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Pharmakogenomik

& Fortschritte in der molekularen
Genetik fithren zu einem immer bes-
seren Verstandnis bestimmter Erkran-
kungen und zeigen Wege zu ihrer
Therapie auf; Krankheitsbilder lassen
sich mit dem neuen Wissen zuneh-
mend differenzieren. Immer noch
werden Krankheiten aber primar vom
Phanotyp her diagnostiziert. Ahnliche
Symptome konnen jedoch in einigen
Féllen auf verschiedene zugrunde lie-
gende Mechanismen und ursachliche
Erkrankungen zuriickgefuhrt werden,
es konnen aber auch gleiche Erkran-
kungen unterschiedliche Symptome
auspragen. Eine kausale Diagnostik
und Therapie wird erst moglich, wenn
man Erkrankungen auf molekularer
Ebene versteht. In diesem Zusammen-
hang kommt der Sequenzierung des
menschlichen Genoms — der erste
Entwurf wurde im Juni 2000 fertig-
gestellt - eine besondere Bedeutung
zu. Man darf mit den Erkenntnissen
aus den Humangenomprojekten er-
warten, eines Tages nicht nur die ge-
netischen Gemeinsamkeiten, sondern
auch die genetischen Unterschiede
zwischen den einzelnen Individuen
erklaren zu konnen.” Diese Unter-
schiede konnen als Marker fur die un-
gleiche  Suszeptibilitat ~ gegentiber
krankheitsauslosenden Faktoren und
der individuellen Antwort des Korpers
auf verschiedene Therapien dienen.
Auf Fragen wie ,Warum zeigen viele
Arzneimittel nur bei einem Teil der
behandelten Patienten die erhoffte
Wirkung, bei anderen nicht* oder
,Aus welchem Grund haben manche
Medikamente bei einigen Patienten
schwere Nebenwirkungen, obwohl sie
sonst eine gute Vertraglichkeit aufwei-
sen“ gibt es meist noch keine Antwort.
Mit den Analyse und dem Vergleich
genetischer Muster suchen hier Phar-
makogenomik und Pharmagenetik
nach Losungen, mit dem Ziel einer in-
dividualisierten Arzneimitteltherapie.

Begriffsbestimmungen

@ Wegen der Verwirrung um den Be-
griff Pharmakogenomik und seiner
Abgrenzung zur Pharmakogenetik
werden beide Begriffe hier definiert:

Pharmakogenomik befasst sich mit
der Untersuchung der Verianderung
des Genexpressionsprofils in Gegen-
wart von Arzneimitteln, die Pharma-
kogenetik dagegen beschreibt die Ur-
sachen dieser Veranderungen auf der
Ebene der individuellen genetischen
Sequenz eines Organismus. Pharma-
kogenetik — der Begriff wurde von
Vogel Ende der 50er Jahre gepragt —,
beschaftigt sich also mit den erb-
lichen Unterschieden in der Reaktion
von Individuen auf Arzneistoffe und
kann daher auch als spezielle Form
der Gendiagnostik bezeichnet wer-
den. Als relevant fiir pharmakogene-
tische Uberlegungen gelten polymor-
phe Gene, also Gene mit geringer ge-
ringer Abweichung in ihrer DNA-Se-
quenz (Allele) dann, wenn sie mit ei-
ner Frequenz von > 1% in einer Po-
pulation existieren und mindestens
ein Polymorphismus die Aktivitat des
betroffen Enzyms verdndert. Wird
der Polymorphismus durch die Ver-
anderung nur eines Basenpaars her-
vorgerufen, wird dies als ,,Single Nu-
cleotide Polymorphism“ (SNP) be-
zeichnet.

