Neuer Test zum Nachweis von Darmkrebs

Von der Grundlagenforschung zur klinischen Anwendung: Krebszellennachweis anhand von , Tumor M2-PK"

Philip D. Hardt, Sybille Mazurek, Hans-Ulrich Klér und Erich Eigenbrodt

Wissenschaftler der Universitat GieBen haben im renommierten Fachmagazin ,British Journal of
Cancer” einen zukunftsweisenden neuen Test vorgestellt, der in Stuhlproben Krebszellen an-
hand des Enzyms Tumor M2-PK (Tumor M2-Pyruvatkinase) aufspirt. Das ,,British Journal of
Cancer” gehort zu der berihmten ,Nature Publishing Group” und gilt auf dem Gebiet der On-
kologie als eine der weltweit fihrenden Fachzeitschriften fur die Krebsdiagnostik und -therapie.
Der neue Test zum Nachweis von Darmkrebs ist das Ergebnis einer duBerst erfolgreichen Koo-
peration zwischen dem Institut flr Biochemie am Fachbereich Veterindrmedizin der Universitat
GieBen, der Gastroenterologischen Arbeitsgruppe der Medizinischen Klinik und Poliklinik Il des

Universitatsklinikums GieBen und der Firma ScheBo Biotech AG aus GieBen.
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Darmkrebs

armkrebs zdhlt heute zu
D den hdufigsten Krebser-

krankungen in den westli-
chen Industrienationen. Allein in
Deutschland erkranken jdhrlich et-
wa 57.000 Menschen, von denen
mebhr als die Halfte sterben. Dabei
liegen die Heilungschancen bei
friihzeitiger Diagnose nahezu bei
100 %, und die rechtzeitige Ent-
deckung der Erkrankung kann das
Sterberisiko deutlich reduzieren.
Zur Diagnose von Darmkrebs ste-
hen derzeit verschiedene Methoden
bereit. Diese sind jedoch entweder
unangenehm fiir den Patienten, wie
die Dickdarmspiegelung, oder nicht
genau bzw. nicht empfindlich ge-
nug, wie die Untersuchung auf ok-
kultes Blut im Stuhl. Deshalb be-
steht ein Bedarf an verbesserten
Moglichkeiten zur Fritherkennung.

Die Arbeitsgruppe um den kiirz-

lich verstorbenen Prof. Dr. Erich Ei-
genbrodt aus dem Institut fiir Bio-
chemie am Fachbereich Veterinar-
medizin hatte zuvor bereits in
grundlegenden Arbeiten gezeigt,
dass Tumorzellen im Rahmen der
Entwicklung von Darmkrebs die

normale Regulation der Zellteilung
verlieren. Charakteristisch fiir die
Tumorzellen ist ein extrem ausge-
prdgtes Bestreben, sich schnell und
unkontrolliert zu vermehren. Eine
Voraussetzung fiir die hohe Tei-
lungsrate ist, dass der Stoffwechsel
der Zellen - vergleichbar mit einem
Dimm-Lichtschalter - in Richtung
»Schalterstellung Tumor/vermehrte
Zellteilung“ reguliert wird. Diese
»Schalterstellung Tumor® bzw. die
gednderte Energieversorgung der
Zellen ldsst sich anhand des En-
zyms Tumor M2-PK nachweisen
und in Stuhlproben quantifizieren.
So ergab sich die Frage, ob mogli-
cherweise auch im Stuhl Tumor-
M2-PK-Konzentrationen nachweis-
bar sind und ob sich damit Darm-
krebs erkennen lassen wiirde.

Der Hintergrund: Besonderheiten des
Tumorstoffwechsels

Die Umwandlung von normalen
Zellen in Tumorzellen ist mit ein-
schneidenden Veranderungen im
Stoffwechsel der Zellen verbunden.
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Abb. 1: Isoenzymmuster und Funktion der Pyruvatkinase in verschiedenen Geweben.
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Intensive Stoffwechsel-Charakteri-
sierungen und -Vergleiche zeigten,
dass bei der Tumorentstehung un-
abhdngig von der Stoffwechsellage
des Ursprungsgewebes, aus dem
sich die Tumorzellen entwickelt ha-
ben, bei bestimmten Parametern
immer die gleichen Stoffwechsel-
verdnderungen auftreten. Diesen
Tumor-spezifischen Stoffwechsel-
Phdnotyp bezeichnete die bioche-
mische Arbeitsgruppe um Prof. Ei-
genbrodt und Priv.-Doz. Sybille
Mazurek als Tumor-Metabolom
(www.metabolic-database.com).
Der Begriff Metabolom wurde in
Analogie zu den Begriffen Genom
und Proteom geprdgt und leitet sich
von Metabolismus (= Stoffwechsel)
ab.

