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Zusammenfassung

Die schlechte Prognose der meisten disseminierten Tumorerkrankungen ist haufig
in einer vorbestehenden oder erworbenen Resistenz gegenluber Zytostatika begrundet.
Da die meisten Zytostatika mit zelluldren Strukturen interagieren, war lange angenommen
worden, dass der antineoplastische Effekt unmittelbar durch massive Zellschadigung
bewirkt wird. Hieraus folgte, dass Chemoresistenz auf Mechanismen beruhen musse,
welche das Zytostatikum an der Wechselwirkung mit seiner intrazellularen Zielstruktur
hindern. Arbeiten der letzten Jahre haben jedoch gezeigt, dass die meisten Zytostatika
indirekt Uber DNA-Schadigung ein relativ uniformes, genetisch kodiertes Zelltod-
Programm auslésen, demzufolge postuliert wurde, dass auch Apoptosedefekte fir ,Multi-
Drug-Resistenz® verantwortlich sein kénnten. Allerdings ist der tatsachlich Beitrag
zytostatika-induzierter Apoptose am Therapieerfolg nicht geklart, wobei der Wahl
geeigneter Testsysteme eine wesentliche Bedeutung fiir diese Kontroverse zuzukommen
scheint.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist daher die Etablierung eines transgenen
Lymphom-Modells, in welchem chemotherapeutische Effekte an spontan entstandenen
Tumoren mit definierten genetischen Lasionen in ihrer natirlichen Umgebung untersucht
werden konnen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Mutationen in apoptose-relevanten
Genloci wie p53, INK4a/ARF oder bcl2 sowohl die Manifestation myc-transgener
Lymphome dramatisch beschleunigen, als auch den Therapieerfolg kompromittieren.
Neben Apoptose wurde dartberhinaus prdmature Seneszenz, ein terminaler Zellzyklus-
Arrest, als prognose-relevantes Chemotherapie-Effektorprogramm identifiziert.

Damit dokumentiert die vorliegende Arbeit einen wichtigen Zusammenhang von
Gendefekten, die wahrend der Tumorigenese erworben wurden, und spater evidenter
Chemoresistenz, wobei manche Mutationen bereits vor Zytostatika-Exposition Resistenz
begrinden kdnnen. Die ldentifikation und pharmakogenomische Charakterisierung
potentiell resistenz-vermittelnder Gene und Mutationen in relevanten Testsystemen wird
fur die Entwicklung spezifischerer, aber weniger toxischer ,targeted Therapeutics® von
grofRer Bedeutung sein.

Schlagworter:
Apoptose — Chemoresistenz — Lymphom — Mausmodell — Seneszenz

Abstract

Intrinsic or acquired chemoresistance is the major cause for the adverse outcome of
disseminated malignancies. The fact that most anticancer agents bind to subcellular
targets prompted the assumption that drug-induced cytotoxicity must be a direct
consequence of severe cellular damage. Hence, chemoresistance was thought to arise
from mechanisms that prevent or disrupt the drug-target interaction. By contrast, more
recent data suggested that DNA damage caused by most, if not all, anticancer agents
may trigger a relatively uniform, genetically encoded cell death program. In turn, defects in
the apoptotic machinery should account for multi-drug resistance as well. However, due to
technical limitations of current test systems, it has been difficult to assess the overall
contribution of apoptotic cell death to treatment outcome.

In the studies presented here, a transgenic mouse lymphoma model was
established in order to exploit drug responses of spontaneously developed malignancies
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growing at their natural sites but harboring defined genetic defects. Using this model,
alterations in apoptosis-related gene loci such as p53, INK4a/ARF or bcl2 result in both
dramatic acceleration of myc-driven lymphomagenesis and compromised treatment
responses. Importantly, not only apoptosis, but premature senescence, a terminal cell-
cycle arrest, was found to impact on treatment outcome.

In essence, this work describes and important connection between cancer genes
and cancer therapy, i.e. genetic defects acquired during tumorigenesis may already co-
select for chemoresistance prior to any drug encounter. The identification and
pharmacogenomic evaluation of resistance conferring candidate genes and mutations
using adequate test systems is likely to play a key role in the development of novel, more
specific but less toxic so called ,targeted Therapeutics®.
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1 Einleitung — Die Problematik
11 Tumortherapie und Prognose

Die medikamentdése Behandlung mit konventionellen ,antineoplastischen®
Substanzen stellt nach wie vor die Therapie der Wahl fiir die meisten disseminierten
Tumorerkrankungen und insbesondere hamatologische Neoplasien dar. Nahezu allen
konventionellen Zytostatika ist dabei gemeinsam, dass sie mit dem regelhaften Ablauf des
Zellzyklus interferieren. Die quantitativ und qualitativ bedeutendste Gruppe stellen hier
neben Spindelgiften, Anti-Mikrotubulus-Agentien, Proteasom-Inhibitoren oder
Translationshemmern die DNA-interagierenden Wirkstoffe dar, die auf biochemisch
unterschiedliche Weise mit der DNA-Replikationsmaschinerie interferieren [1]. Basierend
auf empirischen Studien sind so eine Vielzahl an Monotherapien oder
Kombinationsregimen entwickelt worden, die bevorzugt Zellen mit hoher mitotischer
Aktivitdt angreifen sollen, grundsatzlich allerdings relativ geringe Spezifitdt und hohe
Toxizitat fir Normalgewebe und Gesamtorganismus aufweisen. Enttduschenderweise
sind trotz vieler neuer Wirkstoffe auf dem Gebiet der konventionellen Chemotherapie iber
mehrere Dekaden kaum substantielle Prognoseverbesserungen erzielt worden.
Beispielsweise ist das 1976 vorgestellte CHOP-Schema (Cyclophosphamid, Doxorubicin,
Vincristin und Prednison) zur Behandlung vieler hochmaligner Non-Hodgkin-Lymphome
(NHL) bis dato nicht von einem Uberlegenen Regime abgeldst worden [2, 3]. Selbst
Hochdosis-Therapien, bei denen dosis-limitierende Knochenmarkstoxizitat durch
hamatopoietischen Stammzell-Support kompensiert wird, konnten in den meisten
Tumorentitaten nicht zu verlangertem Patientenlberleben flhren [4, 5]. Ebenso ist der
Erfolg sogenannter ,Next-Line“-Therapien nach Versagen eines Initialregimes als
Ausdruck des im wesentlichen ahnlichen Wirkmechanismus der meisten konventionellen
Zytostatika begrenzt. Damit stellt a priori- oder erworbene Chemoresistenz den
entscheidenden prognose-limitierenden Faktor fir Patienten mit disseminierter
Tumorerkrankung dar.

1.2 Chemoresistenz als Pra- und Post-Schadigungsproblem

Uber viele Jahre war angenommen worden, dass der Angriff von Zytostatika an
subzelluldren Strukturen unmittelbar und unabdingbar zu einer massiven Zellschadigung
fuhrt, die mit dem Uberleben der betroffenen Zelle unvereinbar ist. Folglich konzentrierte
sich die Exploration von Resistenzmechanismen auf Prinzipien, die wahrend der ,Pra-
Schadigungsphase®, also vor der potentiellen Interaktion eines Wirkstoffs mit seiner
intrazellularen Zielstruktur, eingreifen. Neben systemischen pharmakokinetischen
Aspekten wie Wirkstoff-Bioverfligbarkeit, Halbwertszeit oder lokaler Wirkkonzentration
und intratumoraler Verteilungshomogenitat sowie der Induktion von substanz-spezifisch
metabolisierenden Enzymen sind insbesondere Zytostatika-Efflux-Pumpmechanismen als
Paradigmen der klinisch so haufig gesehenen ,Multi-Drug-Resistenz“ (MDR) diskutiert
worden [6, 7]. Entsprechende Arbeiten konnten zeigen, dass das MDR-kodierte P-
Glykoprotein und verwandte Genprodukte als Transmembran-Pumpen mit breiter
Substratspezifiat gegenlber biochemisch unterschiedlichen Zytostatika-Klassen fungieren
und somit die intrazellulare Wirkstoffkonzentration einer Vielzahl gangiger
Chemotherapeutika reduzieren. Obwohl MDR-Genamplifikation oder -Uberexpression in
Tumoren gefunden wurde und diese auch mit Insensitivitdt gegenliber P-Glykoprotein-
affinen Zytostatika in vitro korreliert werden konnten, haben dieser
Resistenzmechanismus und die Wirksamkeit sogenannter ,MDR-Reversal“-Pharmaka nur
begrenzte klinische Signifikanz erlangt [8, 9].

Da auch gegen Zytostatika ohne P-Glykoprotein-Affinitdt Kreuzresistenzen
auftreten, war offenkundig, dass MDR-verwandte Mechanismen allenfalls fir einen
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Teilaspekt des klinischen Problems verantwortlich sind. Die bekannte Tatsache, dass
auch unter strahlentherapeutischer Behandlung, die wohl dhnlich wie Zytostatika in erster
Linie DNA schadigt, aber gegen die keine wirklichen ,Pre-Damage-
Resistenzmechanismen® existieren, ebenfalls Therapieresistenz erzeugt wird, unterstutzte
die Hypothese, dass nicht der Schaden selbst unumganglich letal ist, sondern lediglich
einen zellular kontrollierten ,Post-Damage®-Prozess triggert, der Uber das weitere
Schicksal der Zelle entscheidet. In der Tat ist der durch Zytostatika erzeugte
Initialschaden an zellularen Strukturen, insbesondere DNA, haufig so gering, dass er
unter bestimmten Umstanden reparabel ist.

1.3  Tumorbiologie und Therapiesensitivitat

Wenn zellulare Signalkaskaden die tatsachlichen Vollstreckerinstanzen des
Zytostatika-Stimulus darstellen, kénnten genetische Veranderungen das Therapieresultat
modifizieren. Wahrend Zellen des Normalgewebes genomisch stabil sind, sind allen
Tumorzellen genetische Aberrationen immanent. Dabei verfigen etablierte Tumorzellen
nicht nur Uber eine sehr breite genetische Variabilitdt bzw. Uberlebensfahigkeit trotz
zahlreicher Mutationen, wodurch sie flir chemotherapie-induzierte Selektionsprozesse
empfanglicher werden als Normalzellen. Um Uberhaupt das Vollbild eines neoplastisch-
atypischen Phanotyps zu akquirieren, mussen Zellen bereits im Zuge der malignen
Transformation eine Sequenz genetischer Krisen durchlaufen, die mit charakteristischen
Defekten in zelluldren Kontrollprogrammen und veranderter Chemosensitivitat
einhergehen.

1.3.1 Aktivierte Onkogene als ,driving force” der malignen Transformation

Malignes Wachstum entspricht einer Nettozunahme der Zellzahl und damit einer
Imbalance der Homeostase von Teilungs- und Absterberate. Mitose und Apoptose sind
komplex Uberwachte Schlisselaufgaben der Zelle. Es gibt Hinweise, dass ein initialer
Zelltod-Defekt — von embryonalen, also ohnehin expandierenden Geweben abgesehen —
alleine nicht hinreichend tumorigen ist, weil die passive Reduktion der Absterberate von
einer funktionierenden Proliferationskontrolle aktiv kompensiert werden kann [10, 11]. Im
Gegensatz dazu sind akut aktivierte Mitogene potentiell tumorigen, da sie Proliferation
autonomisieren, also von einer zellularen Gegenregulation entkoppeln. Mitogene
Onkogene wie myc oder ras stellen daher typischerweise das Initialereignis der malignen
Transformation dar und funktionieren als Motor der klonalen Expansion. Diese Lasionen,
in denen eine intakte ,Todesmaschine® latent verfligbar ist, sind konsequenterweise
hypersensitiv fir Todessignale. Entsprechend konnte in Mausmodellen induzierbarer bzw.
regulierbarer Onkogene demonstriert werden, dass hyperproliferative Lasionen — wenn
sie hier uberhaupt entstehen — wahrend einer Initialphase potentiell reversibel sind [12,
13, 14, 15]. Es ist daher eine attraktive Hypothese, dass Tumoren in dieser friihen
Progressionsphase durch die Aktivierung eines mitogenen Onkogens besonders
chemosensibel werden, woraus sich die typischerweise hdhere Zytostatika-
Empfindlichkeit von Tumorgewebe gegenliber Normalgewebe erklaren kénnte [16, 17,
18].