Wirkung und Vertriglichkeit von
Arzneimitteln

@ In den letzten 40 Jahren wurden
mehr als 100 Beispiele beschrieben,
bei denen genetische Abweichungen
fir ubermafliige Arzneimittelwirkun-
gen nach normaler Dosis verantwort-
lich waren. Die beobachteten interin-
dividuellen metabolischen Differen-
zen lassen sich oftmals auf genetisch
bedingte Unterschiede in der Codie-
rung verschiedener Enzyme zurtick-
fuhren. So stellten beispielsweise in
den 50er Jahren Wissenschaftler zum
ersten Mal interindividuelle Unter-
schiede in Enzymmustern als Ursa-
che unerwiinschter Nebenwirkungen
bei bestimmten Arzneimitteln fest.
Sie beobachteten, dass 10% aller
Afroamerikaner, die im Korea-Krieg
kampften, nach Einnahme eines be-
stimmten Antimalariamittels ana-
misch wurden.” Diese Nebenwirkung
trat bei weifSen Amerikanern nur sehr
selten auf. Eine Isoform der Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase (GOP) war
die Ursache dieser Nebenwirkung.

Im Mittelpunkt des Interesses steht
heute die Cytochrom-P-450(CYP)-
Superfamilie. Diese Gruppe von Enzy-
men spielt bei der Metabolisierung
von Arzneimitteln die wohl bedeu-
tendste Rolle. Die Enzyme fungieren
als Monooxygenasen hauptsichlich
in der Leber. Dabei werden lipophile
Stoffe in Phase-I-Reaktionen hydro-
philisiert, beispielsweise durch die
Einfuhrung einer Hydroxygruppe.
Innerhalb der Superfamilie ist ein En-
zym des Typs 2D6 (CYP2D6) von be-
sonderem Interesse, da es die oxidati-
ve Biotransformation von mehr als 60
Medikamenten kontrolliert.”” Die
meisten von ihnen sind entweder car-
diovaskulare oder psychoaktive Pra-
parate mit einem engen therapeuti-
schen Index und fur die Dauerthera-
pie konzipiert.”” Die besonders ho-
hen Anforderungen an Wirksamkeit
und Sicherheit stehen im Wider-
spruch zu der hochvariablen Aktivi-
tat der diese Substanzen verstoff-
wechselnden Cytochrome, sowohl
im inter- als auch im intraindividuel-
len Bereich. Zum Teil kann dies
durch unterschiedliche spezifische
katalytische Aktivitat von Isoenzy-
men erkldrt werden. Diese sind wie-
derum auf genetische Polymorphis-
men zuriickzufithren, die die Amino-
saurestruktur der CYP450-Enzyme
verandern. Das wohl bekannteste
Beispiel einer solchen Mutation ist
das Enzym CYP2D6del 506.” Die
Deletion einer einzelnen Base fiihrt
zu einer Verschiebung des Leseras-
ters (Frameshift) von 3er Codons bei
der Translation von RNA in Protein.
Durch den Frameshift wird die Syn-
these des CYP450-Enzyms vorzeitig
abgebrochen. Dadurch wird ein CYP-
Peptid mit einer deutlich reduzierten
katalytischen Aktivitat synthetisiert.
Neben den Unterschieden in der spe-
zifischen Aktivitat des Enzyms kon-
nen sich unterschiedliche Expressi-
onsgrade des Gens auf der Transkrip-
tionsebene auf die CYP450-Aktivitat
auswirken, indem weniger Enzym
synthetisiert wird. Die Expression
kann vielfach durch Xenobiotika in-
duziert werden. Um die Auswirkung
auf eine Therapie abschétzen zu kon-
nen, ist es daher erforderlich, dass so-
wohl individuelle Abweichungen in
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den DNA-Sequenzen, in der Regel
SNPs, als auch der Expressionsgrad
der Enzyme bestimmt werden. Es
kommen also sowohl pharmakogene-
tische als auch pharmakogenomische
Methoden zum Einsatz. In der wei-
en Bevolkerungsgruppe tritt eine
verminderte CYP2D6-Aktivitdt auf-
grund eines Polymorphismus bei 5 —
10 % der Gesamtpopulation auf.” Die
Effekte genetischer Polymorphismen
in Enzymen, die an der Metabolisie-
rung von Arzneimitteln beteiligt
sind, werden in drei Klassen unter-
teilt: Man unterscheidet Individuen
mit einer effizienten Arzneimittel-
metabolisierung (,,Extensive Metabo-
lisers“) von denen mit einer schlech-
ten Arzneimittelmetabolisierung
(,Poor Metabolisers“) auf der einen
Seite und denen mit Uberexpression
(,Ultra-Rapid Metabolisers“) auf der
anderen.'” Standarddosen an Arznei-
mitteln mit steiler Dosis-Wirkungs-
Kurve oder engem therapeutischem
Index konnen dann leicht zu uner-
wunschten Nebenwirkungen fihren
oder weniger wirksam sein.

