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Krebs ist eine genetische Erkrankung
mit Verdnderungen, die auf die Pro-
teomebene durchschlagen und ty-
pische Eigenschaften von Krebs wie
Apoptosedefizienz, Proliferation, An-
giogenese und Metastasierung be-
dingen. Das menschliche Genom be-
steht aus ca. 35.000 Genen und deren
verschiedenen RNA-“splice”-Varian-
ten. Diese Fiille an Information lasst
sich mit Hilfe von effizienten Genom-
und Proteomtechnologien entschliis-
seln und klinisch nutzen, indem the-
rapeutisch relevante Zielstrukturen
mit hoher Krebsspezifitit identifiziert
und gezielt inaktiviert werden. An-
tisense-Oligonukleotide (ASO) und
kurze Interferenz-RNA (siRNA) sind
fiir die sequenzspezifische Unterdrii-
ckung der Genexpression Molekiile
der Wahl.

Strategische Betrachtungen
und historische Aspekte

ASO binden an komplementire Sequen-
zen der Ziel- (pra-)mRNA durch Watson-
Crick-Basenpaarung, wodurch die Gen-
expression auf verschiedenen Ebenen ge-
hemmt wird. Vor 30 Jahren wurde bereits
gezeigt, dass synthetische Einzelstrang-
nukleinsduren die RNA-Translation hem-
men. Das Zeitalter therapeutischer ASO
begann, als Zemecnik und Stephenson
1978 erstmals mit Hilfe von Oligonukleo-
tiden die Replikation von Rous-Sarkom-
Viren in Fibroblasten unterdriicken konn-
ten [24]. Als eine weitere Moglichkeit zur
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Hemmung der posttranskriptionalen Ge-
nexpression wurde vor wenigen Jahren die
Strategie der RNA-Interferenz vorgestellt
und 2002 sogleich als wissenschaftlicher
Durchbruch des Jahres gefeiert [4]. Ob-
wohl es sich vom Ergebnis her nicht von
der Wirkung von ASO unterscheidet, be-
ruht dieses Prinzip auf der Anwendung
von Doppelstrang-RNA-Molekiilen, die
eine komplizierte Bindungs- und Degra-
dierungsmaschinerie aktivieren, mit der
die Ziel-mRNA abgebaut wird (8 Abb. 1).
Das Phanomen der RNA-Interferenz wur-
de erstmals Anfang der goer Jahre be-
schrieben, als nach genetischen Manipu-
lationen von Petunien unerwartete Phano-
mene der Unterdriickung der Genexpres-
sion beobachtet wurden [15]. Spatere Un-
tersuchungen an Drosophila und C. ele-
gans haben die biologische Bedeutung der
durch RNA-Interferenz vermittelten Gen-
regulation eindrucksvoll bestitigt und da-
durch den Weg fiir therapeutische Anwen-
dungen geebnet [11].

Mit der Einfithrung automatischer
DNA-Syntheseprozesse, permanenter
Fortschritte in der Nukleinsduretechno-
logie und der genomweiten Verfiigbar-
keit spezifischer siRNA-Molekiile konn-
ten auch die therapeutischen Anspriiche
neu formuliert werden. Das viel verspre-
chende Konzept der beiden Antisense-
Technologien darf aber nicht dariiber
hinwegtauschen, dass die bisher vorlie-
genden klinischen Daten noch nicht zur
Anerkennung als Heilmittel geftihrt ha-
ben. Dies hat mehrere Ursachen. Zum ei-
nen gelangen nach systemischer Anwen-