1.3.2 Checkpoint-Kontrolle regelhafter Zellzyklus-Passage

Maligne Transformation ist ein Kraftespiel zwischen onkogenen Faktoren und
zellularen Gegenmalinahmen. Tumormanifestation ist daher die Konsequenz
durchbrochener Tumorsuppressor-Mechanismen, sogenannter zellularer ,Failsafe-
Programme®“. Aufgabe der Failsafe-Programme ist es, Zellen mit potentiell malignen
Veranderungen im Pool proliferierender Zellen zu identifizieren und durch forcierten
Zellzyklus-Exit deren Expansion zu verhindern. Failsafe-Programme missen daher Uber
einen Sensor- und einen Exekutions-Arm verfigen. Wahrend der Zellzyklus-Passage
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werden an diversen SchlUsselstellen, den sogenannten ,Checkpoints®, Kriterien
regelhafter Zellzyklus-Progression und DNA-Replikation abgefragt [19]. Werden
Irregularitaten detektiert, ergreift die Checkpoint-Kontrolle adédquate MaRnahmen: die
Zellzyklus-Passage wird arretiert und der Defekt entweder repariert, oder aber die Zelle
wird durch Einschleusung in ultimative Programme wie Apoptose oder Seneszenz (siehe
unten) von weiterer Proliferation definitiv ausgeschlossen [18, 20]. Aktivierte Onkogene
sind daher ,zweischneidige Schwerter“: die mitogene Komponente ist typischerweise mit
einer pro-apoptotischen oder pro-seneszenten Komponente als Ausdruck der zellularen
Gegenregulation vergesellschaftet [21, 22, 23, 24].

1.3.3 Apoptose als zellulares Failsafe-Programm

Die Existenz einer genetisch kontrollierten Zelltod-Signalkaskade mit
charakteristischen morphologischen Veranderungen wie Membran-Ausstilpungen,
Kernfragmentierung und Chromatin-Kondensation ist seit tUber drei Dekaden bekannt [25].
Verschiedene pro-apoptotische Stimuli — aktivierte Onkogene, DNA-Schadigung, oder
»1odesrezeptor‘-Liganden wie Fas/CD95 und Tumornekrosefaktor [26, 27, 28] — kdnnen
auf verschiedene Weise eine Sequenz intrazellularer Effektoren aktivieren, wobei der
extrinsische Rezeptor-Pathway von einer intrinsischen mitochondrialen, Cytochrom C-
freisetzenden Kaskade prototypisch unterschieden wird. Nach potentieller
Kreuzverschaltung der beiden Kaskaden werden in einer gemeinsamen Endstrecke
Proteasen der Caspase-Familie und Nukleasen aktiviert, die den Zellsuizid in
charakteristischer Weise exekutieren [29, 30]. Wichtig ist, dass diese Sequenz — ahnlich
wie das Gerinnungs- oder das Komplementsystem — Gber multiple Kontrollmechanismen
und Inhibitoren verfluigt. Neben ,Inhibitor of Apoptosis Proteins (IAPs)“ und pro-
apoptotischen Inhibitoren der Inhibitoren (z.B. Smac/Diablo [31]) sind vor allem die anti-
apoptotischen Bcl2-Familienmitglieder bc/2 und bcl-x/ wichtige ,Pro-Survival“-Regulatoren
des Apoptose-Programms [32, 33]. Die Uberlebensféordernde Rolle der meisten
Gegenregulatoren ist dabei weniger als ein aktiver Apoptose-Antagonismus, sondern eher
als eine bedarfsgerechte Sollwertverstellung der Todesschwelle zu verstehen. So wird die
Apoptose-Hemmung durch Bcl2-Uberexpression nicht unter optimalen nutritiven
Bedingungen, sondern erst unter Serumentzug evident [34]. Entsprechend haben bcl2
oder bcl-xI trotz deren wichtiger Rolle in verschiedenen Tumorentitdten — wie
beispielsweise die Bcl2-Uberexpression im follikularen Lymphom [35] — kein eigentlich
onkogenes Potential wie mitogene Onkogene, sondern erleichtern passiv die maligne
Transformation.

Nicht alle Onkogene aktivieren Apoptose, doch kann Apoptose die charakteristische
Akut-Reaktion sein. So provoziert myc trotz seiner mitogenen Potenz typischerweise
massiv Apoptose [21]. Abhangig von den lokalen Wachstumsbedingungen, d.h. vor allem
Zytokinkonzentration und Oxygenierung, ist entweder Proliferation oder Apoptose die
dominierende onkogene Funktion [36, 37]. Apoptose fungiert also als onkogen-
responsives Failsafe-Programm, indem entweder die Entstehung onkogen-mediierter
Prakanzerosen effektiv verhindert wird oder aber — zumindest wahrend einer pramalignen
Phase — die Spontanregression der hyperplastischen Lasion eingeleitet wird [15, 38].

1.3.4 Seneszenz als zelluldres Failsafe-Programm

Im Gegensatz zu einem voribergehenden Zellzyklus-Stopp stellt zellulare
Seneszenz einen terminalen Wachstumsblock dar, der seneszente Zellen irreversibel aus
dem Pool sich aktiv teilender Zellen eliminiert. Seneszenz wurde vor mehr als vier
Dekaden erstmalig von Hayflick und Moorhead beschrieben, die mit diesem Begriff der
.Zellalterung® den terminalen Teilungsstopp von kultivierten Fibroblasten nach
Ausschdpfung einer endlichen Zahl an Zelldivisionen, auch ,Hayflick-Limit“ genannt,
charakterisierten [39]. Zugrunde liegender Mechanismus dieser ,mitotischen Uhr“ ist die
progressive Verkirzung und konsekutive De-Protektion der Chromosomen-Enden bei
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jeder Zellteilung [40, 41], falls die Telomer-Lange nicht enzymatisch restauriert wird [42].
Phanotypisch von replikativer Seneszenz ununterscheidbar ist die akut induzierbare und
daher pramature Seneszenz. Diese telomer-unabhangige Form der Seneszenz kann
durch zellulare Stresse wie aktivierte Onkogene, reaktive Sauerstoff-Spezies oder DNA-
Schadigung ausgeldst werden [20, 23, 24, 43, 44]. Da seneszente Fibroblasten ein
charakteristisches Genexpressionsprofil aufweisen [45] und mit p-Galaktosidase im
sauren pH-Optimum (seneszenz-assoziierte SA-p-Gal-Aktivitat) einen biochemischen
Marker exprimieren, der in sich teilenden Zellen (und auch in ,quiescenten” Zellen in GO-
Phase) nicht gefunden wird [46], wurde vermutet, dass pramature Seneszenz ahnlich wie
Apoptose ein spezifisches, genetisch kodiertes Stress-Response-Programm darstellt. In
Kultur imponieren seneszente Zellen durch ihr flachiges, vakuolen-reiches Zytoplasma.
Diese Zellen bleiben metabolisch aktiv, doch ist tUber das Schicksal seneszenter Zellen in
vivo wenig bekannt. Wahrend replikative Seneszenz als ein weithin akzeptierter
biologischer Zustand des hohen Zellalters nach ausgeschépftem Teilungspotential gilt,
wird das Konzept pramaturer Seneszenz durchaus kontrovers als Kultur-Artefakt mit
unbekannter Signifikanz in vivo diskutiert [47]. Es wird zwar eine Akkumulation SA-g-Gal-
positiver Zellen in Gewebsproben alterer Menschen gefunden [46], doch ist unklar,
inwieweit pramatur seneszente Zellen durch Phagozytose rasch abgeraumt werden
kénnen. Zwar ist mittlerweile klar, dass p53 und die p16™*?/Rb-Achse, ARF, p15™¢** und
das Promyelozyten-Leukdmie-Genprodukt PML eine entscheidende Rolle in der
genetischen Kontrolle von pramaturer Seneszenz spielen [48, 49, 50, 51, 52], doch sind
Stimulus-Effektor-Kaskaden und Querverschaltungen analog zu Apoptose-Programmen
fur das ,Seneszenz-Netzwerk® bisher weit weniger detailliert beschrieben.

Im Gegensatz zu pro-apoptotischen mitogenen Onkogenen gibt es Onkogene, die
bevorzugt akut Seneszenz als zellulares Failsafe-Program auslésen. Onkogenes Ras gilt
als Prototyp eines Onkogens mit seneszenter Ko-Aktivitat [23]. Mehrschritt-Modelle der
Spinaliom-Genese aus hyperproliferativen Lasionen legen nahe, dass initiale Ras-
Aktivierung zu papillomartigen Tumoren fiihrt, die durch Spontanregression ad integrum
abheilen kénnen, wenn nicht sequentiell tumor-promovierende ,Failsafe“-Defekte
erworben werden [53, 54]. Interessanterweise sind mitogene und pro-seneszente
Pathways dabei zumindest teilweise identisch: pramature Seneszenz infolge onkogenem
Ras wird durch den mitogenen MAP-Kinase-Signalweg eingeleitet [55]. Es ist derzeit nicht
klar, ob Umgebungsfaktoren (wie fir onkogenes myc (siehe oben) diskutiert) das
Gleichgewicht zwischen mitogener Funktion und pro-seneszenter Failsafe-
Gegenregulation verschieben, oder ob die transformierende Potenz dieser Onkogen-
Klasse nur in Anwesenheit kooperierender Mutationen evident wird.

1.3.5 p53 als Wachter der zellularen Integritat

p53 ist der wichtigste Mediator der zellularen Wachstumskontrolle. p53 Uberwacht
nicht nur mehrere Zellzyklus-Checkpoints, wie beispielsweise den G1-, G2- oder
sogenannten Spindel-Checkpoint, sondern ist zentral an der Exekution von Zellzyklus-
Arrest und Failsafe-Programmen wie Apoptose und Seneszenz beteiligt [56, 57, 58].
Dariberhinaus kontrolliert p53 mit DNA-Reparatur, Angiogenese oder chromosomaler
Stabilitdt noch eine Reihe weiterer Funktionen, die fur die Zell- und Gewebsintegritat
essentiell sind. p53 fungiert als Tumorsuppressor, weil es inadaquate Proliferationssignale
registriert und zelluldre GegenmalRnahmen ergreifen kann. Signale mitogener Onkogene
wie myc oder ras fUhren zur Aktivierung von p53, welches dann Failsafe-Programme
induziert und so zur Elimination von Zellen mit onkogener Aktivierung fuhrt [59, 60, 61].
p53-abhangige Apoptose und Seneszenz fungieren als Schlisselmechanismen in der
Suppression von Tumorformation und —progression in vitro und in vivo [54, 62, 63].
Interessanterweise scheinen die tumorprotektive Rolle von p53 als ,Wachter der
zelluldren Integritat® und die damit verbundenen Failsafe-Programme ihren Preis zu
fordern: Mause mit einer aktivierenden p53-Mutation sind zwar gegen spontane
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Malignome geschitzt, aber zeigen — konsistent mit einer Assoziation von Seneszenz und
organismischem Altern — Zeichen einer beschleunigten korperlichen Alterung [64].

p53 ist in ein komplexes Netzwerk sogenannter ,Upstream®Regulatoren und
,Downstream“-Effektoren eingebunden [57]. Ein Schlissel-Mediator onkogener Signale zu
p53 stellt beispielsweise ARF dar, welches im alternativen Leseraster (alternate reading
frame) neben p16™**® (einem Inhibitor der Rb-vermittelten G1-S-Phasen-Progression)
vom wichtigen Tumorsuppressor-Lokus INK4a/ARF kodiert wird [65, 66]. Der prazise
Mechanismus der INK4a/ARF-Expressionsregulation ist unklar, doch onkogenes Myc,
Ras oder Bcr-Abl induzieren ARF-Protein [67, 68, 69], welches Mdm2 und damit dessen
Funktion als p53-ubiquitinierende E3-Ligase inhibiert [70]. Neben ARF-vermittelten
onkogenen Signalen kann beispielsweise DNA-Schadigung via Proteinkinasen wie ATM,
ATR, Chk1 und Chk2 zur Induktion und Aktivierung von p53 flihren [71, 72]. Es ist weithin
akzeptiert, dass der onkogene und der DNA-Damage-Signalweg prinzipiell parallele p53-
Upstream-Kaskaden darstellen [73, 74, 75].

