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Einleitung

Trotz umfangreicher molekularbiologischer Forschung auf dem Gebiet der
Rezeptortyrosinkinasen und der zellularen Wirkmechanismen gibt es derzeit noch
kein Testverfahren, welches das Ansprechen von Mamma- und Magenkarzinomen
auf eine Antikorpertherapie absolut zuverlassig vorhersagt.

15-20% aller Mammakarzinome und ungefahr 20% aller Magenkarzinome zeigen
eine HER-2/neu Uberexpression an der Tumorzelloberflache. Dies ist durch eine
Genamplifikation des HER-2/neu Gens bedingt. Diese fuhrt zu einer
Uberexpression, welche mittels Immunhistochemie nachgewiesen wird. Die
Genamplifikation (in vivo Vermehrung von DNA-Abschnitten) wird mittels in-situ-
Hybridisierungsverfahren nachgewiesen. Trotz der guten Etablierung dieser
Methoden in der klinischen Pathologie ist es bisher nicht exakt mdoglich
Vorherzusagen, ob Patientinnen mit HER-2 Positivitat tatsachlich auf eine
Antikérpertherapie ansprechen werden. Die Ursache fiur ein fehlendes Ansprechen
liegt im komplexen zellularen Wirkmechanismus von HER-2 und den
nachfolgenden zellularen Prozessen, wobei zahlreiche individuelle Einflulfaktoren
bestehen: z.B. Dimerisierungspartener des HER-2 Rezeptors, Mutation von PTEN
oder PI3K.

Ziel dieser Arbeit: Erarbeitung der HER-2/neu Wirkmechanismen auf
zellularer Ebene, Darstellung der Pathways und Interaktionen mit anderen
Rezeptortyrosinkinasen. Ableitung moglicher Ansatzpunkte fir pradiktive

Tests.

Dies ist von Bedeutung, weil die HER-2/neu Testung derzeit immunhitochemisch
und/oder mittels in-situ Hybridisierung erfolgt und hinsichtlich der Therapie des
Mammakarzinoms und des Magenkarzinoms die mal3gebliche Entscheidungshilfe
darstellen. Trotz der gut etablieten Tests sprechen nur ca. 40-50% der
Patientinnen auf die Antikdrpertherapie mit Trastuzumab (targeted-therapy) an.
Ein verbesserter Testansatz, welcher aber die Kenntnis des komplexen
Wirkmechanismus voraussetzt, ist theoretisch zu erarbeiten. Wenn der
Primartumor eine HER-2 Genamplifikation und eine HER-2 Uberexpression des

Proteins aufweist, therapiert man derzeit mit Trastuzumab. (Di Cristofano A, 1998)

il



Die HER-2 Genamplifikation ist sicher ein notwendiger Biomarker, aber nicht
ausreichend genug um die Wirksamkeit von Trastuzumab vorherzusagen. (Fujita
T, 2006)

Die Forschungsergebnisse sind fur Frauen (hohe Inzidenz des Mammakarzinoms;

Magenkarzinome) und Mannern (Magenkarzinom) gleichermaf3en von Bedeutung.
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Zusammenfassung

Hintergrund: In etwa 15-20% der Mammakarzinome und circa 20% aller
Magenkarzinome kommt es zu einer HER-2 Uberexpression an der
Tumoroberflache. Bis heute gibt es noch kein gesichertes Testverfahren, welches
das Ansprechen von Mamma- und Magenkarzinomen auf eine Antikdrpertherapie
zuverlassig vorhersagt. Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Suche nach
verbesserten Testansatzen bezuglich des Ansprechens auf Trastuzumab
(monoklonaler Antikorper) oder vergleichbarer Therapeutika. Die moglichen

erarbeiteten Ansatze werden theoretisch in der folgenden Arbeit dargestelit.

Methoden: Diese Arbeit wurde unter Einbeziehung literarischer Quellen und

aufgrund wissenschaftlicher Erkenntnisse erstellt. Der zellulare Wirkmechanismus
von HER-2 und die daraus resultierenden Prozesse unter Berucksichtigung
verschiedener Einflussfaktoren sowie die Wirkmechanismen von anti-HER-2

Therapeutika werden dargestellt.

Resultate: Mogliche Ansatzpunkte fanden sich, zum Beispiel, an der Membran

(Homodimere versus Heterodimere, MUC4), im Zytoplasma, an den Liganden
(EGF, TGF-a) oder an den Wachstumsinhibtoren-CDK's (p21, p27).

Schlussfolgerung: Es fanden sich einige mégliche Ansatzpunkte, welche man

in Zukunft berticksichtigen kdnnte um das Ansprechen der Patientinnen auf eine
Antikdrpertherapie besser vorherzusagen. Jedoch bedarf dies noch intensiverer
experimenteller Forschung und Validierung, da die folgenden Punkte nur

theoretisch erarbeitet wurden.

Schlusselworter: HER-2/neu Pathway, Trastuzumab, Tyrosinkinasen,

Testmethoden




Abstract

Background: An overexpression of HER-2 on the tumor cell surface is found in
approximately 15-20% of breast carcinomas and 20% of gastric carcinomas. To
date, there is no established test method, which reliably predicts the response of
breast and gastric cancer concerning an antibody therapy. This study deals with
the search for improved approaches to test the response to Trastuzumab
(monoclonal antibody) or comparable therapies. Possible theoretical approaches

developed are presented in the following work.

Methods: This work was created using literary sources, based on scientific
evidence. The cellular mechanism of action of HER-2 and the resulting processes
are presented in consideration of various factors. Also the mechanisms of action of

anti-HER-2-therapeutics are shown.

Results: Possible approaches could be, for example, at the cell membrane

(Homodimere versus Heterodimere, MUC4), in the cytoplasm, to the ligands
(EGFR, TGF-a) or to the CDK-growth-inhibitors (p21, p27).

Conclusion: Several possible approaches could be considered to more

effectively predict patient response to an antibody therapy. However, intensive
experimental studies and validation of these results are still required, since the

following points were achieved in theory.

Keywords: HER-2/neu pathway, Trastuzumab, tyrosine kinase, test methods
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1 Bedeutunqg von HER-2/neu bei Mamma- und
Magenkarzinom

HER-2/neu, auch bekannt als erb-B2 oder kurz HER-2, ist ein Mitglied der ErbB-
Familie und steht fur human epidermal growth factor receptor 2. Die ErbB-Familie
ist eine Untergruppe von Rezeptor-Tyrosinkinasen. (Hudis CA, 2007; Olayioye MA
e. a., 2001)

Der Zusatz ,neu” leitet sich von der urspringlichen Bezeichnung des Proteins
neuro-/glioblastoma derived oncogene homolog 2 ab. Das HER-2 Protein wurde

erstmals 1986 von Akiyama et al. beschrieben. (Akiyama T, 1986)

Dieses Protein hat keinen eigenen Liganden und ist nicht in der Lage
Wachstumsfaktoren zu binden. Durch Bindung von HER-2 an andere Liganden-
gebundene EGF Rezeptoren, kommt es zu Bildung von Heterodimeren. Diese
Heterodimere spielen eine wichtige Rolle im mitogen-activated kinase pathway
(MAPK) und im Phosphatidylinositol-3 kinase pathway (PI3K). Eine
Genamplifikation und/oder eine Uberexpression von HER-2/neu, spielen sowohl
beim Mamma- als auch in anderen Karzinomen eine Rolle. (NCBI Gene)

Die EGFR Familie besteht aus 4 verwandten Rezeptoren: c-erb-B1 oder EGFR, c-
erb-B2 oder HER-2, c-erb-B3 oder HER-3 und c-erb-B4 oder HER-4. HER-2 spielt
eine entscheidende Rolle in der Regulation des normalen Zellwachstums wie auch
Zellwachstum von Karzinomzellen und in der Behandlung von gewissen malignen
Tumorerkrankungen,  insbesondere des  Mammakarzinoms und des
Magenkarzinoms. Diese 4 Rezeptoren weisen einen hohen Grad an Ahnlichkeit im
Bezug auf die Domane der Tyrosinkinase auf. (Klapper LN, 1999) Slamon et al.
beschriecben 1987 eine HER-2 Uberexpression in circa 30% aller
Mammakarzinome (Slamon DJ C. G., 1987), wobei dies auf eine HER2-
Genamplifikation zurtckzufuhren ist. (Seshadri R., 1993) Im Fall einer HER2
Uberexpression ist es moglich Patientinnen mit monoklonalen Antikérpern (z.B.
Trastuzumab, anti-HER2 humaner monoklonaler Antikdrper) zu therapieren.
Hinsichtlich der Therapiemdglichkeiten des Magenkarzinoms sind die positiven
Erkenntnisse der rezenten Phase Il ToGA-Studien zu beachten. Eine Addition von

Trastuzumab zur Standardchemotherapie fuhrt laut einer Studie von Bang et al. zu




einer signifikanten Verlangerung der medianen Uberlebenszeit bei HER-2
positiven fortgeschrittenen Magenkarzinomen. (Bang JI, 2010)

Weiters kann eine HER2 Uberexpression bei fortgeschrittenem nicht kleinzelligem
Lungenkarzinom, bei Endometriumkarzinom und bei kolorektalem Karzinom,
sowie auch bei anderen epithelialen Tumoren beobachtet werden. Flr diese
Tumorentitaten gibt es bisher allerdings keine ausreichenden klinischen Studien

und keine etablierten Therapieschemata.




2 Funktion der Tyrosinkinase bzw. des
Tyrosinkinaserezeptors

Die Tyrosinkinase ist ein Protein, das zu den Proteinkinasen zahlt. Es werden ca.
90 Tyrosinkinasen im menschlichen Genom kodiert, 58 davon als Rezeptor-
Tyrosinkinasen. lhre Funktion ist das reversible Anhangen einer Phosphatgruppe
(Phosphorylierung) auf die Hydroxygruppe der Aminosaure Tyrosin eines anderen
Proteins, welches auf diese Weise aktiviert wird. Eine Rezeptor-Tyrosinkinase
kann durch Rezeptor Liganden oder durch Mutationen aktiviert werden. Eine
weitere Mdglichkeit Tyrosinkinasen zu aktivieren ist die Uberexpression, bedingt
etwa durch Genamplifikation. Bei Karzinomen ist dies vor allem fur den epidermal
growth factor-Rezeptor (EGFR) und fur HER-2 von grof3er Bedeutung. Liganden,
welche entweder in der Tumorzelle selbst oder im umliegenden Stroma
Uberexprimiert werden, konnen auch zu einer Aktivierung eines
Tyrosinkinaserezeptors fuhren. Der Tyrosinkinaserezeptor empfangt hauptsachlich
Signale von Wachstumsfaktoren und spielt so eine entscheidende Rolle bei der
embryonalen Entwicklung und in der Zellproliferation: Eine gesteigerte Rezeptor-
Tyrosinkinasen Aktivitat fuhrt aber auch zu Erkrankungen mit unkontrolliertem
Wachstum, wie zum Beispiel Karzinomen. (Robinson DR, 2000)

Da Rezeptor-Tyrosinkinasen in zahlreichen Malignomen eine zentrale Rolle
spielen, wird versucht diese pharmakologisch zu hemmen. Mogliche Ansatzpunkt
sind Antikorper gegen den Rezeptor, Antikorper gegen Liganden und kleine, die
Adenosintriphosphat-Bindung (ATP)-Bindung hemmende Molekule. (Muller-Tidow
C, 2007) Tyrosinkinaseinhibitoren sind Medikamente, welche gezielt in den
Tumorstoffwechsel eingreifen und den Signaltransduktionsweg beeinflussen,

bekannt als ,targeted therapy“. (Caspari H, 2008)




3 Funktion der human epidermal growth factor receptor
(EGFR) Familie, Dimerisierungspartner und Liganden

Die EGFR oder auch HER-Familie besteht aus 4 strukturell ahnlichen Subtypen:
HER-1 (EGFR), HER-2, HER-3 und HER-4. Diese Rezeptoren befinden sich an
der Zelloberfache. Jeder Rezeptor besitzt eine intra-, extrazellulare und
transmembrandse Domane. Der extrazellulare Teil ist mit Ausnahme von HER-2,
in der Lage Liganden zu binden (Burgess AW, 2003), wahrend der
intrazellulareTeil, mit Ausnahme von HER-3, die Domane der Tyrosinkinase
enthalt. (Olayioye MA, 2000).