Pharmakogenomik in Forschung
und Entwicklung

@ Messungen der CYP450-Aktivitat
sind in der Pharma-F&E mittlerweile
zur Routine geworden. Trotzdem
werden immer noch etwa 35 % aller
klinischen Entwicklungsprojekte we-
gen Unvertraglichkeiten abgebro-
chen. Und noch immer ist die klassi-
sche Toxikologie ein geschwindig-
keitsbestimmender Schritt im Pro-
jektablauf. Diese Situation soll sich
durch den zunehmenden Einsatz-
pharmakogenomischer Techniken in
der Toxikologie (Toxikogenomik) in
Zukunft deutlich verbessern. Die An-
satze dazu bauen vielfach auf der
Messung von Expressionsprofilen in
Modellkulturen in Gegenwart aktiver
Substanzen auf. Wichtig ist, dass das
toxikologische Potential einer Sub-
stanz moglichst friuh im Forschungs-
prozess (am besten direkt nach der
kombinatorischen Synthese und dem
anschliefSenden Hochdurchsatzscree-
ning) festgestellt werden kann. We-
gen der zu diesem Zeitpunkt limitier-
ten Mengen an Substanz muss das

Verfahren miniaturisiert und in vitro

1 .
) Die ver-

durchgefithrt  werden.'
schiedensten Pharma- und Biotech-
nologiefirmen versuchen toxiko-
genomische Screens zu etablieren
und dabei neben den klassischen
CYP450-Stoffwechselwegen

lichst viele andere hepatotoxische,

mog-

nephrotoxische und weitere Mecha-
nismen im Hochdurchsatzverfahren
zu erfassen. Messungen zu einem
derart frithen Zeitpunkt ermoglichen
es, in der darauf folgenden syntheti-
schen Optimierung der Substanzen
das toxikologische Potenzial zu eli-
minieren. Geldnge es, den Verschleify
an Substanzen durch toxikogenom-
ische Techniken hin zu fritheren Pha-
sen der Arzneimittelentwicklung zu
verschieben, konnte die Effizienz der
Pharma-F&E gesteigert und damit
die Kosten fiir ein neues Arzneimittel
reduziert werden. Pharmakogeno-
mische Methoden konnen nur dann
im Sinne effizienterer und besser ver-
traglicher Arzneimittel bei reduzier-
ten Entwicklungsaufwendungen er-
folgreich sein, wenn diese nicht nur
punktuell, sondern entlang der ge-
samten Wertschopfungskette von
Pharma-F&E angewendet werden
(Abbildung 1). In einem fruhen Sta-
dium des F&E-Zyklus ist es sinnvoll,
die Substanzwirkung auf die generi-
schen Stoffwechselwege, z. B. den
Substanzmetabolismus oder -trans-
port, zu erfassen, die zu toxischen Ef-
fekten fuhren. Die Messung target-
spezifischer Surrogatmarker oder die
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Wirksamkeit [l CURRCEMERES

| Pharmakogenetik

Stratifizierung von Patientenpopula-
tionen bezuglich der zu erwartenden
Wirkung einer Substanz unterstutzt
hingegen die klinischen Prufungen.
Veranderungen im Expressionsgrad
des Arzneimitteltargets selbst, zum
Beispiel eines Rezeptors und der Pro-
teine der entsprechenden angrenzen-
den Stoffwechselwege, konnen als
Surrogatmarker eingesetzt werden
und damit frihzeitig auf die Wirk-
samkeit wahrend der klinischen Prii-
fungen hinweisen.'>"” Das Konzept
des Surrogatmarkers ist bereits bei
der Behandlung von HIV-Patienten
mit der Messung des Virus-Load ak-
zeptiert und auf eine molekularbiolo-
gische Grundlage gestellt. Neben die-
sen pharmakogenomischen Messun-
gen konnen jedoch auch pharmako-
genetische Messungen, also popula-
tionsspezifische Informationen, fur
die Optimierung von klinischen Prii-
fungen von Bedeutung sein. Hier
spielt die Stratifizierung von Arznei-
mittelrespondern, also den Personen,
die auf einen Wirkstoff in der er-
wtnschten Weise reagieren, eine be-
sondere Rolle.'” -

Abb.1.