Die hohe Proliferationsrate
(= Teilungsrate) der Tumorzellen
setzt voraus, dass geniligend Aus-
gangsstoffe fiir die Synthese von
Zellbausteinen zur Verfiigung ge-
stellt werden. Aufierdem ist ein ho-
hes Anpassungsvermogen der Tu-
morzellen an wechselnde Sauer-
stoff- und Nahrstoffversorgungen
gefordert.

Die Umstellung auf die neuen
Stoffwechsel-Anforderungen wer-
den in den Tumorzellen unter an-
derem durch einen Wechsel im Iso-
enzymmuster der Zellen bewerk-
stelligt (Isoenzyme sind Enzyme,
die die gleiche Stoffwechselreaktion
katalysieren, sich aber in ihrer Pro-
teinstruktur sowie in ihren physika-
lischen und kinetischen Eigenschaf-
ten unterscheiden und die unter-
schiedlich reguliert werden).

Ein Enzym, bei dem es wahrend
der Tumorentstehung generell zu
einem Wechsel im Isoenzymmuster
kommit, ist die Pyruvatkinase, ein
Schliisselenzym der Glycolyse. Dies
ist der Stoffwechselweg, der Gluco-
se unter ATP-Gewinnung (= Ener-
giegewinnung) zu Pyruvat (Brenz-
traubensaure) und Lactat (Milch-
sdure) abbaut. Die Pyruvatkinase
katalysiert dabei den letzten Ener-
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gie-liefernden Schritt dieses Stoff-
wechselweges, die Umwandlung
des Glycolyse-Zwischenproduktes
Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Py-
ruvat (Abbildung 1).

In allen Geweben, in denen sehr
schnell sehr grofie Energiemengen
bereitgestellt werden miissen, wie
dies im Gehirn und im Muskel der
Fall ist, wird das Pyruvatkinase-Iso-
enzym Typ M1 (M1-PK) exprimiert
(Abbildung 1). Gewebe, in denen
Glucose nicht abgebaut, sondern
aus anderen Stoffwechselprodukten
neu gebildet wird (Gluconeogene-
se), wie dies in der Leber und der
Niere der Fall ist, sind durch das
Pyruvatkinase-Isoenzym Typ L (L-
PK) charakterisiert. In allen prolife-
rierenden, also sich teilenden Zel-
len, wie embryonalen Zellen,
Stammezellen, adulten normal proli-
ferierenden Zellen und vor allem in
Tumorzellen findet sich immer das
Pyruvatkinase Isoenzym Typ M2
(M2-PK).

Wadhrend der Entstehung eines
Tumors verschwindet das jeweilige
gewebespezifische Isoenzym, wie
die L-PK in der Leber oder die M1-
PK im Gehirn, und das Pyruvatki-
nase-Isoenzym Typ M2 wird iiber-
exprimiert (Abbildung 2) (Reinach-
er und Eigenbrodt, 1981).

Die M2-PK fiihrt im Zellstoff-
wechsel ein Doppellleben. Sie kann
in den Zellen in einer tetrameren
Form vorkommen, die aus vier glei-
chen Untereinheiten zusammenge-
setzt ist, und in einer dimeren
Form, die aus zwei Untereinheiten
besteht (Abbildung 3). Die tetrame-
re Form der M2-PK ist hochaktiv
und mit anderen Glycolyse-Enzy-
men im so genannten Glycolyse-
Enzym-Komplex assoziiert. Die
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Abb. 2: M2-PK Firbung eines Rektum-
karzinoms mit monoklonalen Antikor-
pern, die spezifisch die dimere Form der
M2-PK erkennen. Das Karzinom ist M2-
PK positiv (Braunfdarbung) wdhrend in
der normalen Rektummucosa keine M2-
PK nachgewiesen werden kann.

rdumliche Nadhe der im Komplex
assoziierten Enzyme ermoglicht ei-
ne hocheffektive Umsetzung der
Glucose. Die dimere Form dagegen
ist unter physiologischen Bedin-
gungen nahezu inaktiv und nicht
im Glycolyse-Enzym-Komplex ein-
gebunden.

Die Quartdrstruktur der M2-PK
(Tetramer oder Dimer) hat ent-
scheidenden Einfluss auf die Ver-
wendungsart der umgesetzten Glu-
cose. Liegt die M2-PK wie in nor-
mal proliferierenden Zellen, wie
z.B. Fibroblasten, iiberwiegend in
der hochaktiven tetrameren Form
vor, wird die Glucose unter Ener-
giegewinnung zu Pyruvat und Lac-
tat abgebaut. In Tumorzellen dage-
gen liberwiegt die inaktive dimere
Form. Die dimere Form der M2-PK
wurde aus diesem Grund als Tumor
M2-PK bezeichnet.