Die Zahl identifizierter p53-induzierbarer Gene, sogenannter ,PIGs“, wachst
kontinuierlich, doch ist deren funktionelle Bedeutung und klinische Signifikanz haufig noch
wenig untersucht. Wie der Transkriptionsfaktor p53 als ,Relais unterschiedliche
,Upstream“-Signale — sei es von aktivierten Onkogenen oder DNA-Schadigung —
Uberhaupt in differentielle Antwortprogramme, also in erster Linie Arrest versus Apoptose,
Ubersetzt, ist nicht klar. Da p53 komplex Uber Protein-Level, subzellulare Lokalisation und
eine Phosphorylierungs-Azetylierungskaskade aktivitats-reguliert wird [56, 76], konnte die
Steuerung dieser GréRRen zur Aktivierung verschiedener PIG-Sets fiihren. Insbesondere in
der Gruppe pro-apoptotischer p53-Effektoren — um neben bax mit PERP, AIP, Puma oder
Noxa nur einige zu nennen [77, 78, 79, 80, 81] — scheint es Redundanzen und zelltyp-
spezifische Kooperationen der Targetgene zu geben, die p53-mediiert Apoptose einleiten
[82]. Unstrittig ist, dass ,downstream” der direkten pro-apoptotischen p53-Targets ein als
~LApoptosom* beschriebener ternarer Komplex unter Einschlul von Apaf-1 und Caspase 9
den wesentlichen Exekutor von p53-initiierter Apoptose darstellt [83, 84]. Als p53-
Effektoren mit zellzyklus-arretierender Funktion sind im Gegensatz zur groRen Gruppe der
pro-apoptotischen PIGs nur wenige Gene identifiziert worden, unter ihnen der CDK-
Inhibitor p21 als G1- und 74-3-30 als G2/M-Arrest-Vermittler [85, 86], wobei die genauen
molekularen Mechanismen von lediglich temporarem gegenuber einem Langzeit-
Zellzyklus-Block nicht hinreichend verstanden sind.

1.4 Genetische Defekte in Failsafe-Programmen und Post-Damage-Multi-Drug-
Resistenz

1.4.1 Manifeste Malignome haben Mutationen in Failsafe-Programmen

Es ist wahrscheinlich, dass sich kein Tumor ohne Defekt in den onkogen-
konternden Failsafe-Programmen manifestieren kénnte [87]. Konsequenterweise tragen in
vielen Entitaten und Modellsystemen p53-Mutationen zur Kanzerogenese bei [22, 88].
Konkordant mit den Beobachtungen, dass aktiviertes Myc oder die onkogene Bcr-Abl-
Kinase ARF und p53 induzieren [68, 69], werden in entsprechenden manifesten
Malignomen geh&uft Mutationen in diesen Tumorsuppressor-Genen nachgewiesen.
Burkitt-Lymphome, die nahezu immer eine translokationsbedingte Myc-Aktivierung
aufweisen, sind in etwa 30-60% der Falle mit p53-Mutationen assoziiert [89, 90, 91]. In
ahnlicher Weise finden sich in der Blastenkrise der typischerweise Bcr-Abl-positiven
chronisch-myeloischen Leukamie p53-Mutationen und insbesondere INK4a/ARF-
Deletionen [92, 93]. Da die meisten aktivierten Onkogene via ARF p53 und somit Failsafe-
Programme induzieren, ist es nicht erstaunlich, dass p53- und INK4a/ARF-Alterationen
die beiden am haufigsten detektierten Gendefekte in humanen Tumorentitaten darstellen

11



[65, 94]. Besonders eindrucksvoll ist der Mutationsdruck, der offensichtlich auf der
p16™“?/Rb-Achse in Ras-getriebenen Malignomen lastet: Pankreaskarzinome, in denen
sehr haufig aktivierende K-ras-Mutationen vorliegen, weisen in nahezu 100% der Falle
sich zumeist gegenseitig ausschlieRende Rb- und CDK4-Mutationen sowie vor allem
p16™“2_Defekte auf, wobei durch Promoter-Hypermethylierung in diesem Kontext gezielt
die INK4a-Expression und nicht das alternative Leseraster-Produkt ARF inaktiviert wird
[95].

1.4.2 Failsafe-Inaktivierung durch ,extragene® Mutationen

Die Notwendigkeit, Failsafe-Mechanismen im Zuge der Tumoretablierung zu
inaktivieren, erklart nicht zwangslaufig, warum gerade p53 und ferner INK4a/ARF so
haufig Mutationsziel sind. In der Tat sind sogenannte ,extragene“ Lasionen im p53-
Signalweg, d.h. ,upstream®, beispielsweise auf der Ebene von ARF oder Mdm2, oder
»,downstream® bevorzugt in pro-apoptotischen Signalmediatoren wie Bax oder Apaf-1
beschrieben [96, 97, 98, 99, 100, 101]. Solche extragenen Defekte treten dann oft, aber
keineswegs immer, nach dem Gesetz der ,mutual exclusivity“ im Kontext von Wildtyp-p53
auf [99, 102]. Ferner kann die Ko-Aktivierung einer ,Pro-Survival-Aktivitat* wie Bcl2 oder
Bcl-xI Myc-initiilerte Tumorigenese dramatisch erleichtern [15, 103, 104]. Trotz der hohen
Frequenz von p53-Mutationen deutet die Prasenz dieser ,extragenen® Defekte im p53-
Pathway darauf hin, dass nicht etwa alle p53-kontrollierten Effektorfunktionen
gleichermallen bedeutsame Tumorsuppressor-Aufgaben wahrnehmen.

1.4.3 Failsafe-Defekte interferieren mit Chemosensitivitat

Es ist seit mehr als 25 Jahren bekannt, dass zytostatika-induzierte Tumorregression
mit dem Auftreten apoptotischer Zellen vergesellschaftet ist [105], wobei der Aspekt von
Apoptose als einer genetisch kodierten Signalkaskade damals noch nicht hinreichend
bekannt war. Im Einklang mit der Hypothese, dass Zytostatika nicht durch massive
Zellschadigung per se, sondern als apoptotische Trigger anti-neoplastisch wirken, sollten
genetische Defekte in der Apoptose-Maschinerie Chemosensitivitat kompromittieren.
Besonders interessant ist hierbei, dass Mutationen in pro-apoptotischen
Tumorsuppressor-Programmen moglicherweise simultan zu einer ,Post-Damage-
Resistenz® (siehe oben) beitragen. Die gemeinsam genutzte Apoptose-Endstrecke des
onkongenen und des DNA-Damage-Pathways konnte so erklaren, warum Tumoren mit
bestimmten Apoptosedefekten bereits a priori (d.h. vor zytostatischer Ersttherapie) ,multi-
drug-resistent* sind. In der Tat wurde in praklinischen Modellen ein Zusammenhang
zwischen p&3-lnaktivierung und Therapieresistenz gegenlber verschiedenen
Chemotherapeutika gefunden [16, 106, 107, 108, 109, 110]. Auch komplexe Screening-
Untersuchungen von Tumorzellinien demonstrierten eine signifikante Abhangigkeit der
Chemosensitivitat von funktionellem p53 [111, 112, 113]. p53-Wildtyp-Gentransfer konnte
dabei in p53-defizienten Tumorzellen Chemosensitivitat restaurieren [114, 115]. Obwohl
klinische Studien zu weit weniger einheitlichen Ergebnissen kamen, konnte in einigen
Entitaten die prognostische Relevanz des p53-Status gesichert werden [116, 117, 118,
119, 120, 121, 122, 123]. Auch Uberexpression von anti-apoptotischen Aktivitaten wie
Bcl2 oder Bcl-xl reduzierte akute chemotherapeutische Zytotoxizitat in vitro [124, 125],
doch der klinische EinfluR dieser Faktoren auf das Langzeit-Uberleben der Patienten wird
kontrovers beurteilt [126, 127, 128, 129].

Apoptose ist nicht der alleinige Mechanismus, mittels dessen Zytostatika
Tumorzellen eliminieren [130]. Andere letale Antwortprogramme wie Nekrose, ,apoptoide®
Formen des programmierten Zelltods im Kontext spezifischer Apoptosedefekte [11] oder
mitotische Katastrophe, bei der Zellen nach subletaler Schadigung noch einige Male
endoreduplizieren oder nach Kurzzeit-Arrest wieder in den Zellzyklus eintreten, bevor sie
als multinukledre Zellen apoptose-ahnlich absterben [131, 132, 133] kdénnen durch
Chemotherapie ausgelést werden. Trotz der reziproken Beziehung von zytostatika-
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induzierbarer Apoptose und resistenz-vermittelnden Apoptosedefekten ist daher nicht klar,
inwieweit Apoptose zum klinischen ,Outcome® nach Chemotherapie beitragt [134]. Zu
dieser Unsicherheit kommt hinzu, dass Zytostatika anhaltenden Zellzyklus-Arrest
auszulésen vermoégen [135, 136]. DNA-Schadigung kann in vitro Seneszenz-Marker
induzieren, doch fehlten bislang Untersuchungen Uber Auftreten und Relevanz von
zytostatika-induzierter Seneszenz in vivo [43]. Tumorentwicklungsbedingte Defekte in
Failsafe-Programmen wie Apoptose und Seneszenz kausal flr Therapieversagen und
schlechtes Patiententberleben anzuschuldigen, ist daher eine attraktive, aber unbelegte
Hypothese.

1.5 Restriktionen konventioneller Testsysteme

Da die meisten Zytostatika nicht als ,targeted Therapeutics® im Sinne eines
Schlissel-SchloR-Prinzips gegen tumorexklusive Lasionen, sondern auf dem Boden
empirischer Daten entwickelt wurden, sind die molekularen Grundlagen ihres
Wirkmechanismus und damit des Chemoresistenz-Problems nur unzureichend
verstanden. Experimentelle Systeme zur Untersuchung genetischer EinfluRfaktoren von
Chemoresistenz bedienen sich in erster Linie gut charakterisierter und daher oft jahrelang
passagierter, hochgradig kultur-adaptierter Tumorzellinien. DarUberhinaus werden
Therapiestudien zumeist ,in petri“ durchgefiihrt, lassen also wesentliche Aspekte des
Tumor-Mikromilieus in vivo auler acht, oder basieren auf Xenotransplantaten humaner
Tumorproben in Nacktmausen, wo neben der Spezies-Barriere, dem hierbei notwendigen
Immundefekt der Mause und der typischerweise ektopen Implantation wiederum haufig
Multi-Passagen-Tumorzellinien zum Einsatz kommen.

Dennoch wurden grundlegende und wegweisende Erkenntnisse uber den
Zusammenhang von genetischen Defekten und Therapie-Ansprechen in Zellkultur-
Systemen gewonnen. Insbesondere der systematische Ansatz, den akut wachstums-
inhibierenden Effekt von Uber 60.000 potentiell antineoplastischer Substanzen gegentber
60 standardisierten Tumorzellinien des National Institute of Cancer (NCI) zu testen,
konnte darlegen, dass die meisten Wirkstoffe in p53-intakten Zellinien potenter wirkten
[111, 112]. Aus den mittels Mikroarray-Technik erhobenen Genexpressionsdaten dieser
60 NCI-Zellinien ergeben sich nun neuartige bioinformatische Ansatze, auch komplexe
Signalnetzwerke mit Zytostatika-Sensitivitatsprofilen mehrdimensional zu korrelieren [113,
137, 138]. Neben der problematischen Auswahl ,gut charakterisierter Tumorzellinien
(siehe oben) erscheint es fraglich, inwieweit das Wachstumsverhalten der Zellen evaluiert
binnen weniger Stunden nach Wirkstoffzusatz als valider Surrogat-Marker fur den
Therapieverlauf entsprechender Tumorentitaten in vivo fungieren kann.