dung nur ungeniigend grofie Mengen ak-
tiver Substanz in das Tumorgewebe, wih-
rend der Grofdteil metabolisiert und aus-
geschieden wird. Dies betrifft sowohl
ASO als auch siRNA. Eine Verbesserung
der Situation ist durch chemische Verin-
derungen zur Erhohung der Molekiilsta-
bilitdt oder durch Anwendung liposoma-
ler Tragersysteme und anderer Nanotech-
nologien in Sicht, die gegenwirtig inten-
siv untersucht werden. Jiingste Erkennt-
nisse mit kleinmolekularen Kinasehem-
mern und Antikérpern, die héufig eine
breitere Wirkspezifitit als nur gegen die
urspriinglich anvisierte Zielstruktur zei-
gen bzw. ganze Signaltransduktionswege
beeinflussen, werfen die Frage auf, ob
auch Antisense-Molekiile nicht nur die
Expression nur eines Gens unterdriicken
sollten und ob manche unerwartete Ne-
beneffekte bei einer komplexen multifak-
toriellen Erkrankung wie Krebs nicht so-
gar erwiinscht sind. Zelluldre Signaliiber-
tragungsprozesse sind nicht linear und
beinhalten komplexe Interaktionen oft-
mals redundanter Signalwege. Das Bcl-2-
spezifische ASO Oblimersen scheint die-
sem Vorsatz Recht zu geben, indem seine
therapeutische Wirkung weniger auf der
Hemmung des antiapoptotischen Gens als
vielmehr auf der Aktivierung einer CpG-
vermittelten Immunaktivierung beruht
[19]. Praklinische Untersuchungen mit
einem Bcl-2/Bcl-xL-bispezifischen ASO
konnten die therapeutische Uberlegenheit
der gleichzeitigen Unterdriickung zweier,
teilweise redundant wirkender Apoptose-
hemmer belegen [5].



Die Frage, ob ASO oder siRNA benutzt
werden soll, stellt sich im Laboralltag hau-
tig. Generell ldsst sich sagen, dass in ver-
schiedenen Modellsystemen wie HeLa-
Zellen siRNA in kleinsten Mengen wirk-
sam ist (1-10 nM) und bei diesen gerin-
gen Konzentrationen auch kaum Neben-
wirkungen wie ,,Off-target“-Effekte zu er-
warten sind. Andererseits bendtigen viele
Tumorzellen, u. a. primére Tumorzell-
kulturen, wesentlich grofiere Mengen an
siRNA, um biologische Effekte zu erzie-
len. Im Bereich von mehr als 50 nM zei-
gen sich dabei die gleichen unspezifischen
Effekte wie mit ASO [6]. Dartiber hin-
aus konnten bispezifische Effekte — wie
fir ASO bereits gezeigt — mit siRNA bis-
her nicht reproduziert werden, obwohl
auch siRNA Molekiile eine deutliche To-
leranz fiir Basenmismatches besitzen. Im
Gegensatz zu ASO wurde die krebsthe-
rapeutische Wirkung von siRNA bisher
auch noch nicht klinisch bestitigt. Ob-
wohl In-vivo-Untersuchungen die Akti-
vitdt intravends injizierter Apolipopro-
ten-B- (ApoB-)spezifischer siRNA in me-
tabolischen Zielorganen wie Leber, Diinn-
darm und Fettgewebe beschreiben [22], ist
dies wohl in erster Linie auf die préferen-
zielle Lokalisierung der Nukleinsdure-Li-
pid-Konjugate in diesen Organen zuriick-
zufiihren. Diese im Mausmodell gemach-
te Beobachtung konnte mit den gleichen
siRNA-Molekiilen und dhnlichen liposo-

malen Vektoren inzwischen auch in Pri-
maten bestatigt werden [27].