Integration von
Pharmakogenomik
und Pharmako-
genetik in die
Arzneimittelent-

wicklung.
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Beispiele aus der Praxis

@ Der Einsatz von Pharmakogeno-
mik in der Klinik in Zusammenhang
mit der Behandlung von aggressivem
Brustkrebs mit Herceptin (Trastuza-
mab) ist das wohl am meisten zitierte
Beispiel dieser neuen medizinischen
Disziplin. 28 Prozent der Tumore von
Brustkrebspatientinnen weisen ein
abnormal amplifiziertes HER2-Gen
auf. Diese Uberreprasentanz des
HER2-Gens fithrte auch zur Uberpro-
duktion der entsprechenden Boten-
RNA (mRNA) und des HER2-Pro-
teins, eines Rezeptors fur Wachs-
tumsfaktoren. Diesem Gen unter-
steht ein ganzes Netzwerk von Signa-
len, die zwischen den Zellen aus-
getauscht werden. Sind zu viele die-
ser Gene im Inneren und der dazuge-
horigen Proteine auf der Auflenhaut
der Brustkrebszelle vorhanden, han-
delt es sich um eine Form von Krebs,
die schnell Metastasen bildet. Bei der
Behandlung von Brustkrebspatientin-
nen mit Trastuzamab erfolgt die Iden-
tifizierung der Responder und die
Kontrolle des Behandlungserfolges
uber den Expressionsgrad des
HER-2-Onkogens. Trastuzamab ist
ein humanisierter monoklonaler An-
tikorper, der gegen das HER-2-Onko-
gen gerichtet ist. Trastuzamab greift
den HER-2-Rezeptor an und blo-
ckiert dessen Uberfunktion. Der Be-
handlungserfolg mit Herceptin ist ab-
hingig vom Expressionsgrad des
HER-2-Onkogens im Tumorgewebe
der Patientin, und die Auswahl der
richtigen Therapie setzt voraus, dass
die Patientin auf das Vorhandensein
von HER 2 untersucht wurde. Bei et-
wa zwei Dritteln aller Brustkrebs-
patientinnen ist Trastuzamab nicht
wirksam. In diesen Fillen ist das Arz-
neimitteltarget nicht uberexprimiert.
Bei dem Drittel der Patienten, bei de-
nen dieses Gen tuberexprimiert ist,
steigt durch die Behandlung mit dem
Antikorper die Uberlebensrate sig-
nifikant."”

Weitere breit angelegte pharmako-
genetische Forschungen beschiftigen
sich zum Teil schon erfolgreichlﬁ’m
damit, Responder zur Behandlung
von Leukdmien, speziell der Chro-
nisch Myeloischen Leukédmie (CML),

mit dem kurzlich zugelassenen Glee-
vec zu identifizieren.

Neben diesen beiden Beispielen,
die bereits taglich in der Praxis ange-
wendet werden, sind weitere Beispie-
le fir die Korrelation bestimmter
pharmakogenetischer  Information
mit der Wirksamkeit von Arzneimit-
teln beschrieben. Dazu gehoren eine
Reihe von Asthmamarkern. Asthma
wird in erster Linie mit Arzneimitteln
behandelt, die mehrere generische
Stoffwechselwege modulieren. Mit
Hilfe pharmakogenetischer Bestim-
mungen konnten Patienten identifi-
ziert werden, die auf bestimmte Be-
handlungen nicht ansprechen. So
stellte sich die Inhibierung der Leu-
kotriensynthese bei dem kleinen Teil
der Patienten, die lediglich Nicht-
Wildtyp-Allele der 5-Lipoxygenase-
Promotor-Region tragen, als nicht ef-
fektiv heraus.'” Ahnlich konnten
molekulare Varianten der B-2-Adre-
norezeptoren mit unterschiedlichen
Behandlungserfolgen mit f-2-Ago-
nisten in Verbindung gebracht wer-
den."”*” Kuivenhoven beschreibt ei-
nen Polymorphismus des Cholesterin-
ester-Transferproteins (CETP), der
mit dem Behandlungserfolg von Pra-
vastatin in Patienten mit Koronar-
atherosklerose korreliert.”” Polymor-
phismen des Serotoninneurotrans-
mitterrezeptors (5-HT2A) wurden
mit der Wirksamkeit des Antipsycho-
tikums Clozapine in Verbindung ge-
bracht.*”