Als Gold-Standard zur Testung chemotherapeutischer Langzeit-Effekte in vitro
gelten daher klonogene Uberlebensassays. Hierzu werden Zellen nach Prainkubation mit
Zytostatika in niedriger Dichte im Kulturmedium ausgesat und nach Tagen bis Wochen
nachweisbare Proliferationsinseln ausgezahlt. Die klonogene Entstehung dieser
Zellkolonien ist dabei nicht nur vom Uberleben, sondern auch von der verbliebenen
Teilungsfahigkeit nach Zytostatikabehandlung abhangig, da nicht-apoptotische, aber
langzeit-arretierte Zellen keine signifikanten Kolonien bilden kénnen. Insbesondere tragen
klonogene Assays — im Gegensatz zu Kurzzeit-Zytotoxizitdtsassays — der Annahme
Rechnung, dass Apoptose zwar ein relevanter Akut-Mechanismus nach Chemotherapie
sei und damit die initiale Absterberate einer Tumorzell-Population, nicht aber deren
Gesamt-Uberleben beeinflusse, da apoptosedefekte Tumorzellen méglicherweise
lediglich verzdgert untergingen [139]. Tatsachlich gelang es in zahlreichen Arbeiten nicht,
mittels einfacher klonogener Uberlebensassays einen Beitrag apoptose-regulierender
Gene wie p53 oder bcl2 zur Langzeit-Therapieempfindlichkeit von Tumorzellen zu
belegen [132, 140, 141, 142, 143]. Dies fiihrte zu der interessanten Uberlegung, dass
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Apoptosedefekte keinen differentiellen Therapie-Beitrag leisten kénnten, weil sie ohnehin
immanenter Aspekt eines jeden manifesten Malignoms seien [139].

Diese Sichtweise — durchaus im Widerspruch zu Daten klinischer Untersuchungen
(siehe oben) — wurde durch modifizierte klonogene Uberlebensassays in frage gestellt, in
denen spezifische Aspekte des Tumor-Mikromilieus beriicksichtigt wurden und die nun in
der Lage waren, die Abhangigkeit des Langzeit-Therapieeffekts von anti-apoptotischen
Aktivitaten zu demonstrieren [144, 145]. Durch Zusatz von Mikromilieu-Faktoren, Ko-
Kultivierung mit Stromazellen oder die Erzeugung komplexer, genetisch chimarer
Umgebungsbedingungen wurde dabei deutlich, dass isolierte Tumorzellen in artefiziellen
Testsystemen die Biologie und Chemosensitivitat nattrlich wachsender Tumoren nur sehr
bedingt rekapitulieren kdnnen [146, 147, 148].

Konsequenterweise sollte man erwarten, dass die Untersuchung von primarem
Tumormaterial fur die Beurteilung potentiell resistenz-vermittelnder Gendefekte geradezu
ideal sein musse. Allerdings stellen selbst Proben einer nosologisch eng gefalten Entitat
ein genetisch sehr heterogenes und dabei uncharakterisiertes Untersuchungsgut dar.
Insbesondere die Rolle nicht erfaliter ,extragener® Lasionen (siehe oben) ist fir die
Stratifikation des Materials problematisch, da sie einen Signalweg kompromittieren
kdnnen, ohne dass Mutationen im eigentlichen Kandidatengen zum Nachweis kommen.
Hierin liegt vermutlich ein wesentlicher Grund, warum es in vielen klinischen Studien nicht
gelang, den p53-Status — dabei oft nur angenahert mittels Immunhistochemie und nicht
via Gensequenzierung bestimmt — mit Therapieerfolg positiv zu korrelieren.
Daruberhinaus ist die bioptische Gewinnung einer relevanten Anzahl (und hinreichenden
Menge) an Tumorproben mit zumindest klinisch und histopathologisch vergleichbaren
Erkrankungsparametern praktisch kaum zu erzielen.

1.6 Fragestellung

Nicht nur einige klinische Studien, sondern in vitro-Experimente, in denen kultur-
naive, primare Zellen mit definierten genetischen Lasionen — d.h. embryonale
Fibroblasten beispielsweise von p53-Knockout-Mausen — durch Transduktion mit
aktivierenden Onkogenen akut transformiert wurden, deuteten auf eine zentrale
Bedeutung der p53-Achse fiir die Sensitivitat gegeniiber Chemotherapie hin (siehe oben).
Allerdings ist keiner der bisher diskutierten experimentellen Ansatze in der Lage, die Rolle
von Kandidatengenen in spontan entstehenden Primartumoren im Kontext ihres
physiologischen Mikromilieus systematisch zu untersuchen. In der Tat kann bis dato keine
einzige Arbeit belegen, dass etablierte Tumorzellinien die Therapiesensitivitat der
Patienten, aus denen sie hervorgegangen sind, widerzuspiegeln vermogen. Es ist daher
die Fragestellung dieser Habilitationsschrift, in einem Modellsystem primarer Tumoren mit
genetisch definierten Lasionen die Kurz- und Langzeiteffekte klassischer Chemotherapie
zu untersuchen und dabei insbesondere die Uberlappende Rolle zellularer
Kontrollprogramme unter Tumorentstehung und Tumortherapie naher zu beleuchten.
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2 Hauptteil — Eigene Arbeiten

21 Die Eu-myc-transgene Lymphom-Maus als physiologisches und versatiles
Chemotherapie-Modell

* Clemens A. Schmitt, Scott W. Lowe (1999). Apoptosis and therapy. Journal of
Pathology 187: 127-37. [149]

e Clemens A. Schmitt, Rachel R. Wallace-Brodeur, Christine T. Rosenthal, Mila E.
McCurrach, Scott W. Lowe (2000). DNA damage responses and chemosensitivity in
the Ep-myc mouse lymphoma model. Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative
Biology LXV: 499-510. [150]

Um genetische Grundlagen der Tumorentstehung und Mechanismen der
Chemoresistenz in einem wirklichkeitsnahen Modell untersuchen zu kénnen, wurde ein
transplantables, onkogen-getriebenes Lymphom-Modell auf dem Boden der Eu-myc-
transgenen Maus etabliert [151, 152]. Eu-myc-transgene Mause entwickeln binnen
weniger Monate spontan klonale B-Zell-Lymphome mit Begleitleukamie. Das Eu-myc-
Transgen entspricht der t(8;14)-Translokation, wie sie haufig in humanen Lymphomen mit
dereguliertem myc vorliegt, und wird infolge Immunglobulin-Schwerketten-Promotor-
Kontrolle B-Zell-restringiert exprimiert. Dariiberhinaus dhneln Spontanapoptose-Index,
»oternenhimmel-Histologie“ und Leuk&mie der murinen Erkrankung sehr dem Bild des
humanen Burkitt-Lymphoms mit akuter lymphatischer Leukdmie im Sinne einer L3-B-ALL.
Das Spektrum einer grof3eren Zahl individueller primarer myc-Lymphome reflektiert dabei
eine Varianz, wie sie auch durch Tumoren verschiedener Patienten, aber derselben
Entitat, gegeben ist. Durch Palpation der zervikalen, axillaren und subskapularen
Lymphknoten sowie periphere Blutausstriche kann der Verlauf der Erkrankung in den
Mausen zuverlassig und effizient iberwacht werden. Behandlung mit y-Bestrahlung oder
Zytostatika wie Cyclphosphamid oder Adriamyzin fuhrt akut zur p53-Induktion und
Apoptose der Lymphomzellen in vivo und hat typischerweise anhaltende Remissionen zur
Folge. RegelmaRige Uberwachung der behandelten Tiere mittels Lymphknoten-Palpation
oder Monitoring des peripheren Bluts (Leukozytenzahlung, Ausstrich) erlaubt die
Bestimmung der Remissionszeit, also ob und wann nach behandlungsinduzierter
Remission ein Relapse auftritt. Repetitive Behandlung rekurrenter Lymphome fihrt Gber
progressiv verkurzte Remissionszeiten schlieBlich zur Therapieresistenz und rekapituliert
somit klinische Verlaufe von Lymphom-Patienten unter Chemotherapie. Isolierte
Lymphomzellen kénnen kultiviert werden oder systemisch, d.h. Uber intravendse Injektion,
in nicht-transgene, syngene Mause transplantiert werden, wobei die entstehenden
disseminierten Neoplasien von den Malignomen in primar-transgenen Mausen
histopathologisch ununterscheidbar sind. Der Einsatz transplantierter Mause ist fur die
akkurate Bestimmung von Remissionszeiten wichtig, um in behandelten Mausen einen
Relapse von einem transgen-induzierten Sekundar-Lymphom zu unterscheiden und
erlaubt die Behandlung maligner Zellen im Umfeld normaler, nicht-transgener
Lymphozyten, also in einem Kontext, wie er im Patienten mit klonaler Tumorerkrankung
vorliegt. Des weiteren ermdglicht serielle Transplantation auch die ,Vervielfaltigung®
desselben Lymphoms in zahlreichen Empfangermausen. Damit kann ein indivuelles
Lymphom mit und ohne Therapie verglichen werden, es kbnnen zu verschiedenen Zeiten
nach Therapie Tumorproben gewonnen werden oder verschiedene Therapieverfahren
gegenuber demselben Tumor getestet werden. Es ist technisch unmdoglich, derartige
Daten im Zuge der klinischen Behandlung von Lymphompatienten zu gewinnen.

Eine weitere Starke des Modells liegt in seiner genetischen Versatilitat, d.h. der
Méoglichkeit, Tumoren mit genetisch definierten Defekten zu erzeugen. So kann nach
Kreuzung mit ,Knockout‘-Mausen, d.h. Mausen mit Keimbahn-Deletionen bestimmter
Gen-Loki, in der F1-Generation der potentielle EinfluR dieser Lasion auf die Lymphom-
Manifestationszeit und Tumorbiologie erfallt werden. Prinzipiell wird hierbei ein Target-
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Lokus nur heterozygot inaktiviert, so dass bei Kandidatengenen mit mutmaRlicher
Tumorsuppressor-Funktion, die selten defekt-dominant oder haploinsuffizient ist, kein
genereller Phanotyp auftritt. Allerdings entspricht ein heterozygoter Gendefekt bereits
dem ersten ,Hit* der klassischen ,Two-Hit-Hypothese® zur Inaktivierung eines
Tumorsuppressor-Lokus [153]. Damit erzeugt eine heterozygote Lasion einen Locus
minoris resistentiae, gegen den im onkogen-aktivierten Zielgewebe erleichtert selektiert
werden kann. Gerade in der Maus erfolgt die vollstdndige Inaktivierung des Lokus
bevorzugt Uber allele Deletion des verbliebenen Wildtyp-Allels (als sog. Loss-of-
Heterozygosity, LOH). Die so auf das Tumorgewebe begrenzte ,Null“-Situation kann
daher in den meisten Fallen durch einfache allel-spezifische PCR aus genomischer
Tumor-DNA nachgewiesen werden. Neben der Beschleunigung der Lymphomentstehung
ist LOH des Kandidatenlokus ein weiterer starker Hinweis fur die funktionelle Bedeutung
eines Genes in der Tumorigenese oder — spater — auch in der Therapieantwort. Die
Einkreuzung lediglich heterozygoter Lasionen hat daruberhinaus den Vorteil, dass die
Akutizitat eines LOH-Ereignisses die Mutationsdynamik spontaner Tumorentwicklung
rekapituliert. Gerade bei Gen-Familien mit partiell redundanter Funktion, z.B. die
p53/p63/p73- oder die Rb/p107/p130-Familien, ware es vorstellbar, dass ein homozygoter
Defekt embryonal kompensiert wird und so keinen Phanotyp zeigt, obwohl der akute
Verlust eines dieser Gene funktionell durchaus relevant ist.

