erhohtem UPase-Spiegel haben eine
schlechte Prognose.
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Blitzlicht Krebs

Tab. 1: Genregulation in Pankreaskrebszellen als Resultat der RP101-Behandlung —

Quantitative real-time PCR

Hum. Pankreas-
Adenokarzinom-

Genregulation als Resultat

der RP101-Behandlung

Zellinie
uridine phosphorylase, UPase BxPC-3

AsPC-1
natural killer cell transcript 4, CAPAN-2
NK 4, IL-32 AsPC-1
lymphotoxin-alpha, LTB CAPAN-2
tumor necrosis factor C AsPC-1
lymphotoxin beta, LTA, tumor CAPAN-2
necrosis factor beta AsPC-1
tumor necrosis factor LIGHT, CAPAN-2
TNFSF14 AsPC-1
ICAM-1 CAPAN-2

AsPC-1
VEGF, vascular endothelial CAPAN-2
growth factor AsPC-1
APEX, ref-1, apurinic CAPAN-2

endonuclease

Spezifisch in Pankreaskarzinomzellen wer-
den durch RP101-Ko-Behandlung die Lym-
photoxine alpha und beta, das ,natural
killer cell trancript 4, der ,tumor necrosis
factor LIGHT" und ICAM-1 hochreguliert.
Die Produkte dieser Gene erhohen die Anti-
Tumor-Immunitat. Die Wirkungen von RP101
in Pankreaskrebszellen auf Genebene finden
sich in Tabelle 1.

In Abbildung 2 ist zu sehen, dass Kobehand-
lung mit RP101 die Wirkung von , killer cells”
erhoht, also einen positiven Einfluss auf die
Immunabwehr ausiibt. Die gelben Flachen
zeigen die durch Abtotung der Tumorzellen
entstandenen Liicken im Zellrasen.

Wirkung auf Krebspatienten

In zwei voneinander unabhangigen Phase I/
[I-Studien mit metastasierten Bauchspeichel-
drusenkrebspatienten wurde RP101 in Kom-
bination mit Gemcitabin, der gegenwartigen
Standardtherapie, sowie mit Gemcitabin
+ Cisplatin eingesetzt. Diese Ergebnisse
wurden kirzlich veréffentlicht'. Die RP101-
Ko-Behandlung fiihrte zu einer ungefahren
Verdoppelung der medianen Uberlebenszeit.
Darliber hinaus lebten vier- beziehungsweise
flnfmal mehr Patienten mit Fernmetastasen
(Stadium IV) ein Jahr oder ldnger im Vergleich
zu den Patienten, die mit Chemotherapie
allein behandelt worden waren.

Phase Il - Pilotstudie

Dreizehn Patienten mit Metastasen (neun
mit Fernmetastasen in Stadium IV und
vier mit Nahmetastasen in Stadium Il der
Krankheit) wurden mit in einer klinischen
Phase II-Studie mit Gemcitabin, Cisplatin
und RP101 behandelt. 77% der Patienten mit
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RP101 vs. DMSO
Kontrol. (%)

Gemcitabine + RP101
vs. GEM allein (%)

keine Veranderung | 66
1 64 |73
1 160 1125
150 163
1180 1 224
1 370 1 760
120 176
170 194
110 185
1 30 1 200
13 1 54
153 1135
137 | 34
16 127
keine Veranderung | 36

Fernmetastasen lebte langer als ein Jahr nach
Start der Behandlung. Dies bedeutet, dass
von den Patienten in Stadium IV viermal mehr
einJahr Gberlebten als Patienten, die nur mit
Zytostatika behandelt wurden.

Phase Il — Dosis-Findungs-Studie

Eine Phase Il-Dosis-Findungs-Studie mit
22 metastasierten Patienten wurde in drei
Zentren in Deutschland durchgefiihrt. Die
Ergebnisse stimmten mit denen der Pilotstu-
die Gberein. Die Ein-Jahres-Uberlebensrate
betrug 43%.

Alle diese Patienten waren in Stadium 1V,
hatten also Fernmetastasen (Leber, Lunge
etc.). Von diesen Patienten mit der normaler-
weise geringsten medianen Uberlebenszeit
erlebten finfmal mehr ein Jahr als Stadium

IV-Patienten der Kontrollgruppe. Die jetzt

begonnene klinische Studie schliet aus
diesem Grund ausschlieBlich Stadium IV-
Patienten ein.

Es zeigte sich hierbei auBerdem die Ten-
denz, dass sich die Lebensqualitat der behan-
delten Patienten durch RP101-Ko-Behandlung
verbesserte. Es konnten keine negativen
Nebenwirkungen festgestellt werden. Eine
Phase /11l Studie begann im Oktober 2007
in den USA und Europa. Etwa 55 Zentren und
153 Patienten mit Fernmetastasen werden
involviert sein.

Tab.2: Uberlebenszeit bei Standardtherapie,
in der Dosisfindungs- und Pilotstudie

Therapie 6 Monate 12-Monate

Chemotherapie allein 45 % 22 %
ohne RP101
RP101 + Gemcitabin 71 % 43 %
RP101 + Gemcitabin + 92 % 77 %
Cisplatin
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Abb. 2: Wirkung von RP101 auf die zytolytische Aktivitat von NK-92-,natural killer
cells“. (a) CAPAN-2-Zellen+GEM. (b) CAPAN-2-Zellen+NK-g92-Zellen. (c) CAPAN-2-
Zellen+GEM+NK-92-Zellen. (d) CAPAN-2-Zellen+GEM+RP101. (e) CAPAN-2-Zellen
+RP101+NK-92-Zellen. (f) CAPAN-2-Zellen +GEM+RP101+NK-92-Zellen.
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