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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Die drei Saulen der klassischen onkologischen Therapie sind Chirurgie,
Chemotherapie und Radiotherapie. Nur der gemeinsame, interdisziplinare
Einsatz dieser drei grundlegenden Prinzipien kann die Basis fur eine optimale
und chancenreiche  Behandlungsstrategie @ gegen  viele  bosartige

Tumorerkrankungen bieten.

In den vergangenen Jahren riickten maligne Neoplasien aufgrund ihrer
steigenden Pravalenz und der hohen Mortalitat in den Mittelpunkt des
medizinisch-wissenschaftlichen Interesses. So stehen in der
Todesursachenstatistik der BRD die Krebserkrankungen gleich hinter den
kardiovaskuléaren Erkrankungen (Statistisches Bundesamt). Das in dieser Arbeit
untersuchte  kolorektale  Karzinom  stellt dabei die dritthaufigste
Tumorerkrankung in westlichen Industrielandern dar. Der Umstand, dass nur
30-70% der Patienten mit lokal fortgeschrittenen Tumoren geheilt werden,

demonstriert die Notwendigkeit verbesserter Behandlungskonzepte.

Vor allem die Strahlentherapie stellt aufgrund ihrer jingeren Geschichte, im
Vergleich zu anderen Disziplinen, eine Therapiemdglichkeit dar, dessen
Potential erst im Beginn steht ausgeschopft zu werden und deren Kombination
mit anderen, molekular zielgerichteten Therapieansatzen aul3erordentlich

vielversprechend ist.

In den folgenden Kapiteln werden sowohl die zugrundeliegenden Mechanismen
der Strahlentherapie als auch die Moglichkeiten einer erfolgversprechenden

Kombinationstherapie mit zielgerichteten Therapieansatzen erlautert.

1.1 Zelltodmechanismen

1.1.1 Apoptose vs. Nekrose
Ziel der Strahlentherapie ist die Vernichtung klonogener Tumorzellen. Die

Induktion des Zelltods kann Uber zwei grundlegend verschiedene Wege
erfolgen (s. Abb. 1): Bei der Nekrose wird die Zelle so stark durch die Noxe
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geschadigt, dass sie abstirbt. Typische Merkmale dieses ,unphysiologischen
Zelltods® sind Zellschwellung, Organellzerstorung, Chromatinverlust und
verspateter DNA-Abbau. Der unkontrollierte Zelluntergang fuhrt zu der
Freisetzung von Zellbestandteilen und Mediatoren und einer daraus
resultierenden Entziindung des betroffenen Gewebes (Gerschenson et al.,
1992).

Dem gegenilber steht der sogenannte programmierte Zelltod oder Apoptose.
Der Begriff der Apoptose, 1972 erstmals von Kerr verwendet (Kerr et al., 1972),
bezeichnet die nach einem programmierten Schema ablaufende
Selbstzerstorung einer Zelle. Diese unterscheidet sich dabei von der Nekrose in
einigen morphologischen und biochemischen Gesichtspunkten. So fiihrt dieser
Vorgang zu einer Zellschrumpfung und einer anschlieenden Auflésung in
apoptotische Kdorper (apoptotic bodies). Das Chromatin kondensiert und DNA
wird fragmentiert. Da dabei der Zellinhalt nicht in das umgebende Gewebe
gelangt, sondern die entstandenen Vesikel durch Phagozytose abgerdaumt
werden, bleibt eine Entziindungsreaktion aus (Gerschenson et al., 1992; Lauber
et al., 2003). Abgeraumt werden die apoptotischen Vesikel durch Monocyten
und  primdre  Makrophagen. Diese werden durch freigesetztes
Lysophosphatidylcholin und Phosphatidylserin angelockt, die nach Aktivierung
der Caspase 3 sowie der Phospholipase A auf die Vesikeloberflache gelangen.
Aufgrund ihrer Aufgabe Zellen anzulocken und apoptotic bodies phagocytieren
zu lassen, erhielten sie die Namen attract-me- und eat-me factors (Lauber et
al., 2003).
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Abb. 1: Zellmorphologie bei ablaufender Nekrose, sekundéarer Nekrose und
programmiertem Zelltod (Apoptose) einer Zelle. (aus: Blom, 2000)

Aufgrund des geordneten und physiologischen Zelluntergangs nimmt die
Apoptose eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts der
Zellhomoostase in einem Gewebe ein (Ellis et al., 1991). Bei sich standig
regenerierenden Zellen muss das Abrdumen gealterter und geschadigter Zellen
gewabhrleistet sein. Ein Beispiel fur diese apoptotische Gewebehomdostase ist
die Eliminierung von autoreaktiven Lymphozyten im lymphatischen System
(Denis et al., 1998). Ebenso kénnen geschadigte Zellen, wenn sie als solche
erkannt werden, mit Hilfe apoptotischer Programme ihre eigene Zerstérung
einleiten. Auch kann sie von auB3en induziert werden, bevor diese Zellen als
Tragerinnen einer Mutation zum Ausgangspunkt eines Tumors werden (O"Reilly
et al., 1999).

1.1.2 Apoptose durch extrinsischen und intrinsischen Signalweg
Es gibt zwei Mechanismen der Apoptoseinduktion. Einer dieser beiden

Prozesse wird durch das Binden eines Liganden aus der Familie der
Zelltodrezeptorliganden an seinen spezifischen Zelltodrezeptor aktiviert. Die
Bedeutung der Zelltodrezeptorfamilien wird in Kapitel 1.3. naher erlautert.
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Ausgangspunkt dieser sogenannten extrinsischen Signaltransduktion ist die aus
68 Aminosauren bestehende, zytoplasmatische Todesdomane (DD) des
Zelltodrezeptors, die durch das Binden des Liganden aktiviert wird (Itoh und
Nagata, 1993).

Dem Adapterprotein Fas-associated death domain (FADD) ist es nun mdglich,
an diese Doméne zu binden (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995;
Chaudhary et al., 1997). Das Adapterprotein FADD ist ein zytoplasmatisches
Protein mit einer Gré3e von 26 kDa, das sowohl eine C-terimale DD sowie eine
Effektor-Todesdoméne (death effector domain / DED) enthalt. Das Binden von
FADD an die aktivierte DD des Rezeptors resultiert in der Rekrutierung der
Procaspase 8 an FADD. Zusammen bilden sie den death-inducing signalling
complex (DISC). Durch Autoaktivierung geht die Procaspase als aktivierte
Caspase 8 hervor (Kischkel et al., 1995; Kischkel et al., 2000; Sprick et al.,
2000; Bodmer et al., 2000). Ebenso wird eine Aktivierung von Procaspase 10
diskutiert, die die gleiche, extrinsische Signalkaskade in Gang setzt. Die
Beteiligung der aktivierten Caspase 10 am extrinsischen Signalweg konnte
lange nicht endgultig belegt und die Notwendigkeit ihrer Aktivierung nicht
bewiesen werden. Neuere Untersuchungen zeigten allerdings eine regelmalige
Aktivierung dieser Caspase bei Formierung des DISC durch Ligandenbindung
an die Zelltodrezeptoren.

Es scheint, dass Caspase 10 die Fahigkeit hat, die Signalkaskade
weiterzufihren, eine obligate Beteiligung scheint aber unwahrscheinlich
(Kischkel et al., 2001; Wang et al., 2001; Marini et al., 2003).

Caspase 8 spaltet Procaspase 3 direkt zur Effektorcaspase 3 (Suliman et al.,
2000). Ebenso werden die Caspasen 6 und 7 aktiviert (Ashkenazi, 2002;
Dempsey et al., 2003). Diese Effektorcaspasen sind fur die proteolytische
Spaltung vieler zellularer Substrate verantwortlich und flihren letzten Endes
Uber Aktivierung verschiedener Enzyme zur endgultigen Fragmentierung der
DNA, die den apoptotischen Prozess abschliel3t (Dempsey et al., 2003).
Entscheidend fir den vorliegenden Versuch ist allerdings die Fahigkeit von
Caspase 8 auch einen verstarkenden Prozess dieses Vorgangs zu aktivieren.

Es handelt sich dabei um eine Quervernetzung der beiden Apoptosewege uber
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das BH-3-only Protein Bid. Dieses schlagt, aktiviert durch Caspase 8 zu tBid
(truncated Bid) die Briicke zum Mitochondrium. tBid aktiviert die mitochondriale,
sogenannte intrinsische Signalkaskade der Apoptose (Li et al., 1998). Bid ist,
was seine Aminosauresequenz angeht, ein Verwandter der antiapoptotischen
Bcl-2-Proteine die aus drei homologen Bcl-2 Doméanen (bcl-2-homologius
domain, BH 1-3) bestehen. BH-3-only Proteine, wie Bid, weisen nur die dritte
BH-Domaéne auf (Cory, Adam, 2002).

Die verstarkende Quervernetzung dieser beiden Signalwege ist abhangig von
der Funktion des Mitochondriums und den Faktoren, welche dieses im Prozess
der Zellapoptose freisetzt (Ashkenazi, 2002). Aus dem Mitochondrium
freiwerdendes Cytochrom c fuhrt zu einer Oligomerisation von apoptotic
protease activating factor-1 (APAF-1) (Zou et al., 1997). Hierin liegt der
Ausgangspunkt fur die Bildung des Apoptosoms. Apaf-1 interagiert ATP-
abhangig mit einer homologen Domé&ne der Procaspase 9 (Shiozaki et al.,
2002). Das aus den vier Faktoren entstandene Apoptosom spaltet und aktiviert
die Effektorcaspasen 3, 6 und 7. Somit endet dieser intrinsische Signalweg der
Apoptose mit der Aktivierung der gleichen exekutiven Faktoren wie die direkte,
extrinsische Signalkaskade (Dempsey et al., 2003).
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Abb. 2: Intrinsischer und extrinsischer Signalweg der Apoptose. Beide Wege
resultieren in der Aktivierung der Effektorcaspasen 3, 6 und 7. Der extrinsische
Weg wird Uber die Bindung des Liganden ausgeldst und erfolgt Uber die Fas-
associated death domain (FADD) und die Initiatorcaspase 8. Durch DNA-
Schaden wird der p53-abhéngige intrinsische, mitochondriale Weg ausgeldst,
der Uber die Bildung des Apoptosoms und der Aktivierung der Initiatorcaspase 9
ebenfalls die Aktivierung der Effektorcaspasen zur Folge hat. Die Aktivierung
von Bid ermoglicht eine Quervernetzung der beiden Signalwege. (mit
freundlicher Genehmigung von Prof. S. Wesselborg, Tibingen)

1.2 Strahlentherapie

Die Strahlentherapie stellt, im Gegensatz zur Chemotherapie, eine lokal
applizierte und lokal wirkende, nicht-invasive Therapieform dar. Dabei werden
durch gezielte Bestrahlung Tumorzellen geschadigt und das Normalgewebe
maoglichst geschont. Die ionisierende, energiereiche Strahlung wird genutzt, um
Valenzelektronen der Atome aus ihrer Huille zu entfernen oder Elektronen auf
ein hoheres Energieniveau zu bringen. Verschiedene Strahlenarten werden
unterschieden. Die Teilchenstrahlung besteht aus verschiedenen subatomaren,

grol3tenteils geladenen Teilchen. Dazu zahlen Elektronen -, Protonen -,
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Neutronenstrahlung sowie a- und - Strahlung. Photonenstrahlung besteht aus
Strahlen unterschiedlicher Wellenlange und Energiegehalt, wie Photonen- und
Rontgenstrahlung (Steel, 1993). In der Zelle bewirkt die Strahlung vielfaltige
Effekte an verschiedenen Strukturen. Eine davon ist die DNA, an der sich

folgende Schaden nachweisen lassen (Steel, 1993):

- Doppelstrangbriche

- Einzelstrangbriche

- Basenfehlpaarungen und Basendefekte
- DNA-Protein-Crosslinks

Dass DNA wirklich Ziel der Bestrahlung ist, wurde Anfang der neunziger Jahre
das erste Mal in Experimenten von Warters et al. und spater von Radford et al.
gezeigt (Warters, 1992; Radford, 1994). So bewirkt die Bestrahlung mit einem
Gray die Entstehung von ca. 1000 Einzelstrangbrichen und ca. 40
Doppelstrangbrichen (Steel, 1993). Die Zelle verfugt Uber zahlreiche
Mechanismen diese Schaden an ihrem Erbgut zu reparieren. Werden aber nicht
alle Lasionen, die ihr in groRer Anzahl zugefiihrt werden, behoben, kann dies
zum Zelltod einer Tumorzelle oder aber auch zur malignen Transformation einer
gesunden Zelle fuhren.

Das Dosiskonzept der Bestrahlung stellt meist einen Kompromiss zwischen
dem gewlnschten Absterben der Tumorzellen auf der einen, und dem
Untergang von gesundem Gewebe auf der anderen Seite dar. Durch diesen
Kompromiss wird sowohl Normalgewebe als auch den entarteten Zellen die
Moglichkeit gegeben, diesen Schaden wieder in gewissen Umfang zu

reparieren.

1.3 Die Familie der Zelltodrezeptoren und ihre Liganden

1.3.1 Die Entdeckung der Zelltodrezeptorliganden
Seit den spaten flinfziger Jahren waren die beiden Hauptstrategien in der

Behandlung von Tumoren neben der Chirurgie die Chemo- und

Strahlentherapie. Die beiden letzteren Therapieansétze haben aber immer mit
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zwei Kernproblemen zu ka&mpfen: Die unselektive Schadigung von Zellen,
sowie Resistenzmechanismen, die Tumorzellen unempfindlich gegeniber der
ihnen zugefuhrten Noxe machen.

Wie bereits erwahnt, ist die primare Zielstruktur der Radio- aber auch der
Chemotherapie die DNA, die durch die jeweilige Therapieform geschéadigt
werden soll (Ashkenazi, 2002). Da von dieser Schadigung aber Tumorzellen
nicht selektiv geschadigt werden, sondern gesunde Zellen ebenfalls betroffen
sind, limitiert sich die Dosis der Therapie selbst. Mechanismen, die Zellen
resistent gegen die Wirkung dieser zellschadigenden Substanzen machen,
entkoppeln den vorangegangenen Zellschaden von der resultierenden
Apoptose und lassen somit die entartete Zelle Uberleben. Ein Beispiel daflr ist
die Mutation des Tumorsuppressorgens TP53. Wird dadurch ein fehlerhaftes
p53 translatiert, kann es seine wichtige Uberwachungsfunktion nicht mehr
ausfuhren und seine zentrale Aufgabe im Apoptosesignalweg nicht mehr
erfillen (Ashkenazi et al. 1999).

Ein neuer Ansatz zur L6sung dieser Resistenzprobleme ist die sog. targeted
therapy. Dabei handelt es sich um eine Therapiestrategie, die selektiv auf
zellspezifische Molekiile zielt. Diese Therapieform hat sich in den letzten Jahren
bei der Behandlung ausgewahlter Erkrankungen bewéhrt und etabliert. Einer
der derzeit prominentesten Vertreter ist Imatinib (Glivec®), ein
Tyrosinkinaseinhibitor zur Behandlung der chronisch-myeloischen Leukamie.
Der EGF-Rezeptorblocker Cetuximab (Erbitux®) ist in Kombination mit
Strahlentherapie inzwischen als Erstlinientherapie bei der Behandlung von
HNO-Tumoren (Bonner et al., 2006) als auch in der Zweitlinientherapie des
kolorektalen Karzinoms zugelassen. Ein weiteres Beispiel ist der Angiogenese-
Hemmer Bevacizumab (Avastin®). Dieser ist ebenfalls als Zweitlinientherapie
des kolorektalen Karzinoms zugelassen und wird regelmafig als gunstige ,off
label“-Therapie bei der feuchten Form der Altersbedingten Makuladegeneration
(AMD) eingesetzt.