Auch retroviral lassen sich genetisch definierte Lasionen im Eu-myc-System
erzeugen: Kandidatengene oder dominant-negative Aktivitdten kdnnen durch Infektion
mittels entsprechender retroviraler Konstrukte stabil und effizient in isolierte und kurzzeit-
kultivierte Lymphomzellen eingebracht werden. Als Derivat des ekotropen MMLV (mouse
moloney leukemia virus)-Retrovirus wurde durch wiederholte Zellpassage und weitere
Modifikationen das murine MSCV (murine stem cell virus) Retrovirus gewonnen, welches
(im Gegensatz zur MMLV) auch in murinen B-Zellen und hamatopoietischen Stammzellen
Uber Monate exprimiert wird. In den hier vorgestellten Arbeiten wurde grundsatzlich eine
bizistronische MSCV-Vektorkassette verwendet, bei der Kandidaten-cDNAs vor die
.internal ribosomal entry site“ (IRES) kloniert werden kénnen, woraufhin die eGFP-cDNA
fur grun fluoreszeierendes Protein als zweite kodierende Sequenz folgt. Daher
exprimieren nach retroviraler Infektion prinzipiell alle GFP-positiven Zellen auch das
Kandidatengen. Die GFP-Koexpression dient somit nicht nur zur Abschatzung der
Infektionseffizienz, sondern kann auch fir einfache Durchflul3-Zellsortung und zur
Zelluberwachung in vivo eingesetzt werden. Das Infektionsprotokoll erlaubt, binnen
maximal vier Tagen frisch isolierte Lymphomzellen hochtitrig mit nicht-replizierenden
Retroviren mit guter Infektionseffizienz (d.h. > 70%) stabil zu transduzieren. ,Leervektor-*
bzw. MSCV-IRES-GFP-infizierte Zellen exprimieren GFP, wobei infizierte Zellen nach
Transplantation in Empfangermausen zu GFP-positiven Lymphomen und Leukamien
fuhren, die ihrerseits fluoreszenzmikroskopisch im Ausstrich oder durchflulzytometrisch
nach erneuter Lymphomzell-Isolation erfalt werden kdénnen. Im Gegensatz zu
genetischen Lasionen, die Uber Verpaarung genetisch veranderter Mause eingeschleust
wurden, erlauben retrovirale Infektionen mit Kontroll- und Kandidatengen-Vektoren
identischer Aliquots desselben Ausgangslymphoms die Erzeugung von Lymphom-
Populationen, die beide GFP-positiv sind, sich ansonsten aber nur im Status des
Testgens unterscheiden. Somit kénnen Serien derartiger Paare aus primaren Lymphomen
erzeugt und deren biologisches Verhalten in Abhangigkeit des Testgens untersucht
werden, ohne dass etwaige Begleitmutationen bekannt sein missen.

2.2 p53- und INK4a/ARF-Mutationen akzelerieren die Lymphomgenese und
tragen zu Chemoresistenz bei

e Clemens A. Schmitt, Mila E. McCurrach, Elisa de Stanchina, Rachel R. Wallace-
Brodeur, Scott W. Lowe (1999). INK4a/ARF mutations accelerate lymphomagenesis
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and promote chemoresistance by disabling p53. Genes & Development 13: 2670-7.
[154]

Durch Verpaarung Eu-myc-transgener mit p53+/- Mausen werden in der F1-
Generation unter anderem myc-transgene Nachkommen erzeugt, die entweder fur p53
heterozygot sind oder aber keinen definierten Defekt in diesem Lokus aufweisen. Beide
Genotypen entwickeln myc-abhangig Lymphome, jedoch mit unterschiedlicher Latenz.
Wahrend nach 70 Tagen Kontroll-Lymphome — das sind myc-Lymphome ohne definierte
genetische Lasion — in weniger als 25% der Tiere nachweisbar waren, fand sich in der
p53+/- Gruppe zu diesem Zeitpunkt kein einziges lymphom-freies Tier mehr.
Entsprechend wiesen die in p53+/- Mausen entstehenden Lymphome in nahezu allen
Fallen eine allele Deletion des verbliebenen Wildtyp-Allels auf, sind also de facto p53null.

In &hnlicher Weise fiihrte auch die Einkreuzung eines heterozygoten INK4a/ARF-
Defekts — prazise der Deletion von Exon 2 und eines Teils von Exon 3, wodurch beide
Genprodukte, ARF und p16™¢*? von diesem Allel nicht mehr exprimiert werden kénnen —
zur einer dramatischen Lymphom-Akzeleration, deren AuRmall dem zuvor beschriebenen
Effekt bei p53-Inaktivierung gleich kommt. Auch im Falle des INK4a/ARF-Lokus wurde in
den meisten Lymphomen ein LOH des Wildtyp-Allels nachgewiesen, so dass diese
Tumoren ,Null“-Mutanten beider INK4a/ARF-Genprodukte darstellen. Um einzugrenzen,
ob ARF- oder aber INK4a-Gene das primare Selektionsziel des INK4a/ARF-LOH
darstellen, wurden auch Rb-Knockout- mit myc-transgenen Mausen verpaart. Zum
Zeitpunkt dieser Studie war eine ,pure INK4a-Knockout-Maus noch nicht verflugbar;
entsprechend fungierte der Rb-Defekt als Surrogat fiir einen alleinigen INK4a-Defekt. Die
Lymphome, die im myc x Rb+/- Hintergrund erzeugt wurden, traten nur geringfligig
beschleunigt auf und blieben fir den Rb-Lokus stets heterozygot, so dass hier ARF als
Vermittler im onkogenen Signalweg von Myc zu p53 mutmallich die entscheidende
tumorsuppressive Rolle zukommt. Entsprechend wurde in Lymphomen aus doppelt-
heterozygotem Hintergrund, d.h. INK4a/ARF+/-; p53+/-, nur das verbliebene p53-Allel,
aber nie beide Allele im Sinne einer zusatzlichen Selektion gegen die INK4a-Komponente
inaktiviert. Nicht nur basale, sondern auch mittels in vivo-Zytostatika-Therapie induzierte
p53-Proteinlevel wurden in INK4a/ARFnull-Lymphomen im Vergleich zu Kontroll-
Lymphomen deutlich reduziert gemessen, wobei neben der reduzierten Proteinlevel auch
eine eingeschrankte Aktivierbarkeit beispielsweise des p53-Targetgens p21 auffiel. Auch
die regelrechte Phanokopie der Tumor-Inzidenzkurven stitzt die Hypothese, dass p53-
vermittelte Failsafe-Mechanismen direkt von ARF-mediierten onkogenen Stimuli
abhangen.

p53null- und INK4a/ARFnull-Lymphome wachsen gleichermalfien disseminierter und
aggressiver als Kontroll-Lymphome, in dem sie insbesondere in viszerale Organe
aullerhalb des lymphatischen Kompartments infiltrieren. Dabei proliferieren alle drei
Genotypen mit vergleichbarer mitotischer Aktivitat; und nur p53-defiziente Lymphome
zeigen offenkundig Aneuplodie. Allerdings konnte sowohl in p53null- als auch in
INK4a/ARFnull-Lymphomen kompromittierte Spontan-Apoptosefahigkeit als
entscheidender gemeinsamer Defekt identifiziert werden. Interessanterweise zeigten
unter Therapie, d.h. nach Cyclophosphamid-Applikation in vivo, nicht nur p53null-,
sondern auch INK4a/ARFnull-Lymphome einen reduzierten Therapie-Effekt: in Lymphom-
Gewebsschnitten vier Stunden nach Zytostatikagabe war kaum Apoptose nachweisbar,
wahrend Kontroll-Lymphome hier in der TUNEL-Reaktion, einem Nachweis apoptose-
relevanter DNA-Doppelstrangbriiche, massiv positiv reagierten. Uber derartige Akut-
Effekte hinaus demonstrierten Mause mit p53null-Lymphomen auch in der
Langzeitbeobachtung einen dramatischen Chemosensitivitats-Defekt; nach etwa 40
Tagen waren nur noch etwa 20% der Tiere in Remission. INK4a/ARFnull-Lymphom-
tragende Mause erreichten etwas langere Remissionszeiten, zeigten jedoch ebenfalls ein
signifikant schlechteres tumorfreies Uberleben im Vergleich zu der Kontroligruppe.
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2.3 Apoptosedefekte kompromittieren die Chemosensitivitiat von Tumoren in
vivo
* Clemens A. Schmitt, Christine T. Rosenthal, Scott W. Lowe (2000). Genetic analysis
of chemoresistance in primary murine lymphomas. Nature Medicine 6: 1029-35. [155]

* Clemens A. Schmitt, Scott W. Lowe (2001). Bcl-2 mediates chemoresistance in
matched pairs of primary Ey-myc lymphomas in vivo. Blood, Cells, Molecules, and
Diseases 27: 206-16. [156]

* Clemens A. Schmitt, Scott W. Lowe (2001). Programmed cell death is critical for drug
response in vivo. Drug Resistance Updates 4: 132-4. [157]

* Clemens A. Schmitt, Scott W. Lowe (2002). Apoptosis and chemoresistance in
transgenic cancer models. Journal of Molecular Medicine 80: 137-46. [158]