Formate von Antisense-Molekiilen

ASO sind synthetische, aus DNA-Baustei-
nen aufgebaute Einzelstrangoligonukleo-
tide, von denen jeder zur Watson-Crick-
Bindung an komplementire Basen der
Ziel-mRNA befihigt ist. Das Ergebnis ist
entweder Hemmung der Proteintranslati-
on im Zytoplasma oder Abbau der mRNA
durch Aktivierung der Ribonuklease H
(RNase H), einer Endonuklease im Zell-
kern ([17]; @ Abb. 1). Zur Verbesserung
der klinischen Eigenschaften konnen Ak-
tivitdt und Stabilitdt von ASO durch che-
mische Verdnderungen der Ribose, Base
oder des Phosphatriickgrats vorgenom-
men werden. Die wichtigsten Verbesse-
rungen beruhen auf Verwendung von
sog. Phosphothioate-ASO, in denen ein
Schwefelatom das natiirliche Sauerstoff-
atom im Phosphatriickgrat ersetzt. Die-
se ASO der 1. Generation zeichnen sich
durch hohe Stabilitit, Bindungsaffinitat
sowie verbleibender Fihigkeit zur Akti-
vierung von RNase H aus [23]. Weitere
Verbesserungen der funktionellen und
pharmakologischen Eigenschaften lassen
sich durch Verdnderungen der Ribose-
einheit wie 2’-O-Alkylierung erzielen. Zu
diesen ASO der 2. Generation gehéren die
inzwischen auch unter klinischen Bedin-

Hier steht eine Anzeige.
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gungen untersuchten O-Methyl- (OMe-)
und O-(2’-Methoxy)ethyl- (MOE-)Ana-
loge. Durch die teilweise Blockierung der
Ribose als Folge der Substitution nimmt
das ASO eine RNA-dhnliche Struktur ein
und zeigt damit hohere Bindungsaffini-
tat zur komplementiren mRNA-Sequenz
[13]. Vollstandig blockiert in der C3’-en-
do-Konformation durch eine 2’-O,4’-C-
Methylen-Bindung ist die Ribose in sog.
»Locked-Nucleic-Acid“- (LNA-)ASO [18].
Da RNA-RNA-Homodimere die RNase H
nicht mehr zu aktivieren vermogen, wer-
den diese Riboseveranderungen nur an
wenigen Nukleotiden an den 3’- und
5’-Enden vorgenommen, wihrend die
Zentralregion unverdndert als DNA bleibt
(Gapmer- oder Wingmer-ASO). Giinsti-
ge Hybridisierungseigenschaften und ho-
he Stabilitét zeichnen auch Peptidnukle-
insduren aus, in denen das Phosphat-
riickgrat durch Polyamidbindungen er-
setzt wird [16]. Diese ungeladenen ASO
dringen allerdings sehr schlecht in Zellen
ein und kénnen keine RNase H aktivieren.
Aufgrund ihrer extrem hohen Bindungs-
affinitét blockieren sie dagegen den Trans-
lationsprozess am Ribosom.

Die Erkenntnis, dass Organismen die
Genexpression mit Hilfe hoch konser-
vierter antisensedhnlicher RNA-Interfe-
renz-Mechanismen negativ regulieren, hat
das Feld der molekularen Targetvalidie-
rung und Therapie bedeutend bereichert.
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Abb. 1 A Wirkungsweise herkommlicher ASO und siRNA-Molekiile. Beide Antisense-Molekiile binden
komplementdr an die mRNA und hemmen die Proteinsynthese vor allem auf der Transkriptionsebe-
ne. ASO sind Einzelstrangnukleinséuren, die den Abbau der mRNA durch die Endonuklease RNase H
im Zellkern aktivieren (linke Bildhdilfte oben). Wenige hochaffine ASO blockieren auch die mRNA Trans-
lation am Ribosom (linke Bildhdilfte unten). Das Prinzip der RNA-Interferenz ist in der rechten Bildhdlfte
dargestellt. Es basiert auf der Anwendung von kurzen Doppelstrang RNA Molekiilen (siRNA), die im
Zytoplasma wirksam sind. Der Prozess beginnt mit der Bildung des RNA-induced silencing complex
(RISC), einem komplizierten Ribonukleoproteinkomplex, der aus verschiedenen RNA-prozessierenden
Enzymen besteht. Nachfolgend kommt es zur Auftrennung der doppelstrangigen siRNA und Bindung
des Antisense-Strangs an die komplementdre mRNA-Sequenz. Der Abbau der mRNA erfolgt ebenfalls