Eine weitere Form der targeted therapy stellen Zytokine dar, die unabhangig
von der mitochondrialen Apoptosekaskade, also auch unabhéngig von p53, in

der Lage sind, selektiv in Tumorzellen den Zelltod auszulésen (Ashkenazi,
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2002). Grundlegende Beobachtungen hierflr gehen bis in das 19. Jhdt. zurick,
in dem Brunes 1868 dokumentierte, dass bei einigen seiner Krebspatienten der
Tumor nach einer akuten bakteriellen Infektion an GroR3e verlor. 1944 isolierte
Shear das Lipopolysaccharid (LPS) von gramnegativen Bakterien und
beobachtete nach Injektion von LPS in tumortragende Ma&use eine
hamorrhagische Nekrose des Tumors. 1975 formten Carswell und OIld den
Begriff tumor-necrosis factor (TNF) und nannten so den Serumfaktor, der durch
LPS induziert wurde. In den darauffolgenden Jahren wurden aufgrund von
Sequenzhomologien eine ganze Reihe &hnlicher 2Zytokine und ihrer
entsprechenden Rezeptoren entdeckt, u.a. auch der Rezeptor Fas/APO1/CD95
sowie sein Ligand FasL/APO1L. Sie alle bilden die Familie der Todesrezeptoren
und ihrer Liganden (Ashkenazi, 2002). 1995 wurde ein weiterer, sehr
vielversprechender Ligand entdeckt und charakterisiert, der APO2-Ligand bzw.
TNF-related apoptosis inducing ligand (APO2L/TRAIL). Bis heute sind 18
Liganden und 29 Rezeptoren dieser Familie bekannt (Ashkenazi, 2002;

Dempsey et al., 2003).

1992 beobachtete Tartaglia eine starke inflammatorische Reaktion mit
septischem Schock nach TNF-Applikation. Nagata stellte finf Jahre spéter nach
Gabe eines anti-Fas-Antikorpers eine massive leberschadigende Wirkung jenes
Antikdrpers fest, der durch eine hohe Fas-Expression auf Hepatozyten erklart
wurde (Tartaglia et al., 1992, Nagata, 1997). Trotzdem war man weiter auf der
Suche nach weniger toxischen Vertretern dieser so potenten antitumordsen

Substanzen.

1.3.2 TRAIL
Mit der Entdeckung von TRAIL, erhielt die Zelltodrezeptorligandenfamilie einen

bedeutenden Représentanten fur die moderne Krebstherapie. Die hohe
Tumorzellspezifitat, verbunden mit einer geringen oder fehlenden Toxizitat fir
normales Gewebe lie3 APO2L/TRAIL in den Mittelpunkt des Interesses rticken.
Die konstitutive Expression der APO2L-mRNA in vielen Geweben (Pitti et al.,

1996; Wiley et al., 1995) rief die Hoffnung hervor, dass physiologische
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Mechanismen existieren, die normale Zellen vor der Apoptoseinduktion durch
APO2L schitzen (Ashkenazi et al.,1999). Dies bestatigte sich mit der
Entdeckung der decoy-Rezeptoren (decoy = Kdder, engl.) DcR1, DcR2 und
OPG, die kompetitiv mit TRAIL um die beiden zugehérigen Zelltodrezeptoren
TRAIL-R1/DR4 und TRAIL-R2/DR5 konkurrieren, aber durch eine fehlende
funktionelle intrazellulare Todesdoméne nicht in der Lage sind, das Signal in
das Innere der Zelle weiterzuleiten und damit die Zelle vor der Apoptose zu
schitzen (Pan et al., 1997; Degli-Esposti et al., 1997).

Ebenso wurde in vitro festgestellt, dass ein grof3er Anteil an getesteten
Tumorgeweben sehr empfindlich gegeniber dem zytotoxischen Effekt von
Apo2L/TRAIL ist (Wiley et al., 1995; Griffith et al., 1998). Mehrere rekombinante
Versionen von TRAIL wurden entwickelt, die alle eine starkere Wirkung erzielen
sollten als der native Ligand TRAIL selbst (Ashkenazi, 2002). Es zeigte sich bei
den meisten Versionen, dass TRAIL besser wirkt, wenn er durch einen
monoklonalen Antikdrper quervernetzt wird und als Oligomer vorliegt. Denn
eine Trimerisierung des Liganden ist die Voraussetzung fur die Wirkung am
Rezeptor (Wiley et al., 1995). Zum Beispiel entwickelten Walczak et al. eine
leucine-zipper-Form von TRAIL (LZ-TRAIL). Dabei wurde die fir die Bindung an
den Rezeptor verantwortliche Aminosauresequenz (95-281) mit einer
repetitiven Leucinstruktur fusioniert. Die Bindung an diesen leucin-zipper
erleichtert und stabilisiert die Bildung von TRAIL-Trimeren und hat die bereits
oben beschriebene Wirkungsverstarkung des Liganden zur Folge (Walczak et
al., 1999). Ashkenazi generierte eine weitere biochemische TRAIL-Praparation
ohne exogene Sequenz (TRAIL.0). Dabei wurde nur die Aminoséuresequenz
114-281 von TRAIL verwendet. Dabei koordiniert der Cysteinrest in Position
230 mit Zink in einem fest definierten Verhaltnis von 0,92 Mol Zink-lonen pro
Mol Trimer. Dadurch liegt TRAIL.O zu 99% als stabiles, wirksameres Trimer vor.
(Ashkenazi et al., 1999; Bodmer et al., 2000 ; Lawrence et al., 2001).
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Abb. 2: Struktur von TRAIL. Es bindet am Rezeptor als Trimer aus drei
Einzelmolekulen. Ein Zink-lon ist fur die stabile Trimerbildung Voraussetzung.
(aus: LeBlanc, 2003)

Alle rekombinanten Praparationen besitzen eine starke zelltodinduzierende
Wirkung gegen ein breites Spektrum unterschiedlicher, solider Tumoren
(Ashkenazi, 2002). Zytotoxische Effekte gegentiber gesunden Zellen wurden
zunachst nicht beobachtet (Ashkenazi et al., 1999). Diese Eigenschaften
machten TRAIL zu einem vielversprechenden Kandidaten im Einsatz gegen
Krebs (MacFarlane et al., 2002).

1.3.3 Die Zelltodrezeptoren
Fir TRAIL wurden bisher funf verschiedene Rezeptorproteine beschrieben.

Diese gehoren der TNF-Familie an. Rezeptormolekile der TNF-Familie lassen

sich aufgrund ihres zytoplasmatischen, C-terminalen Anteils und dem daraus
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resultierenden Signalweg in drei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe, der auch
TRAIL-R1/DR4- und TRAIL-R2/DR5 angehdren, an die APO2L/TRAIL bindet,
besteht aus Rezeptoren die an ihrem zytoplasmatischem Ende eine funktionelle
Todesdomane (death domain, DD) haben. Die Aktivierung dieser Todesdoméne
fuhrt zur Rekrutierung der Adapterproteine FADD oder TRADD, uber die das

apoptotische Signal weitergegeben wird.

Tab.1: Einteilung der Zelltodrezeptoren. DD = death domain, TIM = TRAF-
interacting motifs. (modifiziert nach: Dempsey et al., 2003)

Rezeptoren mit Rezeptoren mit Rezeptoren ohne
intrazellularer Adapterprotein TIM funktionelle
Todesdomane zytoplasmatische
Domane

FAS TNF-R2 TRAII-R3 / Dc-R1
TNF-R1 CD40 TRAIL-R4 /Dc-R2
DR3 CD30 Dc-R3
TRAIL-R1/DR4 CD27 OPG
TRAIL-R2/DR5 LTBR
DR6 0X40
4-1BB
BAFF-R
BCMA
TACI
RANK
p75NGFR
HVEM
TNFRSF18
tROY
EDAR
XEDAR
RELT
Fnl4

Die zweite Gruppe enthdlt an der zytoplasmatischen Seite eine andere
funktionelle Domane, das TRAF-interacting motif (TIM). Die Aktivierung dieser
Domaéne fihrt zur Bindung eines Proteins der TRAF-Familie (tumor-necrosis-

factor-receptor associated factor) und Aktivierung verschiedener Sighalwege
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wie z.B. Uber NF-kB oder die Jun N-terminalen Kinase (JNK). Die dritte Gruppe
hat im Gegensatz zu diesen Rezeptoren keine funktionelle zytoplasmatische
Domane. Das Binden eines Liganden an Rezeptoren dieser Klasse lost keine
Signaltransduktion aus. Somit wirken diese Rezeptoren kompetitiv hemmend
auf die Ligandenwirkung (Dempsey et al., 2003). Dieser Umstand verlieh ihnen
den Namen decoy-Rezeptor (decoy = Koéder, engl.). Dieser Familie gehoren
auch die schon im vorangegangenen Kapitel beschriebenen decoy-Rezeptoren
DcR1, DcR2 und OPG an.

DNA-Sequenzanalysen durch Pan et al. fihrten 1997 zu der Entdeckung des
ersten Rezeptors von APOZ2L/TRAIL, DR4 (Pan et al.,, 1997) und noch im
selben Jahr entdeckten Chaudhary et al. den zweiten Rezeptor DR5, durch
Sequenzanalysen von Cystein-reichen Pseudorepeats, die ein Markenzeichen
dieser Rezeptorfamilie sind (Chaudhary et al., 1997). Wahrend das
extrazytoplasmatische N-terminale Ende aller Zelltodrezeptoren spezifischer
Bindungsort fur den jeweiligen Liganden ist, ist das C-terminale Ende der
Zelltodrezeptoren FAS, TNF-R1, DR3, DR4, DR5 und DR6 Sitz der
intrazytoplasmatischen Todesdoméne (death domain, DD) (Dempsey et al.,
2003).

1.4 HGS-ETR-2/Lexatumumab

Die Uberzeugung, dass TRAIL keine toxischen Nebenwirkungen besitzt und
somit auch zuklnftig am Menschen einsetzbar ware, wurde durch eine
Untersuchung von Jo et al. ins Wanken gebracht (Jo et al., 2001).

2000 fuhrte diese Arbeitsgruppe eine Untersuchung zur Wirkung von TRAIL auf
humane Hepatozyten durch. Fur die Versuche wurde TRAIL.His verwendet,
eine TRAIL-Praparation die eine repetitive Histidin-Sequenz beinhaltet. Sie
zeigten, dass rekombinantes TRAIL in menschlichem Lebergewebe massive
Apoptose auslésen kann. Diese massive Hepatotoxizitat schien das Aus fir die
TRAIL-Forschung zu sein (Jo et al., 2001; Ozoéren et al., 2000). Die
Arbeitsgruppe um Lawrence ging diesen Ergebnissen nach und zeigte, dass

diese starke Apoptoseinduktion bei TRAIL.O nicht zu beobachten war. Der
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Schluss lag nahe, dass die Hepatotoxizitdt von der vorliegenden TRAIL-
Praparation abhéangig ist. Dies hangt moglicherweise mit der Eigenschaft der
verschiedenen Praparationen zusammen, entweder in hohen Malie stabile
Trimere zu bilden, wie es bei TRAIL.O der Fall ist, oder aber teilweise, wie
TRAIL.His, zu grofRen, polymeren TRAIL-Komplexen zu aggregieren, die
leberschadigend wirken (Lawrence et al., 2001). Um aber jeglicher Gefahr einer
leberschadigenden Wirkung aus dem Weg zu gehen, wurde nach alternativen
Moglichkeiten gesucht, den erwiinschten apoptoseinduzierenden Effekt an den
Rezeptoren DR4 und DRS5 von Tumorzellen zu nutzen, ohne gesundem
Normalgewebe zu schaden. Eine Losung fir dieses Problem wurde durch die
Entwicklung eines Antikérpers gegen die TRAIL-Rezeptoren DR4 und DR5
gefunden. Human Genome Sciences, Inc. entwickelte monoklonale,
agonistische Antikérper sowohl gegen den DR4-Rezeptor (HGS-ETR-
1/Mapatumumab) wie auch gegen den DR5-Rezeptor (HGS-TR2J, HGS-ETR-

2/Lexatumumab), letzterer wurde in dieser vorliegenden Arbeit untersucht.

>
/ 5?\ kK4
A T%\IL-R2 mAb & Osteoprotegerin
& TRAILR J o DR

\ /" "™ DcR2
Cell Death
£ A (apoptosis)
) TRAIL R2
& & &
Abb. 3: TRAIL-R2 mAb (HGS-ETR-2) bindet an TRAIL-R2 (DR5). Das Binden des

monoklonalen, agonistischen Antikorpers TRAIL-R2 mAb (HGS-ETR-
2/Lexatumumab) an seinen Rezeptor DR5 fulhrt Uber intrazellulare Signalwege
zur Apoptose. Des Weiteren ist TRAIL-R1 (DR4) dargestellt, an den HGS-ETR-
1 bindet (nicht dargestellt). DcR1, DcR2 und Osteoprotegerin sind decoy-
Rezeptoren. (aus: Human Genome Sciences Homepage, www.hgsi.com)
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1.5 Resistenzmechanismen gegen den extrinsischen
Signalweg und die Spezifitat der TRAIL-Rezeptor
vermittelten Apoptose

Die durch Todesrezeptorliganden ausgeloste Apoptose beinhaltet teilweise gut
definierte Zwischenschritte bis der Prozess der Apoptose endgiltig
abgeschlossen ist. Dieser Prozess ist anfallig fir Stérungen, die die
Entwicklung von zellularen Resistenzen ermdglichen. Daneben existieren in der
Zelle eine Reihe von Regulationsmechanismen, die inhibierend auf die
ligandeninduzierte Apoptose wirken und damit fir das Gleichgewicht zwischen
programmierten Zelltod und dem Uberleben der Zelle verantwortlich sind
(Marini und Belka, 2003). Obwohl! der genaue Grund fur die Tumorzellspezifitat
von TRAIL bis heute nicht hinreichend geklart ist, werden die im Folgenden
geschilderten Mechanismen fir eine spezifische Wirkung gegen Tumorzellen

verantwortlich gemacht.

Die unterschiedlich dichte Expression der TRAIL-Rezeptoren auf der
Zelloberflache ist eine einfache und auch plausible Erklarung fir die
unterschiedliche apoptotische Potenz von TRAIL gegeniber verschiedenen
Zelltypen. Demnach héatte eine auf TRAIL sensible reagierende Zelle eine hohe
Dichte an beiden Rezeptoren ausgepragt. Das gleiche Prinzip ist denkbar fur
die kompetitiv wirkenden decoy-Rezeptoren DcR1 (TRAIL-R3) und DcR2
(TRAIL-R4) sowie den loslichen Rezeptor OPG. Diese konkurrieren mit den
exekutiven Faktoren DR4 und DR5 (Leverkus et al., 2000).

Diesem Gedanken wurde in mehreren Studien nachgegangen. In einem Modell
wurde versucht, primar TRAIL resistente Zellen durch Hochregulation der
agonistischen DR-Rezeptoren eine hohere Sensibilitat gegentber TRAIL zu
erzielen. Erfolg dabei hatte eine vorausgehende Behandlung mit den
Zytostatika Paclitaxel, Vincristin, Vinblastin, Etoposid, Camptothecin und
Adriamycin. Nach erfolgter Hochregulation der Rezeptoren zeigte sich eine
bessere Ansprechrate gegentber TRAIL (Singh et al., 2003; Gibson et al.,
2000). Die Hypothese einer Korrelation zwischen Rezeptorexpression und

TRAIL induzierter Apoptose als alleinige Ursache einer TRAIL Resistenz konnte
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von anderen Arbeitsgruppen nicht bestatigt werden (Marini et al., 2006;
Leverkus et al., 2000; Griffith et al.,, 1998). Diese Beobachtungen lassen auf
andere Mechanismen der Regulation schlieRen (Marini und Belka, 2003). Ubrig
bleiben sehr komplexe intrazellulare Prozesse, die sich auf jeder Ebene der
apoptotischen Regulierung abspielen.