Um die Rolle eines strikt anti-apoptotisch wirksamen Kandidatengens auf die
Chemosensitivitat von myc-Lymphomen zu untersuchen, wurden identische Aliquots
frisch isolierter Kontroll-Lymphome einerseits mit einem ,GFP-only“-Vektor und
andererseits mit einem MSCV-bcl2-IRES-GFP-Konstrukt retroviral transduziert, so dass
Paare derselben Ausgangslymphome erzeugt wurden, die sich nur in der genomischen
Integration von transgenem bc/2 unterschieden (sog. ,matched pairs®). Die erfolgreiche
Infektion wurde durchfluBzytometrisch und mittels Westernblot nachgewiesen.
Dariiberhinaus wurde in Zellkultur demonstriert, dass Bcl2-Uberxpression —
erwartungsgemal — den ,Steady-State“-Anteil lebender Zellen erhéht sowie die Fraktion
in Apoptose befindlicher Zellen reduziert, aber keinen Einflu® auf die Proliferationsrate
hat. In Kurzzeit-Zytotoxizitatsassays waren Bcl2-uberexprimierende Lymphome
gegenlber verschiedenen Zytostatika deutlich chemoresistenter als ihre leervektor-
transduzierten Pendants. Interessanterweise nahm dieser Unterschied allerdings bereits
durch eine vierwochige Kultur-Adaptation der Lymphom-Populationen erheblich ab, was
sich durch eine zunehmende Resistenzgewinnung insbesondere der zuvor sehr
sensitiven Kontroll-Gruppe erklarte. In klonogenen Uberlebensassays nach Zytostatika-
Prainkubation fand sich hingegen kein Uberlebensvorteil fiir die Bcl2-lberexprimierende
Gruppe. Erst nach Zugabe von Interleukin-7 (IL-7), einem B-Zell-stimulierenden Zytokin,
das naturlicherweise im Lymphknoten-Milieu angeboten wird, konnte ein tendenzieller
Vorteil der Bcl2-Gruppe festgestellt werden. Die ausgesprochen schlechte
Plattierungseffizienz primarer Lymphomzellen bei der fir diesen Test erforderlichen sehr
niedrigen Zelldichte in semi-solidem Medium lie} sich dabei sowohl durch IL-7-Zugabe,
als auch mittels vorausgegangener Kultur-Adaptation der Zellen verbessern, wobei
insbesondere Kontroll-Lymphomzellen profitierten. Die Sequenzierung manifester
Kolonien am Ende der Beobachtungszeit hinsichtlich des p53-Status zeigte, dass Kontroll-
Lymphome in der Mehrzahl der Falle p53-Mutationen akquiriert hatten, also faktisch in
vielen Féllen die Langzeit-Chemosensitivitdt von Bcl2-Uberexprimierenden mit der von
p53-defekten Tumorzellen verglichen wurde. Wahrend die Effekte nach Supplementierung
von IL-7 verdeutlichen, dass die lokale Tumorumgebung EinfluR auf die Therapieantwort
hat und diese Faktoren ,in petri“ ungewurdigt bleiben, gilt generell fir klonogene
Uberlebensassays, dass die initial notwendige niedrige Ausgangszelldichte und die
artefiziellen Kulturbedingungen Konditionen schaffen, wie sie in keiner sich entwickelnden
Tumorerkrankung in vivo vorkommen. Konsequenterweise wird daher in Kultur far
Mutationen selektiert, die Wachstum unter diesen Bedingungen ermdglichen und
Resistenz gegenuber Chemotherapie in vitro vermitteln. DarUberhinaus versagen die
Assays in der Diskriminierung von Zelltod gegenuber Langzeit-Arrest, da nur sich aktiv
teilende, d.h. ,klonogene“ Zellinseln gemessen werden. Somit stellen die erhobenen
Daten die Validitat klonogener Uberlebensassays fiir die Beurteilung von Langzeiteffekten
nach Chemotherapie, insbesondere der Vorhersage von Therapieantworten der
korrespondierenden Tumoren in ihrem natlrlichen Habitat in vivo in frage.
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Wurden jedoch dieselben Lymphomzellen — als Primarlymphom in der
ursprunglichen myc-transgenen Maus, als nicht-transduziertes, aber transplantiertes
Lymphom, als leervektor-transduziertes und transplantiertes Lymphom oder schliellich
als transplantiertes, Bcl2-Uberexprimierendes Lymphom — in situ miteinander verglichen,
unterschieden sich die drei erstgenannten Gruppen in ihren Wachstumscharakteristika
und insbesondere ihrer spontanene Apoptoseneigung nicht, so dass sich kein Anhalt fir
eine Beeinflussung der Tumorbiologie durch entweder Transplantation oder Transduktion
per se ergab, wahrend Bcl2-Uberexprimierende Lymphome nahezu keine
Spontanapoptose zeigten und — interessanterweise — zu deutlich ausgepragterer Invasion
nicht-lymphatischer Organe neigten. Auch wenige Stunden nach systemischer
Cyclophosphamid-Applikation verhielten sich nicht-transduzierte und leervektor-infizierte
Kontroll-Lymphome im Sinne massiver Apoptose gleich, wohingegen in der Bcl2-Gruppe
selbst nach Behandlung kaum apoptotische Zellen zum Nachweis kamen.
Mischpopulationen aus Bcl2-Uberexprimierenden und nicht-transduzierten Zellen
desselben Ausgangslymphoms selektierten dabei unter Behandlung fiir eine deutliche
Zunahme der GFP-positiven, d.h. bc/2-transduzierten Population. Obwohl in klonogenen
Uberlebensassays unerkannt, fiihrte Bcl2-Uberexpression auch in der Post-Therapie-
Langzeitbeobachtung einer Mauskolonie mit entsprechend retroviral infizierten
Lymphomen nachhaltig zu Chemoresistenz: nach weniger als 25 Tagen war keine Maus
der Bcl2-Gruppe mehr tumorfrei, wahrend in der Kontroll-Gruppe, ahnlich wie bei nicht-
transduzierten Kontroll-Lymphomen [154], Langzeit-Remissionen von Uuber 60%
beobachtet wurden. Im direkten Vergleich von 15 individuellen ,matched pairs* fand sich
stets eine mindestens gleichermaRen kurze, wenn nicht deutlich reduzierte
Remissionszeit fur das Bcl2-Gberexprimierende Lymphom gegeniber dem leervektor-
transduzierten Aliquot desselben Ausgangslymphoms.

24  Apoptose ist die einzige p53-Effektorfunktion zur Suppression myc-
initilerter Lymphome
* Clemens A. Schmitt, Jordan S. Fridman, Meng Yang, Eugene Baranov, Robert M.
Hoffman, Scott W. Lowe (2002). Dissecting p53 tumor suppressor functions in vivo.
Cancer Cell 1:289-98. [159]

pb53 ist das am haufigsten mutiert vorgefundene Tumorsuppressorgen in humanen
Tumorentitaten. Da p53 eine Vielzahl zellularer Effektorfunktionen — unter anderem
Apoptose, Zellzyklus-Checkpoints, Arrest, Seneszenz und genomische Integritat —
kontrolliert, bleibt in p53-defekten Tumoren unklar, welche dieser Funktionen anti-
onkogenen Failsafe-Mechanismen entsprechen und daher Ziel kompromittierender
Mutationen sind, und welche Funktionen lediglich als ,Nebenprodukt® der p53-
Inaktivierung verloren werden, ohne eigentlich zum malignen Phanotyp beizutragen.
Untersuchung von p53-mutiertem Tumormaterial kann diese Frage problem-immanent
nicht klaren, und die Suche nach relevanten p53-Tumorsuppressorfunktionen in
Tumorproben mit Defekten spezifischer Effektorfunktionen hat allenfalls korrelativen
Charakter. Es wurden daher in einem auf Einzelzellebene kompetitiven in vivo-Ansatz Eu-
myc-transgene hamatopoietische Stammzellen mit heterozygotem p53-Status mit anti-
apoptotischen Aktivitaten konfrontiert, d.h. retroviral transduziert. Diese Aktivitaten — bc/2
und eine dominant-negative Caspase 9 (C9DN) — wurden zuvor in Kurzzeit-
Zytotoxizitatsassays und in einer Lymphom-Expansionsstudie in vivo nach retroviralem
Transfer in Kontroll- und p53null-Lymphome getestet. Hierbei reduzierten beide
Aktivitaten sowohl spontane als auch therapie-induzierte Apoptose erheblich, wohingegen
dieser Effekt in den ohnehin therapie-insensitiven p53null-Lymphomen nahezu fehlte. Auf
etwa 10% GFP-positive Zellen eingestellte Mischpopulationen (analog zur oben
beschriebenen Arbeit [155]) von Kontroll-Lymphomen, nicht aber von p53null-
Lymphomen, reicherten wahrend der Tumorexpansion in Empfangermausen zuverlassig
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fur die anti-apoptotischen Aktivitdten an. Im Einvernehmen mit Bcl2 als auch partial p53-
unabhangiger anti-apoptotischer Aktivitat erreichten im p53null-Kontext lediglich bc/2-
transduzierte Zellen einen maRigen Selektionsvorteil.

Die retrovirale Transduktion von hamatopoietischen Stammzellen aus myc-
transgenen, fetalen Lebern erlaubt nun die Einschleusung von Genen vor der eigentlichen
Lymphomgenese, so dass in letal bestrahlten, stammzell-rekonstituierten
Empfangermdusen Lymphome dann in Abhangigkeit dieser Lasionen entstehen, wenn sie
zugleich GFP exprimieren. Myc-Lymphome, die sich im p53+/- Kontext entwickelt haben,
sind, wie oben berichtet, nahezu ausnahmslos durch LOH des Tumors p53-defizient
[154]. Durch Transfer anti-apoptotischer Aktivitdten in p53+/- hamatopoietische
Stammzellen kann nun getestet werden, ob bc/2 oder C9DN effektiv vor Verlust des p53-
Wildtypallels schitzen, da die retroviral eingebrachten Aktivitaten exprimiert werden,
bevor das erst in der B-Zell-Entwicklung angeschaltete (Eu-)myc-Transgen gegen p53
selektieren kann. Im Gegensatz zu Lymphomen, die aus Leervektor-transduzierten myc-
transgenen p53+/+ Stammzellen mit erwartet verzdgerter Inzidenz hervorgehen,
entwickeln sich alle aus p53+/- Stammzellen hervorgehenden Lymphome konstrukt-
unabhangig gleichermallen dramatisch rasch. Wahrend hier Leervektor-Kontrollen nur
sporadisch und bc/2-Infektanten immer GFP-positiv sind, exprimiert nur ein Teil der aus
C9DN-transduzierten Fetalleberzellen hervorgegangenen Lymphome trotz identischer
Onset-Kurven GFP. Die C9DN-Lymphome, die GFP-positiv sind, zeigen jedoch ebenso
wie die Bcl2-abhangig entstandenen Lymphome keinen Verlust des verbliebenen p53-
Wildtyp-Allels, wahrend die GFP-negativen und damit nicht CO9DN-exprimierenden
Lymphome genauso wie Leervektor-Kontrollen stets p53 homozygot inaktvieren.
Blockade p53-mediierter Apoptose ist daher hinreichend, um im Kontext myc-initiierter
Onkogenese vor Selektion gegen p53 zu schitzen.

Histologie und Fluoreszenz-Aufnahmen lebender Mause mit GFP-markierten
Tumoren dokumentieren, dass Kontroll-Lymphome prinzipiell die Grenzen des lympho-
hamatopoietischen Systems respektieren. Ein Apoptosedefekt, ob durch p53-Verlust oder
aber durch Expression einer anti-apoptotischen Aktivitdt in p53-profizienten Zellen, ist
dabei hinreichend, um Lymphomzellen aggressiv im Sinne einer destruierenden Invasion
in nicht-lymphatische Kompartimente (wie beispielsweise dem Lungenparenchym) oder
disseminiert im Sinne einer diffusen Tumoraussaat expandieren zu lassen. In der Tat liel3
sich in bcl2- oder C9DN-transduzierten p53+/- Lymphomzellen kompromittierte Apoptose
als der einzige p53-Effektordefekt sichern: Lymphome mit heterozygotem p53-Status
infolge bcl2- oder C9DN-Einschleusung in die entsprechenden Stammzellen konservieren
einen intakten DNA-Schaden-sensiblen G1- und G2- sowie Spindel-Kontrollpunkt und
induzieren p21 erwartungsgemal infolge Bestrahlung. Ebenfalls im Gegesatz zu p53-
defizienten Lymphomen bleiben sie zumeist pseudo-diploid und behalten regulare
Chromosomenzahlen. Damit ist Apoptose die einzige p53-Effektorfunktion, gegen die im
Zuge myc-getriebener Lymphomgenese selektiert wird und die daher naturlicherweise
Tumorentstehung supprimiert. Demgegeniber werden Defekte in Zellzyklus-
Kontrollpunkten oder Aneuploidie haufig in p53-defizienten Tumoren vorgefunden, tragen
aber zum malignen Phanotyp nicht bei.

2.5 Seneszenz ist ein prognostisch relevantes p53- und p16™***-kontrolliertes
Therapie-Erfolgsprogramm
* Clemens A. Schmitt, Jordan S. Fridman, Meng Yang, Soyoung Lee, Eugene Baranov,
Robert M. Hoffman, Scott W. Lowe (2002). A senescence program controlled by p53
and p16™K*? contributes to the outcome of cancer therapy. Cell 109: 335-346. [160]

Vorarbeiten mit p53null- gegenuber Bcl2-Uberexprimierenden Lymphomen haben
gezeigt, dass ungeachtet minimaler Langzeitremissionsraten in beiden Gruppen das
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initiale Ansprechen auf Cyclophosphamid (CTX) sehr unterschiedlich ist [154, 155].
Wahrend in der Tumorigenese myc-initiierter Lymphome Apoptose als die einzige
tumorsuppressive p53-Effektorfunktion identifiziert werden konnte und Bcl2-
Uberexprimierende Lymphome daher trotz intaktem p53 die Aggressivitat von p53null-
Lymphomen phanokopieren kénnen [159], stellte sich nun die Frage, inwieweit Apoptose
gleichsam die entscheidende oder gar alleinig relevante p53-Funktion im Kontext DNA-
schadigender Therapie sein wurde.