durch eine Endonuklease

Natiirliche RNA-Interferenz wird durch
lange Sequenzen von Doppelstrang-RNA-
Molekiilen eingeleitet, die enzymatisch zu
kurzen 19-21 Nukleotid langen Einheiten
abgebaut werden [2]. Die kurzen siRNA-
Molekiile bestehen aus einem ,,Sense®-
und einem ,,Antisense“-Strang, die an ei-
nen Multiproteinkomplex binden und den
»RNA-induced silencing complex“ (RISC)
bilden. Im RISC wird die Antisense-RNA
vom Sense-Strang befreit und fithrt den
Komplex an die komplementidre mRNA,
die schliefllich durch Endonukleasen ab-
gebaut wird ([10]; @ Abb. 1). In der La-
borpraxis werden zweckmifligerweise di-
rekt die kurzen siRNA anstelle der langen
Doppelstrang-Vorldufermolekiile einge-
setzt. Die genregulatorische Wirkung und
das therapeutische Potenzial der siRNA-
Technologie konnte inzwischen auch in
verschiedenen Tiermodellen besttigt wer-
den [22, 25, 27]. Ahnlich wie herkémm-
liche ASO lassen sich siRNA-Molekiile in
Mengen herstellen, die fiir klinische An-
wendungen realistisch sind, und ihre Sta-
bilitat und Effizienz tibertrifft oft die von
ASO der 1. Generation. Beim Vergleich
mit den oben erwéhnten funktionell ver-
besserten ASO heben sich diese Vorteile
allerdings wieder weitgehend auf.
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Zielgerichtete Behandlung
mit Antisense-Molekiilen

Ein allgemeines Problem der moleku-
laren Krebstherapie ist die ungentigende
Anreicherung von Therapeutika im Tu-
morgewebe. Dariiber hinaus ergeben sich
Schwierigkeiten mit der intrazelluldren
Aufnahme der anionischen Nukleinsiu-
ren, was in vitro, nicht aber unter In-vivo-
Bedingungen, durch die Anwendung kat-
ionischer komplexierender Lipide gelost
wird. Die intrazellulire Aufnahme gela-
dener Nukleinsduren erfolgt tiberwiegend
durch Endozytose, wobei die Freisetzung
aus den endo-/lysosomalen Vesikeln ins
Zytoplasma eine hohe funktionslimitie-
rende Barriere darstellt. Mit dem Ziel, An-
tisense-Molekiile auch in vivo wirksam im
Tumor anzureichern, wurden verschie-
dene Transfersystem entwickelt. Virale
Vektoren vereinen den Vorteil effizienter
Transporteigenschaften mit dem Nach-
teil variabler unvorhersehbarer Gewebe-
spezifitit, hoher Immunogenitit und an-
haltender Sicherheitsbedenken [14]. Aus
diesen Griinden wurden v. a. nichtvirale
Transfersysteme bevorzugt [21, 26]. Ins-
besondere nanopartikuldre Polymerkom-
plexe und Liposomen wurden untersucht.

Dabei weisen sterisch stabilisierte Lipo-
somen, die aus unilameldren neutralen
Vesikeln bestehen, welche mit einer Hiille
aus Polyethylenglykol umzogen sind, die
glinstigsten pharmakologischen Eigen-
schaften in vivo auf [1].

Obwohl derartig stabilisierte Lipo-
somen dank verlingerter Plasmahalb-
wertszeit eine héhere Tumorlokalisation
aufweisen, ist die Anreicherung nur pas-
siv. Aktive Anreicherung im Tumor wird
mit Hilfe von Liganden méglich, die che-
misch an die Liposomenoberfliche ge-
koppelt werden und spezifisch an Rezep-
torstrukturen auf der Tumorzelle binden.
Beispiele hierfiir sind Wachstumsfakto-
ren und Antikérper, die das liposomale
Antisense-Transportsystem selektiv ins
Tumorgewebe beférdern und die zellu-
lare Aufnahme der Wirkstoffe durch re-
zeptorvermittelte Endozytose ermogli-
chen. Antisense-Molekiile konnen nach
chemischer Veranderung auch direkt an
Tragersubstanzen angehdngt werden, was
am Beispiel von siRNA gegen Apolipo-
protein B anhand eines Cholesterol-Kon-
jugats gezeigt wurde [22]. Nach Applika-
tion in Mdusen lieBen sich in cholesterol-
typischen Zielgeweben wie Leber, Diinn-
darm und Fettgewebe signifikante biolo-
gische Effekte nachweisen. Trotz viel ver-
sprechender Ansitze bleiben zahlreiche
Probleme ungeldst. So betragt die Dosis,
die im Mausmodell therapeutisch wirk-
sam ist, auf den Menschen iibertragen
mehrere Gramm siRNA-Konjugat. Dar-
iiber hinaus sind nur wenige Rezeptoren
auf Tumorzellen bekannt, die zum ei-
nen hohe Internalisierungsraten aufwei-
sen und zum anderen ausreichend selek-
tiv sind.