Einer dieser Faktoren ist das FLICE-inhibitory protein (FLIP), bei dem es sich
um einen der Procaspase 8 verwandten Faktor handelt. Es besteht im
Gegensatz zur Procaspase nur aus zwei Wiederholungen der Todesdomane
und einer Caspase 8-dhnlichen Doméne (c-Flip.), entbehrt aber die Caspase-
Aktivitat (Irmler et al., 1997). So kommt es bei der frihen Signaltransduktion zu
einer Konkurrenz zwischen FLIP und Caspase 8 am Adapterprotein FADD.
Studien zu einem Zusammenhang zwischen der Expression von FLIP und der
Sensibilitat der Zelle gegenuiber TRAIL bestatigen diese Theorie und lassen
eine negative Korrelation zwischen FLIP-Expression und Ansprechen auf
TRAIL erkennen (Leverkus et al., 2000; Griffith et al.,1998; MacFarlane et al.,
2002). Dabei scheint FLIP aber nicht nur eine Rolle als unmittelbarer
Gegenspieler der Caspase 8-Aktivierung zu spielen, sondern auch als Inhibitor
des durch Rezeptorliganden aktivierten Transkiptionsfaktors NFkB (Wajant et
al., 2000).

Als zentrale Schaltstelle der gesamten Apoptoseregulierung und als Ort, an
dem die meisten pro- und antiapoptotischen Signale zusammengefuhrt werden,
kommt dem Mitochondrium ein besonderer Stellenwert im Apoptosezyklus zu.
Wie bereits beschrieben trifft hier der p53-abhangige Signalweg der
intrinsischen Aktivierung auf den Teil des von auf3en eingeleiteten Prozesses,
der uUber Bid das Mitochondrium erreicht. Somit steht das Mitochondrium nicht
nur im Mittelpunkt der intrinsischen Apoptose, da auch der von
Todesrezeptoren vermittelte Prozess auf ein intaktes mitochondriales System
angewiesen ist. Trotz seiner zentralen Rolle liegt der genaue Mechanismus, der
letztendlich die apoptotischen Faktoren Cytochrom c¢, Endonuclease G und
Smac/Diablo freisetzt, im Dunkeln (Shankar, Srivastava, 2004). Dabei werden
das Vorhandensein eines speziellen Kanalproteinkomplex fir Cytochrom ¢ und

weitere Proteine in der aul3eren Membran (permeability transition pore, PTP)
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diskutiert sowie auch das Schwellen und ReiRen der &ulReren
Mitochondrienmembran (Green, Reed, 1998). Aul3er Frage steht jedoch, dass
eine ganze Anzahl sich dabei gegenseitig kontrollierender Faktoren beteiligt
sind. Dabei sind die Proteine der BH-Gruppe (Bcl-2 homologous domain) von
besonderer Wichtigkeit. Es stehen sich dabei die antiapoptotischen Faktoren
Bcl-2 und BcL-X, und die proapoptotischen Proteine Bax und Bak sowie Bid,
Bim, Puma und Noxa, welche zu den BH-3-only Proteinen gehdren, gegenuber.
Diese Proteine weisen nur eine von drei BH-Doméanen auf (Green, Kroemer,
2004). Die antiapoptotische Aufgabe von Bcl-2 und Bcl-X, ist die Stabilisierung
der mitochondrialen Membran. Ob eine Uberexpression dieser Proteine, die
durch TRAIL aktivierte Apoptose aufhalten kann, ist abhangig von der Zellreihe
und der damit verbundenen unterschiedlichen Ausstattung der Zelle. Dabei ist
die Rolle von Bcl-2 sehr different. So liegen Daten vor, die zeigen, dass trotz
hoher Bcl-2 Expression die Apoptose in malignen lymphatischen Zellen
ausgelost wurde (Kim et al.,, 2001). Es zeigte sich aber auch, dass das
Vorliegen von antiapoptotischen Bcl-2 Lungen- und Prostatakrebszellen vor
TRAIL schitzt (Kandasamy, Srivastava, 2002). Ballestrero et al. wiesen in
diesem Zusammenhang einen Vorteil von TRAIL gegenuber einer Reihe von
Chemotherapeutika nach. Sie beobachteten einen synergistischen Effekt in Bcl-
2-exprimierenden Jurkatzellen, die primar resistent gegenuber
Chemotherapeutika waren. Eine kombinierte Behandlung mit TRAIL erreichte
auch bei diesen Zellen ein apoptotisches Ansprechen auf die Therapie
(Ballestrero et al., 2004). Interessanterweise lies sich dieser Effekt in Bcl-2
Uberexprimierenden Jurkat-Zellen auch in der Kombination mit ionisierender
Strahlung beobachten (Belka, 2001). Diese Beobachtungen fuhrten zur
Konzeption der Versuchsvorlage fur die vorliegende Arbeit.
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1.6 Kombinationsbehandlung mit Strahlentherapie und
TRAIL-Rezeptorstimulation

Die Kombination aus Strahlen- und moderner Antikdrpertherapie stellt einen
neuen, spezifischeren Ansatz dar als die herkommliche Kombinationstherapie
aus Bestrahlung und Chemotherapie. Die Rationale dafir ist folgende:

Das gemeinsame Ziel vieler Chemotherapeutika sowie der Radiotherapie ist es,
durch eine Schadigung des Erbguts den Zelltod einer Tumorzelle auszuldsen.
Es bestehen klassische Therapieschemata aus einer Kombination von Chemo-
und Strahlentherapie. Idealerweise Ubt deren gemeinsame Wirkung einen
gesteigerten zytotoxischen Effekt auf die Tumorzellen aus und kann somit
erworbene Resistenzmechanismen der Zellen tberwinden, dennoch ist der

molekulare Angriffspunkt beider Modalitaten, die DNA, derselbe.

Im Gegensatz dazu steht die Kombination von Radiotherapie und der Gabe
eines Antikdrpers aus der Familie der Todesrezeptorliganden. Hier scheint es
wahrscheinlich, dass die Vorteile Uber die oben genannten hinausgehen.
Aufgrund ihrer verschiedenen Angriffspunkte sind beide Apoptose-
induzierenden Signalwege von verschiedenen Faktoren abhéngig. So konnte
ein Antikorper wie HGS-ETR-2/Lexatumumab die Apoptose in einer Zelle
auslosen, die gegen ionisierende Strahlung unempfindlich wére, andererseits
konnte die Radiotherapie bestehende Resistenzmdglichkeiten gegen den
extrinsischen Weg der Apoptose uberwinden. Ein weiterer positiver Faktor ist
die Verstarkerfunktion durch die Quervernetzung beider Signalwege Uber tBid
(Yin et al., 1999; Li et al., 1998; Belka et al., 2001).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Effektivitat einer Kombinationstherapie
aus Strahlentherapie mit dem agonistischen anti-DR5 Antikérper HGS-ETR-
2/Lexatumumab in vivo in einem kolorektalen Xenograftsystem am

Nacktmausmodell zu Gberprifen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Tiermodell

Die fur unser Tiermodell verwendete Maus ist eine fur Versuchszwecke
geziuchtete Form der Hausmaus. 1962 wurde diese Form das erste Mal von
Isaacson und  Cattanach  beschrieben, das  autosomal-rezessive
Vererbungsschema des Merkmals nu wurde 1966 von Flanagan entdeckt
(Isaacson, Cattanach, 1962; Flanagan, 1966). Schlief3lich stellte Pantelouris
1968 fest, dass mit dem nu-Gen nicht nur das fehlende Haarkleid, sondern
auch ein Fehlen des Thymus assoziiert ist (Pantelouris, 1968). Dadurch kénnen
auch artfremde (xenogene) Tumorzellen transplantiert und deren Wachstum am

Tier direkt besser beobachtet werden.

Fir die vorliegende Arbeit wurde eine Ziuchtungslinie mit dem Genotyp nu/nu
verwendet, die NMRI(nu/nu)-Maus. Aufgrund der Thymusaplasie hat sie ein
weitgehend defektes T-Zell-System. Fir die Immunabwehr stehen ihr nur das
B-Zell-System und eine Subpopulation der T-Zellen, die NK-Zellen zur
Verfiigung (Budach, 1995). Das Fehlen des T-Zell-Systems macht diese
Labormaus besonders geeignet fur die Tumor-Xenotransplantation, da die
AbstoRungsreaktion auf den Tumor stark vermindert ist. Unter normalen
Bedingungen, bei konventioneller Haltung, lage die Lebenserwartung der Tiere
bei zwei bis drei Wochen (Rygaard, 1978), die besondere, uUberwiegend
keimfreie Haltung macht aber ein Uberleben von etwa 12 Monaten maglich
(Budach, 1995).

In allen Experimenten verwendeten wir mannliche und weibliche NMRI (nu/nu)-
Méause. Sie wurden im zentralen Tierlabor der Universitatsklinik Essen unter

definierten, pathogenfreien Bedingungen geztichtet.

Die Umgebungsbedingungen wurden den besonderen Bedurfnissen der Tiere
angepasst. Die Haltung erfolgte bei einer Raumtemperatur von 22 °C und 50%
Luftfeuchtigkeit. Die Kafige (Makrolon |®) hatten eine GréRe von 18 x 24 cm. Es

wurden, nach den Geschlechtern getrennt, 3-5 Tiere in einem Kéafig gehalten.
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Eine pathogenarme Umgebung wurde durch Luftfilter, mit dem jeder Kéafig
ausgestattet war, sowie durch eine laminar-air-flow Anlage, die den Stall mit
Atemluft versorgt, gewéahrleistet. Eine Zeitschaltuhr sorgte fiir einen Tag/Nacht-
Rhythmus von 12 Stunden. Der Kéafig wurde zweimal pro Woche gereinigt und
die Tiere erhielten dabei frisches Trinkwasser (0,8 mg/l H,O Kaliumsorbat, 56
mg/l H,O Tetrazyklin (Friesomycin®) mit Zusatz von 37% HCI bis zum Erreichen
eines pH von 2,5 - 3), Nahrung (sterile, hochkalorische Trockennahrung
(Pellets, Altromin®)) sowie sterile Einstreu (Weichholzgranulat, Altromin®). Die
Kennzeichnung und lIdentifizierung erfolgte durch Tatowierung eines Ohres
(Hauptner Heberholz® Tatowierfarbe, Ebno® Tatowierzange).

Die Erlaubnis zur Durchfihrung des Tierexperiments wurde durch das

Regierungsprasidium Tubingen erteilt.

2.2 Xenograftmodell

Zur Erzeugung der Xenografttransplantate wurde die Tumorzelllinie Colo205
verwendet. Colo205 ist eine Zelllinie des humanen Adenokarzinoms des
Dickdarms. Es besitzt ein aneuploides Genom und ist Wildtyp-p53 negativ bzw.
besitzt eine Mutation des p53-Gens. Die Tumorzellen wachsen als solides
Xenotransplantat auf Nacktmausen ohne Metastasen zu bilden.

Zur Erzeugung von Quelltumoren fur das vorliegende Experiment wurden einer
Maus in beide Milchleisten ca. 2 Mio. Tumorzellen in einem Volumen von 200 —
400 pl injiziert. Nach Anwachsen der Tumoren und Erreichen einer Tumorgrof3e
von 10 x 10 mm wurden den Tieren die Tumoren entnommen und 2 X 2 mm
messende Tumorsticke auf die beiden Hinterflanken eines zweiten
Passagetiers transplantiert. Die Transplantation erfolgte unter keimarmen
Bedingungen mit einer Pinzette unter einer laminar-air-flow-bench (Heraeus-
Instruments, Hanau). Eine weitere Volumenzunahme auf 10 x 10 mm wurde
abgewartet, die 2 Tumoren entnommen und diese zweite Passage auf die
Versuchstiere transplantiert. Dies erfolgte durch einen Hautschnitt Gber dem
rechten Hinterlauf der in Ethernarkose liegenden Maus und Bildung einer

subkutanen Tasche mit anschlieBendem Einbringen der ca. 2 x 2 mm?
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Tumorstucke. Die Wundheilung erfolgte auch ohne Hautnaht komplikationslos.

Die erfolgreiche Transplantation ist abhangig von der Art des zu
transplantierenden Tumors (maligne, schnell wachsende Zellinien zeigen hohe
Angehraten), der Transplantationstechnik, der Menge der transplantierten

Zellen und der Abwehrlage des Empfangers (Silobrcic et al., 1990).

2.3 Gerate und verwendete Substanzen

2.3.1 Verwendete Substanzen

Tab. 2: Liste der verwendeten Substanzen

Substanz oder Gerét Markenname Firma
Anti-DR5 monoklonaler |HGS-ETR-2%/ Human Genome Sciences
Antikorper, 1gG1 Lexatumumab
Enfluran Ethrane® Abbott GmbH,Wiesbaden
Tetrazyklin Friesomycin® Essex Tierarznei, Minchen
Ether Aether zur Narkose® | Riedel de Haen GmbH, Seelze
NaCl-Ldsung 0,9% Isotone NaCl- Delta-Pharma GmbH,

Lésung® Pfullingen

Weichholzgranulat Altromin® Altromin, Lage

Trockennahrung

Altromin Pellets®

Altromin, Lage

HCL 37% Merck Kga, Darmstadt

Kaliumsorbat Merck Kga, Darmstadt

laminar-air-flow-bench Hera safe® Heraeus-Instruments, Hanau
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2.3.2 Bestrahlungssystem
Die Versuchstiere wurden an einem Linearbeschleuniger mit 6 MV Photonen

(Linac, Elekta® Typ SL15) in der Radioonkologischen Klinik der Eberhard-Karls-
Universitat bestrahlt. Die Bestrahlung wurde mit Hilfe einer in Essen
entwickelten (Stiben et al., 1994) und in der Abteilung fur Strahlentherapie des
Universitatsklinikums Tudbingen hergestellten Bestrahlungsvorrichtung (s.u.)
durchgefuhrt.

Das gesamte Bestrahlungsfeld war insgesamt 30 x 30 cm? grol3, das
Isozentrum befand sich in einer Distanz von 100 cm von der Strahlungsquelle.
Durch einen 10 cm dicken Bleiblock, der an der Gantry des
Linearbeschleunigers angebracht war, wurde das Bestrahlungsfeld in zehn
effektive, 3 x 2 cm? grol3e Bestrahlungsfelder aufgeteilt, durch die die
Bestrahlung der tumortragenden Hinterlaufe ermdglicht wurde. Durch manuell
Zu justierende Bleiblocke wurde jeder Mausekérper zusatzlich abgeschirmt (auf
Abbildung 5 und 6 nicht dargestellt) und somit die Gesamtkdrperdosis der
Mause von urspringlich 8% auf 2% der vom Tumor bzw. vom Hinterlauf

absorbierten Dosis herabgesetzt (Welz, 2002).

Abb. 5: Narkotisierte Maus in Beinhalterung. Der tumortragende rechte Hinterlauf ist
abgespreizt und durch ein Gummiband fixiert. Die Plexiglasvorrichtung
ermaoglicht eine reproduzierbare Lage.

Eine Plexiglasvorrichtung, in der die Tiere wahrend der Bestrahlung fixiert
wurden, machte die exakte, reproduzierbare Lagerung mdglich. Der rechte
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Hinterlauf wurde dabei mit Hilfe einer Kunststoffschlinge in der ndétigen
abgespreizten Position gehalten und mit einem, der Anatomie des Hinterlaufs
angepassten Plexiglasdeckel abgedeckt (siehe Abbildung 5). Die Dicke des
Deckels von 2 cm erzeugt einen Dosisaufbaueffekt, der erlaubt, die maximale
Dosis auf den Tumor zu applizieren. Die Feldhomogenitat innerhalb der
Bestrahlungsfelder wurde in einem vorausgegangenen Versuch Uberprift und

ergab eine Dosisvariation von 4% auf einer Lange von 6 mm (Welz, 2002).