Pharmakogenomik im Umfeld
der Behérden

@ Inwieweit die Pharmakogenomik
in Zukunft routinemifig in der Kli-
nik angewendet und wie schnell dies
geschehen wird, hangt in erster Linie
davon ab, wie die Arzneimittelzulas-
sungsbehorden kunftig derartige Da-
ten bewerten werden. Auf der einen
Seite wird es im Spannungsfeld von
Wirksamkeit, Arzneimittelsicherheit
und Druck zur Senkung der Entwick-
lungskosten fiir neue Arzneimittel
mit der Pharmakogenomik gelingen,
die Anzahl der Patienten in klinischen
Studien zu reduzieren und dennoch die
statistische ~ Signifikanz der Studien
wirksam zu ethohen. 2** Auf der an-

deren Seite werden jedoch auch wei-
terhin Nonresponder zum Nachweis
der Arzneimittelsicherheit behandelt
werden missen. Kurzfristig wird da-
her wohl der Nutzen von Pharmako-
genomik auf die Verringerung der Pa-
tientenzahlen in klinischen Trials auf
Folgestudien beschrankt bleiben —
wenn die Arzneimittelsicherheit be-
reits in anderen, nicht stratifizierten
Trials gezeigt werden konnte. Die
amerikanische Gesundheitsbehorde,
die Food and Drug Administration
(FDA), fordert bereits, dass ethnische
Unterschiede im Metabolismus, so-
fern es die Pharmakokinetik oder
Pharmakodynamik betrifft, bertick-
sichtigt werden.”” Dasselbe trifft fur
Untersuchungen von Arzneimittel-
sicherheit und Wirksamkeit vor dem
Hintergrund interindividueller Un-
terschiede im Arzneimittelmetabolis-
mus zu. Wie beschrieben, sind die
ersten molekulargenetischen Tests
zur Individualisierung der Therapie
bereits auf dem Markt, und die Phar-
makonzerne entwickeln neue Tests
fiir Arzneimittel, die derzeit in der
klinischen Prafung sind.

Ausblick — praktische
Erwdgungen, Machbarkeit

& So unterschiedlich die Zielrich-
tung von pharmakogenomischen
und -genetischen Untersuchungen
ist, so unterschiedlich ist auch die
Verfigbarkeit des Probenmaterials
zur Bestimmung von SNPs und Ex-
pressionsmustern. Wahrend das Pro-
benmaterial fir die Bestimmung von
SNPs leicht aus weifSen Blutzellen ge-
wonnen werden kann, sind die Pro-
ben fur das Expressionsprofiling
deutlich schwerer zuganglich. RNA-
basierte Messungen sind oft nur tiber
Biopsien also Untersuchungen von
Gewebe, moglich. Bei Erkrankungen,
in denen Biopsien nicht zur Ver-
figung stehen, wird man sich darauf
konzentrieren mussen, sekundire
Proteinprofile im Blutserum oder an-
deren leicht zuganglichen Korper-
flussigkeiten zu vermessen. Entspre-
chende Marker miissen identifiziert
und zudem Reagentien fur die diag-
nostischen Tests hergestellt werden.
Diese Tests mussen nicht nur in der
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Forschung durchfithrbar, sondern
auch auf den alltdglichen Einsatz in
der Praxis abgestimmt sein. Trotz des
problematischen Zugangs zu relevan-
tem Probenmaterial werden die Ex-
pressionsprofil-Marker vor allem in
der nahen Zukunft fir die Anwen-
dung von Pharmakogenomik eine be-
sondere Bedeutung haben. Denn mit
diesen Markern konnen die dyna-
mischen Parameter gemessen wer-
den, die den Krankheitsstatus und
-verlauf beschreiben. Wegen unseres
noch beschrankten Verstdndnisses
der Genregulation lassen sich derarti-
ge Parameter aus SNP-Daten noch
nicht voraussagen. Mittelfristig wer-
den mit SNPs vorwiegend statische
Zustande von Patienten beschrieben,
wobei sie sich vornehmlich auf die
Bestimmung monogener Effekte kon-
zentrieren. Wahrend pharmako-
genomische und -genetische Metho-
den in F&E heute bereits weit ver-
breitet sind, wird die Routineanwen-
dung in der Klinik erst langsam Ein-
zug halten. Langfristig jedoch wird
der
symptomatisch behandelnden Thera-