Der Erfolg von Antisense-Therapeuti-
ka hangt von der Identifizierung von Ge-
nen und deren Proteinen ab, die maf3geb-
lich an malignen Prozessen wie Apoptose-
hemmung, Proliferation und Angiogene-
se beteiligt sind. Forgeschrittene Tumoren
unterhalten oft redundante Signaltrans-
duktionswege mit dem Ergebnis, dass die
Hemmung einer Signalkaskade biologisch
unwirksam ist. Das ideale Onkogen ist im
komplexen Signalnetzwerk an Knoten-
punkten positioniert, an denen verschie-
dene Informationsstrome zusammenlau-
fen. Die viel versprechendsten ASO und
ihre biologischen Zielstrukturen sind in
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O Tab. 1 zusammengefasst. Es ist zu er-
warten, dass die Liste therapeutischer An-
tisensemolekiile schon bald durch die bis
heute noch fehlenden siRNA erweitert
wird.

Erfahrungen aus klinischen
Antisense-Studien

Die ersten erfolgreichen In-vivo-Versuche
mit ASO und siRNA haben, wie bei an-
deren potenziellen Krebsmedikamen-
ten auch, zu euphorischen Reaktionen
und tbereifrigen Vorbereitungen fiir kli-
nische Untersuchungen gefiihrt. In An-
betracht der vielen Hindernisse auf dem
Weg vom Tierexperiment zum erfolg-
reichen Krebsmedikament wurden die
Erwartungen deutlich gedampft. So ist es
auch nicht verwunderlich, dass das ers-
te ASO, welches als Heilmittel anerkannt
ist, lokal bei einer nichtonkologischen Er-
krankung wie CMV-induzierter Retinitis
angewandt wird. Ahnlich verhilt es sich
mit siRNA-Molekiilen die bisher auch
nur lokal bei nichtonkologischen Erkran-
kungen getestet wurden [7]. Leider ist die
lokale Anwendung bei den meisten fort-
geschrittenen Krebserkrankungen wenig
hilfreich.

Bei Betrachtung der klinischen Ent-
wicklung der beiden altesten ASO, dem
Bcl-2-spezifischen ASO Genasense (G3139)
und dem gegen PKCa gerichteten ASO Af-
finitak (@ Tab. 1), werden die wichtigsten
Probleme und Hindernisse bei der thera-
peutischen Anwendung dieser Molekiile
sichtbar. Obwohl die biologische Aktivitit
dieser beiden Phosphothioat-ASO in zahl-
reichen préklinischen Untersuchungen be-
stétigt wurde, lieflen sich die Erkenntnisse
aus der Laborsituation nur unzureichend
in die klinische Praxis extrapolieren. Beide
ASO verpassten in Phase-III-Studien ihre
priméren klinischen Endpunkte. Affinitak
konnte weder in Kombination mit Carbo-
platin und Paclitaxel noch mit Gemcitabi-
ne und Cisplatin das mediane Uberleben
von Patienten mit nichtkleinzelligem Lun-
genkarzinom verlingern [9]. Ahnlich ne-
gativ verliefen die Studien mit Genasense
welches in Kombinatiion mit Dacarba-
zin das Uberleben von Melanompatienten
nicht signifikant verlangerte. Allerdings
fuhrte es in Kombination mit Chemothe-
rapie zu héheren Ansprechraten (11,7% vs.
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Zusammenfassung