3.1 HER-

HER-1 oder Synonym EGFR (Epidermaler Growth Factor Receptor) ist durch
seine Tyrosinkinaseaktivitat gekennzeichnet und spielt eine entscheidende Rolle
in der normalen Zellfunktion wie auch in der Funktion von Krebszellen. Zu einer
EGFR Uberexpression kommt es bei einer Vielzahl von Tumoren, wie z.B. bei
einem Teil der Bronchial-, Prostata- Ovarial-, Blasen-, Nieren- oder
Pankreaskarzinome. (Martinelli E, 2009)

Der HER-2 Rezeptor verfugt Uber ein besonders hohes Dimerisierungspotential

mit EGFR und ist der bevorzugte Dimerisationspartner. (Sliwkowski MX, 2004)

3.2 HER-3

HER-3 ist ein membrangebundenes Protein mit einer Bindungstelle flir Neuregulin.
Da es keine aktive Kinase Domane besitzt, ist es nicht in der Lage, die Konduktion
selbst einzuleiten. (NCBI Gene) HER-3 ist in der Lage mit anderen Rezeptoren,
besonders mit HER-2, zu dimerisieren. Eine erhdhte Expression von HER-3 fuhrt
zu einer erhohten Signalwirkung von HER-2, wahrend eine verminderte
Expression von HER-3 zu einem Verlust der HER-2 Aktivitat fuhrt. (Sliwkowski
MX, 2004) HER-3 ermdglicht HER-2 den PI3K Pathway zu aktivieren.




3.3 HER-4

HER-4 verfugt sowohl Uber eine Liganden-bindende Domane als auch uUber eine
Tyrosinkinasendomane. Laut einer vorklinischen Studie von Campiglio et al. nimmt
man an, dass HER-3/HER-4 Heterodimere fir eine anhaltende Aktivierung des
MAPK verantwortlich sein kdnnten. Es werden jedoch weitere Studien bendtigt um
die Rolle von HER-4 genauer zu charakterisieren. Bei der Entstehung von
Karzinomen durfte HER-4 jedoch eine geringere Rolle, verglichen mit den anderen
HER-Mitgliedern, spielen. (Campiglio M, 1999)

34 HER-Liganden

Liganden sind Molekule, welche an Rezeptoren binden. Vor allem binden sich
kleinere Molekile an gréRere um einen biologischen Vorgang auszulésen.

Bei den HER-Liganden bindet ein Molekul auferhalb der Zelle an die
extrazelluldare Domane des HER-Rezeptors. (Burgess AW, 2003) Durch die
Ligandenbindung kommt es zu Veranderungen der Konformation der Rezeptoren
der HER-Familie. (Sliwkowski MX, 2004) Dies wiederum ermdoglicht den
Rezeptoren sich mit anderen Rezeptoren der HER-Familie zu verbinden, was als
Dimerisation bezeichnet wird. Aul3erdem wird durch Transphosphorylierung die
intrazellulare Tyrosinkinase des dimerisierten Rezeptors aktiviert. (Burgess AW,
2003)

Unterschiedliche Liganden binden an die verschiedenen HER Rezeptoren, wobei
fur HER-2 kein Ligand bekannt ist. (Burgess AW, 2003)

Liganden stimulieren normalerweise das Wachstum, wie zum Beispiel wahrend
der Embryonalentwicklung. (Sliwkowski MX, 2004) An EGFR binden selektive
Liganden. Hierbei sind EGF und der transforming growth factor-a (TGF-a) oder
auch Amphiregulin oder Neuregulin die aktivierenden Liganden. (Martinelli E,
2009) Das EGF Gen ist auf Chromosom 4 lokalisiert. (Osborne CK, 1980) EGF ist
ein glykosyliertes Protein, welches biologisch aktiv ist und den EGF Rezeptor
aktivieren kann. Es stimuliert das Wachstum normaler als auch transformierter

Brustdrusenzellen. (Mroczkowski B, 1989)




EGF-mRNA wurde in 83% der Mammakarzinome, das EGF Protein wurde in 15-
30% der Mammakarzinome gefunden. (Braun S, 2000; Gebauer G, 2001)
Der TGF-a wurde erstmals in Virus-transformierten Zellen und spater in
menschlichen Tumorzellen entdeckt. Er ist in 42% homolog mit dem EGF. Seine
Tertiarstruktur ist ident mit EGF und ist in der Lage den EGF Rezeptor mit der
gleichen Affinitat zu binden. Die Mehrheit der Karzinome, welche hohere Level von
TGF-a exprimieren, exprimieren auch héhere Level des EGF Rezeptors. Dies wird
auf eine autokrine Stimulation zurlickgefuhrt. (Braun S, 2000; Gebauer G, 2001)
Amphiregulin ist ein Glycoprotein, welches EGF strukturell &hnlich ist. Jedoch ist
seine Affinitat zum EGF-Rezeptor geringer, als die von TGF-a und EGF. Obwohl
gezeigt wurde, dass Amphiregulin das Wachstum einiger Zelllinien hemmen kann,
gibt es auch Hinweise auf eine autokrine Funktion. Ostrogen-Rezeptor positive
Zellen exprimieren generell mehr Amphiregulin verglichen mit Ostrogen-negativen
Zellen. Ostrogen induziert die Expression vom Amphiregulin mRNA. (Braun S,
2000)
Weitere Liganden von HER-4 sind, unter anderem, Heregulin, Neuregulin,
Betacellulin und Epiregulin. Neuregulin und Heregulin kénnen auch an HER-3
binden.
Neureguline bestehen aus 4 strukturell ahnlichen Proteinen, welche zur EGF-
Familie gehdren. Zu dieser Familie gehért auch Heregulin. (Vartanian T, 1999)
Neuregulin-1 besteht aus folgenden Untergruppen:

e Typ | Neuregulin: Heregulin, NEU differentiation factor oder

Acetylcholinrezeptor-Synthese-Stimulator

e Typ Il Neuregulin: Glial growth factor-2

e Typ lll Neuregulin: Sensory and motoneuron derived-factor

e Typ IV Neuregulin,

e Typ V Neuregulin,

e Typ VI Neuregulin sind Proteine mit 3 N-terminalen Domanen.

(Steinthorsdottir V, 2004)

Neuregulin-1 stellt ein EGF-ahnliches, extrazellulares Signalmolekul dar, das mit
transmembrandsen Tyrosinkinaserezeptoren der EGF-Rezeptorfamilie, HER-2,
HER-3, HER-4 interagiert. Funktionelle Neuregulin Rezeptoren sind in vivo HER-
2/HER-3 bzw. HER-2/HER-4 Heterodimere.




Das Neuregulin/ErbB Signalsystem steuert embryonal und im adulten Organismus
vielfaltige biologische Prozesse, wie zum Beispiel, Migration, Proliferation und

Differenzierung von Zellen und Geweben. (Garratt AN, 2000)

3.5 Homodimere versus Heterodimere

EGFR Homodimere werden enzymatisch abgebaut, wahrend EGFR-HER-2
Heterodimere mittels Endozytose in die Zelle aufgenommen und danach recycelt
werden. (Martinelli E, 2009)

Homodimere sind schwachere Effektoren verglichen mit Heterodimeren. Der
haufigste Heterodimerpartner ist HER-2 und EGFR, wobei HER-2 plus EGFR mit
Neuregulin die starkste Kombination ergibt; HER-2 verlangsamt au3erdem die
Internalisierung und somit den Abbau von HER-1. Fur die Dimerisierung von
HER-1 wird jedoch ein Ligand benétigt. Hingegen ist fur die Dimerisierung und
Aktivierung von HER-2 mit einem anderen HER kein Ligand erforderlich ist. Das
komplexe Netzwerk, welches dadurch ausgelost wird umfasst den Ras- und
MAPK Signalweg. (Martinelli E, 2009) Eine HER-1/HER-2 Dimerisation flhrt
ebenfalls zur Aktivierung des MAPK Signalweges. (Campiglio M, 1999)

Die Aktivierung von Ras und MAPK aktiviert wiederum nukleare Proteine, welche
fur den Zellzyklus von der G1 Phase bis zur S Phase erforderlich sind. Es wurde
gezeigt, dass EGFR Signale auch an weiteren Prozessen, welche zur Entstehung
von Karzinomen beitragen, beteiligt sind wie zum Beispiel, Angiogenese, Invasion,
Metastasierung und Hemmung der Apoptose Uber den mTOR-Signalweg
gehemmt. (Hudis CA, 2007; Olayioye MA e. a., 2001; Salomon DS, 1997)

Alle 4 HER-Rezeptor Typen sind im Brustdrusenepithel der erwachsenen Frau zu
finden, wobei EGFR und Her-2 bevorzugt bei jungen Frauen exprimiert werden.
(Yang Y, 1995)

Eine Expression von EGFR wird generell in 30-50% aller Mammakarzinome
gefunden. Diese Zahl kann jedoch auch, abhangig von den Beurteilungskriterien
zwischen 14 und 91% schwanken. (Klijn JG, 1993; Walker RA, 1999) Bei
Mammakarzinomen wird eine EGFR Uberexpression beinahe niemals durch eine
Genamplifikation hervorgerufen, eher durch erhohte Rezeptorsynthese. (Earp HS,
1995).




Eine Dimerisation von HER-2 mit HER-3 aktiviert den PI3K Signalweg und spielt in
der Karzinogenese eine entscheidende Rolle. (Menard S, 2000)

Beim Mamma- und Ovarialkarzinom stimuliert der Ligand Heregulin, welcher nur
an HER-3 und Her-4 bindet, das Tumorwachstum. (Lewis GD L. J., 1996)

Weiters zeigten zwei Studien (Hudelist GD, 2003; Witton CJ, 2003), welche auf
Protein Expression basieren, eine stark positive Assoziation zwischen HER-2 und
HER-3. Aus diesem Grund wird angenommen, dass HER-2/HER-3 Heterodimere
vorzugsweise in Subgruppen von Mammakarzinomen vorkommen. (Kalemi TG,
2007)
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4 HER-2 downstream pathways und unmittelbare HER-2
EinfluRfaktoren

HER-2 ist eine Tyrosinkinase, welche keinen eigenen Liganden aufweist und ist
nicht in der Lage Wachstumsfaktoren zu binden. Durch Bindung an Liganden-
gebundenen EGF Rezeptoren kommt es zu Bildung von Heterodimeren. Diese
Heterodimere spielen eine wichtige Rolle in der Aktivierung des MAPK und des
PI3K pathway. (NCBI Gene)