Dynamische Ganzkérper-Fluoreszenz-Aufnahmen lebender Mause mit GFP-
markierten Lymphomen der genannten Genotypen veranschaulichen, dass leervektor-
infizierte Kontroll-Lymphome nach Therapie rasch und dauerhaft in Remission gehen,
wahrend dies fir p53null-Lymphome nur verzégert der Fall ist und es friihzeitig zum
Relapse kommt. Dagegen sprechen Bcl2-uberexprimierende Lymphome initial gar nicht
an, behalten dann aber Uber langere Zeit eine relativ konstante Tumorbelastung. Auch die
Uberlebenskurven im Kaplan-Meier-Format spiegeln dies wieder: sowohl die strikt anti-
apoptotische Bcl2-Lasion, als auch p53-Verlust verhindern lang-anhaltende Remissionen.
Allerdings leben Mause mit Bcl2-lUberexprimierenden Kontroll-Tumoren nach CTX-
Therapie trotz fehlender Remissionen wesentlich langer als Mause mit p53null-
Lymphomen, wobei die erstgenannte Gruppe das hervorragende Gesamtiiberleben der
Kontroll-MSCV-Gruppe nicht erreicht. Das Initialansprechen auf CTX reflektiert also nicht
zwangslaufig den Langzeit-Verlauf, wobei das diesbezuglich unterschiedliche Verhalten
von Bcl2-tUberexprimierenden gegeniber p53-defizienten Lymphomen auf eine therapie-
relevante, nicht-apoptotische p53-Funktion hinweist. Diese Funktion verlangert —
zusatzlich zu therapie-induzierter p53-abhangiger Apoptose — das Langzeitlberleben
unter Chemotherapie.

Um nicht-apoptotische Therapie-Effekte Uberhaupt messen zu kénnen, wurden myc-
transgene Lymphome aus bc/2-transduzierten hamatopoietischen Stammzellen generiert.
Diese Lymphome weisen, wie gezeigt [159], keinen Selektionsdruck gegen die p53-Achse
auf und sind daruberhinaus vor zytostatika-induzierter Apoptose geschutzt [155]. Paare
dieser Lymphome transplantiert in Empfangermause kénnen nun direkt miteinander
verglichen werden — einmal als unbehandeltes, einmal als behandeltes Lymphom sieben
Tage nach CTX-Applikation. Tatsachlich induziert CTX ein komplettes Sistieren der
Teilungsaktivitat und anhaltend hohe p53-Proteinlevel. p53null-Lymphome, unabhangig
von ihrem Bcl2-Status, zeigen dagegen keinen zytostatika-mediierten Arrest, sondern
proliferieren unter CTX. Werden p53+/-;bc/2-Lymphome [159] wiederholt mit CTX
behandelt, so wird nun gegen das p53-Wildtyp-Allel in vivo selektiert. p53 kontrolliert
daher ein CTX-induzierbares Langzeit-Arrest-Programm.

Wie in Vorarbeiten berichtet, beschleunigen INK4a/ARFnull-Defekte myc-initiierte
Lymphomgenese in vergleichbarem Ausmal wie p53-Inaktivierung [154]. Dies gilt in
ahnlicher Weise auch fur Lymphome, die lediglich auf dem Boden eines heterozygoten
ARF-Defekts entstehen, bei denen also die INK4a-Komponente dieses komplexen Lokus
intakt ist. Alle so erzeugten Lymphome exprimieren kein ARF-Protein mehr und sind
daher ,ARFnull”. Wahrend ein Teil der Lymphome hierzu im INK4a/ARF-Lokus ARF-
exklusive Gensequenzen deletiert, finden sich in anderen ARFnull-Lymphomen
Deletionen, die auch die INK4a-Sequenz betreffen und daher simultan zu einer
Heterozygotie fiir INK4a fiihren. Uberraschenderweise zeigte sich, dass ARFnull-
Lymphome nicht etwa wie INK4a/ARFnull-Lymphome sehr schlecht, sondern &hnlich gut
wie Kontroll-Lymphome auf Behandlung ansprechen. Auch hinsichtlich des Uberlebens
nach CTX-Therapie verhalten sich ARFnull-Lymphome viel besser als INK4a/ARFnull-
Lymphome, wahrend Bcl2-Uberexpression die Verldufe beider Gruppen drastisch
verkirzt. Das INK4a-Gen kontrolliert daher, unabhangig von der anti-apoptotischen Bcl2-
Funktion, eine weitere Komponente der Chemosensitivitat.

21



Kontroll-Lymphome, die bereits vor Therapie — wie viele humane Tumoren auch —
homozygote Spontandeletionen im INK4a/ARF-Lokus aufweisen und daher weder ARF
noch p16™¢*® exprimieren, sprechen genauso schlecht auf CTX an, wie dies in der
INK4a/ARFnull-Gruppe beobachtet wurde. Interessanterweise gilt dies ebenso fur die
ARFnull-Subgruppe, die einen heterozygoten INK4a-Defekt akquiriert hatte. In Rezidiv-
Tumoren dieser letztgenannten Gruppe kann in den meisten Fallen kein intaktes INK4a-
Gen mehr nachgewiesen werden; das zunachst verbliebene INK4a-Allel wird also unter
Therapie deletiert. Wie im Falle von p53+/- Progenitorzellen [159] vermag bcl2-
Gentransfer auch bei INK4a/ARF+/- Stammzellen vor Verlust des Wildtyp-Allels in den
entstehenden Lymphomen zu schitzen, doch werden auch diese Lymphome unter CTX
zu Null-Mutanten. Noch spezifischer kann mittels Einschleusung von p16™“2-Antisense-
Konstrukten in ARFnull-Lymphome demonstriert werden, dass CTX-Therapie gegen die
INK4a-Komponente des INK4a/ARF-Lokus in vivo selektiert.

Nicht nur p53, sondern auch p16™“2-Protein wird Tage nach Chemotherapie in
apoptosedefekten Lymphomen hochreguliert vorgefunden, wobei p53-defiziente
Lymphome offenbar enorm hohe p16™***-Level tolerieren. ARFnull-Lymphome
exprimieren von intaktem INK4a weiterhin p16™“? wenn nicht durch wiederholte
Behandlungszyklen gegen INK4a-Gene selektiert wurde. Werden ARF- oder p16™¢“2-
cDNAs in p53null- oder INK4a/ARFnull-Lymphomzellen in vitro Uberexprimiert, so
akzeptieren p53-defiziente Lymphome erwartungsgemaR eine Uberexpression des p53-
Upstream-Regulators ARF, aber tolerieren auch in diesem Testsystem hohe p16™<*-
Level. Umgekehrt wird in INK4a/ARFnull-Lymphomen nicht nur gegen das primar
tumorsuppressive ARF-Produkt, sondern auch gegen p16™*@ selektiert — analog zu der
Selektion gegen INK4a-Gene nach zytostatika-vermittelter p16™“®-Induktion. Die
therapie-induzierte Selektion richtet sich dabei entweder gegen p53- oder INK4a-Gene,
aber nicht — wie es im Falle zweier autonomer Signalwege zu erwarten ware — simultan
gegen beide Aktivitdten im selben Lymphom. INK4a/ARFnull-Lymphome zeigten nach in
vivo-Therapie in keinem Fall p53-Mutationen, noch fand sich in p53null;INK4a/ARF+/-
Lymphomen ein LOH der verbliebenen INK4a/ARF-Komponente nach wiederholten CTX-
Gaben.

Der Proliferationsstopp nach CTX-Behandlung erfillt formal Kriterien zellularer
Seneszenz: insbesondere exprimieren die apoptosedefekten Lymphome Tage nach CTX-
Gabe in saurem pH massiv p-Galaktosidase (die sogenannte seneszenz-assoziierte ,SA-
B-Gal”-Aktivitat), wahrend unbehandelte Proben derselben Kontroll-Lymphome fir diese
Reaktion negativ bleiben. p53null-Lymphome, die unter CTX nicht arretierten, sind
konsequenterweise auch hier SA-g-Gal-negativ. Interessanterweise fehlt INK4a/ARFnull-
Lymphomen die Fahigkeit zum SA-g-Gal-positiven Zellzyklus-Arrest, wahrend (p16™2-
exprimierende) ARFnull-Lymphome Tage nach CTX-Gabe SA-p-Gal-positiv reagieren.
Therapie-induzierte Seneszenz ist daher ein INK4a- und p53-kontrolliertes Programm,
welches zusatzlich zu Apoptose zum Langzeitverlauf nach Zytostatika-Therapie beitragt.
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3 Diskussion und Kritische Wertung
3.1 The Hallmarks of Cancer

Tumorigenese, die onkogene Transformation regelrechter Zellen zu einer autonom
und invasiv-destruierend wachsenden Geschwulst, ist ein — je nach Betrachtungsweise —
Uberaus komplexer pathoanatomischer, molekulargenetischer und biochemischer
Prozess, der eine Kaskade zelluldrer Insulte voraussetzt, um schluendlich im malignen
Phanotyp zu minden. Die zur Tumormanifestation notwendige Zahl und Sequenz der
akquirierten Defekte sind dabei nicht nur von der Art der initialen Lasionen, beispielsweise
einer genetischen Translokation gegenuber einem chronischen Entzindungsreiz, sondern
auch dem Zelltyp — epithelial versus mesenchymal, um nur beispielhaft Klassen zu
nennen — und einer Vielzahl weiterer Faktoren abhangig. Trotzdem gibt es Spielregeln,
die Uber die individuellen Aspekte einzelner Tumorentitdten hinaus von grundséatzlicher
Bedeutung fiir die Tumorentstehung sind. In ihrer seminalen Ubersichtsarbeit haben
Hanahan und Weinberg die Insensitivitdt gegenuber apoptotischem Zelltod, ein
unbegrenztes Zellteilungs-Potential, die Autonomie der Wachstumsstimulation, die
Entkopplung von externer Wachstumskontrolle und eine hinreichende GefalRversorgung
als die fundamentalen Grundqualitdten des malignen Phanotyps, der ,Hallmarks of
Cancer®, zusammengefaldt und deren molekularen Zusammenhange in einer ,Netzwerk-
Karte“ visualisiert [161, 162]. Wahren die meisten Tumorentitaten auf diesen Saulen
aufbauen, so kann deren Reihenfolge und Zeitpunkt sowie deren spezifischer Beitrag auf
den ,Malignisierungsprozess® individuell sehr verschieden sein. Da sich jedoch die
meisten der genannten Qualitaten in fortgeschrittenen Erkrankungen finden, hat sich aus
der ,Hallmark-Doktrin“ die weit verbreitete implizite Vorstellung abgeleitet, es handele sich
dabei um notwendige Defekte flr die Tumorentstehung, die dartberhinaus auch fur den
Tumorerhalt essentiell sein konnten.

3.2 The Lifelines of Cancer

Die typischerweise im Laufe der Tumorigenese erworbenen Defekte und
Fahigkeiten (die sogenannten ,Cancer acquired Capabilities“) setzen sich aus zwei
Komponenten zusammen: der modifizierten Interaktion mit der Tumorumgebung
einerseits und der Abschaltung zell-autonomer Kontrollmechanismen andererseits.
Wahrend die Entkopplung vom umgebenden Milieu durch Produktion eigener
Wachstumsfaktoren, Desensibilisierung gegentber inhibitorischen Signalen und
Stoffwechseladaptation an eine insuffiziente Ver- und Entsorgungslage Qualitaten sind,
die autonomes Wachstum erleichtern, so ist die Inaktivierung intrinsischer zellularer
Kontroll-Programme, d.h. der Failsafe-Programme Apoptose oder Seneszenz, ultimativ
notwendig, um die Manifestation eines malignen Klons zuzulassen (daher sogenannte
.,cancer required Capabilities”). Inwieweit dabei aktivierte Onkogene fir Defekte in
Failsafe-Mechanismen selektieren, kann von den Milieu-Bedingungen beeinflut werden.
Uberlebensférdernde Wachstumsfaktoren beispielsweise moégen dazu beitragen, dass
bereits weniger deletare Apoptosedefekte zur Initiation klonalen Wachstums ausreichen.
Umgekehrt kdnnen besonders wachstumshemmende Umgebungsbedingungen wie
unzureichende Gefalversorgung und daraus resultierende Hypoxie trotz manifester
Failsafe-Defekte zusatzliche Mutationen mit noch starkerem Phanotyp provozieren. Dabei
moduliert das Milieu die Mutationsempfanglichkeit des Tumors; die vitalen, tumorigenen
Defekte liegen jedoch in der Inaktivierung tumor-autonomer Failsafe-Mechanismen und
konstituieren damit die ,Lifelines of Cancer®.