Herkdmmliche Krebsmedikamente sind un-
spezifisch wirksam und schadigen auch ge-
sundes Gewebe. Fortschritte im Verstandnis
der molekularen Besonderheiten von Krebs-
zellen konnten neue Signaltransduktions-
wege und deren Regulatoren aufzeigen, die
spezifisch am malignen Prozess beteiligt und
damit fiir die Entwicklung neuer Krebsmedi-
kamente von Interesse sind. Antisense-Mo-
lekiile, einschlieBlich herkdmmlicher Einzel-
strang-Antisense-Oligonukleotide (ASO) und
kurzer Interferenz-RNA (siRNA), hemmen die
Genexpression v. a. auf der Transkriptions-
ebene. Sie richten sich spezifisch gegen die
genetische Ursache von Krebs und lassen sich

besonders gut gegen Onkogene einsetzen,
deren Proteine fiir kleinmolekulare Substan-
zen wie Proteinkinasehemmer oder fiir the-
rapeutische Antikdrper nicht zuganglich sind.
Trotz bisher maBiger Erfolge in klinischen
Studien besteht nach wie vor gro3e Hoff-
nung, dass ASO und siRNA dank der Identifi-
zierung neuer krebsrelevanter Zielstrukturen
und Fortschritte in der Nukleinsaureentwick-
lung die Krebsbehandlung entscheidend ver-
bessern werden.

Schliisselworter
Krebstherapie - Onkogen - Gentargeting -
Antisense - RNA-Interferenz

Antisense molecules for targeted cancer therapy.
Scientific aspects and clinical perspectives

Abstract

The efficacy of traditional anti-cancer agents
is hampered by toxicity to normal tissues.
Recent advances in molecular oncology re-
search have led to the identification of signal-
ing pathways and their regulators implicated
in tumor development and progression. Con-
sequently, novel biological agents were de-
signed which specifically target key regula-
tors of the malignant process and are supe-
rior to unspecific cytotoxic agents. Antisense
molecules comprising conventional single-
stranded oligonucleotides (ASO) and small
interfering RNA (siRNA) inhibit gene expres-
sion mainly on the transcript level. Thus, they
specifically target the genetic basis of cancer

and are particularly useful for inhibiting the
expression of oncogenes the protein prod-
ucts of which are inaccessible to small mole-
cules or inhibitory antibodies. Although an-
tisense oncology trials could not fulfill all ex-
pectations so far, recent progress in gene ex-
pression profiling and nucleic acid develop-
ment have raised new hopes that this fasci-
nating gene targeting concept will eventually
translate into enhanced clinical efficacy.

Keywords
Cancer therapy - Oncogenes - Gene targe-
ting - Antisense - RNA interference
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Tab. 1

Zielstrukturen wichtiger Antisense-Oligonukleotide (ASO) in praklinischen und klinischen Onkologiestudien

Biologische Wirkung  Zielstruktur Chemie Firma Entwicklungsstadium Tumor
Apoptosehemmer Bcl-2-Familie
Bcl-2 PS-ASO Genta I-Il Melanom, CLL, Myelom, Prostata-
LNA-ASO Santaris | karzinom, CLL
Bcl-xL MOE-ASO Isis Praklinisch Xenotransplantate (verschiedene)
Mcl-1 MOE-ASO Isis Praklinisch Xenotransplantate (verschiedene)
IAPs
Survivin MOE-ASO Lilly/Isis | Verschiedene solide Tumoren
XIAP OMe-ASO Aegera | Verschiedene solide Tumoren
Indirekt
MDM 2 via p53 OMe-ASO Hybridon Praklinisch Xenotransplantate (verschiedene)
Regulatoren der Raf PS-ASO Isis Il Verschiedene solide Tumoren
Signaltransduktion Ras PS-ASO Isis [ Verschiedene solide Tumoren
IGFBP2/5 MOE-ASO Oncogenex Praklinisch Prostatakarzinom, Mammakarzinom,
Gliom
PKCa MOE-ASO Lilly/Isis I} Lungenkarzinom
PKA OMe-ASO Hybridon Préklinisch Xenotransplantate (verschiedene)
STAT3 MOE-ASO Isis Préklinisch Xenotransplantate (verschiedene)
c-Myb PS-ASO Genta | CML
Chaperone Clusterin MOE-ASO Oncogenex Il Prostatakarzinom, Mammakarzinom,
Lungenkarzinom
HSP27 MOE-ASO Oncogenex | Prostatakarzinom
DNA-Enzyme Methyltransferase ~ PS-ASO Methylgene Il Kopf- und Halskarzinom, Nierenzell-
karzinom
Ribonukleotide PS-ASO Lorus Il Prostatakarzinom
Reduktase