Wie in Abbildung 1 dargestellt, gibt es verschiedene Hetero- als auch
Homodimerformen, wie zum Beispiel ErbB-1/ErbB-1 oder ErbB-2/ErbB-3.
ErbB-2/ErbB-2 Homodimere aktivieren den Ras/Raf/MEK/ERK Kinaseweg. Dies
beginnt an der Zellmembran: Durch Phosphorylierung nach ErbB-2/ErbB-2
Homodimerbildung kommt es zur Aktivierung vom transforming protein 1 (SHC).
SHC ist ein Substrat fur Tyrosinkinasen, welches an das growth factor receptor-
bound protein 2 (GRB2) bindet. (Margolis B, 1994) GRB bindet an die epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptoren und beinhaltet eine SRC-homology 2 Doméane (SH2-
Domane) und zwei SRC-homology 3 Domanen (SH3-Domane). (NCBI Gene) Im
weiteren Schritt koppelt SHC an GRB2 und aktiviert Son of sevenless homolog
(SOS). SOS ist ein GDP/GTP (Guanosindiphosphat/Guanosintriphosphat)
Exchanger fur rat sarcoma viral oncogene homolog (RAS)-Proteine. (Margolis B,
1994) GTP-Bindungen aktivieren RAS-Proteine, wahrend die GTP-Hydrolyse die
RAS-Proteine inaktiviert. (NCBI Gene) SOS koppelt an RAS und im weiteren
Schritt an rat firbrosarcoma (RAF). RAS spielt eine wichtige Rolle in
verschiedenen Signaltransduktionswegen. Es kann entweder GTP binden (RasG)
oder es kann sein, dass GTP zu GDP hydrolysiert ist. RAF ist eine Serin/Threonin
Kinase. (Margolis B, 1994) Einmal aktiviert, ist RAF in der Lage durch
Phosphorylierung die Proteinkinasen mitogen-activated protein kinase kinase 1
(MAP2K1) und mitogen-activated protein kinase kinase 2 (MAP2K2) zu aktivieren.
Diese wiederum aktivieren durch Phosphorylierung die Serin/Threonin-
spezifischen Tyrosinkinasen extracellular signal-regulated kinases 1 und 2 (ERK1
und ERK2). Aktivierte ERK's spielen eine wichtige Rolle in der Kontrolle des
Zellzyklus, der Apoptose, der Zelldifferenzierung und der Zellmigration. (NCBI

Gene)
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Im Nukleus wird myelocytomatosis viral oncogene homolog (Myc) und Elk (eine
Mitglied der E-twenty-six Familie) durch Phosphorylierung aktiviert, welche in die
DNA eingreifen.

Myc ist ein menschliches Gen, welches flr das c-Myc Protein codiert. Es spielt
eine wichtige Rolle im Zellzyklus, bei der Apoptose und in der Zelltransformation.
Mutationen oder Translokationen von Myc konnen zur Entstehung diverser
Tumore, zum Beispiel dem Burkitt-Lymphom, fihren. (NCBI Gene)

Elk gehort zur E-twenty-six (Ets) Familie. Ets sind Transkriptionsfaktoren und
gehoren zur Untergruppe des tenary complex factor (TCF). Proteine der TCF
Unterfamilie bilden den tenary complex, durch die Bindung des serum response
factors und des serum response elements an den Promotor des c-fos
Protoonkogens. (NCBI Gene)

ErbB-2/ErbB3 Heterodimere und ErbB-2/ErbB-4 Heterodimere aktivieren die PI3K.
PI3K's werden abhangig von Sequenzhomologie, Substratpraferenz und
Verteilung im Gewebe in 3 Klassen eingeteilt. Klasse | wird noch weiter in Klasse
IA und Klasse IB unterteilt, wobei IA am haufigsten fir die Entstehung von
Karzinomen verantwortlich gemacht wird. Die wichtigsten Faktoren der Klasse I1A
sind p110a und seine regulatorische Untereinheit, p85. Diese spielen in der
Regulation der Zellteilung und in der Tumorentstehung eine zentrale Rolle. p110a
setzt sich aus funf Komponenten zusammen: aus einer Kinase mit der CTF-
Domane, einer Adapter-bindenden Domane, einer RAS-bindenden Domane
(RBD), einer C2-bindenden Domane, welche sich mit der Untereinheit p85
verbindet und einer helikalen Domane. p85 setzt sich auch aus funf Doméanen
zusammen, unter anderem aus der SH2 und der inter-SH2 Domane. In ihrem
Grundzustand ist diese Domane gebunden und inhibiert p110a. (Chalhoub N,
2009)

Ein weiterer ErbB Signalweg wird durch ErbB-1 und ErbB-2 Heterodimere
aktiviert, wobei EGF, TGF-a, der Androgenrezeptor (AR) und der heparin binding-
EGF (hb-EGF) als Liganden fungieren. Dadurch kommt es an der Zellmembran
zur Bildung von ErbB-1/ErbB-2 Heterodimeren. ErbB-1 aktiviert im Zytoplasma
den signal transducer and activator of transcription 5B (STATS). Dies wirkt sich auf
die zelluldare DNA aus (zellulares Uberleben). STAT5 ist ein Mitglied der STAT

Familie.
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Diese gehoren zu Transkriptionsfaktoren und werden phosphoryliert, um im
Zellkern Homo- oder Heterodimere zu formen, welche im Zellkern die
Transkription aktivieren. STATS spielt eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion, welche durch verschiedene Zellliganden, wie zum Beispiel, IL-
2, IL-4, CSF-1 und andere Wachstumshormone ausgelost wird. (NCBI Gene)
Weiters aktivieren ErbB-1/ErbB-2 Heterodimere im Zytoplasma das v-src sarcoma
(Schmidt-Ruppin  A-2) viral oncogene homolog (SRC), welches durch
Phosphorylierung FAK aktiviert. Dieser Komplex flhrt zu Adhasion und Migration.
SRC ist ein Protoonkogen und konnte eine Rolle in der embryonalen Entwicklung
und im Zellwachstum spielen. Das Protein ist eine Tyrosinkinase und kann durch
die Phosphorylierung der c-SRC Kinase gehemmt werden. (NCBI Gene) Eine
Aktivierung von FAK, auch bekannt als protein tyrosin kinase 2 oder PTK2, kdnnte
eine wichtige Rolle am Anfang des Zellwachstums und im intrazellularen
Signaltransduktionsweg spielen. (NCBI Gene)

Ein weiterer Pathway der ErbB-1/ErbB-2 Heterodimere ist die Aktivierung von v-
crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog (CRK) durch Phosphorylierung und im
weiteren Schritt die Aktivierung von c-abl oncogene 1 (ABL) im Zytoplasma. CRK
ist ein Mitglied der Adapter Protein Familie, welches an mehrere tyrosin-
phosphorylierte Proteine bindet. Adapter Proteine haben lediglich eine
vermittelnde Funktion und weisen selbst keine Enzymaktivitat auf. Das Protein hat
mehrere SH2 und SH3- Domane und ist an verschiedenen Signalpathways
beteiligt. Das Ab/-Onkogen codiert eine zytoplasmatische und eine nukleare
Tyrosinkinase, welche bei Prozessen wie der Zelldifferenzierung, der Zellteilung,
der Zelladhasion und bei Stressreaktionen der Zelle eine Rolle spielen. (NCBI
Gene)

Durch eine HER-2 Uberexpression kommt es zu einer erheblichen Stérung von
Proteinen, welche den Zellzyklus regulieren. PI3K-Akt und MAPK sind wichtige
Proteine des Signalweges. (Neve RM, 2002) MAPK induziert die Expression des
Protoonkogens c-Myc. Dieser Transkriptionsfaktor unterdrickt den Cyklin-
abhangigen Kinase Inhibitor p21 (auch als p21WAF1 oder WAF1 bezeichnet),
welcher normalerweise die Zellproliferation inhibiert. p21 blockiert normalerweise
die Zellproliferation indem es den Zellzyklus Arrest induziert. (Spector NL, 2009)
Der Zellzyklus wird Uber die sogenannte cyclin-depentend kinase (CDK) reguliert.
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Diese interagieren mit den Cyclinen um die biochemischen Ablaufe zu
koordinieren. Eine kleine Gruppe sogenannter CDK-Inhibitoren binden und
inhibieren normalerweise die Aktivitat von Cyclin/CDK Komplexen. Sie binden und
inhibieren so eine breite Palette von CDK-Komplexen, bevorzugen jedoch
Komplexe mit CDK2. Der CDK-Inhibitor p21 spielt eine wesentliche Rolle im
Wachstumsarrest nach DNA-Schadigung. Eine Uberexpression von p21 fiihrt zu
G1, G2 oder S-Phase Arrest. Dies stellt ein Downstream Signal des PI3K-Akt/PKB
Pathways und von p53 dar. Hohere Konzentrationen des p21 konnten auch einen
weniger indolenten Typ des Mammakarzinoms hervorrufen. Jedoch ist die Rolle
von p21 bei Mammakarzinomen umstritten. Es wurde gezeigt, dass HER-2
Uberexprimierende Brustkrebszellen, durch erhohte Expression von p21,
Chemoresistenz induzieren kdnnen und dass eine Expression von p21 mit einer
schlechteren Prognose verbunden ist. (Kalemi TG, 2007)

Ein weiteres Mitglied der CDK Familie ist p27P". p27XP" ist der pravalenteste
Wachstumsinhibator bzw. Tumorsupressor, da er in der Lage ist die Aktivitat von
Cyclin A-CDK2, Cyclin B-CDK2, Cyclin D-CDK4 und Cyclin E-CDK2 zu hemmen.
Proliferierende Zellen konnen durch erhdhtes p27Kip1 dem Zellzyklus entkommen,
wahrend erniedrigtes p27"*" zur Fortsetzung der Proliferation fiihrt. Im Gegensatz
dazu, ist keine oder nur eine geringe Expression von p27fP" mit exzessiver
Zellproliferation verbunden. (Kalemi TG, 2007)

Yakes et al. berichten, dass in HER-2 amplifizierten Brustkrebszelllinien
Trastuzumab die HER-2 Aktivierung/Phosphorylierung hemmt, was sich auf
nachfolgenden Molekile (PI3K-Akt und p21) im Zellzyklus auswirkt. Des Weiteren
wurde beobachtet, dass der Kinaseregulator Cyclin D nach 72 Stunden reduziert
wird. Nach 6 Tagen hat sich die Zellproliferation um mehr als 50% reduziert.
(Yakes FM, 2002) In einer Studie von Asanuma et al. wurden 53 Gewebeproben
von Mammakarzinompatientinnen untersucht. Dabei zeigte sich, dass
Trastuzumab sowohl den PI3K-Akt als auch den MAPK-Erk Signalweg hemmt.
(Asanuma H, 2005)

PI3K phosphoryliert Phosphatidylinositol 4,5 Biphosphat (PIP2). Dadurch entsteht
der second messenger Phosphatidylinositol 3,4,5 Triphosphat (PIP3). Diese
Signaltransduktion ist an der Innenseite der Plasmamembran lokalisiert und
aktiviert Akt (auch Proteinkinase B genannt), wodurch im Gegenzug Phosphatase

and tensin homolog (PTEN) aktiviert wird.
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Nach der Aktivierung von Akt fordern verschiedene Gene die Zellproliferation und
blockieren die Apoptose. (Vivanco |, 2002; Karakas B, 2006) Es entsteht ein
Ungleichgewicht zwischen  Proliferation und Apoptose, welches die
Karzinomentstehung begunstigt. Neben PTEN gibt es noch mehrere verschiedene
Tumorsupressorgene, wie zum Beispiel TSC1, TSC2, STK11, Foxo1a, Foxo3a
und maoglicherweise PHLPP. (Stephens L, 2003)