Zur Bestrahlung wurden die Mause in einer separaten Plexiglasbox mit Enfluran
(Ethrane®, 5,0 I/min., Pressluft als Tragergas) betaubt und anschlieRend in
ihren Halterungen fixiert. Das Bestrahlungssystem mit den zehn effektiven
Feldern ermoglichte eine simultane Bestrahlung von zehn Méausen, die rund um
einen zentralen Narkosegasverteiler mit der Schnauze voraus in den
vorgesehenen Halterungen platziert wurden (siehe Abbildung 6). In
Enflurannarkose erfolgte die Bestrahlung (2,0 I/min., mit Pressluft als
Tragergas).

Durch eine abschlieRende Feldkontrolle wurde die korrekte Lage der Tumoren
im  Bestrahlungsfeld Uberprift. Die richtige Lage der gesamten
Plexiglasapparatur wurde mittels Positionslaser erzielt und gewahrleistete

identische Bestrahlungsverhaltnisse.

2.4 Therapie

2.4.1 Fraktionierte Bestrahlung
Bei einem Tumorvolumen von 132 mm3 + 88,2 mm?3 wurde die fraktionierte

Bestrahlung begonnen (Tag 1). Die Bestrahlung erfolgte unter normoxischen,
Bedingungen Uber funf Bestrahlungstage mit einer Dosis von 3 Gy pro Tag

(Bestrahlungsschema: siehe 2.5.).

2.4.2 Applikation des Antikorpers HGS-ETR-2/Lexatumumab
An Tag 1, Tag 4 und Tag 8 des Experiments erhielten die Tiere mit alleiniger

Antikorpertherapie oder kombinierter Strahlen- und Antikdrpertherapie eine
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intraperitoneale Injektion HGS-ETR-2 in drei verschiedenen Dosierungen (0,1;
1,0; 10,0 mg/kg KG) entsprechend den Versuchsarmen (Behandlungsschema
und Randomisation: siehe 2.5). Die Dosierungsempfehlungen des Herstellers
Human Genome Sciences resultierten aus Vorversuchen des Unternehmens.
Da Pukac et al. bereits gezeigt hatten, dass die Pharmakokinetik sich nach
intraperitonealer oder intravendser Applikation nicht signifikant unterscheidet,
wurde die zeitsparend durchfihrbare intraperitoneale Applikation gewahlt
(Pukac et al., 2005). Zur Injektion wurde die konzentriert vorliegende
Antikorperlosung mit RPMI-Zellmedium verdinnt und den zuvor gewogenen
Tieren in Abh&ngigkeit ihres Kdrpergewichts verabreicht. Die Konzentration
wurde dabei so gewahlt, dass 0,1 ml pro 10 g Kérpergewicht injiziert werden
konnte. Tiere im Experimentalarm ohne Antikérperinjektion erhielten eine

Injektion mit dem &quivalenten Volumen RPMI-Zellmedium.

2.5 Studienaufbau

2.5.1 Randomisation
Nach der Transplantation wurde die Tumorgro3e und das Gewicht dreimal pro

Woche gemessen und das Tumorvolumen errechnet (siehe 2.5.3). Vor Beginn
des Experiments wurden die Mause unter Verwendung von Zufallszahlen
(Microsoft Excel®) abhangig von ihrem Gewicht in acht Versuchsarme
randomisiert. Diese acht Arme setzen sich dabei aus sechs Gruppen mit
Antikdrperbehandlung sowie einer Kontroll- und einer Bestrahlungsgruppe

zusammen. Die initiale Gruppengrol3e betrug sieben - neun Tiere.
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Tab. 3:

Versuchsarme. Acht Versuchsarme mit Kontrolle (nur Applikation Medium
RPMI), nur Bestrahlung, und sechs Behandlungsarmen mit
Antikorperapplikation. Anzahl der Tiere in einem Versuchsarm zu Beginn der
Behandlung. Gesamtzahl der Tiere = 67. fRT = fraktionierte Bestrahlung mit 5x3
Gy

Versuchsarm Anzahl Tiere

Kontrolle

nur fRT

0,1 mg/kg HGS-ETR-2

1,0 mg/kg HGS-ETR-2

10,0 mg/kg HGS-ETR-2

0,1 mg/kg HGS-ETR-2 + fRT

1,0 mg/kg HGS-ETR-2 + fRT

0| ©| 00| ©| O©| ©| | o

10,0 mg/kg HGS-ETR-2 + fRT

2.5.2 Versuchsaufbau
Die Versuchstiere wurden mit HGS-ETR-2/Lexatumumab als Monotherapie

sowie in Kombination mit fraktionierter Radiotherapie behandelt.

e Antikdrpertherapie

Drei Gaben von HGS-ETR-2/Lexatumumab jeweils an Tag 1, Tag 4 und Tag 8

der Behandlung in den drei Konzentrationen 0,1 mg/kg, 1,0 mg/kg und 10,0

mg/kg Korpergewicht.

Tag 2 3 5 6 7
Injektion X X X
Abb. 7: Schema der Antikdrpergabe. Die Applikation erfolgte an Tag 1, 4 und 8 nach

Eintritt des Tieres in den Versuch.
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e Fraktionierte Bestrahlung
Bestrahlung an den Tagen 1 bis 5 der Behandlung mit jeweils 5 Gray.

Tag 1 2 3 4 5 6 7 8
fRT X X X X X
Abb. 8: Schema der fraktionierten Bestrahlung (fRT). Die Bestrahlung erfolgte an

den Tagen 1-5 nach Eintritt des Tieres in den Versuch.

e Kombinationstherapie

Drei Gaben von HGS-ETR-2/Lexatumumab jeweils an Tag 1, Tag 4 und Tag 8
der Behandlung in den drei Konzentrationen 0,1 mg/kg, 1,0 mg/kg und 10,0
mg/kg Korpergewicht und Bestrahlung mit 5 Fraktionen mit jeweils 3 Gy an den

ersten 5 Behandlungstagen.

Tag 1 2 3 4 5 6 7

Injektion X X X
fRT X X X X X

Abb. 9: Schema der kombinierten Therapie mit Antikoper und fraktionierter

Bestrahlung (fRT). Die Injektion des Antikorpers erfolgt an Tag 1, 4 und 8, die
Bestrahlung an den Tagen 1-5 nach Eintritt des Tieres in den Versuch.

Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten ebenfalls an den Tagen eins, vier und
acht des Versuchs eine gewichtsadaptierte Injektion des Zellmediums RPMI
ohne Antikorper, um einen Effekt des Mediums auf die Mause und das
Tumorwachstum auszuschlieRen. Primarer Endpunkt der Behandlung war die

Wachstumsverzdgerung der Xenograft Tumore.

2.5.3 Nachbeobachtung
Die Nachbeobachtung der Tiere erfolgte tUber 90 Tage nach Beginn der

Behandlung durch Messen der TumorgréRe und des Gewichts. Tiere, deren
Tumor eine GrolRe des achtfachen Ausgangsvolumens Uberschritten, sowie
Tiere die krank wurden, rapide an Gewicht verloren oder durch die Gréf3e des

Tumors stark beeintrachtigt waren, wurden abgetotet
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e Tumorvolumenbestimmung

Die Messung des Tumors wurde mit einer Schieblehre (Inox®, 0,05 mm)
durchgefuhrt. Dabei wurde die grof3te Ausdehnung (a) und die Ausdehnung im
rechten Winkel davon (b) gemessen. Die Volumina wurden nach folgender

Formel berechnet:

Die nach dieser Formel berechneten Volumina entsprechen dem Feuchtgewicht
exzidierter Tumoren (Osieka et al., 1985). Die TumorgréRe wurde zweimal
wdchentlich 84 bis 90 Tage lang oder bis zum Erreichen des achtfachen

Volumens gemessen.

e Gewichtsbestimmung
Die Tiere wurden zweimal wochentlich gewogen (Soehnle®, 2000 g Waage).
Die Tumorausdehnung (a) und (b) in [mm], das Gewicht der Versuchstiere in [g]

sowie der Allgemeinzustand der Mause wurden regelmaliig protokolliert.

2.6 Auswertung

Alle in Kapitel 3 dargestellten Histogramme wurden mit Hilfe von Microsoft
Excel® und Adobe lllustrator® angefertigt. Signifikanzanalysen wurden mit
Graph Pad Prism® berechnet. Zur Signifikanzanalyse wurde der student t-test
oder ANOVA eingesetzt. Wir wahlten als Signifikanzniveau 5% und lie3en damit
einen Fehler 1. Art mit einer Wahrscheinlichkeit von 5% zu. Demnach

erachteten wir Ergebnisse mit einem p-Wert unter 0,05 als signifikant.

2.6.1 Ausschlusskriterien
Die Tiere, die nach der Transplantation bis zum Versuchsbeginn kein

Tumorwachstum aufwiesen, wurden von der Auswertung ausgeschlossen.
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Bis zu Versuchsbeginn trugen 67 Tiere einen Tumor von entsprechender
Grolie. Es erhielten 52 Tiere eine Behandlung mit HGS-ETR-2/Lexatumumab in
den verschiedenen Behandlungsarmen. Dazu wurden acht Tiere in der
Kontrollgruppe und sieben Tiere in der Bestrahlungsgruppe beobachtet (siehe
Tabelle 3).

2.6.2 Zensierte Daten
Versuchsdaten gingen als zensierte Daten in die Auswertung ein, wenn die

Tiere vor Erreichen des Beobachtungsendes verstarben und das achtfache
Ausgangsvolumen bis zu diesem Zeitpunkt nicht erreicht hatten. Diese Daten
wurden unter Verwendung der Kaplan-Meier Methode berucksichtigt (Kaplan,
Meier, 1958).

2.6.3 Wachstumsverhalten
Das Wachstumsverhalten der Tumoren wurde zum einen durch die Berechnung

der relativen Tumorvolumina sowie durch die Tumorverdoppelungszeiten der
einzelnen Versuchsarme untersucht. Die lokale Tumorkontrolle, bei uns
definiert als Unterschreiten des achtfachen Tumorvolumens des
Ausgangswertes wurde in Abhangigkeit der Zeit in Kaplan-Meier Darstellungen

aufgezeigt.

Bei der Darstellung der relativen Tumorvolumina Uber die Beobachtungszeit
wurden an jedem Versuchstag die Tumorvolumina aller Versuchstiere als
Mittelwerte in den Versuchsgruppen zusammengefasst und der Ausgangswert

an Tag 1 des Versuches als Bezug von 100% genommen.

Versuchstiere, deren Tumoren sich in der Behandlung spalteten und im
Folgenden als Doppeltumoren vorlagen wurden von dieser Darstellung

ausgeschlossen.

Es wurde die Zeit zum Erreichen der einzelnen Tumorverdoppelungen von ein-
auf zweifaches, von zwei- auf vierfaches und vier- auf achtfaches Volumen als

Median der jeweiligen Dosisgruppe nach dem von Stuschke et al. modifizierten
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Kaplan-Meier Verfahren bestimmt (Kaplan, Meier, 1958; Stuschke et al., 1990).
Zensierte Daten konnten so bis zu ihrem Ausschluss berlcksichtigt werden.

2.6.4 Toxizitat der Therapie
Mit Hilfe der Bestimmung des medialen maximalen Gewichtsverlusts in den

ersten 20 Behandlungstagen wurde die Toxizitat der einzelnen
Behandlungsarme evaluiert. Zur Dokumentation evtl. Strahlenfolgen wurden
aufgetretene Hautverdnderungen, wie z.B. Ulzera an den Hinterflanken,

beobachtet und protokolliert.
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3 ERGEBNISSE

Um die Effektivitat der Therapie mit HGS-ETR-2/Lexatumumab im Vergleich mit
und ohne fraktionierter Bestrahlung zu beurteilen und evtl. additive Effekte zu
dokumentieren, wurden acht Versuchsgruppen gebildet (siehe Tab. 3, Kapitel
2.5.1), die unterschiedlich behandelt wurden. Die Schaubilder in Kapitel 3.2.,
3.3. und 3.4. vergleichen diese acht Behandlungsarme. Es handelt sich um die
Kontrollgruppe ohne effektive Behandlung (alleinige i.p. Applikation von
Zellkulturmedium), den Therapiearm mit alleiniger fraktionierter Bestrahlung
(5x3 Gy), sowie die Therapie mit HGS-ETR-2/Lexatumumab als Monotherapie
(i.p.) oder in Kombination mit fraktionierter Bestrahlung in jeweils drei

unterschiedlichen Dosierungen zu 0,1; 1,0; 10,0 mg/kg Korpergewicht.

3.1 Dosisabhéangigkeit der Effektivitat von HGS-ETR-2
/Lexatumumab

Die Abhangigkeit der Effektivitat des Antikdrpers von der verwendeten Dosis
wurde fur drei Antikdrperdosierungen (0,1; 1,0; 10,0 mg/kg KG) mit jeweils acht
bis neun Tieren pro Behandlungsarm untersucht. Im Folgenden werden die
Verlaufe der absoluten Tumorvolumina unter alleiniger Antikorpertherapie in

den drei Dosierungen direkt miteinander verglichen.
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Abb. 10: Abhé&ngigkeit des Tumorwachstums von der Dosierung des Antikérpers

HGS-ETR-2/Lexatumumab. Darstellung der drei verwendeten Dosierungen 0,1
mg/kg ( ®), 1,0 mg/kg ( A) und 10,0 mg/kg ( ®). Balken (—) bezeichnen die
Standardabweichung. (p < 0,001, [ANOVA]).

Es zeigt sich, dass das Tumorwachstum deutlich von der Dosierung des
Antikbrpers abhéngt (p < 0,001, [ANOVA]). Wahrend es Dbei
Antikorperkonzentration von 0,1 mg/kg auch nach Beginn der Behandlung zu
einem stetigen Tumorwachstum kommt und um den 40. bis 45.
Beobachtungstag das Zehnfache des Ausgangsvolumens erreicht wird, nimmt
das Tumorvolumen bei Behandlung mit den hdheren Konzentrationen am
Beginn der Therapie stark ab und es kommt bei der HGS-ETR-2-Dosierung von
1,0 mg/kg um den 25. Versuchstag wieder zu einem Wachstum. Bei der
hdchsten Dosierung mit 10,0 mg/kg nimmt das Tumorvolumen erst um den 35.
Nachbeobachtungstag wieder stetig zu. Das mittlere Ausgangsvolumen von
132 mm? (£ 88,2 mm?) wird in diesen beiden Versuchsarmen bis zum 50.
Nachbeobachtungstag nicht wieder erreicht. Der Unterschied zwischen der
Dosierung von 1,0 und 10,0 mg/kg wird ab Tag 25 deutlich sichtbar. Das
Tumorvolumen wachst bei der Konzentration von 10,0 mg/kg langsamer wieder

an. Die Tumoren erreichen bis Tag 50 der Nachbeobachtung nicht mehr das



ERGEBNISSE 32

initiale  Tumorvolumen. Die genauen Tumorverdoppelungszeiten werden

detailliert in Kapitel 3.3. beschrieben.

3.2 Effektivitat der Kombinationsbehandlung

Die Effektivitat der alleinigen Behandlungen mit Strahlen- oder
AntikOrpertherapie sowie ein evtl. auftretender verstarkter Effekt durch ihre
Kombination wurde beurteilt, in dem die Versuchstiere dieser drei
Behandlungsarme sowie der Kontrollgruppe beobachtet und das
Tumorvolumen, wie in Kapitel 2.5.3. beschrieben, bestimmt wurde.

Abbildung 11 zeigt den Vergleich der Therapiearme nach Behandlung mit HGS-
ETR-2/Lexatumumab 0,1 mg/kg. Die Verlaufe der Kontrollgruppe sowie der
Gruppe mit alleiniger fraktionierter Radiotherapie brechen um Tag 37 bzw. 42
der Beobachtung ab, da die Tumoren zu diesem Zeitpunkt ihr Endvolumen, d.h.
das Achtfache des Ausgangsvolumens bzw. 1,5 ml, erreicht haben. Der
Vergleich der Kurvenverlaufe der alleinigen fraktionierten Bestrahlung und der
alleinigen Therapie mit 0,1 mg/kg HGS-ETR-2/Lexatumumab zeigt, dass die
solitare  Applikation des Antikdrpers zu einer nahezu identischen
Wachstumsverzdgerung wie unter alleiniger Bestrahlung fuhrt. Dies zeigt, dass
diese Therapien zumindest in dieser Beobachtungszeit ahnlich effektiv wirken.