Paradigmenwechsel von der

pie hin zur kombinierten genetisch
basierten kausalen Diagnose und
Therapie nicht aufzuhalten sein. Da-
mit wird die individuelle Erfahrung
des behandelnden Arztes durch ob-
jektive Testparameter erginzt. Von
den schnellen Fortschritten in der
Genomforschung befliigelt, steigt die
Erwartung, dass die Therapie fur je-
den  Patienten malfSgeschneidert
wird.”” Die tatsachliche Umsetzung
dieses Ziels mag noch weit in der Zu-
kunft liegen, die Unterteilung in
mehrere Untergruppen, wie im Falle
der Metabolisierer wird jedoch schon
heute vorgenommen. Und in nicht
allzu ferner Zukunft werden wir den
heutigen ,,One-size-fits-all“-Ansatz
fur die Arzneimittelauswahl und -do-
sierung wie die Anfange der medika-
mentosen Behandlung zu Beginn des

letzten Jahrhunderts betrachten.
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Inositphosphate

Das unerkannte Arsenal der
intrazelluldren
Signaliibertragung?

@ Inositphosphate und Phosphoino-
sitide sind intrazellulare Botenstoffe
(second messenger). In ihrer Ent-
deckungsgeschichte ist das Jahr 1983
von besonderer Bedeutung. Den
Gruppen von Schulz und Berridge ge-
lang damals der Nachweis, dass myo-
Inosit-1,4,5-trisphosphat [Ins(1,4,5)P;]
wesentlich an der Regulation der in-
trazelluldaren  Calciumionenkonzen-
tration beteiligt ist.” Damit war ein
Meilenstein bei der Aufklarung der
sblack box“ zwischen Rezeptors-
timulation und physiologischer Ant-
wort der Zellen erreicht. In kurzer
Zeit wurden ca. 30 weitere Inosit-
phosphate in verschiedenen Zell-
typen identifiziert.

Da myo-Inosit ein Cyclohexange-
rist mit sechs Hydroxygruppen auf-
weist (Abbildung 1), konnen 63 ver-

L
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schieden stark phosphorylierte Ino-
sitphosphate auftreten, vom myo-
Inosit-1-phosphat bis zur sechsfach
phosphorylierten Phytinsaure (InsPy),
einem der wichtigsten Phosphatspei-
cherstoffe in Pflanzen. Damit nicht
genug, treten in einigen Zellen kurz-
zeitig Inositpyrophosphate auf. Diese
werden unpriziserweise oft mit InsP,
und InsPg bezeichnet. Charakteris-
tisch fur die besser mit Formeln wie
InsPsPP abgekiirzten Verbindungen
ist das Pyrophosphat in der 5-Position.

Trotz der faszinierenden Vielfalt
an Inositphosphaten, die Zellen zur
Regulation ihrer physiologischen
Prozesse zur Verfigung haben, ge-
lingt eine Zuordnung der Bedeutung
der einzelnen Isomere nur zogerlich.
Dabei wurden keine Anstrengungen
gescheut, um Enzyme zu identifizie-
ren, die Inositphosphate metabolisie-
ren. Tatsachlich sind die meisten der

Abb 1.

Die Struktur des
Inosits in der myo-
Konfiguration. Kon-
ventionsgemdf
wird gegen den
Uhrzeigersinn num-
meriert und die Po-
sition der einzigen
axialen OH-Gruppe
mit der Ziffer 2 be-

zeichnet.