PTEN ist ein Tumorsupressorgen, das auf Chromosom 10q23 lokalisiert ist. PTEN
Mutationen werden in einer Vielzahl von Tumorerkrankungen (Fujita T, 2006) wie
z.B. Endometriumkarzinomen (Risinger JI, 1997; Tashiro H, 1997), high-grade
Gliomen (Louis DN, 1995) und Prostatakarzinomen (Cairns P, 1997), beobachtet.
Das Protein, welches fur PTEN kodiert ist eine Phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphat 3-Phosphatase (siehe Abbildung 2). Es enthalt eine tensin-ahnliche
Domaéne sowie eine katalytische Domane. Anders als die meisten Protein-Tyrosin-
Phosphatasen, fuhrt PTEN eher zur Dephosphorylierung von Phosphoinositol
Substraten. (NCBI Gene) Weiters antagonisiert PTEN auch die PI3K Funktion und
beeinflusst auch die Funktion von AKT im negativen Sinn. Eine PTEN Expression
in PTEN-null-Zellen inhibiert die AKT Aktivitat und somit die Tumorbildung. (Li DM,
1998) PI3K und AKT spielen eine wesentliche Rolle bei der Proliferation von
Zellen und induzieren die Expression vieler Zytokine. (Downward J, 1998) Laut
Nagata et al., tragt der PTEN-Status auch zur Wirksamkeit von Trastuzumab bei.
(Nagata Y, 2004) Es wurde auch die selektive Hemmung anderer
Signaltransduktionswege und Transkriptionsfaktoren untersucht, z.B.
Ras/Raf/MAPK pathway, JNK-mediated pathways und bcl2 Apoptose Protein, in
Trastuzumab sensitiven und —resistenten SKBR3 —Zellen. Dabei wurden kleinere
Effekte beobachtet. (Fujita T, 2006; Meuillet EJ, 2004) In den letzten Jahren
wurden auch selektive Akt und mTor Inhibitoren, vor allem in vorklinischen Studien
und Phase | Studien erprobt. (Fujita T, 2006)

In der Studie von Lerma et al. wurden 56 agressiv verlaufende Mammakarzinome,
welche einen negativen Ostrogen- und Progesteronstatus aufwiesen, untersucht.
52% waren HER-2 negativ und 48% waren HER-2 positiv, 9% (5 der Patientinnen)
wurden mit Trastuzumab behandelt. 12,5% (7 Patientinnen) der 56 aggressiven
Mammakarzinome zeigten eine PIK3CA Mutation. PIK3CA Mutationen bei HER-2

positiven Tumoren sind mit schlechter Prognose assoziiert.
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Unter den 27 der HER-2 positiven Karzinome wurden sechs PIK3CA Mutationen
gefunden. Alle kamen in der Kinase Domane (Exon 20) und nicht in der helikalen
Domane (Exon 9) vor. Diese Mutationen waren bei HER-2 positiven Karzinomen
haufiger als bei triple negativen Mammakarzinomen, letztere sind sehr selten
mutiert (1 von 29). Des Weiteren zeigte sich, dass die PIK3CA Mutationen mit
einer p110a Uberexpression verbunden ist. (Lerma E, 2008) p110a gehért zu den
Klasse | PIK3's. Die Klasse | besteht aus 3 Mitgliedern: p110a, p110 B und p1106.
Diese werden durch Rezeptortyrosinkinasen aktiviert und sind eine Untergruppe
der PI3K’s. (Stein RC, 2001)

Die c-DNA Mikrochip Anlayse ermdoglichte es, 5 genetische Untergruppen von
Mammakarzinomen (luminal A, luminal B, HER-2 positiv, normal like, basal Type)
zu identifizieren: die haufigste Form ist der luminale Typ. Dieser ist aquivalent mit
den Hormon-abhangigen Tumoren. Daneben gibt es noch 2 aggressivere Formen,
namlich die HER-2-Uberexprimierenden Tumore und triple negative Tumore vom
Basalzell Typ. (Perou CM, 2000; Sorlie T, 2003)

Laut verschiedener Studien (Bachman KE, 2004; Buttitta F, 2006; Campbell IG,
2004; Levine DA, 2005; Perez-Tenorio G, 2007) gibt es in 20% - 40% der
Mammakarzinome eine PIK3CA Mutation. Schatzungsweise finden sich 85%
dieser Mutationen an folgenden 3 Punkten: H1047R, lokalisiert in der Kinase
Domane, die von Exon 20 kodiert wird; E542K und E545K, welche in der helikalen
Domane lokalisiert sind und von Exon 9 kodiert werden. In beiden Exons findet
man gleich haufig Mutationen (~12%). (Barbareschi M, 2007; Buttitta F, 2006;
Karakas B, 2006) Dies kdonnte man mit Hilfe der denaturing high-performance
liquid chromatography (DHPLC) nachweisen.

In der Studie von Lerma et al. gab es nur in etwa 12% der Falle PIK3CA
Mutationen. (Lerma E, 2008) Exon 20 Mutationen wurden in 22,2% der HER-2
Uberexprimierenden Mammakarzinome festgestellt. Dies stimmte mit der Studie
von Saal et al. Uberein. (Saal LH, 2005) Man nimmt an, dass Exon 20 Mutationen
mit hdherer Aggressivitat (Bader AG, 2005) und schlechterer Uberlebensprognose
assoziiert sind. PIK3CA Mutationen sind bei triple negativen Mammakarzinomen
selten. (Lerma E, 2008)

Eine Uberproduktion von p110a wurde in der Studie von Lerma et al. mit PIK3CA
Mutationen in Verbindung gebracht.
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Ein Zusammenhang zwischen PIK3CA Mutationen oder p110a Uberexpression
und dem Verlust von PTEN oder der Aktivitat von AKT, konnte, im Gegensatz zu
anderen Studien (Buttitta F, 2006; Li SY, 2006; Perez-Tenorio G, 2007; Saal LH,
2005), in dieser Studie nicht nachgewiesen werden. In einer Studie von Pérez-
Tenorio wurde festgestellt, dass sich PIK3CA Mutationen und der Verlust von
PTEN nicht gegenseitig ausschliel3en (Perez-Tenorio G, 2007), wie anfanglich von
Saal et al. angenommen (Saal LH, 2005).

Eine Aktivierung der Signalwege von PIK3/PTEN/Akt kdnnte eine wichtige Rolle in
der Therapieresistenz der Mammakarzinome spielen. (Kirkegaard T, 2005)
PIK3CA Mutationen kdnnten auch mit Radiosensitivitat (Perez-Tenorio G, 2007)
und Chemosensitivitat (Liang K, 2006) in Zusammenhang stehen. Eine Vielzahl
von Molekulen, welche PIK3 (Stephens L, 2003) oder AKT (Whyte DB, 2006)
hemmen, koénnten neue potentielle Madoglichkeiten in der Therapie des

Mammakarzinoms darstellen.
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5 Wirkmechanismen von anti-HER-2 Therapeutika

5.1 Trastuzumab

Trastuzumab (Herceptin®) wurde von der Food an Drug Administration in den USA
1998 das erste Mal zugelassen, um Patientinnen mit HER-2 positiven

Mammakarzinomen zu behandeln. (Slamon DJ, 2001)

Trastuzumab ist ein monoklonaler Antikérper, der an die Domane IV (Cho HS,
2003) des extrazellularen Segments vom HER-2/neu Rezeptor bindet. Wahrend
der G1-Phase unterliegen die Zellen einem Zellzyklusarrest. Dies hat eine
verminderte Proliferation der Zellen zur Folge. Trastuzumab fihrt zur
Downregulation von HER-2/neu, was zur Spaltung der Rezeptordimerisierung
fuhrt. Weiters kommt es zur Hemmung des nachfolgenden PI3K-Pathways. Es
kommt zu keiner Phosphorylierung von p27KP. p27¥P kann in den Zellkern
eindringen und dort die Aktivitat von von CDK2 hemmen, was zu einem
Zellzyklusarrest flhrt. (Kute T, 2004)

Bei der Uberexpression von HER-2, zeigte die Studie von Molina et al., dass
Trastuzumab den Abbau der extrazellularen Domane von HER-2 durch die
Hemmung der Metalloproteinkinasenaktivitat blockieren kann. Allerdings fanden
die Forscher einen phosphorylierten, jedoch inkompletten Rezeptor in 14 von 21
Mammakarzinomproben. Mehrere Studien (Fornier MN, 2005; Kostler WJ, 2004)
zeigten, dass eine Abnahme der extrazellularen Domane des Serum-HER 2
wahrend der Behandlung mit Trastuzumab mit dem Ansprechen des Tumors
einhergeht. Dies verstarkt die Annahme, dass Trastuzumab durch die Hemmung
der HER-2-Spaltung tatig werden kann. (Molina MA, 2001)

Ob Trastuzumab eine verminderte Expression und einen Abbau von HER 2 bei
Brustkrebs induziert, wird diskutiert. (Sarup JC, 1991; Valabrega G, 2005) Auch
werden die Mechanismen der PI3K genauer diskutiert. Die aktivierte PI3K
generiert Phosphoinositol durch die Translokation von AKT zur Plasmamembran.
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Die aktivierte AKT wird durch die antagonisierende Wirkung der Phosphatase und
PTEN negativ beeinflusst. Von Trastuzumab wird angenommen, dass es die
Signalisierung dieser Reaktionen reduziert und dadurch die Apoptose férdert und
die Proliferation hemmt. (Delord JP, 2005)

Eine HER2 Uberexpression ist eng verbunden mit erhéhter Angiogenese. (Yen L,
2000) Ein weiterer Effekt von Trastuzumab ist die Hemmung der Angiogenese.
(Albanell J, 2003) Bei Mausen, kam es in einem HER-2 Uberexprimierenden
Brustkrebsmodell unter Trastuzumab, zu einer Normalisierung und Regression der
Tumorblutgefalle. (Valabrega G, 2007)

lzumi et al. beobachteten eine Verringerung der Produktion des endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF) von Tumorzellen (in vitro). Dies kénnte auf einen
unabhangigen antiangiogenen Mechanismus von VEGF in vivo hinweisen. (lzumi
Y, 2002)

Klinische Studien haben gezeigt, dass Trastuzumab nicht nur zytostatisch wirkt
sondern auch einen indirekten zytotoxischen Effekt hat. Dieser Prozess wird als
antibody-depentend cellular cytotoxcity (ADCC) bezeichnet. (Cooley S, 1999)
ADCC aktiviert die naturlichen Killerzellen, der Fc-Gamma Rezeptor der
naturlichen Killerzelle (NK-Zelle) bindet an die Fc Domane von Trastuzumab. Dies
fuhrt zur Zerstérung der an Trastuzumab gebundenen Tumorzellen. (Clynes RA,
2000)

Laut einer Studie von Gennari et al. wurden 11 Patienten mit Brustkrebs 4
Wochen lang mit Trastuzumab praoperativ behandelt. Biopsien und Blutkontrollen
wurden durchgeflhrt, alle zeigten eine betrachtliche Infiltration von Lymphozyten
im Tumorgewebe. Diese Ergebnisse bekraftigen die Hypothese einer ADCC
Aktivitat von Trastuzumab. (Gennari R, 2004)