Bei der kombinierten Behandlung mit HGS-ETR-2/Lexatumumab und
fraktionierter Bestrahlung lasst sich ab Tag 15 gegenuber der Monotherapie mit
HGS-ETR-2/Lexatumumab eine Wachstumsverzégerung beobachten (p <
0,025; [student t-test]). Auch hier wachst das Tumorvolumen stetig an, es liegt
allerdings bis Uber den 40. Beobachtungstag hinaus ein deutlich langsameres
Wachstum der Tumore vor. So liegt um den 22. Tag bei kombinierter Therapie
ein verdoppelter Ausgangstumor vor, wahrend zu diesem Zeitpunkt bei beiden
Monotherapien schon eine Vervierfachung der Ausgangsvolumina zu

verzeichnen ist.
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Relatives Tumorvolumen nach Behandlung mit HGS-ETR-2/Lexatumumab
0,1 mg/kg. Tumorvolumina relativ zum Ausgangsvolumen an Tag 1 (100%).
Vergleich Kontrolle (@), nur Bestrahlung (m), sowie Antikdrperbehandlung mit
(*) und ohne Bestrahlung (a). (p < 0,025; [student t-test], Vergleich kombinierte
Therapie und Antikérpermonotherapie)
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Abb. 12: Relatives Tumorvolumen nach Behandlung mit HGS-ETR-2/Lexatumumab

1,0 mg/kg. Tumorvolumina relativ zum Ausgangsvolumen an Tag 1 (100%).
Vergleich Kontrolle (@), nur Bestrahlung (m), sowie Antikdrperbehandlung mit
() und ohne Bestrahlung (a). (p < 0,025; [student t-test], Vergleich kombinierte
Therapie und Antikdrpermonotherapie)

Bei der hoheren Dosierung von 1,0 mg/kg, in Abbildung 12 dargestellt, ndhert

sich die Monotherapie mit HGS-ETR-2/Lexatumumab der kombinierten

Behandlung

an, lediglich im spéateren Verlauf um den 25. Tag der
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Nachbeobachtung ist ein deutlicher Unterschied in der Wachstumsverzégerung
zwischen der HGS-ETR-2-Monotherapie und der kombinierten Therapie
erkennbar (p < 0,025; [student t-test]). In beiden Behandlungsarmen ist bis
zum 20. Tag ein Rickgang des Tumorvolumens auf ca. die Halfte des
Ausgangswertes zu beobachten. Erst an Tag 30 wird das Ausgangsvolumen
bei alleiniger Antikdrperapplikation wieder erreicht, bei kombinierter Behandlung
sogar erst um Tag 45. Der Unterschied wird ab Tag 50 deutlicher. Das
Tumorvolumen der Tumoren unter Monotherapie nimmt schneller zu, wéhrend
die Kurve der kombinierten Behandlung weiter flacher verlauft, das Volumen
also langsamer wéachst. Die kombinierte Therapie scheint demnach in dieser
Konzentration, v.a. im fortgeschrittenen Verlauf bei der Kontrolle des

Tumorwachstums einen Vorteil zu bieten.

) < 0,005

X 1600 H°

c

o -

=

= 1200

o

<

o

e 800

S

=

o

> 400

)

=

[0

S

(1)
1 10 20 30 40 50 60
Tage

Abb. 13: Relatives Tumorvolumen nach Behandlung mit HGS-ETR-2/Lexatumumab

10,0 mg/kg. Tumorvolumina relativ zum Ausgangsvolumen an Tag 1 (100%).
Vergleich Kontrolle (@), nur Bestrahlung (m), sowie Antikdrperbehandlung mit
(*) und ohne Bestrahlung (a). (p < 0,005; [student t-test], Vergleich kombinierte
Therapie und Antikdrpermonotherapie)

Bei der in Abbildung 13 dargestellten, maximal dosierten Therapie von 10,0
mg/kg ist schliel3lich in den ersten 30 Tagen der Beobachtung kein Unterschied
mehr in der Wachstumsverzdogerung zu erkennen. Beide Versuchsgruppen
erzielen fast identische Kurvenverlaufe. Nach erfolgter Therapie nehmen die

Tumorvolumina in beiden Versuchsarmen, Antikdrpermonotherapie und
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kombinierter Therapie, stetig ab, bis um Tag 15 der Beobachtung ein minimales
Volumen erreicht ist. Erst ab Tag 35 bis 40 lassen sich die beiden
Behandlungsarme wieder differenzieren. Ab diesem Zeitpunkt wachst sogar,
entgegen der Annahme, das Volumen der kombinierten Therapie schneller an

als jenes der Antikorpermonotherapie (p < 0,005, [student t-test]).

Der Vergleich von Mono- sowie Kombinationstherapie in diesen Darstellungen,
besonders deutlich in Abbildung 11 und 12, Iasst ein Vorteil der kombinierten
Behandlung gegeniber alleiniger Applikation des Antikorpers v.a. in niedriger
Dosierung erkennen. Weitere Analysen hinsichtlich der Effektivitat der
Therapien werden in den folgenden Kapiteln 3.3. und 3.4. besprochen.

3.3 Vergleich der Tumorverdoppelungszeiten der
verschiedenen Behandlungsstrategien

Um die Wachstumsverzdogerung genauer zu beschreiben und zwischen den
einzelnen Behandlungsansatzen vergleichbar zu machen, wurden die
Versuchstiere in den dargestellten Behandlungsarmen untersucht und in den
Histogrammen von Abbildung 14 — 16 das Erreichen einer Vervielfachung des
Tumorvolumens in  Abhangigkeit der benétigten  Zeit verglichen
(Tumorverdoppelungszeit, TVZ). Dargestellt ist die Vervielfachung des
Tumorvolumens auf das doppelte, vier- und achtfache des Ausgangsvolumens
von Kontrollgruppe, alleiniger Radiotherapie, Antikdrpermonotherapie mit HGS-
ETR-2/Lexatumumab und kombinierter Therapie.

Abbildung 14 zeigt, dass die kombinierte Therapie gegentuber der Monotherapie
mit Bestrahlung oder Antikdrpergabe eine verzégernde Wirkung hinsichtlich der
Tumorverdoppelungszeit besitzt. Anfangs hat die Antikdrpermonotherapie noch
eine verzogernde Wachstumswirkung gegenuiiber der Therapie mit alleiniger
Bestrahlung, das achtfache Volumen wird aber bei beiden Therapien nahezu
zum gleichen Zeitpunkt an Tag 33 bzw. 34 erreicht. Zu Beginn der Beobachtung
ist bei der Antikbrpermonotherapie eine deutliche Verzdgerung, v.a. auf das
doppelte Volumen zu beobachten. Die Vervierfachung bzw. Verachtfachung
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des Ausgangsvolumens an Tag 25 bzw. 34 wird allerdings fast ebenso schnell
erreicht wie bei alleiniger Radiotherapie. Die starkste Wachstumsverzégerung
zeigt die Kombinationstherapie ebenfalls am Anfang der Beobachtung, die
Verdoppelung des Ausgangsvolumens wird erst an Tag 18 erreicht. Der
verzogernde Effekt ist aber auch bei Anwachsen vom vierfachen auf das
achtfache des Ausgangsvolumens noch deutlicher als bei alleiniger
Antikdrpertherapie. Erst an Tag 38 der Nachbeobachtung wird das achtfache
Zielvolumen erreicht. Der statistische Vergleich der Wachstumsverzégerung
von Antikbrpermonotherapie mit HGS-ETR-2/Lexatumumab und
Kombinationstherapie ist nicht signifikant (student t-test).
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Abb. 14: Tumorverdoppelungszeiten (TVZ) auf das zwei-, vier-, und achtfache

Volumen des Ausgangswertes (1) nach Behandlung mit HGS-ETR-
2/Lexatumumab 0,1 mg/kg. Kontrolle (e), nur Bestrahlung (m), sowie
Antikorpertherapie mit (®) und ohne Bestrahlung (a). Querbalken ( - )
bezeichnen das 95%-Konfidenzintervall. (p = ns, nicht signifikant; [student t-
test], Vergleich kombinierte Therapie und Antikérpermonotherapie)
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Abb. 15: Tumorverdoppelungszeiten (TVZ) auf das zwei-, vier-, und achtfache

Volumen des Ausgangswertes (1) nach Behandlung mit HGS-ETR-
2/lLexatumumab 1,0 mg/kg. Kontrolle (e), nur Bestrahlung (m), sowie
Antikorpertherapie mit (®) und ohne Bestrahlung (a). Querbalken ( - )
bezeichnen das 95%-Konfidenzintervall. (p = nicht signifikant; [student t-test],
Vergleich kombinierte Therapie und Antikbrpermonotherapie).

Abbildung 15 zeigt unerwartet einen deutlichen Vorteil der Monotherapie mit 1,0
mg/kg HGS-ETR-2/Lexatumumab gegeniber der kombinierten Therapie.

Sowohl im Behandlungsarm mit alleiniger Antikorpergabe, wie auch bei der
Kombinationsbehandlung gab es jeweils ein Tier, das kurzzeitig, d.h. fur 3-10
Tage tumorfrei war und danach wieder Tumorwachstum entwickelte. Auch hier
zeigt der Vergleich der HGS-ETR-2-Monotherapie und die

Kombinationstherapie keine Signifikanz im student t-test.
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Abb. 16: Tumorverdoppelungszeiten (TVZ) auf das zwei-, vier-, und achtfache
Volumen des Ausgangswertes (1) nach Behandlung mit HGS-ETR-
2/Lexatumumab 10,0 mg/kg. Kontrolle (e®), nur Bestrahlung (m), sowie
Antikorpertherapie mit (¢) und ohne Bestrahlung (a). Querbalken ( - )
bezeichnen das 95%-Konfidenzintervall. (p = nicht signifikant; [student t-test],
Vergleich kombinierte Therapie und Antikérpermonotherapie)

Die hohe Dosierung von 10,0 mg/kg (siehe Abb. 16) lasst keine Differenzierung
der Effektivitat der Therapien sowie keine Beurteilung eines Nutzens der
kombinierten Therapie zu. Die Wirkung des Antikdrpers in dieser hohen
Dosierung ist zu stark, so dass mit alleiniger Antikorpergabe schon ein
maximaler Effekt erzielt wird. Hier ist aufgrund der fehlenden Verdopplung des
Ausgangsvolumens eine Darstellung der TVZ nicht aussagekréftig, sie
verdeutlicht nur die massive Wirkung dieser hohen AntikOperkonzentration.

Bei der Monotherapie mit der maximal gewahlten Konzentration von 10,0 mg/kg
gab es im Versuchsarm mit neun Tieren ein Versuchstier mit einer kompletten
Remission fur den Zeitraum der Nachbeobachtung von 90 Tagen. Im
Versuchsarm der kombinierten Therapie (acht Tiere) waren es hingegen drei

Tiere, die Uber den kompletten Beobachtungszeitraum tumorfrei blieben.
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Tab. 4: Zusammenfassung der Tumorverdoppelungszeiten. TVZ =
Tumorverdoppelungszeiten, d = Tage, Kl = Konfidenzintervall, V, =
Ausgangsvolumen, 2V, = doppeltes, 4V, = vierfaches, 8V, = achtfaches
Volumen.

Therapie T\’Z%/([)d] 95% K T\Z/Ed] 95% K T\g/([)d] V\f’én 95% K
Kontrolle 5,6 44-7,1 10,4 8,6 -12,6 22,3 - 17,2-18,9
nur Bestrahlung 53 3,7-7,9 19,8 16,2 - 24,3 33,4 --- 29,0 - 38,5
HGS-ETR-2 0,1 mg/kg 155 11,1-21,7 253 19,8-324 34,0 29,7 - 39,0
HGS-ETR-2 0,1 mg/kg + 5x3Gy 18,2 14,1-236 285 261-31,1 381 " 35,5-40,8
HGS-ETR-2 1,0 mg/kg 81,0 535-1235 90,8 66,6-123,8 93,1 71,4-121,2
HGS-ETR-2 1,0 mg/kg + 5x3Gy 57,3 52,3-62,7 653 609-699 79,0 " 72,7 - 85,8
HGS-ETR-2 10,0 mg/kg 1154 78,3-170,1 1154 1154-200 1154 115,4 - 200
HGS-ETR-2 10,0 mg/kg +5x3Gy 116,0 116 - 200 116 116 - 200 116,0 " 116 — 200

Die zusatzliche Bestrahlung flihrt bei niedriger Konzentration von 0,1 mg/kg zu
einer Verlangerung der TVZ vom Ausgangswert auf das doppelte Volumen von
15,5 auf 18,2 Tage, was 2,7 Tagen entspricht. Das vierfache Volumen wird mit
einer Verzbgerung von 3,2 Tagen (25,3 auf 28,5 Tage) und das achtfache
schlief3lich mit einer Verzogerung von 4,1 Tagen (34,0 auf 38,1 Tage) erreicht.
Umgekehrt verhalten sich die Werte der Versuchsgruppen mit 1,0 mg/kg. Die
Verdoppelung auf das doppelte Volumen ist bei Antikdrpermonotherapie
gegenuber der kombinierten Therapie um 23,7 Tage (57,3 auf 81 Tage)
verzogert. Die Verdoppelung auf das vier- und achtfache Volumen verzogert
sich um 25,5 (4Vy) bzw. 14,1 (8V,) Tage.

Der Vergleich von Monotherapie und kombinierter Therapie fuhrte bei allen drei
verwendeten Dosierungen zu einem unsignifikanten Ergebnis. Eine verlassliche
Interpretation dieser Darstellungen ist daher nicht moglich. Da das doppelte
Tumorvolumen bei den verwendeten 10,0 mg/kg nicht erreicht wurde, sind die
angegebenen Daten dieses Behandlungsarms aus Tabelle 4 nicht

aussagekraftig.
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3.4 Kaplan-Meier-Darstellungen

Wahrend der Behandlung und Nachbeobachtung verstorbene Tiere, sowie
Tiere, bei denen der Tumor nach Regression nicht mehr auftrat und als geheilt
eingestuft wurden, verandern die Daten der Tumorverdoppelung und
Wachstumsverzdogerung. Die hier verwendete Kaplan-Meier Methode, bei
denen die Tumorkontrolle in Abhangigkeit der Zeit aufgetragen ist, korrigiert den
entstandenen Fehler.

Die folgenden Darstellungen zeigen den prozentualen Anteil der Tiere im
jeweiligen Versuchsarm unter lokaler Tumorkontrolle. Dies sind Tiere, die
Tumoren tragen, die sich unter dem achtfachen des Ausgangsvolumens
befinden. Wéahrend bei Darstellung der Tumorverdoppelungszeiten in Kapitel
3.3. nur die Verzdgerung demonstriert wird, mit welcher die Tumoren ihr
Volumen verdoppeln, stellen diese Abbildungen direkt den Anteil der Mause
dar, deren Tumore durch die Behandlung lokal kontrolliert wird. Dies bringt den
Vorteil, in diesem Fall nicht nur zu sehen, wie viel Zeit vergehen muss, die
diese Tumoren bendtigen um ein bestimmtes Volumen zu erreichen, sondern
konkret darstellen zu kénnen, wie lange und effektiv die Therapie es schafft die
Tumoren der Tiere unter der Grenze dieses achtfachen Volumens zu halten.
Dies ist eine Darstellung, die der klinisch-onkologischen Betrachtungsweise

naher kommt.

Die Abbildungen 17-19 zeigen den zeitlichen Verlauf behandelter Tiere unter
Antikdrpermonotherapie und kombinierter Therapie in den drei verwendeten
Dosierungen im Vergleich, sowie Kontrollgruppe und die Versuchsgruppe unter

Monotherapie mit fraktionierter Bestrahlung.