6,8%) sowie zur Verlangerung der progres-
sionsfreien Zeit (78 Tage vs. 49 Tage) im
Vergleich zu Patienten, die nur mit Che-
motherapie behandelt wurden. Nach Ana-
lyse der 24-Monate-Follow-up-Daten er-
gaben sich sich Hinweise darauf, dass v. a.
Patienten mit niedrigen Laktatdehydroge-
nase-Werten von einer Genasensebehand-
lung profitieren konnten [8]. Der Hinter-
grund dieses Zusammenhangs ist nicht
bekannt.

Abgesehen von der Diskussion tiber die
Wahl der Antisense-Zielstrukturen und
deren biologischer Bedeutung stellt sich
auch die Frage, ob Dosis und Applikati-
onsmodus in den beiden Antisense-Stu-
dien optimal gewéhlt wurden. Sowohl fiir
Affinitak als auch fiir Genasense wurde die
empfohlene Phase-II-Dosis aus der maxi-
mal tolerierten Dosis (MTD) berechnet.

© Affinitak und Genasense haben
vergleichbare Nebenwirkungen

Trotz unterschiedlicher Spezifititen
zeigten beide ASO vergleichbare Neben-
wirkungen. Daraus lésst sich schliefSen,
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dass diese im Zusammenhang mit der
Substanzeigenschaft stehen und unab-
héngig vom biologischen Antisense-Ef-
fekt auftraten. Da funktionsunabhingige
Toxizitit nicht als Ersatzmarker fiir An-
titumoraktivitdt dienen kann, wére es im
Gegensatz zu herkommlichen Zytostatika
wohl sinnvoller, wenn die Dosisfindung in
ASO-Studien die direkten Effekte auf die
Expression der Zielstruktur innerhalb ei-
ner vertriglichen Dosismarge berticksich-
tigen wiirde. Allerdings sind aus den frii-
hen Phase-I-Untersuchungen mit Affini-
tak und Genasense zu wenig pharmako-
dynamische Daten bekannt, als das eine
verlissliche Dosisempfehlung auf der Ba-
sis biologischer Antisense-Effekte mog-
lich ist. Dariiber hinaus spielt auch die
Applikationsart eine Rolle, die den physi-
kochemischen Eigenschaften der Nukle-
insduren angepasst sein sollte. Als ASO
der 1. Generation mit beschriankter Plas-
mahalbwertszeit wird die kontiniuerliche
Zufuhr empfohlen, womit Plasmakon-
zenrationen von 100-500 nM erzielt wer-
den, die unter In-vitro-Bedingungen bio-
logisch wirksam sind.