52 T-DM1

Bei einem neueren Ansatz wird Trastuzumab an ein Chemotherapeutikum
gekoppelt. Da die HER-2 Expression bei Tumoren (1-2 Millionen Proteine pro
Zelle), im Vergleich zu normalen epithelialen Zellen, deutlich vermehrt ist, stellt
HER-2 einen idealen Angriffspunkt fur ein antibody-drug conjugate (ADC) dar.
ADC bedeutet ein Ankoppeln eines zytotoxischen Stoffes an einen
therapeutischen Antikérper. (Burstein HJ, 2007; Pegram M, 1991)
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Eine direkte kovalente Bindung zytotoxischer Wirkstoffe an monoklonale
Antikorper stellt eine Alternative zu der bisherigen Antikrper basierenden
zielgerichteten Therapie dar. In bisherigen Versuchen wurden an die HER-2
Antikorper folgende zytotoxische Wirkstoffe gekoppelt: Calicheamicins, Auristatins
oder Maytansine. (Lambert JM, 2005; Polakis P, 2005) Maytansinoide sind
zytotxische Derivate des Stoffes Maytansine. Maytansinoide - Antikorper
Konjugate richten sich direkt gegen das Tumorantigen. (Lambert JM, 2005) Es
wurde gezeigt, dass sich Trastuzumab sehr gut mit Mikrotublus-gerichteten
Substanzen verbindet. (Burstein HJ, 2007; Pegram M, 1991) Aufgrund des
Wirkmechanismus von Maytansine, durfte dies ein besonders guter zytotoxischer
Wirkstoff sein um ihn mit Trastuzumab zu konjugieren. (Lewis Phillips GD, 2008)
T-DM1 zahlt zu den antibody-cytotoxic drug conjugate und besteht aus 3
Hauptkomponenten: Aus dem Antikorper, dem Linker und dem cytotoxischem
Stoff. Die Wirksamkeit einer solchen Verbindung wird durch die unterschiedliche
Expression des Ziel-Antigens am Tumor bestimmt. Um maximal wirken zu kdnnen,
bendtigt sowohl Trastuzumab als auch Lapatinib einen ,funktionierenden® HER-2
Rezeptor mit entsprechendem downstream Pathway. Studien von Nahta und
Ritter (Nahta R, 2005; Ritter CA, 2007) zeigen, dass die HER-2 Expression an den
Tumorzellen nicht vermindert wird, wenn diese gegen eine ,funktionelle* HER-2
Therapie resistent werden. Aus diesem Grund, kénnte ein Trastuzumab Konjugat,
welches HER-2 nur als Andockstelle flur einen potenten zytotoxischen Stoff
verwendet, als mdgliche Therapieoption in Betracht gezogen werden. In der
Studie von Lewis Phillips et al. wurde festgestellt, dass eine anti-Trastuzumab
ADC eine betrachtliche Wirkung, sowohl in vivo als auch in vitro, bei Trastuzumab-
refraktaren  Zellkulturen besitzt (im Bezug auf HER-2 amplifizierte
Mammakarzinome). Jedoch variiert die Vertraglichkeit dieser Konjugate
betrachtlich und ist an sich abhangig von der chemischen Struktur des Linkers und
des zytotoxischen Stoffes. Das Maytansinoid, DM1 (Drug Maytansinoid), wird an
Trastuzumab durch SSP, SMCC oder SDSP (Linker) gebunden. Trastuzumab-
MCC-DM1 besitzt eine gunstige Pharmakokinetik im Vergleich zu anderen
Trastuzumab Konjugaten, welche durch Disulfidbricken an Trastuzumab
gebunden sind. Diese Ergebnisse bilden einen neuen wichtigen Aspekt in der
Behandlung von HER-2 positiven Tumoren.

20



Weitere klinische Studien sind im Laufen, um die Sicherheit und Wirksamkeit von
Trastuzumab-MCC-DM1 beurteilen zu kdnnen. (Lewis Phillips GD, 2008)

5.3 Pertuzumab

Pertuzumab ist ein monoklonaler Antikorper, der sich gegen einen Abschnitt der
extrazellularen Domane von HER-2 richtet und die Heterodimerisation von HER-2
blockiert. HER-2 ist dadurch nicht mehr fahig mit anderen Mitgliedern der HER-
Familie zu dimerisieren. (Agus DB, 2002) Es verhindert also die Dimerisation von
HER-2 mit anderen HER-Rezeptoren (HER-3, HER-1 und HER-4). (Adams CW,
2006; Diermeier S, 2005; Franklin MC, 2004)

Pertuzumab ist der erste einer neuen Gruppe von Wirkstoffen, die unter dem
Namen HER-Dimerisierungs-Inhibitoren bekannt sind. Studien von Cho et al. (Cho
HS, 2003) zeigten, dass die Bindung der extrazellularen Doméane von HER-2 an
Trastuzumab sich von der Bindung an Pertuzumab unterscheidet.

An einer HER-2 Uberexprimierenden Brustkrebszelllinie (BT474), stellte man fest,
dass eine Kombination von Trastuzumab und Pertuzumab die Apoptose und den
Zellwachstumsarrest erhohten (verglichen mit einer Trastuzumab Monotherapie).
(Nahta R, 2005)

Da Pertuzumab an ein anderes HER-2 Epitop als Trastuzumab bindet, kdnnten
sich diese Substanzen in ihrem Wirkmechanismus erganzen, wodurch auch der
Therapieerfolg verbessert wird. In dieser Studie wurde gezeigt, dass die
Kombination von Trastuzumab und Pertuzumab vielversprechende Ergebnisse
bei der Behandlung von HER-2 positiven Brustkrebspatientinnen aufweisen. Die
auftretenden Nebenwirkungen betreffen hauptsachlich den Gl-Trakt und die Haut.
Diese waren jedoch mild bis maRig und wurden wahrscheinlich durch die
reduzierte Anzahl von HER-1:HER-2 Heterodimeren ausgeldst. (Baselga J, 2010)
Eine Kombination von Trastuzumab und Pertuzumab bei HER-2 positiven
Mammakarzinom foérderte die Apoptose und blockierte das Zellwachstum in
héherem Ausmal} als Trastuzumab alleine. (Valabrega G M. F., 2007)

Studien zeigten auch, dass die Wirkung von Pertuzumab bei HER-2 positiven

Mammakarzinomen starker ist als bei HER-2 negativen.
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In einer Studie wurde gezeigt, dass eine Monotherapie mit Pertuzumab, bei HER-
2 negativem Mammakarzinom, ebenfalls einen Effekt zeigte: (10% der Patienten
zeigten ein partielles Ansprechen oder kein Fortschreiten des Karzinoms in = 6
Monaten). (Baselga J, 2010)

Eine second-line Therapie mit Trastuzumab und Capecitabine zeigte eine
Ansprechrate von 48% und eine mediane time to progression (TTP) von 8,2
Monaten (Baselga J, 2010), wahrend Lapatinib plus Capecitabine, in einer
ahnlichen Patientinnengruppe, eine Ansprechrate von 24% und eine mediane TTP
von 6,2 Monaten zeigte. (Cameron D, 2008) Weiterfuhrende Studien im Bezug auf
die Wirksamkeit von Pertuzumab bei HER-2 positivem Mammakarzinom sind

geplant bzw. gerade in Gang. (Baselga J, 2010)

54 Lapatinib

Lapatinib ist ein dualer Tyrosinkinaseinhibator, welcher sowohl den EGF-Rezeptor
als auch HER-2 blockiert. (Spector NL, 2005) Lapatinib ist in der Lage die
intrazellulare Domane von HER-2 sowie auch von HER-1 reversibel zu hemmen.
Es bindet an die ATP-Bindungsstelle der EGFR/HER-2 Protein Kinase Domane
und verhindert dadurch die Aktivierung des Rezeptor-Tyrosinkase pathways.
(Bilancia D, 2007) Es hemmt sowohl den ,Wildtyp“ des HER-2 Rezeptors als auch
dessen abgebrochene Form (p95HER-2), sowohl in vitro als auch in vivo. Dadurch
lasst sich auch das mdgliche Ansprechen von Lapatinib in Trastuzumab-

resistenten Karzinomen erklaren. (Scaltriti M C. S., 2010)

5.5 Cetuximab

Cetuximab ist ein chimerer Antikbrper vom Typ IgG1 Immunglobulin. Es bindet mit
einer zweifach hoheren Affinitdt an EGFR als natirliche Liganden, wie
beispielsweise TGF-a oder EGF. (Kim ES, 2001) Eine Bindung von Cetuximab an
den EGFR stoppt den Zellzyklus in der GO/G1 Phase, CDKN 1B wird zur
Regulation des Zellzyklus vermehrt exprimiert.

22



Weiters kommt es zur Apoptose durch die vermehrte Expression pro-
apoptotischer Proteine, wie Bax, Caspase-3, Caspase-8, Caspase-9) (Mayo LD,
2001) oder durch die Inaktivierung anti-apoptotischer Moleklle wie B-cell
CLL/lymphoma 2 (Bcl-2). (Gingras AC, 1998) Cetuximab inhibiert auch die Bildung
pro-angiogenetischer Faktoren, wie Interleukin-8, den VEGF und den basic
fibroblast growth factor. Die Inhibition dieser Faktoren reduziert die Angiogenese
und die Entstehung von Fernmetastasen. (Perrotte P, 1999)
EGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren sind in der Lage verschiedene Wachstumsfaktor-
Rezeptoren der EGFR Familie oder auch den VEGF-Rezeptor zu blockieren. Anti-
EGFR monoklonale Antikorper binden im inaktiven Zustand an die extrazelluare
EGFR-Domane. Die Antikdrper konkurrieren um die Bindungsstelle des Rezeptors
wobei sie die Bindungsstelle des Liganden verdecken. Dadurch kommt es zur
Blockierung der EGFR-Tyrosinkinase Aktivitat. (Martinelli E, 2009)

5.6 Pantimumab

Pantimumab ist ein reiner humaner monoklonaler Antikérper vom Typ IgG2,
welcher sich gegen die extrazellulare Domane des EGF-Rezeptors richtet.
(Martinelli E, 2009) Pantimumab eignet sich sowohl als Monotherapie wie auch in
Kombination mit anderen Wirkstoffen flir die Behandlung verschiedener
Karzinome, Dbeispielsweise dem  kolorektalem Karzinom oder dem

Nierenzellkarzinom. (Rowinsky EK, 2004)

5.7. Weitere therapeutische Ansatzpunkte

Andere Strategien bei Trastuzumab Resistenz inkludieren bi-spezifische
Antikorper (welche an HER-2 und an den Fc-Rezeptor binden), die Kombination
von Antikorpern, durch Blockade des VEGF oder des VEGF-Rezeptors. (Bartsch
R, 2007)

Die Kombination von Trastuzumab mit anderen Downstream-Inhibitoren wird
gerade untersucht. Dabei scheinen 2 Inhibitoren von Interesse zu sein: CCi-779
(Wyeth-Ayerst; Madison, NJ) und RAD 001(Novartis, NY). (Chan S, 2005)
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Weitere interessante Resultate konnten sich auch durch die Kombination von
Trastuzumab und Bevacizumab (ein anti- VEGF monoklonaler Ak) ergeben.
(Valabrega G M. F., 2007)

Auch das heat shock-Protein 90, welches die Faltung von HER-2 kontrolliert, ist
ein moglicher Ansatzpunkt fur Therapien. Multi-targeted Kinaseinhibitoren wie
Sunitinib oder Sortenib sind bereits in der Therapie des Nierenzellkarzinoms
etabliert. Diese wurden kurzlich auch bei der Therapie des Mammakarzinoms in
einer Phase I/Il/lll erprobt und dirften interessante Mdoglichkeiten bei HER-2
positiven und negativen Karzinomen bringen. (Bartsch R, 2007)

Weitere praklinische Studien stellten eine Synergie zwischen Trastuzumab und
Gefitinib (ein EGFR Tyrosinkinasehemmer) fest. Dieses Zusammenwirken fuhrte
zu einer kompletten Remission von HER2-Uberexprimierten Brustkrebs.
(Normanno N, 2002)
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6 Ursachen fur Resistenz von Trastuzumab