In Abbildung 17 wird der zeitliche Verlauf der lokalen Tumorkontrolle nach
Verwendung der 0,1 mg/kg Dosierung dargestellt. 50% der Tumoren der
Kontrollgruppe sind schon an Tag 25 nicht mehr unter der Grenze des
achtfachen Tumorvolumens, um den Tag 40 gibt es keinen Tumor mehr, der
dieses Kriterium erfullt. Tumoren, die mit fraktionierter Bestrahlung behandelt
wurden, sind bis Tag 25 hingegen noch alle unter dem geforderten Volumen,
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erst an Tag 58 gibt es keinen Tumor mehr, der das Achtfache des
Ausgangswerts unterschreitet.

Der Vergleich der beiden Monotherapien, Bestrahlung und Antikorpertherapie
zeigt, dass bis Tag 35, kein grof3er Unterschied in der lokalen Tumorkontrolle
zu verzeichnen ist. Erst im weiteren Verlauf bietet die HGS-ETR-2-
Antikérpergabe einen Vorteil. Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von
90 Tagen, verbleiben 11% der Tumoren unter lokaler Tumorkontrolle. Dies

entspricht einer Maus von neun untersuchten Tieren der Versuchsgruppe.
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Abb. 17: Kaplan-Meier Darstellungen der Versuchsarme mit einer

Antikérperdosierung von 0,1 mg/kg HGS-ETR2/ Lexatumumab (ETR2) mit
oder ohne fraktionierter Bestrahlung. Die lokale Tumorkontrolle [%] ist dabei
der prozentuale Anteil der Tiere, bei denen das gemessene Tumorvolumen
unter dem achtfachen Volumen des Ausgangswertes liegt. (p = ns, nicht
signifikant, Vergleich von Radiomonotherapie und kombinierter Therapie).

Die Behandlungskombination zeigt gegentiber den beiden Monotherapien einen
deutlichen Vorteil. Erst an Tag 40 haben 50% der Tumoren das nétige Volumen
Uberschritten. An Tag 58 sind noch 2 von 8 Mausen der Behandlungsgruppe
unter lokaler Tumorkontrolle, dies entspricht 25%. Ab Tag 78 sind es noch
12,5% die Uber den gesamten Beobachtungszeitraum das geforderte Volumen
unterschreiten.

In Abbildung 18 sind die vier Versuchsarme unter der Verwendung der
Dosierung von 1,0 mg/kg dargestellt. Die héhere Dosierung von HGS-ETR-

2/Lexatumumab zeigt im Vergleich zur alleinigen fraktionierten Bestrahlung
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einen deutlich starkeren Effekt auch schon zu Beginn der Beobachtung, im
Gegensatz zum Verhalten unter niedrigerer Dosierung mit 0,1 mg/kg
(Abbildung. 17).
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Abb. 18: Kaplan-Meier Darstellungen der Versuchsarme mit einer

Antikdrperdosierung von 1,0 mg/kg HGS-ETR2/ Lexatumumab (ETR2) mit
oder ohne fraktionierter Bestrahlung. Die lokale Tumorkontrolle [%] ist dabei
der prozentuale Anteil der Tiere, bei denen das gemessene Tumorvolumen
unter dem achtfachen Volumen des Ausgangswertes liegt. (p = ns, nicht
signifikant, Vergleich von Radiomonotherapie und kombinierter Therapie).
In Abbildung 18 sind die vier Versuchsarme unter der Verwendung der
Dosierung von 1,0 mg/kg dargestellt. Die hohere Dosierung von HGS-ETR-
2/Lexatumumab zeigt im Vergleich zur alleinigen fraktionierten Bestrahlung
einen deutlich starkeren Effekt auch schon zu Beginn der Beobachtung, im
Gegensatz zum Verhalten unter niedrigerer Dosierung mit 0,1 mg/kg (siehe
Abbildung. 17). Bei Verwendung der Monotherapie des Antikdrpers
unterschreiten Uber 50% der Tumoren bis Tag 85 der Beobachtung das
Achtfache des Ausgangsvolumens, an Tag 90, dem Ende der
Beobachtungszeit, befindet sich ein Drittel der Tumoren unter lokaler Kontrolle.
Die widerspriichliche Aussage der in Abbildung 15 (Kapitel 3.3.) dargestellten
Daten spiegeln sich in diesem Histogramm der entsprechenden Konzentration
wider. Die Kombinationstherapie scheint hier schlechtere Ergebnisse zu

erzielen als eine AntikGrpermonotherapie.
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Abb. 19: Kaplan-Meier Darstellungen der Versuchsarme mit einer

Antikérperdosierung von 10,0 mg/kg HGS-ETR2/ Lexatumumab (ETR2) mit
oder ohne fraktionierter Bestrahlung. Die lokale Tumorkontrolle [%] ist dabei
der prozentuale Anteil der Tiere, bei denen das gemessene Tumorvolumen
unter dem achtfachen Volumen des Ausgangswertes liegt. (p = ns, nicht
signifikant, Vergleich von Radiomonotherapie und kombinierter Therapie).

Die Verwendung der hochsten verwendeten Konzentration von 10,0 mg/kg wird
in Abbildung 19 dargestellt und verglichen. Sofort wird der durchschlagende
Effekt der hohen Dosierung des Antikdrpers deutlich. Gegentber Abbildung 15
in Kapitel 3.3. bietet diese Darstellung den Vorteil, den Effekt von
Antikdrpermonotherapie und kombinierter Behandlung differenzieren zu
konnen. Dies liegt daran, dass das mittlere Tumorendvolumen der beiden
Behandlungsgruppen uber den gesamten Behandlungszeitraum nie das
achtfache Tumorvolumen Uberschritten hat. Einzelne Versuchstiere hingegen
habe diese Marke erreicht und kommen in dieser Darstellung einzeln zur

Geltung.

Bei alleiniger Behandlung mit HGS-ETR-2/Lexatumumab erreicht der erste
Tumor das achtfache Volumen des Ausgangswertes an Tag 19, bei
kombinierter Therapie ist das erst an Tag 50 der Fall, zwei Drittel der
beobachteten Tiere, was sechs von neun Mausen entspricht, unterschreiten
das achtfache Tumorvolumen. Im Behandlungsarm der kombinierten Therapie
befanden sich acht Tiere, sieben unterschritten das Volumen bis Tag 50, was

87,5 % entspricht. Eine weitere Maus Uberschritt das Volumen der lokalen
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Tumorkontrolle im Beobachtungszeitraum, so dass 75% der Tumoren im
Beobachtungszeitraum unter dem geforderten achtfachen Volumen blieben. Ein
Trend zum Vorteil der kombinierten Therapie ist auch bei dieser hohen

Dosierung erkennbar, wenn auch nicht signifikant.

Obwohl die Unterschiede der Therapieverlaufe nicht signifikant sind,
unterstreichen die Darstellungen in Kapitel 3.3. und 3.4. die Ergebnisse aus
Kapitel 3.2. Der Vorteil der kombinierten Therapie gegenuber der alleinigen
Applikation von HGS-ETR-2/Lexatumumab selbst in hohen Konzentrationen
zeigt sich auch bei dieser gewahlten Darstellung. Welche Qualitat der
Wirkungsverstarkung hier vorliegt, d.h. ob es sich um einen additiven oder
synergistischen Effekt handelt, geht aus den erhobenen Daten nicht hervor und
muss Ziel weiterer Untersuchungen sein. Aus diesem Grund wird in dieser
Arbeit von einer additiven Wirkungsverstarkung der fraktionierten Radiotherapie
und HGS-ETR-2-Applikation ausgegangen.

3.5 Toxizitat der Therapie

Durch Berechnung des medialen maximalen Gewichtsverlust innerhalb der
ersten 20 Tage der Therapie wurde auf die Toxizitat der Therapie geschlossen.
Dabei wurde der maximale Gewichtsverlust in Bezug zu dem Ausgangsgewicht
an Tag 1 der Behandlung gesetzt.

Von insgesamt 67 behandelten Tieren verstarben zwei Mause vorzeitig und
ohne Assoziation zur Tumorgrof3e. Dabei wurde einzig ein erheblicher
Gewichtsverlust in den Tagen vor dem Exitus beobachtet. In beiden Fallen lag
die intraperitoneale Applikation des Antikdrpers schon Wochen zuriick, eine
frih-toxischer Effekt der Behandlung scheidet somit aus.

Die Ubertragung des Gewichtsverlusts einer Maus auf die Toxizitat des
Antikorpers lasst keine feinere Differenzierung zu. Da wir keine feingewebliche
Untersuchung verschiedener Organgewebe durchfiihrten, kénnen wir somit
keine Aussage Uber eine spezielle Organschadigung treffen. Ebenso lasst diese
Betrachtung keine Ruckschlisse auf das potentiell toxische Verhalten im

menschlichen Organismus zu.
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Die Kontrollgruppe zeigt, dass Uber einen Beobachtungszeitraum von 20 Tagen
der Gewichtsverlust auch ohne Therapie fast 8% betragen kann. Die Tiere aus
allen Versuchsarmen mit Behandlung liegen sogar noch unter diesem Wert.
Somit haben wir bei dieser Betrachtung keinen Anhalt flr eine toxische

Wirkung.

Tab. 5: maximaler Gewichtsverlust bezogen auf das Ausgangsgewicht an Tag 1
der Behandlung.

Therapie max. Gewichtsverlust | Gesamtzahl der
[%6] Tiere
Kontrolle 7,6 8
nur Bestrahlung (RT, 5x3 Gy) 5,6 7
HGS-ETR-2 0,1 mg/kg 0 9
HGS-ETR-2 0,1 mg/kg + RT 4,3 8
HGS-ETR-2 1,0 mg/kg 2,7 9
HGS-ETR-2 1,0 mg/kg + RT 3,0 9
HGS-ETR-2 10,0 mg/kg 3,0 9
HGS-ETR-2 10,0 mg/kg + RT 15 8

3.6 Exemplarischer Behandlungsverlauf eines Xenograft-
Tumors

Am Beispiel einer Maus, die mit 1,0 mg/kg und 5 x 3 Gy kombiniert therapiert
wurde, soll hier der Therapieverlauf exemplarisch gezeigt werden. Hier zeigt
sich der ideale Verlauf mit anfanglicher Tumorregression und anschlielRendem

Wachstum des Xenograft-Tumors.

Dieser beispielhafte Verlauf zeigt nach Behandlungsbeginn an Tag 1 einen

sichtbaren Rickgang der Tumorgrée. Schon an Tag 5 ist die
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Volumenreduktion klar erkennbar und schreitet bis zum 18. Beobachtungstag
fort, an welchem der Tumor dann sein minimales Volumen erreicht. Im
Folgenden wéchst der Tumor wieder, bis er sein Ausgangvolumen schlie3lich

Uberschreitet und an Tag 81 das maximale dokumentierte Volumen erreicht ist.

An Tag 1 und 81 treten die Tumoren durch die starke Vaskularisation und
Angioproliferation deutlich gerétet in Erscheinung. Im dazwischen liegenden
Zeitraum von Behandlung und Nachbeobachtung ist allerdings keine R&étung
mehr zu sehen, die Tumorregression lauft ohne makroskopische Anzeichen
einer Entziindung ab. Dies spricht gegen das Vorliegen eines nekrotischen
Prozesses und fur das Absterben von Tumorzellen durch Apoptose.
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Abb. 20: Verlaufsbeobachtung der TumorgréfRe bei einer NMRI nu/nu Nacktmaus
mit einem Colo205-Xenograft unter einer Therapie mit HGS-ETR-
2/Lexatumumab 1,0 mg/kg und fraktionierter Bestrahlung (5x3Gy).
Ausgangsvolumen 103 mms3, Beobachtungszeitraum Tag 1 — 81.
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war, im Nacktmausmodell zu klaren, ob sich die
vielversprechenden Ergebnisse aus unserem Labor und aus Arbeiten anderer
Autoren mit dem Antikorper HGS-ETR-2/Lexatumumab bestatigen und auf ein
in vivo-Modell Ubertragen lassen (Marini et al., 2006, Georgakis et al., 2005; de
Bono et al., 2004). Das AulRergewohnliche dieser Arbeit ist, dass der humane
monoklonale Antikérper HGS-ETR-2/Lexatumumab erstmalig in Kombination
mit ionisierender Strahlung im Tiermodell eingesetzt wurde und somit das erste
Mal Informationen Uber die Qualitat der Wirksamkeit dieser Kombination
gewonnen werden konnten. Dieser in vivo-Ansatz erganzt die parallel hierzu
durchgefiihrten in vitro-Untersuchungen mit den Zellreihen Colo205, HCT15
und HCT116 (Stefanie Denzinger, Promotionsschrift). Ergebnisse dieser
Arbeiten sind bereits 2006 publiziert worden (Marini et al., 2006). Im
Vordergrund der Untersuchung steht der Vergleich der Monotherapie mit
fraktionierter Bestrahlung oder alleiniger Antikorperapplikation und der
kombinierten Therapie mit HGS-ETR-2/Lexatumumab und Bestrahlung. Hierbei
sollen mdgliche additive Effekte beider Therapieansatze untersucht werden.

Die Ergebnisse aus Kapitel 3.1. bestatigten, dass die Wirkung des Antikorpers
eine Dosisabhangigkeit aufweist. Die Verwendung der niedrigsten Dosis von
0,1 mg/kg erzielte bei den Tumoren eine Wachstumsverzdgerung, das stetige
Wachstum lie3 sich aber nicht aufhalten. Hingegen erzielten beide hohere
Konzentrationen, 1,0 und 10,0  mg/kg, eine  vorubergehende
Tumorverkleinerung, wobei die hohere Konzentration eine starker ausgepréagte
Wirkung zeigt. Die Untersuchung der Dosiswirkungsbeziehung ist dabei im
Kontext einer Dosisfindung zu sehen, welche fur die an diesen Versuch

anknipfenden Langzeituntersuchungen von Bedeutung sind.

Der Vergleich der relativen Tumorvolumina Uber den Behandlungs- und
Beobachtungszeitraum von Mausen nach alleiniger Bestrahlung versus Tieren
nach alleiniger Applikation des Antikdrpers lasst erkennen, dass HGS-ETR-2
gegenuber den hier eingesetzten Colo 205 Tumorzellen sehr effektiv wirksam
ist. Die verwendeten Konzentrationen 1,0 und 10,0 mg/kg erzielen eine sehr viel

starkere Wirkung als die fraktionierte Bestrahlung mit 5 x 3 Gy.
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Fir die Auswertung stellte sich die starke Wirkung des Antikdrpers alleine in
hoher Dosierung als problematisch heraus. Hoch konzentriert (10mg/kg KG) hat
HGS-ETR-2/Lexatumumab einen so starken Effekt, dass eine Beurteilung und
Differenzierung des Wirkungszusammenhangs kaum mdoglich ist. Einzig die
Kaplan-Meier-Darstellung der 10 mg/kg Dosierung lasst noch die Wirkungen
der Antikbrpermonotherapie und der Kombinationsbehandlung differenzieren
und zeigt die leichte Uberlegenheit der kombinierten Therapie auch in dieser
hohen Konzentration. Besser darstellbar ist der zumindest additive
Zusammenhang anhand der Verlaufe mit niedriger Dosierung. Bei deren
Auswertung zeigt sich eine starkere Wirkung der Kombinationstherapie im
Vergleich zur HGS-ETR-2-Monotherapie in allen dargestellten Abbildungen
(Abbildung 11, 14, 17).