Der Vorteil der dimeren Form der
M2-PK liegt fiir die Tumorzelle da-
rin, dass es durch die Inaktivierung
des letzten Enzyms der Glycolyse
dhnlich wie bei einer Straflensper-
rung zu einem Riickstau aller Glyco-
lyse-Zwischenprodukte oberhalb der
Pyruvatkinase-Reaktion kommt (Ab-
bildung 3). Diese als Phosphometa-
bolite bezeichneten angestauten
Zwischenprodukte stehen dann als
Ausgangsstoffe fiir Zellbausteinsyn-
thesewege wie die Nukleinsaure-,
Aminosaure- und Phospholipid-Syn-
these zur Verfiigung. (Mazurek et
al., 1997). Die Energie wird dann
iiber einen anderen Tumor-typi-
schen Stoffwechselweg, die Gluta-
minolyse, gebildet (Abbildung 3).

Die Dimerisierung, d.h. der Zer-
fall der tetrameren Form der M2-PK
in die dimere Form (Tumor M2-PK)
wird in Tumorzellen durch Onco-
proteine induziert.

Oncoproteine sind Proteine, die
eine Zelle in eine Tumorzelle um-
wandeln konnen. Sie leiten sich
von so genannten Proto-Oncoprote-
inen ab. Dies sind normale zellula-
re Proteine, die die Zellteilung re-
gulieren. Durch Mutationen werden
sie zu Oncoproteinen und induzie-
ren ein unkontrolliertes Wachstum.

Zu den bisher charakterisierten
Oncoproteinen, die eine Dimiersie-
rung der M2-PK induzieren, geho-
ren die pp60v-src-Kinase, das On-
coprotein des Rous Sarcoma-Virus,
das die M2-PK an der Aminosadure
Tyrosin phosphoryliert (Presek et
al., 1980) und das E7-Oncoprotein
der humanen Papillomaviren Typ
16 (HPV-16), das direkt an die M2-
PK bindet (Mazurek et al., 2001).
Die Papillomaviren Typ 16 gehoren
zur Hochrisikogruppe der Papillo-

JUSTUS-LIEBIG-
UNIVERSITAT
ﬁ GIESSEN

JUSTUS-LIEBIG-
UNIVERSITAT
ﬁ GIESSEN

Dr. Philip D. Hardt

Medizinische Klinik III und Poliklinik

Rodthohl 6

35392 Gieflen

Tel.: 0641/99-42752

Fax: 0641/99-42759

E-mail: Philip.D.Hardt@innere.med.uni-giessen.de

Priv.-Doz. Dr. Sybille Mazurek

Institut fiir Biochemie und Endokrinologie
Fachbereich Veterindrmedizin

Frankfurter Strafle 100

35392 Giefleen

Tel.: 0641/99-38182

Fax: 0641/99-38179

E-mail: Sybille. Mazurek@vetmed.uni-giessen.de

16 Spiegel der Forschung



Darmkrebs
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Abb. 3: Metabolische Konsequenzen der Dimerisierung der M2-PK in Tumorzellen.

maviren und werden fiir das malig-
ne Zervikskarzinom bei der Frau
verantwortlich gemacht. Jiingst
wurde ebenfalls die A-Raf-Kinase,
eine Komponente der Proteinkina-
sekaskade als Interaktionspartner
der Pyruvatkinase entdeckt. Die
Proteinkinasekaskade ist eine Kette
von hintereinandergeschalteten
Proteinkinasen, die abhdngig von
Wachstumshormonen die Zelltei-
lung steuern.

Das Testsystem zum Nachweis von
Tumor-M2-PK

Die Tumor M2-PK (dimere Form
der M2-PK) wird also in das Blut
und in den Stuhl abgegeben und
kann zur Diagnose und zur Ver-
laufskontrolle in der Krebstherapie
herangezogen werden.

Die Quantifizierung des Proteins
in den Proben erfolgt {iber einen so
genannten Sandwich ELISA. Hierzu

wird die zu untersuchende Probe in
eine Mikrotiterplatte gegeben, die
mit einem monoklonalen Antikor-
per beschichtet ist, der ein speziel-
les Epitop der dimeren Form der
M2-PK bindet. Die Tumor M2-PK
aus den Proben bindet an die Anti-
korper und wird auf diese Weise
auf der Platte festgehalten. Die rest-
liche Probe wird weggewaschen.
Anschiefiend erfolgt die Inkubation
mit einem zweiten monoklonalen
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Antikorper, der gegen ein anderes
Epitop der Tumor M2-PK gerichtet
ist. Dieser Antikorper ist mit einer
Komponente beladen, die eine Far-
breaktion auslost. Die Intensitdt der
Farbreaktion kann quantitativ er-
mittelt werden und reflektiert die
Menge an Tumor M2-PK in der Pro-
be. Der beschriebene ELISA wurde
von der Firma ScheBo Biotech AG
aus Giefden entwickelt und wird
dort unter dem Namen ScheBo®
Tumor M2-PK™ im Stuhl herge-
stellt und vertrieben.