6.1 PTEN Verlust

Studien von Nagata und Di Cristofano haben gezeigt, dass eine Trastuzumab
Resistenz von der Expression von PTEN abhangig sein kann. (Nagata Y, 2004; Di
Cristofano A, 1998) Es wurde gezeigt, dass ein PTEN Mangel (durch Mutation
bedingt) im Zusammenhang mit einer Trastuzumab Resistenz steht. Dies kann bei
Mammakarzinomen durch einen Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity)
oder einer Mutation des PTEN Gens verursacht sein. Eine verminderte PTEN
Expression ist daher mit invasivem Mammakarzinom und einer schlechten
Prognose verbunden. (Garcia JM, 1999; Singh B, 1998) In der Studie von Nagata
et al. wurde festgestellt, dass bei Trastuzumab-sensitiven Zellen eine
Unterbrechung in der Bindung von SRC an HER-2 fest, sodass AKT gehemmt
wird und einen Wachstumsarrest induziert, dies sei durch eine erhdohte PTEN
Aktivitat an der Zellmembran verursacht. Ist der PTEN Level niedrig, so bleibt AKT
aktiv und die Wirkung von Trastuzumab ist beeintrachtigt. Patienten mit einer
PTEN-Verminderung haben laut Analysen einen geringeren Benefit, wenn sie mit
Trastuzumab behandelt werden im Vergleich zu Patienten mit PTEN Aktivitat.
Jedoch erhielten diese Patienten eine Kombination von Trastuzumab und einem
herkdmmlichen zytostatischen Wirkstoff, wodurch keine mogliche
Schlussfolgerung Uber den PTEN Verlust gezogen werden konnte. (Nagata Y,
2004)

6.2 Aktivierung alternativer Moglichkeiten

Der IGF-1R ist ein transmembrandser Tyrosinkinaserezeptor, welcher haufig bei
Brustkrebs nachgewiesen wird. (Valabrega G, 2007) Lu et al. entwickelten die
human breast cell line SKBR3, die IGF-1R Uberexprimiert um die Wirksamkeit von
Trastuzumab zu beurteilen. IGF-1R-postive SKBR3-Zellen sind unempfindlich

gegen die Hemmung, welche durch Trastuzumab induziert wird. (Lu Y, 2001)
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Interessant dabei ist, dass sich diese Ergebnisse auch bei einem anderen
Zelllinien Modell bestatigen, bei dem eine HER-2 Uberexpression exogen induziert
wird. Aus diesem Grund kann auch der IGF-1R als mdglicher Grund flr eine

Trastuzumab-Resistenz in Betracht gezogen werden. (Valabrega G, 2007)

6.3 Expression von Liganden der EGF/EGFR Familie

Von den 4 Mitgliedern der EGFR Familie ist HER-2 der einzige ohne bekannten
Liganden. Bei einer Uberexpression von Liganden kommt es durch Rezeptor-
Heterodimerisation zu Proliferation und Hemmung der Apoptose. (Yarden Y, 2001)
Maglicherweise spielt TGF-a eine wichtige Rolle bezlglich der Resistenz von
Trastuzumab. Von 3 Patientinnen, welche an Brustkrebs mit einer HER-2
Uberexpression erkrankt sind und auf eine Behandlung mit Trastuzumab
angesprochen haben, erhielt man Tumormaterial vor der Behandlung und von
Rezidiven wahrend der Therapie. Bei den Patientinnen bei denen kein TGF-a vor
der Therapie nachgewiesen wurde, wurden letztendlich Rezidive festgestellt.
Anscheinend kommt es in TGF-a positiven Zellen unter Trastuzumab zu keiner
funktionell ausreichenden Verminderung der HER-2 Expression. Eine Resistenz
von Trastuzumab konnte daher auch mit einem TGF-a gekoppelten Mechanismus
in Verbindung stehen. (Valabrega G, 2007)

6.4 Rezeptor Maskierung oder Epitop Unzuganglichkeit

Nagy et al. untersuchten die Eigenschaften von HER-2 in einer Trastuzumab-
resistenten Zelllinie, JIMT 1. Dabei stellten sie fest, dass die MUC-4 Expression,
ein Membran-assoziiertes Mucin, zur Maskierung von Membranproteinen beitragt
und hoher im resistenten Klon (JIMT1) war als in Trastuzumab-sensitiven
Zelllinien. Eine experimentell herabgesetzte MUC-4 Expression durch RNA

Interferenz wiederum, erhdht die Bindung von Trastuzumab. (Nagy P, 2005)
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7 Mogliche Strategien zur Uberwindung der Resistenz

Laut einer Studie von Valabrega et al. kommt es in etwa 30% der Brustkrebsfalle
zu einer Ko-Expression von HER-2 und EGRF. Aus diesem Grund ware eine
Blockade beider Rezeptoren eine mdgliche Strategie um das Ansprechen von
Trastuzumab zu verbessern. Diese Kombination ware auch bei Trastuzumab-
resistenten Karzinomen von Bedeutung. (Valabrega G, 2007)

Dieser Frage wurde in der klinischen Neo-ALTTO Studie (Neo-Adjuvant Lapatinib
and/or Trastuzumab Treatment Optimisation Trail) nachgegangen. Es handelt sich
dabei um eine offene, randomisierte, multizentrische Phase-IlI-Studie zur
neoadjuvanten Therapie mittels Lapatinib, Trastuzumab sowie der Kombination
beider Wirkstoffe plus Paclitaxel bei Patientinnen mit primaren, HER-2 positivem
Mammakarzinom (siehe Abbildung 3)

Die Patientinnen wurden in 3 verschiedene Gruppen eingeteilt.

Nach der Operation erhielten alle Patienteninnen 3 adjuvante Zyklen mit 5-
Fluorouracil, Epirubicin und Cyclophosphamid (FEC). (German Breast Group,
Breast International Group,Experimentales en Tumores Solidos, 2007)

An dieser Studie nahmen 455 Patientinnen mit HER-2 positiven und/oder
amplifizierten Mammakarzinom teil. (www.abstract2view.com, 2010,
www.clinicaltrials.gov, 2011) Es stellte sich heraus, dass eine duale HER-2/neu
Hemmung (Trastuzumab plus Lapatinib) eine signifikant héhere pathologische
Komplettremissions-Rate (pCR) zeigte, als eine Monotherapie (entweder
Trastuzumab oder Lapatinib). Im Kombinationsarm betrug die pCR 51,3%, im
Trastuzumab-Arm 29,5% und im Lapatinib-Arm 24,7%. Bezlglich der
Nebenwirkungen, waren diese im Lapatinib-Arm (34%) und im Kombinationsarm
(39%) hoher als bei einer Trastuzumab Monotherapie. (www.abstract2view.com,
2010)
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Abbildung 3: Neo-ALTTO Therapieschema

Auch das heat shock- Protein 90, welches die Faltung von HER-2 kontrolliert, ist
eine moglicher Ansatzpunkt fir Therapien. Multi-targeted Kinaseinhibitoren wie
Sunitinib oder Sortenib sind in Erprobung. (Bartsch R, 2007)

Weitere praklinische Studien stellten eine Synergie zwischen Trastuzumab und
Gefitinib (ein EGFR Tyrosinkinasehemmer) fest. Diese Synergie fuhrt zu einer
Brustkrebs  bei

Xenotransplantation. (Normanno N, 2002) Auf Grund dieser Erkenntnis, fuhrte

kompletten =~ Remission  von HER-2-Uberexprimierten
Arteaga et al. eine Phase |I-Studie bei HER2 positiven Brustkrebspatientinnen
durch. Diese Studie musste bei der ersten Zwischenauswertung aufgrund zu
geringer Unterschiede geschlossen werden. Da durch einen indirekten Vergleich
festgestellt wurde, dass diese Kombination antagonistisch wirken kdnnte.

(Arteaga CL, 2008)
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8 Derzeitige Testmethoden

Derzeit wird der HER-2 Status immunhistochemisch und/oder durch
Genamplifikationstest wie fluorescensce in situ hybridisation (FISH) (Pauletti G,
2000; Jimenez RE, 2000; Lebeau A, 2001) oder chromogenic in situ hybridisation
(CISH) (Tanner M, 2000) nachgewiesen.

Die FISH ist eine Technik, die es ermoglicht, spezifische Nukleinsauresequenzen
in einem Zellpraparat sichtbar zu machen. Hierbei werden markierte DNA-Sonden
direkt auf Zell- oder Gewebepraparaten hybridisiert und durch Fluoreszenzsignale
in der Metaphase oder Interphase sichtbar gemacht. Diese kdnnen dann als
farbige Punkte im Fluoreszenz-Mikroskop erkannt werden. Dadurch kann, z.B., an
einem Zellkern nachgewiesen werden, ob der gesuchte Chromosomenabschnitt in
normaler Anzahl vorliegt. Die angewandten DNA-Sonden decken unterschiedlich
grolle Bereiche der Chromosomen ab und finden bei unterschiedlichen
Fragestellungen Einsatz. (Mehnert K, 2008)

Die FISH Technik findet haufig in der Krebsforschung und -—diagnostik
Anwendung. Der Nachweis einer Amplifikation eines Gens, wie z.Bsp. des HER-
2/neu Onkogens des Mammakarzinoms ist von prognostischer Bedeutung, da
eine Amplifikation eines Gens mit der Uberexpression des entsprechenden
Proteins assoziiert ist.

Die American Society of Clinical Oncology (ASCO) und das College of American
Pathologists (CAP) erstellten 2007 klinisch-praktische Leitlinien zur Beurteilung
des HER-2 Status beim Mammakarzinom. Wichtig ist, dass die Ubereinstimmung
verschiedener Tests nicht gleichzeitig auch die richtige Diagnose bedeutet. Um die
Ergebnisse verschiedener Tests vergleichen zu konnen, ist ein Vergleich mit
einem absolut aussagekraftigen Testverfahren nétig. Da es einen solchen Test
momentan noch nicht gibt, ist das Ansprechen der Patientinnen auf eine
anti-HER-2 Therapie nicht sicher vorherzusagen. (Wolff AC, 2007)
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8.1 HER-2 Positivitat

Laut US FDA, verschiedener Experten, Studien und Protokolle ist der HER-2 Test
positiv zu bewerten, wenn in der IHC mehr als 30% der Zellen eine vollstandige
Membranfarbung aufweisen (Score 3+). Bei der FISH Analyse ist der HER-2 Test
positiv, wenn das HER-2 Gen amplifiziert ist (durchschnittlich mehr als 6,0 HER-2
Genkopien/Zellkern bei Testsystemen ohne interne Kontrollprobe) oder der HER-
2/CEP17 Quotient mehr als 2,2 ergibt (CEP17 ist der zentromere Nachweis fur
das Chromosom 17, auf welchem das HER-2 Gen lokalisiert ist). Anfangs wurden
die Ergebnisse aus der FISH nur mit positiv oder negativ bewertet. Da es jedoch
auch fragliche Resultate gibt, wurden die Bewertungskriterien genauer definiert.
(Persons DL, 2006; Dal Lago L, 2006; Vera-Roman JM, 2004)

8.2 Fragliche HER-2 Ergebnisse

Zellen, bei denen eine schwache bis maRige Membranfarbung in der IHC auftritt,
werden mit Score 2+ bewertet. (Owens MA, 2004) Hierbei ist in mehr als 10% der
Zellen eine schwache bis maRige, jedoch vollstindige Membranfarbung zu
erkennen. (Tubbs RR, 2001)

Bei der FISH Analyse betragt der HER-2/CEP17 Quotient zwischen 1,8 und 2,2
oder es gibt durchschnittlich zwischen 4,0 und 6,0 HER-2 Genkopien/Zellkern.
(Persons DL, 2006; Dal Lago L, 2006; Vera-Roman JM, 2004) Wichtig ist, dass
Patientinnen mit einem HER-2/CEP17 Quotient von 2,0 bis 2,2 als positiv beurteilt
werden und fur eine adjuvante Trastuzumab Therapie in Frage kommen. Eine
Polysomie 17 wurde in circa 8 % beobachtet. Meistens bei Fallen, welche
zwischen 4,0 und 6,0 HER-2 Genkopien aufwiesen. (Downs-Kelly E, 2005; Ma Y,
2005) Fragliche IHC Proben missen mittels FISH Uberpruft und bestatigt werden.
Sollte dies auch wieder ein fragliches Ergebnis bringen, wird die IHC entweder
wiederholt oder man zahlt die Genanzahl in den Zellen erneut aus. (Wolff AC,
2007)
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8.3 HER-2 Negativitat