Deutlich Gberlegen ist die kombinierte Therapie bei Betrachtung der relativen
Tumorvolumina (Abbildung 11). Die Tumorverdoppelungszeit bei Verwendung
dieser Konzentration zeigt eine Verzogerung im Wachstum auf das Achtfache
des Ausgangsvolumens von 4,1 Tagen (Abbildung 14). Abbildung 17, die
entsprechende Kaplan-Meier Darstellung, demonstriert die starkere Wirkung
der kombinierten Therapie. Erst um Beobachtungstag 40 uberschreiten mehr
als 50% der Tumoren das Achtfache des Ausgangsvolumens, dem Volumen,
das als Grenze fiur die lokale Tumorkontrolle festgelegt wurde. Die
Antikdrpermonotherapie Uberschreitet diese Grenze schon um den 30.
Nachbeobachtungstag. Nicht nur der starke Effekt des Antikdpers lasst sich
erkennen, auch der Vorteil der Therapiekombination geht aus diesen Daten

hervor.

Welcher Effekt hier vorliegt, d.h. ob es sich hierbei um eine rein additive oder
aber eine, im Zellkulturversuch bereits nachgewiesene, synergistische Wirkung
handelt, ist aus diesen Ergebnissen nicht zu folgern.

Die Toxizitat des Antikérpers wurde anhand des maximalen medialen
Gewichtsverlusts beurteilt. Die hier verwendete Methode der Gewichtsmessung

liefert allerdings nur einen Anhaltspunkt auf eine mdgliche Unvertréglichkeit der
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Therapie und ersetzt keine histologische Untersuchung. Ein Hinweis auf eine
potentielle Toxizitat konnte bei uns nicht festgestellt werden.

Die makroskopische Beurteilung der Tumoren, reprasentativ dargestellt in
Kapitel 3.6., zeigt eine entzindungsarme Wirkung am Tumor. Diese
Beobachtung stutzt die Ergebnisse aus der Zellkultur, dass die Hauptwirkung
auf die Tumorzellen auf apoptotische Vorgéange zurtickzufuhren ist (Marini et
al., 2006; Doktorarbeit Stefanie Denzinger).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass HGS-ETR-2/Lexatumumab
alleine eine hohe Wirksamkeit und in Kombination mit ionisierender Strahlung
eine zumindest additive Wirkung im kolorektalen Nacktmaus-Xenograft-Modell

aufweist.
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4 DISKUSSION

Die durchschlagende Wirkung von HGS-ETR-2/Lexatumumab im Tierversuch
macht den Antikbrper zu einem groBen Hoffungstrager der kunftigen
Krebstherapie, besonders als Partner in einer Kombinationstherapie, z.B. mit
einem Zytostatikum oder aber, wie in dieser Arbeit dargestellt, mit ionisierender
Strahlung.

Dabei werden die Aspekte Wirksamkeit und vor allem auch die Sicherheit des
Antikorpers weiterhin untersucht werden mussen. Da TRAIL nach anfanglicher
Euphorie aufgrund einer potentiell leberschadigenden Wirkung etwas aus dem
Fokus klinischer Forschung geriet (Jo et al., 2001, siehe Kapitel 1.4), wird den
weniger toxischen, agonistischen TRAIL-Rezeptorantikrpern besondere
Aufmerksamkeit geschenkt. Die vorliegenden Versuche weisen auf eine
unbedenkliche Nebenwirkungsrate von HGS-ETR-2/Lexatumab hin, allerdings
bleibt bei Versuchen im Nacktmausmodell zu bedenken, dass Lexatumumab
ein humanisierten Antikorper ist und direkte Ruckschlisse auf die Wirkung bei
Menschen nur eingeschrankt zu ziehen sind (Grosse-Wilde, Promotionsschrift,
2001). Hier zeigen aber erste klinische Studien zufriedenstellende Ergebnisse
und bestétigen bisher die Unbedenklichkeit des Einsatzes des Antikdpers auch
am Menschen (de Bono, 2005; Plummer et al., 2007; Sikic et al., 2007; siehe
Kapitel 4.6).

Neben den hier vorliegenden Ergebnissen wurden im Verlauf der letzten Jahre
eine ganze Reihe von Untersuchungen mit HGS-ETR-2/Lexatumumab
durchgeflhrt, die alle auf eine durchschlagende Wirkung hinweisen. Bisher ist
allerdings keine Arbeit zur Kombination von HGS-ETR-2/Lexatumumab und
ionisierender Strahlung publiziert worden. Im Folgenden sollen die bereits

gewonnene Erkenntnisse diskutiert werden.

2001 untersuchten Ichikawa et al. die Effekte des ebenfalls homologen Anti-

DR5-Antikorpers TRA-8 auf eine Reihe leukamischer T- und B-Zellen sowie auf
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einige solide Tumore des Gehirns. Als Kontrollen diente dabei das
entsprechende Normalgewebe.

TRA-8 st ein IgGl-k Antikérper, der im Gegensatz zu HGS-ETR-
2/Lexatumumab nicht humanisiert vorliegt und damit auch nicht am Menschen
untersucht und verwendet werden kann. Daiichi Sankyo entwickelten daraus die
humanisierte Form CS 1008. Dieser Antikorper ist zurzeit Mittelpunkt von
Untersuchungen der Phase 1, ein Versuch der Phase 2 ist geplant. Klinische
Untersuchungen in Kombination mit einer Radiatio wurden allerdings mit
diesem Antikérper noch nicht durchgefihrt.

Um eine mogliche Abhangigkeit der Antikdrperwirkung von der
Oberflachenexpression des Ziel-Rezeptors zu uUberprufen, wurde die
Rezeptorendichte mit der effektiven Apoptosewirkung auf die Zelle korreliert. Es
zeigte sich, dass die jeweiligen gesunden Zellen keine detektierbare Dichte an
DR5-Rezeptoren an der Zelloberflache aufweisen, hingegen aber die jeweiligen
Krebszellen diese Rezeptoren exprimieren. Obwohl bei Jurkat-Zellen und der
Zellreihe CEM-6, zwei leukamischen Zellenreihen, nur ein geringes Mal3 an
Rezeptoren auf der Oberflache gemessen wurde, zeigten diese Zellen eine
hohe Apoptoserate nach TRA-8-Applikation. Auch bei den beobachteten
Astrozytomen korrelierte die Rezeptorexpression nicht mit der Wirkung des
Antikdrpers auf den Zellen (Ichikawa et al., 2001). Demnach liegt der Schluss
nahe, dass die Rezeptorendichte zumindest nicht der einzige bestimmende
Faktor ist, der die DR5-Wirkung auf Tumorzellen determiniert. Ahnliche
Resultate wurden auch in unserem Labor bei Untersuchung der kolorektalen
Zellreihen Colo205, HCT15 und HCT116 beobachtet. Obwohl alle drei
kolorektale Tumorzellreihen eine hohe Rezeptorendichte an ihrer Oberflache
aufweisen, ist die Wirkung des Antikorpers HGS-ETR-2 bei Behandlung von
Colo205-Zellen am durchschlagendsten (Marini et al.,, 2006). Ichikawa et al.
demonstrierten die Wirkung des Antikdpers auf Jurkat sowie Astrozytom-Zellen
im Tierversuch an Mausen. Allerdings wurde dabei ein anderer Versuchsaufbau
verwendet, als in der vorliegenden Arbeit. Nicht die Wirkung auf den manifesten
Tumor wurde untersucht, sondern in beiden Fallen folgte die

Antikoperapplikation nach Tumorzellinjektion bzw. Tumortransplantation sofort
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oder nach einer Woche post injectionem, also bevor sich Tumorzellen
organisieren und im Organismus verbreiten oder einen mef3baren Tumor bilden
konnten (Ichikawa et al., 2001). Die guten Ergebnisse von Ichikawa und
Mitarbeitern geben also einen Hinweis auf die Eigenschaft des Antikdrpers, bei
fruthem Einsatz ein Anwachsen bzw. eine Ausbreitung im Organismus zu
vermeiden, also im Sinne einer Krebsprophylaxe. Unser Versuchsaufbau
orientiert sich dagegen an der klinischen, onkologischen Routinesituation, in der
ein manifester Tumor behandelt werden muf3 und ist damit geeigneter,
Prognosen Uuber die klinische Relevanz zu treffen. Der mit HGS-ETR-2
behandelte Tumor hatte im vorliegenden Versuchsaufbau Gelegenheit, sich in
seinem neuen Wirt zu organisieren, Anschluss an das Gefal3system zu finden
und zu wachsen.

Georgakis et al. verwendeten HGS-ETR-2/Lexatumumab in Kombination mit
dem Anthrazyclin Doxorubicin und dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib. Diese
Kombination, wenn auch nicht am soliden Tumor sondern an humanen
Lymphom-Zellen durchgefiihrt, gibt uns Hinweise lber die Verknipfung von
extrinsischem und intrinsischem Signalweg, kann Gemeinsamkeiten, aber auch
Unterschiede der Wirkung aufzeigen. Durch die genannten Chemotherapeutika
wird dabei der intrinsische Signalweg der Apoptose ausgeldst, in dessen
Zentrum das aus dem Mitochondrium frei gewordene Cytochrom C steht.
Dieser Weg interagiert mit einem durch HGS-ETR-2/Lexatumumab extrinsisch
ausgelosten Prozess und besitzt als Bindeglied das Protein Bid (siehe Kapitel
1.1.2). Fast alle der 27 durch Georgakis und Mitarbeitern untersuchten
Lymphom-Zellreihen waren sensibel fir HGS-ETR-2/Lexatumumab und zeigten
eine mehr oder weniger stark ausgepragte Wachstumsverzégerung der
Lymphome. HGS-ETR-2 scheint also nicht nur ein wirkungsvoller
Apoptoseausloser in soliden Tumoren zu sein. Interessanterweise erzielte die
kombinierte Therapie mit HGS-ETR-2 und Doxorubicin einen starken,
synergistischen Effekt auf Jurkatzellen, hingegen zeigte die Applikation von
HGS-ETR-2 zusammen mit Bortezomib zwar einen starken, aber nur additiven
Effekt (Georgakis et al., 2005). Dabei wurde in einer vorausgegangenen Studie

mit  dieser Therapiekombination in Hodgkin-Lymphom Zellen eine
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synergistische Wirkung erzielt (Zheng et al., 2004). Demnach scheint jede
zytostatische Substanz sowie jede verwendete Zellreihe in einer mit HGS-ETR-
2/Lexatumumab kombinierten Therapie einzeln beurteilt werden zu mussen.
Dies spricht dafur, dass die regulierenden und verknipfenden Mechanismen
der beiden Signalwege sehr fein differenziert sind und generelle Voraussagen
bis zum endguiltigen Verstehen dieser Zusammenhange schwierig machen.

Die Wirkung von TRA-8 wurde ebenfalls in Kombination mit Strahlentherapie
getestet. Untersucht und dokumentiert wurde von Buchsbaum et al. die Wirkung
des Antikorpers in vitro und in vivo (Buchsbaum et al., 2003). Der Effekt der
Antikorpermonotherapie wurde dabei mit der kombinierten Behandlung mit
zusatzlicher Chemotherapie sowie Strahlentherapie verglichen.

Die Kombination mit Paclitaxel zeigte bei allen untersuchten Zellreihen nur
einen additiven Effekt. Hingegen demonstrierte die Kombinationstherapie mit
Adriamycin in vier der neun Zellreihen eine synergistische Verstarkung der
Therapien. Die Verwendung dieser Therapien im Mausmodell zeigte die
gleichen Effekte der kombinierten Therapie mit den verwendeten
Chemotherapeutika. Paclitaxel und TRA-8 wirkten stark, aber nur additiv,
Adriamycin in Verwendung mit TRA-8 zeigt durch seinen Synergismus eine
sehr starke Wirksamkeit (Buchsbaum et al., 2003). Diese Resultate stitzen die
schon angefihrte These, dass die Qualitat der Effektivitat der
Kombinationstherapie mit einem DR5-Rezeptorantikbérper sowohl vom
Kombinationspartner als auch von der untersuchten Zellreihe abhangen kann.
Die ebenfalls von Buchsbaum und Mitarbeitern kombinierte Antikorper-
Strahlentherapie, flr uns von besonderem Interesse, lieferte erste Erkenntnisse
dieser Therapie mit ionisierender Strahlung. Einen Synergismus zeigte sowohl
die Doppeltherapie von TRA-8 und Bestrahlung wie auch die dreifache
Therapie mit zusatzlich appliziertem Adriamycin, welche eine durchschlagende
Wirkung erzielte. Allerdings wurden an sechs Zeitpunkten in den ersten 24
Tagen des Versuchs der Antikorper appliziert. Diese oftmaligen
Dosisapplikationen kdnnte fur die starke Wirkung verantwortlich sein. In der hier
vorliegenden Dissertation wurde HGS-ETR-2 nur an drei Tagen appliziert, wir

bestrahlten allerdings dreimal haufiger mit 3 Gy als im beschriebenen Modell
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von Buchsbaum (Buchsbaum et al., 2003). Unser Therapieschema legte
dementsprechend mehr Wert auf die Komponente der Radiotherapie und
gewichtet ihre Wirkung starker. Dass die Therapie bestehend aus Antikdrper,
Radiotherapie mit 2 x 3 Gy und Adriamycin die starkste Wirkung erzielte,
Uberrascht bei dieser Therapiekombination aus drei Modalitaten nicht.

Weitere Resultate zeigt eine Untersuchung von TRA-8 an Zervixkarzinom-
Zellen, die mit Cisplatin, Topotecan, aber auch fraktionierter Bestrahlung
behandelt wurden. Straughn et al. demonstrierten die unterschiedlich starke
Oberflachenexpression des DR5-Rezeptors verschiedener Zellreihen. Auch hier
war im in vitro-Versuch ein synergistischer Effekt der Kombination mit beiden
Chemotherapeutika, aber auch mit der Bestrahlung mit 3 x 3 Gy, zu
beobachten. Der fur uns interessante in vivo-Versuch, der Vergleiche mit
unseren Ergebnissen zuldsst, zeigt eine deutliche Wachstumshemmung fur
Cisplatin und auch fur die durchgefuhrte TRA-8 Antikdrpertherapie. Ein
Synergismus aus intrinsischem und extrinsischen Signalweg war dabei
allerdings nicht sicher zu erkennen (Straughn et al., 2006).

Die oben beschriebenen Beobachtungen fir TRA-8 und Lexatumumab lassen
einige Schlisse zu. Eine antiapoptotische Wirkung sowie die Steigerung der
Effektivitat in Kombination mit DNA-schadigenden Modalitdten sind mehrfach
bestétigt worden. Fir uns ist aber die Qualitat dieser Verstarkung wichtig. Liegt
eine synergistische oder nur eine additive, unterstitzende Wirkung beider
Therapiemodalitaten vor? Nur der Synergismus zweier unterschiedlicher
Therapieoptionen ist fur die onkologische Therapie ein wirklicher Durchbruch
und beséalle die Mdglichkeit, die Dosierungen der einzelnen Modalitaten zu
reduzieren und damit potentielle Nebenwirkungen zu verringern.

Bisher lassen sich keine klaren Kriterien erkennen, an denen das Wirken einer
kombinierten Therapie vorhersagbar gemacht wird. Der Effekt einer
Kombinationstherapie scheint sehr abhangig von der spezifischen Zellreihe, wie
auch von der zweiten Therapiemodalitat zu sein. Auch die
Oberflachenexpression des Rezeptors scheint Uber Wirkungsstarke und

Verstarkungsmodus keine Prognose zuzulassen. Welchen Einfluss die decoy-



DISKUSSION 56

Rezeptoren TRAIL-R3 und TRAIL-R4 auf die Empfindlichkeit der Tumorzellen
gegenuber einer solchen Therapie haben, ist noch unklar.

Wie oben beschrieben, wurde die HGS-ETR-2-Wirkung in Kombination mit
zytostatischen Substanzen ebenfalls untersucht. Diese Ergebnisse sind mit
TRA-8 vergleichbar, d.h. es wurden synergistische wie additive Effekte
beschrieben. Allerdings wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals die
Kombination mit fraktionierter Bestrahlung in vivo untersucht und Ergebnisse
teilweise bereits publiziert (Marini et al. 2006). In dieser Publikation wurden
parallel dazu auch in vitro Ergebnisse zur Kombinationstherapie an drei
verschieden kolorektalen Karzinom-Zellreihen (Colo205, HCT15, HCT116)
gezeigt. Die einmalige Bestrahlung mit 10 Gy und die HGS-ETR-2
Antikdrperapplikation erzielte bei Colo205 die starkste Wirkung. Die kombinierte
Therapie war den beiden Monotherapien deutlich Gberlegen.