Noch komplizierter sind die Verhalt-
nisse bei der Optimierung von Kombina-
tionstherapien. Vom biologischen Wirk-
prinzip her sind sowohl Affinitak als auch
Genasense in der Lage, die Wirkung her-
kémmlicher Chemotherapeutika zu ver-
starken. Das Fehlen diesbeziiglicher Do-
sis-Wirkungs-Daten lasst jedoch keine
rational begriindete Kombinationsstrate-
gie zu. Ausgehend von biologischen An-
tisense-Effekten nach 4 Tagen wurde im
Fall der Affinitak-Studie die Chemothe-
rape wahrend der 14-tdgigen ASO-Infusi-
on verabreicht [9], wiahrend in der Gena-
sense-Studie Dacarbazin nach einer 5-t-
gigen ASO-Infusion verabreicht wurde
[12]. Insgesamt ist also wenig rationales
Vorgehen erkennbar, sodass viele Fragen
betreffend Pharmakokinetik und Phar-
makodynamik von ASO unbeantwortet
bleiben. In erster Linie muss geklart wer-
den, was genau die ASO-Wirkung und
die Wirkungskinetik definiert, wie lange
der biologische Antisense-Effekt anhalt
und ob dieser akut, verzogert oder ku-
mulativ ist. ASO und siRNA modulieren
auch die Expression unspezifischer Ge-
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ne durch sog. ,Off-target“-Effekte. Die-
se beruhen v. a. auf den chemischen Ei-
genschaften der Nukleinsduren und der
Anwesenheit bestimmten CpG-Sequen-
zen [19], wodurch es zu interferonihn-
lichen unspezifischen Wirkungen auf die
Genexpression und zur Aktivierung na-
tiirlicher Immunzellen kommt [20]. Wie
am Beispiel von Genasense gezeigt wur-
de, konnen die fiir diese Medikamenten-
gruppe typischen Nebenwirkungen den
Therapieverlauf unter Umstidnden giins-
tig beeinflussen.

Die klinischen Erfahrungen mit Af-
finitak und Genasense haben das ratio-
nale Vorgehen beim Entwurf neuerer An-
tisense-Studien mitbestimmt. So wurde
das gegen Clusterin gerichtete MOE-ASO
OGX-11 (B Tab. 1) zunichst ausfiihrlich
auf biologische Efekte im Tumorgewebe
untersucht [3] und daraufhin ein Dosis-
Wirkungs-Profil erstellt, welches eine bi-
ologisch optimale Dosisfindung ohne die
tibliche Dosiseskalation ermdglichte. Ein
Vorteil der verbesserten Stabilitdt dieser
ASO-Generation ist die Moglichkeit der
Bolusinjektion einmal wochentlich an-
stelle von Dauerinfusion. Unter vergleich-
baren Bedingungen werden gegenwirtig
zwei gegen Bcl-2 bzw. das Inhibitor-of-
Apoptosis-Protein (IAP) Survivin gerich-
tetete LNA-ASO in Phase-I-Studien getes-
tet (B Tab. 1).

Antisense- und andere zielgerichtete
Therapieformen verlangen auch die Ein-
fithrung neuer klinischer Endpunkte, da
sie im Gegensatz zu herkémmlichen Che-
motherapeutika eher zytostatisch als zyto-
toxisch wirksam sind und zudem nur an
Patienten mit fortgeschrittenen Erkran-
kungen angewendet werden. Dies hat zur
Suche nach geeigneten definierten Mar-
kern in leicht messbaren Ersatzgeweben
wie im Blut gefiihrt, in denen biologische
Effekte nachweisbar sind. Aufgrund der
komplexen biologischen Zusammenhin-
ge von Signaltransduktionswegen und de-
ren Regulatoren als Zielstrukturen thera-
peutischer ASO wird empfohlen, gleich-
zeitig verschiedene Biomarker als End-
punkte zu wihlen, um das gesamte Wir-
kungsspektrum dieser Therapieform zu
erfassen.
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Dank technischer und biomedizinisch
wissenschaftlicher Fortschritte ist das
Gebiet der Antisense-Therapie trotz zahl-
reicher Riickschldge zu einer viel ver-
sprechenden Behandlungsform gereift,
die sich gut mit herkommlichen zytoto-
xischen Krebsmedikamenten kombinie-
ren lasst und diese verstarkt. Weitere Ent-
wicklungen auf dem Gebiet der Genom-,
Proteom- und Metabonomforschung
werden neue Signaltransduktionswege
und Regulatoren aufzeigen, die ma3geb-
lich am malignen Verlauf beteiligt sind
und als hoch spezifische Zielstrukturen
fiir funktionell verbesserter Antisense-
Molekiile Verwendung finden.
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