Bei der IHC wird ein HER-2 negatives Ergebnis mit Score 0 oder 1+ definiert. Es
kommt zu keiner Farbung bzw. nur zu geringer inkompletter Membranfarbung. Bei
der FISH betragt der HER-2/CEP17 Quotient weniger als 1,8 bzw. weniger als 4
Genkopien/Zellkern. (Wolff AC, 2007)

Auch wenn keine HER-2 Genamplifikation mittels FISH nachgewiesen wurde,
besteht die Mdglichkeit einer geringen Uberexpression von HER-2, welche in der
IHC nachgewiesen werden kann. (Slamon DJ G. W., 1989) Die US Food and Drug
Administration (FDA) empfiehlt, dass alle Gewebeproben, welche fur eine HER-2
Testung herangezogen werden in einer 10%igen Formalinlésung (neutral
gepuffert) fur 6 bis maximal 48 Stunden fixiert werden. Betragt die Fixationszeit
mehr als 48 Stunden, kdnnte es zu falsch-negativen Ergebnissen kommen. (Zarbo
RJ, 2003; Hammond ME, 2003)

Breast cancer specimen
{imvasive componant)

HER2 testing by

validated IHC assay for
/ HER2 protein exprassion \

Positive for HER2 protein Equivocal for HERZ Megative for HERZ

expression IHC 3+ protain expression protein expression
{defined as uniform IHC 2+ IHC 0 or 1+
intense membrane
staining of > 30% of
imvasive turmor cells)

Test with valideted assay for

/ R aeR melieaten \

Positive for HERZ Megative for HERZ

gene amplification Equivocal HERZ genea amplification

gene amplification
[Patients with HER2/CEP17
ratio = 2.0 were eligible for the
adjuvant trastuzumab trials)

Abbildung 4: Algorithmus fir IHC
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Breast cancer spacimen

{imvasive componamnt)

HERZ testing by
validated FISH assay for
HERZ gene amplification

!

Positive for HERZ Equivocal for HERZ Megative for HEAZ
gene amplification gene amplification gena emplification
{FISH ratio = 2.2 or (FISH ratio 1.8-2.2 or {FISH ratio < 1.8 or

HER? gene copy = 6.0} HEHE E?';“;.TJPY HER? gene copy < 4.0}

l

Count additional cells for AISH
or retest, or test with HER2 IHC

Equivocal HERZ gene
amiplification result
[Patients with HERZICEP17
ratio = 2.0 were eligible for the
adjuvant trastuzumab trials)

Abbildung 5: Algorithmus fur FISH

8.4 HercepTest

Die Firma DakoCytomation bietet unter den Namen ,HercepTest™“ einen
semiquantitativen immunhistochemischen Test zum Nachweis einer HER-2
Uberexpression beim Mammakarzinom an. Dieser Test dient zur Feststellung des
HER-2 Status und als Vorbedingung fur eine Therapie mit Trastuzumab
(Herceptin™). Der HercepTest wurde auch in den FDA-Zulassungsstudien fur

Herceptin verwendet. (Dako Denmark, 2002)
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Folgenden Kriterien sind zu beriicksichtigen:

Farbung an der Zellmembran Score HER-2 Uberespression
Bewertung

Es kommt zu keiner Farbung der 0 Negativ
Membran
Schwache Membranfarbung bzw. nur
teilweise Farbung der Zellmembran

1+ Negativ
Bei bis zu 10 % der Zellen ftritt eine
schwache bis maRige jedoch 2+ Fraglich positiv
vollstandige Membranfarbung auf
Bei mehr als 30% der Zellen tritt eine
starke, vollstandige Membranfarbung
auf

3+ Positiv

Tabelle 1: Kriterien flr die Beurteilung der immunhistochemischen Anfarbung von

HER-2 an der Zellmembran

Pathway™ HER-2/neu Antibody

Pathway Anti-HER-2/neu ist ein Rabbit Monoclonal Primary Antibody (Klon 4B5),

welcher sich gegen den inneren Teil des c-erbB-2 Onkoproteins (HER-2) richtet.

(Ventana Medical Systems, 2009)
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8.5 Prinzip des HER-2 Immunscorings beim Magenkarzinom

Alle Gewebeproben, sowohl Biopsien als auch Resektate wurden in der klinischen
Phase Il Studie Trastuzumab on gastric adenocarcinoma (ToGA) sowohl
immunhistologisch als auch mittels in-situ Hybridisierung untersucht. Dabei kam
ein modifiziertes Scoring zum Einsatz. (Hofmann M, 2008) Dies unterscheidet sich
in 2 zentralen Punkten vom Scoring des Mammakarzinoms.

1.) Eine HER-2 Positivitat ist hauptsachlich in drisig-intestinal differenzierten
Tumoren oder beim Mischtyp nachweisbar. Eine HER-2 Positivitat beim diffusen
Typ wurde in 5% der Falle festgestellt. Weiters sind reine Siegelringzellkarzinome

meist vollstandig negativ. (Ruschoff J, 2010)

2.) In nahezu jedem dritten fortgeschrittenem Magenkarzinom ist die HER-2
Positivitat auf Protein- und Gen-Ebene heterogen (< 30% positive Tumorzellen)
oder nur fokal ausgepragt. (Ruschoff J, 2010) In der ToGA Studie ergab sich fur
Biopsien eine HER-2 Positivitatsrate von 22%. (Bang Y, 2009)

8.6 HER-2 Testung beim Magenkarzinom mittels ISH

Der Nachweis der Genamplifikation erfolgt analog zu den Regeln beim
Mammakarzinom: es werden 20 auswertbare Zellen gezahlt und dann aus dem
Quotienten der Summe aller Gen-spezifischen Signale und der Summe aller
Chromosom 17-spezifischen Signale das Verhaltnis bestimmt. Circa 7,5% der IHC
0/1+ Tumoren zeigten zwar eine Amplifikation, die aber nur niedriggradig
ausgepragt war. Immunhistochemisch stark Uberexprimierende Zellen wiesen in
uber 90% der Falle eine hohe Genamplifikation auf. (Rischoff J, 2010)

Aufgrund der aktuellen Zulassung seitens der europaischen Arzneimittelagentur
(EMEA), kann Trastuzumab in Kombination mit Capecitabin (Vorstufe von 5-
Fluorouracil) oder 5-Fluorouracil (Zytostatikum) und Cisplatin (Zytostatikum) fir
das metastasierte Adenokarzinom des Magens und der gastointestinalen

Ubergangszone eingesetzt werden.
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Bei der Testung des Magenkarzinoms ist die Immunhistochemie das primare
Testverfahren, die FISH Analyse wird nur zur Absicherung des IHC 2+ Befundes
herangezogen, da nur eine HER-2 Protein Uberexpression und nicht eine HER-2

Gen Amplifikation mit einem Therapieansprechen assoziiert ist. (Ruschoff J, 2010)

8.7 Immunoscoring beim Magenkarzinom

Eine einfache Ubertragung der HER-2 Testkriterien von Mamma- auf das
Magenkarzinom ist mit einer hohen falsch-nagtiv-Rate verbunden. Die
wesentlichste Anderung im Unterschied zur Beurteilung des Mammakarzinoms,
betrifft den Wegfall der ringformigen — kompletten - Farbung als Voraussetzung fur
die Festlegung auf einen IHC Score 2+ oder IHC Score 3+. Die Anwendung des
Mammascorings bei Magenkarzinom durfte zu einer circa 50%igen falsch-negativ-
Rate fihren. Weiters besteht auch das Risiko einer falsch-positiven Beurteilung.
Es sollten daher nur validierte Tests verwendet werden, was fur die von der FDA
zugelassene Testplattformen (HercepTest, DAKO und Pathway, Roche-Ventana)
spricht. (Ruschoff J, 2010)

8.8 ISH Analyse

In bis zu einem Drittel der Magenkarzinome ist, im Gegensatz zum
Mammakarzinom, eine heterogene Genamplifikation zu erwarten. Dies lasst sich
unter anderem durch den Anteil von bis zu 30% gemischten Tumortypen beim
Magenkarzinom erklaren. Beim intestinalen Typ kdnnen aber auch amplifizierte
und nicht-amplifizierte Tumorareale nebeneinander vorkommen. Aus diesem
Grund ist ein prazises Durchsuchen des gesamten Tumors erforderlich, damit
amplifizierte Klone nicht tGbersehen werden. (Ruschoff J, 2010)

Interessant ist auch, dass laut ToGA Studie, Karzinome am Osophagogastralen
Ubergang im Vergleich zum distalen Magenkarzinom (Antrum), eine etwa doppelt
so hohe HER-2 Positivitéat (30% versus 16%) aufwiesen. Diese Erkenntnis ist
ebenfalls auf den unterschiedlichen Anteil intestinaler Tumortypen zurlGckzufihren.
(Ruschoff J, 2010)

Noch nicht gesichert ist eine eigenstandige prognostische Bedeutung von HER-

2/neu beim Magenkarzinom.
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Warum die Patientinnen mit metastasiertem Magenkarzinom von einer Therapie
mit Trastuzumab profitieren, wenn die Positivitat nur fokal, also < 10 - 30%
ausgepragt ist, ist noch ungeklart. Es ware auch moglich, dass die Daten zum
Magenkarzinom auch zu einem Uberdenken der Beurteilungskriterien beim
Mammakarzinom fuhren. (Gilcrease MZ, 2009)

Die HER-2 Diagnostik des Magenkarzinoms unterscheidet sich in zwei
wesentlichen Punkten von der Diagnostik des Mammakarzinoms. FISH und IHC
sind nicht gleichberechtigt. Primar erfolgt eine immunhistochemische Testung,
wobei nur bei IHC Score 2+ eine zusatzliche ISH Prufung erforderlich ist. Die
Unterscheidung liegt auch in der Beurteilung der HER-2 Immunhistochemie, da
beim Magenkarzinom auch inkomplette Farbungen gewertet werden. (Ruschoff J,
2010)
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Farbeintensitat | Resektat- Biopsie- HER-2 Status
IHC-Score Beurteilung Beurteilung
0 Keine Reaktivitat Keine Reaktivitat Negativ
oder oder
Membranfarbung | Membranfarbung
in < 10% der in keiner (oder <
Tumorzellen 5) der Tumorzellen
1+ Sehr schwache Sehr schwache Negativ
Membranfarbung | Membranfarbung
in mind.10% der in
Tumorzellen Tumorzellgruppen
unabhangig vom
Prozentsatz
(mind.5
Tumorzellen)
2+ Schwache bis Schwache bis Grenzwertig
mittelgradige, mittelgradige,
komplette, komplette,
basolaterale oder | basolaterale oder | (1SH Uberpriifung
nur laterale nur laterale erforderlich)
Membranfarbung | Membranfarbung
in mind.10% der unabhangig vom
Tumorzellen Prozentsatz
(mind.5
Tumorzellen)
3+ Starke komplette, | Starke komplette, Positiv
basolaterale oder | basolaterale oder
nur laterale nur laterale
Membranfarbung | Membranfarbung
in mind.10% der unabhangig vom
Tumorzellen Prozentsatz
(mind. 5
Tumorzellen)

Tabelle 2: Modifiziertes HER-2 Immuno-Scoring beim Mammakarzinom
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9 Mogliche Ansatzpunkte fur eine verbesserte HER-2

Pradiktion

Auf Basis der zuvor dargestellten Funktion der Tyrosinkinase, der Liganden, des

HER-2 Downstream Pathways und dessen Einflussfaktoren, der derzeit bekannten

Wirkmechanismen von anti-HER-2 Therapeutika, den bekannten Ursachen der

anti-HER-2 Tumortherapieresistenz und den derzeitigen Testmethoden ergeben

sich folgende mogliche Ansatzpunkte flir eine verbesserte Pradiktion des

Ansprechens:

9.1 An der Membran

Homodimere versus Heterodimere

Abbildung 6: Dimere

Laut der Studie von Slamon, findet man eine HER-2
Uberexpression in circa 30% aller Mammakarzinomen
(Slamon DJ C. G., 1987), wobei diese auf eine
Genamplifikation zurtckzufihren ist. (Seshadri R., 1993;
Slamon DJ G. W., 1989) In diesem Fall ist es moglich die
Patientinnen mit monoklonalen Antikdrpern (Trastuzumab)
zu therapieren. Eine EGFR Uberexpression ist, im
Gegensatz dazu, fast niemals auf eine Genamplifikation
zuruckzufihren, sondern auf erhohte Rezeptorsynthese.
(Earp HS, 1995) In den Studien von Martinelli et al. wurde
gezeigt, dass Homodimere schwacher als Heterodimere
wirken (Martinelli E, 2009).