Gleichzeitig sind dies die ersten Untersuchungen zur Wirkung auf ein
kolorektales Karzinom. Bisher lagen Studien zu einer ganzen Bandbreite
leukamischer und solider Tumoren vor (Georgakis et al., 2005; Zeng et al.,
2006; Younes et al, 2006; Shimada et al., 2007; Belyanskaya, et al., 2007). Da
das kolorektale Karzinom zu den haufigsten Malignomen der westlichen
Industriestaaten gehort, sind neue, wirksame Therapiemdglichkeiten gegen

diese Tumorentitat aus epidemiologischer Sicht von besonderem Interesse.

Mechanismen auf zellularer Ebene, die flr einen synergistischen oder auch nur
additiven Effekt einer Kombinationstherapie verantwortlich sind, bilden den
entscheidenden Hintergrund dieser Arbeit. Einer der wichtigen koordinierenden
Faktoren ist das aus der Bcl-2-Familie stammende pro-apoptotische Protein
Bax (von Haefen et al., 2004; Wendt et al., 2005). Dieses ist ein im Zytosol
gesunder Zellen vorliegendes Monomer. In apoptotischen Zellen oligomerisiert
aktiviertes Bax und wird in die auf3ere mitochondriale Membran integriert, die
dadurch durchlassig fur Apoptose regulierende Proteine wird (Antonsson et al.,
2001). Als Protein das an der mitochondrialen Membran wirkt, kommt Bax eine
entscheidende Rolle bei der Frage zu, ob die Rezeptoraktivierung fahig ist,
letztendlich eine Apoptose auszulosen. LeBlanc et al. zeigten an
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Kolonkarzinomzellen, dass Bax fir die TRAIL-induzierte Apoptose obligater
Bestandteil ist: Zellen ohne Bax waren resistent gegeniiber TRAIL, wohingegen
Bax-exprimierende Zellen nach TRAIL-Behandlung in die Apoptose gingen
(LeBlanc et al., 2002). An dem Punkt ansetzend, wo beide Wege der
Signalkaskaden zusammenlaufen, ist dieses Protein von Bedeutung fir einen
synergistischen Effekt. Von Haefen et al. konnten an Prostatakarzinomzellen
zeigen, dass die Expression von Bax wichtiger Bestandteil des synergistischen
Mechanismus von TRAIL und dem Chemotherapeutikum 5-FU ist, die
Arbeitsgruppe um Wendt zeigte die gleiche Abhangigkeit fir die Kombination
TRAIL und Radiotherapie (von Haefen et al., 2004; Wendt et al., 2005).

Anhand der Tatsache, dass die Aktivierung von Bax und Bak direkte Folge der
tBid-Aktivitat ist, erklart sich die herausragende Rolle dieses Proteins (Wang et
al., 1996). Die Annahme, es lagen bei der durch Rezeptoren ausgeldsten
Apoptose zwei Wege vor, die klar voneinander zu trennen sind, hat sich nicht
bestétigt. Vielmehr scheinen sich beide Mechanismen, die direkte
Effektorcaspasen-Aktivierung und der ,Umweg“ Uber das Mitochondrium,
gegenseitig zu unterstitzen. Es ist noch nicht endgultig geklart, ob die direkte,
unmittelbare Aktivierung der Effektorcaspasen Uber Caspase 8 durch
Rezeptoraktivierung tberhaupt ausreicht, die Apoptose auszufuhren. Hinweise
liegen vor, dass erst die Verstarkung des Prozesses durch mitochondriale
Faktoren dazu fuhrt, dass genug aktivierte Caspase 8 bereit gestellt wird um die
apoptotische Wirkung zu erzielen (Scaffidi et al., 1998). Aus diesen Grinden
liegt es nahe, an einen Mechanismus zu denken, bei dem DNA-schadigende
Prozesse Uber die zusatzliche Wirkung am Mitochondrium die Schwelle fir eine
erfolgreiche Apoptose durch extrazellulare Rezeptoraktivierung tUberhaupt erst
maoglich machen. Bei dieser Betrachtung stellt sich die Frage, ob das massive
Vorliegen aktivierter Caspase 8 gar nicht die Ursache sondern die Konsequenz
der tBid vermittelten Prozesse ist und sich dieser Signalweg so selbst verstarkt
(Broaddus et al., 2005).

An einem Beispiel mit HGS-ETR-2/Lexatumumab haben dies Georgakis et al.
an einer Reihe hamatologischer Malignome gezeigt. Sie untersuchten die

Wirkung des Antikdrpers und demonstrierten neben der guten Wirksamkeit,



DISKUSSION 58

auch in Kombination mit Chemotherapeutika, eine Korrelation der
Ligandenwirkung mit der Hohe der vorliegenden Bid-Expression der jeweiligen
Zellreihe. Ein Fehlen von Bid resultierte in einer Resistenz gegentber HGS-
ETR-2 (Georgakis et al., 2005).

Es ist die Verknupfung des extrinsischen und intrinsischen Apoptosesystems
Uber tBid welche die Mdglichkeit einer synergistischen Wirkung wahrscheinlich
werden lasst. Somit ist dieser verknipfende Mechanismus der zentraler
Prozess fur unseren Versuchsaufbau auf den die durchschlagende,

Resistenzen uberwindende Wirkung der kombinierten Therapie basiert.

HGS-ETR-1/Mapatumumab, ein Antikérper gegen den DRA4-Rezeptor von
Human Genome Sciences, wurde zeitgleich mit HGS-ETR-2/Lexatumumab
untersucht. Dank des identischen Versuchsaufbau lassen die Daten einen
direkten Vergleich zu.

Die Hypothese, dass die Wirkung von HGS-ETR-2/Lexatumumab starker als
die von HGS-ETR-1/Mapatumumab ist, konnte bestatigt werden. Die
Ergebnisse der Promotionsschrift von Stefanie Denzinger (Marini et al, 2006)
zeigen die durchschlagenden Ergebnisse einer in vitro-Behandlung von
Colo205-Zellen und bestédtigte die grolle Potenz von HGS-ETR-
2/Lexatumumab. HGS-ETR-1/Mapatumumab fihrte nach 48h zu einer
Apoptoserate von 40-50%, auf HGS-ETR-2/Lexatumumab reagierten die Zellen
zu uUber 80% apoptotisch. Auf eine kombinierte Therapie zeigten die Zellen
allerdings sowohl auf HGS-ETR-1 und auf HGS-ETR-2 mit einer Apoptoserate
von ca. 90% nach 48h die gleiche Reaktion. Die Wirkung scheint bei Colo205
nahezu ausgeglichen. Bei HCT15-Zellen, ebenfalls einer kolorektalen
Tumorzellreihe, war bei HGS-ETR-2/Lexatumumab wieder ein Wirkungsvorteil
zu beobachten. Die Beobachtungen in vivo unterstreichen diese Ergebnisse
noch. So fuhrte die Monotherapie mit beiden Antikérpern in aquivalenter Dosis
von 1,0 mg/kg zu einer Tumorverdoppelungszeit von 24 Tagen bei HGS-ETR-1
und 81 Tagen bei HGS-ETR-2, im Gegensatz zu den unbehandelten Tieren, bei
denen sich der Tumor innerhalb 5,6 Tage verdoppelte (Marini et al., 2006).
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Eine Studie, die ebenfalls den Vergleich der beider Antikorper ermdglicht, liegt
von Georgakis et al. vor. An einer Reihe verschiedener Lymphomzellen
getestet, zeigte sich, dass die meisten von ihnen, darunter Jurkat- und Non-
Hodgkin-Zellen, sensitiv gegentiber beider Antikdrper sind. Es ergab sich hier
nur ein geringer Unterschied in der Wirkungsstarke beider Liganden. Die
Kombination mit den Chemotherapeutika Bortezomib und Doxorubicin zeigten
an diesen Zellen eine Wirkungsverstarkung (Georgakis et al., 2005).

Die im vorangegangenen beschriebenen, aber auch weitere Untersuchungen
verdeutlichen, dass auch mit HGS-ETR-1/Mapatumumab eine effektive
Therapie moglich erscheint (Zeng et al., 2006; Humphreys et al., 2005),
wenngleich auch HGS-ETR-2/Lexatumumab das grof3ere apoptotische
Potential aufweist. Naheliegend wére eine Kombination beider Antikorper.
Diese hatten mdglicherweise gemeinsam das Potential, eine Apoptose
auszulosen. Wenn man allerdings bedenkt, dass beide Signalwege in einer
Caspase 8-Aktivierung enden, ist wohl nur eine additive Verstarkung der
Wirkung zu erwarten. Die Untersuchung von Marini et al. bestétigt dieses
Verhalten (Marini et al., 2006).

Die vorliegende Arbeit zeigte zum ersten Mal Ergebnisse zur
Therapiekombination von HGS-ETR-2/Lexatumumab mit fraktionierter
Strahlentherapie. Bisher lagen nur Ergebnisse anderer Antikérper, wie TRA-8
oder die kombinierte Therapie von HGS-ETR-2/Lexatumumab mit
verschiedenen Zytostatika, vor. Die meisten Studien betrachten vor allem die
Wirkung auf leukdmische Tumorzellen oder auf Tumoren des ZNS oder der
Mamma. Die Studienlage zum epidemiologisch bedeutsamen kolorektalen
Karzinom ist sehr dinn.

Nachdem der agonistische anti-DR5 Antikorper HGS-ETR-2/Lexatumumab und
auch der agonistische anti-DR4 Antikdrper HGS-ETR-1/Mapatumumab auf
Wirksamkeit und Sicherheit in vitro und in vivo in einigen Studien getestet
wurden, sind diese beiden voll humanisierten Antikorper mittlerweile
Gegenstand klinischer Forschung in Phase 1 und 2 (deBono, 2005; Plummer et
al., 2007; Hotte et al., 2005; Kanzler et al, 2005). Mit TRA-8 ist dies erst
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maoglich, seit die Entwicklung der humanisierten Form dieses Antikorpers, CS
1008, abgeschlossen wurde. Erste klinische Studien sind im Prozess der Phase
1 (Pressemitteilung Daichii Sankyo). Klinische Studien mit Mapatumumab
bestéatigen bisher die Sicherheit dieses Antikorpers und lassen sein grol3es
vorhandenes therapeutische Potential erkennen (Hotte et al., 2005; Kanzler,
2005).

HGS-ETR-2/Lexatumumab wurde in niedrigen Dosierungen bisher gut
vertragen (deBono, 2005; Plummer et al., 2007, Patanaik et al., 2007). In zwei
Studien wurde ein Anstieg der Serumamylase bei Verwendung einer hohen
Konzentration beobachtet. Dies konnte als erstes Anzeichen einer
Unvertraglichkeit gedeutet werden (deBono, 2005; Plummer et al., 2007) und es
wird notig sein, sich diesem Problem in Zukunft zu widmen.

Obwohl in oben genannten Untersuchungen konstant erste Erfolge zu
verzeichnen waren und abhangig von der verwendeten Dosis ein
vorubergehendes Aufhalten der Tumorprogression beobachtet wurde, blieb der
durchschlagende Erfolg bisher aus. Zu bedenken ist dabei, dass HGS-ETR-2
meist als Monotherapie eingesetzt wurde, sein Potential als Partner in einem
kombinierten Therapieansatz somit noch nicht zum Tragen kam. Sikic et al.
verwendeten in ihrer klinischen Studie der Phase 1b erstmalig HGS-ETR-2 in
Kombination mit den Zytostatika Gemcitabine, Pemetrexed, Doxorubicin und in
einem FOLFIRI-Therapieschema (Folinsaure, 5-FU, Irinotecan). Der Antikorper
wurde auch unter Kombinationstherapie gut vertragen und Uber oben
geschilderte Ergebnisse heraus wurde zum Teil eine voribergehende
Tumorregression beobachtet (Sikic et al.,, 2007). Die frihe Klinische
Erforschung von HGS-ETR-2/Lexatumumab bestéatigt unsere gewonnene
Erkenntnis, dass dieser Antikorper vor allem eine Therapieoption darstellt, die in
Kombination mit anderen Medikamenten sein volles Potential entfaltet und
deren Synergismus in der Lage ist, Resistenzen einer Tumorzelle zu
Uberwinden. Erst klinische Studien werden zeigen, ob die grof3e Rolle der
Strahlentherapie in einem kombinierten Therapieansatz, wie sie diese Arbeit am
Tiermodell belegt, fir die Krebstherapie therapeutische Relevanz haben wird.
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Die vorliegenden Ergebnisse zur Therapie mit den Antikdrpern alleine, wie auch
in Kombination mit Chemo- oder Strahlentherapie im praklinischen und
klinischen Versuch an einer groBen Bandbreite solider wie auch
hamatologischer Malignome geben Hoffnung fir die weiterfiihrenden klinischen
Untersuchungen und eine mogliche zukinftige Nutzung in der modernen
Tumortherapie. Wichtig erscheint, in kiinftigen Versuchen nicht nur die Wirkung
der Antikoérper alleine zu untersuchen, sondern die Moglichkeit einer
synergistischen Wirkung in Kombination mit verschiedensten
Chemotherapeutika und der Strahlentherapie gezielt zu untersuchen, um
resultierenden Vorteile klinisch nutzen zu kdnnen.

Durch seine durchschlagende Wirkung und sein hohes therapeutisches
Potential in der Kombinationstherapie ist HGS-ETR-2 ein vielversprechender

Kandidat fur die moderne Krebstherapie.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Aufgrund der wachsenden Bedeutung neoplastischer Erkrankungen als
zweithaufigste Todesursache in westlichen Industrielandern, kommt der
Erforschung und Entwicklung neuer Strategien in der Krebstherapie eine immer
groRer werdende Bedeutung zu. Die Nutzung der Strahlentherapie in den
vergangenen Jahrzehnten hat dabei Moglichkeiten geschaffen, mit
multimodalen Therapieschemata eine Vielzahl von Tumoren effektiv zu
behandeln. Allerdings sind der Wirkung der Strahlentherapie, wie auch der
Chemotherapie, durch zahlreiche Resistenzmechanismen entarteter Zellen
Grenzen gesetzt. Die Erforschung molekular zielgerichteten Therapieformen
(targeted therapy) wie z.B. die Behandlung mit Zelltodliganden, die durch
Rezeptorenaktivierung in der maligne transformierten Zelle den programmierten
Zelltod auslosen konnen, hat in den letzten Jahren an Bedeutung
zugenommen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Wirkung des monoklonalen, am
DR5-Rezeptor agonistisch wirkenden Antikorpers HGS-ETR-2/Lexatumumab.
Im Mausmodell an einem Coloncarcinom-Xenograft-System wurde die
Auswirkung der kombinierten Behandlung mit dem Antikorper und fraktionierter
Strahlentherapie untersucht.

Durch den Vergleich der verschiedenen Versuchsarme konnte eine
dosisabhangige Wirkung des Antikorpers festgestellt werden. Die Kombination
von Antikorper und fraktionierter Bestrahlung liel3 erkennen, dass diese
wirksamer war als jede Behandlungsmodalitat alleine. Die Applikation von
Antikdrper und Bestrahlung hatte eine signifikante Wirkungsverstarkung ohne
messbare Toxizitat im Tiermodell zur Folge.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die kombinierte Therapie agonistischer
Antikorper als  molekular zielgerichtete Therapie mit klassischer
Strahlentherapie durch ihre sich potenzierende Wirkung einen neuen, im
praklinischen Versuch hoffnungsvollen Therapieansatz darstellt, Resistenzen
von Tumorzellen zu Uberwinden. Die tatsachliche Effektivitat und Vertraglichkeit

fur den Menschen soll in zukinftigen Kklinischen Studien geklart werden.
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