Klinische Anwendung als Stuhltest
bei Dickdarmkrebs

Nachdem in einer Pilotstudie an
wenigen Patienten gezeigt werden
konnte, dass Tumor-M2-PK im
Stuhl quantifizierbar ist und dass
sich die Werte von Tumorpatienten
hochsignifikant von Kontrollperso-
nen unterscheiden (Hardt et al.,
2003), wurde an der Medizinischen
Klinik III des Universitatsklinikums
eine prospektive Studie bei 60 Pati-
enten mit Darmkrebs und 144 ge-
sunden Kontrollpersonen durchge-
fiihrt. Alle Teilnehmer erhielten ei-
ne Darmspiegelung. Die Sensitivitat
des neuen Tests, also die Wahr-
scheinlichkeit, den Tumor mit dem
Test zu erkennen, lag dabei zwi-
schen 60% und 90%), je nach Tu-
morstadium. Die Spezifitdt des
Tests, also die Wahrscheinlichkeit
eines Tumors bei positivem Tester-
gebnis, lag in dem analysierten Kol-
lektiv bei 78 % . Die Messergebnisse
der Tumor M2-PK sind in den Ab-
bildungen 4 und 5 dargestellt.

Die bisher verfiigbaren Tests, wie
Blut-im-Stuhl-Tests, besitzen eine
deutlich schlechtere Sensitivitat
von ca. 24 bis 50% (Lieberman et
al 2001). Dies erkladrt sich schon al-
leine daher, dass ,,Blut-im-Stuhl-
Tests“ nur die Tumore entdecken
konnen, die tatsachlich bluten.
Dies ist aber bei weitem nicht im-
mer der Fall.

Auch die derzeit in Entwicklung
befindlichen Verfahren, welche ver-
suchen, die charakteristischen ge-
netischen Verdnderungen von
Krebszellen als Vorsorgemarker ein-
zusetzen, liefern bisher wesentlich
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schlechtere Ergebnisse bei hoheren
Kosten.

Viel versprechendes Mittel zur Friih-
erkennung von Darmkrebs

Die Dickdarmspiegelung stellt si-
cherlich weiterhin die sinnvollste
Mafinahme zur Fritherkennung von
Darmkrebs dar, da sie nach allen
bisherigen Erkenntnissen am ge-
nauesten ist und vor allem auch ei-
ne direkte Therapiemoglichkeit al-
ler lokal entfernbaren Tumoren und
Tumorvorstufen bietet. Da aller-
dings davon ausgegangen wird,
dass im Hochstfall 20% der Berech-
tigten eine Darmspiegelung als Vor-
sorgemafinahme durchfiihren las-
sen - bisher ist das Angebot ledig-
lich von etwa 2% der Berechtigten
wahrgenommen worden - und dar-
iiber hinaus leider auch die Kapazi-
titen fiir ein bevilkerungsweites
Vorsorgeprogramm mit Darmspie-
gelung nicht bestehen, kdnnte der
neue Test eine durchaus sinnvolle
Erweiterung im Vorsorgeprogramm
darstellen.

Der Stuhlmarker Tumor M2-PK
bietet mit seiner einfachen Analytik
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sowohl hinsichtlich der Durchfiihr-
barkeit als auch der Testcharakte-
ristika sehr gute Voraussetzungen
fiir ein bevolkerungsweites Scree-
ning. Zusammen mit der bei nicht-
invasiven Verfahren generell hohe-
ren Teilnahmebereitschaft stellt die-
ser Stuhltest in Kombination mit
der koloskopischen Abkldrung po-
sitiver Befunde ein viel verspre-
chendes Mittel zur Verbesserung
der Friitherkennung kolorektaler
Karzinome dar. ®

Die vorgestellte Arbeit ist in der
Fachzeitschrift British Journal of
Cancer unter: PD. Hardt, S. Mazu-
rek, M. Toepler, P. Schlierbach, RG
Bretzel, E. Eigenbrodt und H.-U.
Klor. Faecal tumour M2 pyruvate ki-
nase: a new, sensitive screening tool
for colorectal cancer. British Journal
of Cancer (2004) 91(5): 980-984 zu
finden.
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