In den Studien von Campiglio et al. und Menard et al wurde gezeigt, dass eine
HER-2/EGFR Co-Uberexpression oder eine HER-2/HER-3 Co-Uberexpression zu

einer aggressiveren Tumorform fluhrt.
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Daher ware es notwendig den oder die HER-2 Dimerisierungspartner in den
individuellen Tumoren zu untersuchen, ob neben einer HER-2 Uberexpression
parallel eine EGFR Uberexpression besteht, da dies zu einer starkeren
Heterodimerisierung fuhren durfte. Dasselbe gilt fur HER-3. Ein mdglicher
Testansatz stellt der Proximity Ligation Assay dar. Mit dieser Methode lal3t sich ein
in-vivo Naheverhaltnis zweier Proteine nachweisen. (www.molmeth.org, 2008)
Speziell in diesem Fall kdnnte eine Therapie mit dem Tyrosinkinase-Inhibator (TK-
Inhibator) Lapatinib von Vorteil sein, da Trastuzumab nur am HER-2 Rezeptor
angreift. Lapatinib blockiert jedoch alle TK's der EGFR Familie.

MUC-4

Eine Uberexpression von MUC-4 tragt zur Maskierung von Membranproteinen bei.

Wird die Expression von MUC-4 jedoch durch RNA Interferenz herabgesetzt, wird
die Bindung von Trastuzumab erhdht. (Nagy P, 2005) Daher ware eine Messung
der MUC-4 Expression von Vorteil, bevor eine Therapie mit Trastuzumab
begonnen wird, da dadurch die Bindung von Trastuzumab an den HER-2

Rezeptor vorhergesagt werden kann.

9.2 Liganden
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Abbildung 7: Liganden

Es wurde festgestellt, dass HER-2 plus EGFR mit Neuregulin als Ligand die
starkste Kombination ergibt. (Martinelli E, 2009) Diese Tatsache ware ein weiterer
interessanter Testansatz. Speziell, ob im Tumorgewebe neben HER-2 und EGFR

auch EGF oder andere Liganden Uberexprimiert werden.
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EGF als Protein ist in 15-30% der invasiver Mammakarzinome erhdht. Die EGF
MRNA in 83%. (Braun S, 2000; Gebauer G, 2001) Eine genauere Untersuchung
der mRNA ware sinnvoll, da diese anscheinend aussagekraftiger ist und so eine

genauere Bestimmung moglich ware.

Auch der Nachweis von erhdhtem TGF-a kénnte ein interessanter Ansatzpunkt
sein, da es in TGF-a positiven Zellen unter Trastuzumab zu keiner Verminderung
der HER-2 Expression kommt. Daher konnte eine Trastuzumabresistenz auch mit
einem TGF-a gekoppelten Mechanismus in Zusammenhang stehen. (Valabrega
G, 2007) Eine Messung von TGF-a beziehungsweise genauere Studien in
Zusammenhang mit HER-2 positiven Karzinomen ware vielleicht auch ein
maoglicher Ansatzpunkt.

Interessant erscheint auch der Umstand, dass apokrine Mammakarzinome haufig
(in  ca. 40-50% - eigene Beobachtung) HER-2 und gleichzeitig
Androgenrezeptoren Uberexprimieren. Auch hier kdnnte die genaue Bestimmung

von Liganden zu einem verbesserten individuellen Testansatz fuhren.

9.3 HER-2 als immunologischer Angriffspunkt

Es werden 2 verschiedene Ansatzpunkte bezlglich der Therapie mit Trastuzumab
unterschieden. Wird Trastuzumab alleine verabreicht, wird hauptsachlich die
Tyrosinkinasenaktivitat verhindert und somit die Proliferation des Karzinoms
gehemmt. Dabei wird in den HER-2 Downstreampathway eingegriffen. Bei der
Kopplung von Trastuzumab mit einem Konjugat steht die zytotoxische Wirkung im
Vordergrund. In diesem Fall, ist die Wirkung vom HER-2 Downstreampathway
unabhangig. Da sich das Vorhandensein einer ADCC von Trastuzumab in
verschiedenen Studien (Gennari R, 2004; Repka T, 2003) als nicht gesichert
darstellte, waren weitere Studien interessant, ob es Faktoren gibt, welche die
ADCC beeinflussen. Zum Beispiel, HER-2 positive Mammakarzinome mit
lymphozytarem Infiltrat versus HER-2 positive Mammakarzinome ohne

lymphozytarem Infiltrat.

9.4 Im Zytoplasma

Laut Molina et al. blockiert Trastuzumab den Abbau der extrazellularen Domane

von HER-2 durch Hemmung der Metalloproteinkinaseaktivitat. (Molina MA, 2001)
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Eine Messung der Metalloproteinkinaseaktivitat ware sinnvoll um ein
unterschiedliches Therapie-Ansprechverhalten abhangig von der
Metalloproteinkinaseaktivitat zu erkennen. Wurde sich so eine Abhangigkeit
bestatigen, konnte die Metalloproteinkinaseaktivitat so zur weiteren

Therapieplanung herangezogen werden.

9.5 Wachstumsinhibitoren-CDK's
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Abbildung 8: Wachstumsfaktoren

p27
Uber sogenannte CDK's wird der Zellzyklus reguliert. p27%*" ist ein sehr wichtiger

Wachstumsinhibator der CDK Familie, da er in der Lage ist verschiedene Cycline
(A-CDK2, B-CDK2, D-CDK4 und E-CDK2) zu hemmen. Zellen, welche
proliferieren kdénnen durch erhdhtes p27"P" dem Zellzyklus entkommen. Eine
geringe Expression flhrt hingegen zu exzessiver Zellproliferation und
Tumorenstehung. (Kalemi TG, 2007) Eine Messung von p27°"" bzw. das
Eingreifen in die CDK Familie ware daher bedeutsam um eine Chemoresistenz

vorherzusagen.

p21
Die Rolle von p21 ist bei Mammakarzinomen umstritten. HER-2 Uberexprimierte
Brustkrebszellen kdénnen durch erhdhte Expression von p21 Chemoresistenz

induzieren. (Kalemi TG, 2007) Eine Bestimmung von p21 ware daher sinnvoll.

PTEN

PTEN ist ein Tumorsupressorgen. (Fujita T, 2006) Studien zeigten, dass eine
Resistenz von Trastuzumab in Zusammenhang mit der PTEN-Expression stehen
kann. (Nagata Y, 2004; Di Cristofano A, 1998) Dies kann durch eine Mutation des
PTEN Gens verursacht werden. (Garcia JM, 1999; Singh B, 1998)
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PIP3 wird von PI3K produziert. Die Aktivitat von PTEN fuahrt zu
Desphosphorylierung von PIP3. PIP3 ist wiederum der Hauptaktivator von AKT.
Wird PTEN selektiv gehemmt, sinkt auch die Sensitivitat von Trastuzumab. (Fujita
T, 2006) AKT fordert verschiedene Gene, wie p27 oder p21, welche in den
Zellzyklus eingreifen und die Proliferation begunstigen. Eine Messung der PTEN
Aktivitat konnte eine Option sein, um das Ansprechen von Trastuzumab
vorherzusagen. Ein Eingreifen in den PI3K/PIP3/PTEN Pathway ware auch eine

weiterer therapeutischer Ansatzpunkt.
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Abbildung 9: PTEN-Einfluss

PIK3CA

Patientinnen mit PIK3CA Mutationen bei HER-2 positiven Tumoren weisen eine
schlechte Prognose auf. Dies wurde in einer Studie von Lerma et al.
nachgewiesen. Diese Mutationen kamen in der Kinase Domane (Exon 20) vor.
AuRerdem sind PIK3CA Mutationen in HER-2 positiven Tumoren haufiger als in
triple negativen. Es wurde festgestellt, dass PIK3CA Mutationen auch mit einer
p110a (gehodrt zur den Klasse | PIK3's) Uberexpression verbunden sind. (Lerma
E, 2008) Die Tatsacher einer PIK3CA Mutation in Verbindung mit einer p110a
Uberexpression ware ein weiterer méglicher Punkt fiir eine pradiktive Testung, da

dies leicht immunhistochemisch festgestellt werden konnte.
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Heat shock-Protein 90

Ein weiterer moglicher Ansatzpunkt ware die genauere Untersuchung des heat

shock-Proteins 90. Dieses kontrolliert namlich die Faltung von HER-2. (Bartsch R,
2007) Durch genauere Untersuchung des Proteins und deren Mechanismus in
Bezug auf die kontrollierte Faltung von HER-2, konnte ein eventueller Ansatzpunkt
bezuglich des Ansprechens auf eine Behandlung mit Trastuzumab gefunden

werden.

9.6 Andere Wachstumsfaktoren

IGF-1 Rezeptor

Der IGF-1 Rezeptor ist ein transmembrandser Tyrosinkinaserezeptor, welcher

oftmals bei Mammkarzinomen nachgewiesen wird. Es wurde eine humane breast
cell line SKBR3 entwickelt, die den IGF-1 Rezeptor tberexprimiert. So konnte die
Wirksamkeit von Trastuzumab beurteilt werden. Diese Ergebnisse bestatigten sich
auch bei einer anderen Zelllinie, bei dem eine HER-2 Uberexpression exogen
induziert wurde. (Valabrega G, 2007) Bei IGF-1 Rezeptoruberexpression besteht
eine Trastuzumab Resistenz (bitte diese Annahme Uberprifen und Zitat einfliigen).
Daher ware die Untersuchung des IGF-1 Rezeptors hinsichtlich Uberexpression

von Bedeutung.

VEG-Faktor

Eine Studie von lzumi et al. stellte fest, dass Trastuzumab die Produktion des
VEG-Faktors in Tumorzellen (in vitro) verringert. Dies kdnnte ein Hinweis auf
einen moglichen unabhangigen antiangiogenen Mechanismus von VEGF in vivo
hinweisen. (Izumi Y, 2002) Daher ware eine genauere Untersuchung des VEG-
Faktors bei HER-2 Uberexprimierenden Mammakarzinomen vor einer Behandlung
mit Trastuzumab moglichweise sinnvoll um vielleicht Mutationen oder dergleichen
des endothelialen Wachstumsfaktors herauszufinden. Dies kdnnte einen weiteren

maoglichen pradiktiven Ansatzpunkt ergeben.
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Zusammenfassend konnte durch die Analyse des HER-2 Pathways und seiner
zahlreichen Einflussfaktoren einige theoretische Ansatzpunkt flr eine verbesserte
Pradiktion gefunden werden. Eine Validierung dieser ware in weiteren

experimentellen und in weiterer Folge auch in klinischen Studien sinnvoll.
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