Es ist mittlerweile klar, dass Failsafe-Programme nicht nur eine wichtige Barriere
gegenuber potentieller Tumormanifestation darstellen, sondern aufgrund ihrer Beteiligung
an Zytostatika-Effektormechanismen zum Erfolg von DNA-schadigender Tumortherapie
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beitragen (vgl. 1.4). Hierdurch entsteht ein formal logisches Dilemma medikamentdser
antineoplastischer Behandlung: Tumoren, die notwendigerweise auf Defekten in Failsafe-
Programmen beruhen, werden mit Substanzen behandelt, deren Wirksamkeit von der
Intaktheit eben dieser Programme abhangt. Ironischerweise koénnten die dann
ineffektiven, aber intrinsisch mutagenen DNA-schadigende Pharmaka den malignen
Phanotyp sogar noch verscharfen, wenn Failsafe-Mechanismen wie DNA-Reparatur nicht
mehr adaquat funktionieren.

Dass konventionelle Chemotherapie dennoch ihren Stellenwert in der
Tumorbehandlung hat, erklart sich aus mehreren Aspekten. Mitogene Onkogene
provozieren nicht nur eine zelluldare Gegenreaktion im Sinne der genannten Failsafe-
Mechanismen, sondern sensibilisieren die Apoptose-Maschinerie auf verschiedenen
Ebenen, beispielsweise durch direkte Aktivierung von Caspasen auch unterhalb von p53
[163, 164], und erklaren so die hohere Chemosensititvitat neoplastischer Zellen im
Vergleich zum Normalgewebe. Aullerdem fuhren die meisten Lasionen in Apoptose-
Programmen nicht zu einer kategorischen ,Apoptose-Resistenz®, sondern erhéhen durch
Verlegung bestimmter Effektor-Pathways im Apoptose-Netzwerk die Schwelle fir pro-
apoptotische Signale, jenseits der Zelltod exekutiert wird. Dieser Effekt wird klinisch
wirkungsvoll durch sogenannte Hochdosis-Therapien ausgenutzt. Daruberhinaus kdnnen
Zytostatika neben Apoptose mit Seneszenz ein alternatives Failsafe-Programm als
weiteren prognose-relevanten Effektormechansimen rekrutieren. Dieser Aspekt ist
besonders dort von Bedeutung, wo onkogene Aktivitat gegen ein bestmmtes Failsafe-
Programm selektiert hat, jedoch ein anderes, therapeutisch nutzbares Programm
weiterhin intakt verflgbar ist.

Die zentrale Bedeutung ultimativ zellzyklus-terminierender Programme wie
Apoptose und Seneszenz und die demzufolge vitale Abhangigkeit etablierter Tumoren
von Defekten in diesen Programmen machen die ,Lifelines of Cancer® sehr viel
zwangslaufiger und direkter als die milieu-gesteuerten Prinzipien der ,Hallmarks of
Cancer® zu potentiellen Therapiezielen. Tatsachlich haben in praklinischen und frihen
klinischen Prufungen Angiogenese-Inhibitoren oder Hemmstoffe von Matrix-
Metalloproteinasen eher enttduschende Effekte gezeigt. Trotz mdglicherweise erheblicher
Antiangiogense oder Reduktion der Gewebsinvasivitat hangt der tumorlytische Erfolg
deratiger Therapieprinzipien letztendlich von intakten endogenen
Eradikationsmechanismen ab, die aber mutationsbedingt haufig nicht mehr verfigbar
sind. Die ldentifikation expliziter inaktivierender Mutationen in Failsafe-Programmen
eroffnet allerdings die Méglichkeit, mittels I&sionsspezifischer ,kleiner Molekile“ Apoptose
oder Seneszenz im Sinne einer ,targeted Therapy® zu restaurieren und damit die Zellen
fur klassische Chemotherapie oder andere, indirekte Therapieformen zu re-sensibilisieren.

3.3 Stellenwert pramaturer Seneszenz in Tumortherapie und Prognose

In eigenen Arbeiten konnte erstmalig akut induzierbare, pramature Seneszenz als
ein p53- und p16™***kontrolliertes, prognostisch relevantes neues Effektorprogramm
unter Chemotherapie identifiziert und die biologischen und klinischen Konsequenzen
inaktivierender Mutationen demonstriert werden. p53 und p16™%*® kooperieren als
zytostatika-responsive Mediatoren in zunachst parallelen Signalwegen, die als
gemeinsame Endstrecke in der Exekution von Seneszenz munden. Die biochemischen
und zell-strukturellen Grundlagen des ,Senescence Switch” zu einem teilungsunfahigen,
aber metabolisch aktiven Status sind nicht hinreichend bekannt. Es ist vorstellbar, dass
p16™K*? und p53 unterschiedliche Funktionen in Initiation und Erhaltung des seneszenten
Zustands wahrnehmen. Ob auch ARF - welches in erster Linie onkogen-vermittelt
Failsafe-Programme (d.h. myc-induzierte Apoptose und ras-induzierte Seneszenz)
aktiviert — eine Bedeutung fiur therapie-bedingte Seneszenz hat, ist derzeit unklar.
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Offenkundig kann der alleinige Verlust von ARF myc-initiierte Tumorigenese dramatisch
forcieren, ohne dabei therapie-induzierbare Seneszenz zu kompromittieren.

Therapie-induzierbare Seneszenz ist nach heutigem Wissen biochemisch und
morphologisch nicht von anderen Formen der prdmaturen Seneszenz zu unterscheiden
[20, 43]. Der beschriebene CTX-induzierte SA-g-Gal-positive Zellzyklus-Arrest geht mit
der Induktion der gut dokumentierten ,Seneszenz-Marker” p53, p16™<*® und PML einher.
Inwieweit pramature Seneszenz dabei wie die telomer-gesteuerte replikative Seneszenz
tatsachlich irreversibel ist, wird in zuklnftigen Untersuchungen zu klaren sein. Dass, wie
in der Originalarbeit gezeigt, apoptose-defiziente (bc/2-transduzierte) Lymphome nach
langer Latenz wieder progredient werden, mag auf praformierte Mutationen vor Therapie
zurickzufihren sein, die nun unter CTX-induzierter Seneszenz selektiert wurden.
Aulerdem ist nicht auszuschlieRen, dass einzelne Tumorzellen, moéglicherweise durch
lokale Zytostatika-Verteilungsinhomogenitaten, niemals seneszent geworden waren. Ob
pramature Seneszenz formal einen terminalen Ruhezustand darstellt, wird kontrovers
diskutiert. Durch akute (Cre-Rekombinase-vermittelte) Inaktivierung des indirekten
p16™“2_Targets Rb kann experimentell Proliferation aus Seneszenz heraus erzwungen
werden (T. Jacks, AACR-Prasentation 2002), doch bleibt offen, ob ein derartiger
mutagener ,Escape’-Mechanismus aktiv in seneszenten Tumorzellen Uberhaupt
stattfinden kénnte. Seneszenz als irreversibles therapie-induzierbares Arrest-Programm
ware qualitativ therapie-induzierter Apoptose aquivalent, da beide Programme
Tumorzellen endgultig aus dem replikativen Zellzyklus ausschleusen. Moglicherweise wird
Seneszenz vor allem sequentiell als ,Rickversicherungs-Mechanismus” rekrutiert, wenn
Apoptose bereits kompromittiert ist. Selbst wenn der Aspekt der Irreversibilitat pramaturer
Seneszenz noch nicht abschlieRend geklart ist, so konnten eigene Daten demonstrieren,
dass therapie-induzierte Seneszenz neben Apoptose entscheidend zum Therapie-
Outcome beitragt.

34 Nebenprodukte werden zur Hauptsache

Die dieser Habilitationsschrift zugrunde liegenden Arbeiten sollen zum Verstandnis
des komplexen Verhaltnisses zwischen Tumorgenen und Tumortherapie beitragen. Die
Ergebnisse machen deutlich, dass in manifesten Malignomen Failsafe-Programme, d.h.
.genetische Abwehrkonzepte”, inaktiviert werden missen und daher ganze
Signalkaskaden potentielle Mutationstargets darstellen. Interessanterweise kreuzen
Therapie-Effektorprogramme die Tumorsuppressor-Pathways auf verschiedenen Ebenen,
so dass manche Tumorsuppressor-Defekte bereits vor Therapiebeginn Chemoresistenz
determinieren. Die Kreuzung des onkogenen und des DNA-Schadigungs-getriggerten
Signalwegs auf Hohe des zentralen ,Relais” p53 verschaltet dabei nicht nur
Tumorsuppression mit Therapie-Exekution, sondern stellt auch die gemeinsame
Kontrollebene von Apoptose und Seneszenz dar. Trotz vieler weiterer p53-gesteuerter
Funktionen wird im Kontext von aktiviertem myc gegen p53 nur selektiert, um p53-
abhangige Apoptose auszuschalten [159]. Als ,Nebenprodukt” wird dabei p53-kontrollierte
Seneszenz ko-inaktiviert, obwohl myc-initiierte Lymphome keines Seneszenz-Defekts
bedirfen [160]; dieser Nebeneffekt wird erst unter Therapie relevant und unterstreicht,
dass tumor-etablierende Mutationen bereits vor der ersten Zytostatika-Exposition
Chemoresistenz begriinden kénnen. Der Verlust von therapie-induzierbarer Apoptose und
Seneszenz erklart den limitierten Therapieerfolg und daher die dramatisch schlechte
Prognose p53-defizienter Lymphome. Wird hingegen ARF als onkogener Signalvermittler
zu p53 inaktiviert (wodurch — “mutually exlcusive” — Schutz vor p53-Mutationen entsteht),
formieren sich Lymphome ebenso rasant, doch bleibt zumindest Seneszenz als
Zytostatika-Effektor verfligbar — und der klinische Therapie-Effekt ist entsprechend gut.
Erst die konsekutive Abschaltung des Seneszenz-Programms durch INK4a-Verlust, wenn
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die bereits manifesten Tumoren einem neuartigen zellularen Stress, d.h. DNA-
schadigender Chemotherapie, ausgesetzt werden, kompromittiert die Prognose. Selektion
gegen die INK4a-Komponente unter Chemotherapie ist von humanen hamatologischen
Neoplasien bekannt, ohne dass jedoch Seneszenz als der zugrunde liegende
Mechanismus identifiziert werden konnte [165, 166, 167]. Auch Apoptose-Inaktivierung
durch Bcl2 kooperiert mit myc-mediierter Tumorigenese, ohne mit Seneszenz zu
interferieren. Folglich haben diese Lymphome eine intermediare, aber gegeniber p53-
defizienten Tumoren deutlich bessere Prognose nach Therapie. Dies reflektieren sehr gut
klinische Verlaufe von Patienten mit Bcl2-Gberexprimierendem follikularen Lymphom, bei
denen typischerweise eine chemotherapeutische Langzeit-Kontrolle des Tumorleidens,
aber keine Heilung erzielt werden kann. In Analogie zu Verldufen im prasentierten
Mausmodell finden sich in den Tumoren dieser Patienten haufig p53- oder INK4a/ARF-
Mutationen, wenn es schlieBlich zur terminalen Tumorprogression kommt [168, 169].

3.5 Von Mausen zu Menschen

Trotz der erlauterten Starken des hier eingesetzten Mausmodells — allem voran
vergleichende chemotherapeutische Studien an Lymphomen mit definierten genetischen
Lasionen in vivo durchfiihren zu kénnen, welche in dieser Art an Patienten aus ethischen
oder technischen Grinden unmdglich waren — gilt die Interpretation der beobachteten
Effekte nich zwangslaufig Uber Spezies-Grenzen hinweg. Auch kann ein myc-transgenes
Lymphommodell bevorzugt karzinom-relevante Signalwege oder Effekte funktionell
andersartiger Onkogene (beispielsweise onkogenes ras) nicht gleichermallen
widerspiegeln. Dennoch sind nicht nur die generellen ,Spielregeln” der Onkogenese und
der dagegen gerichteten tumorsuppressiven Mechanismen in humanen und murinen
Systemen offenbar sehr ahnlich, sondern liegen auch hohe Interspezies-Homologien der
hier untersuchten Schlusselgene, d.h. des p53- und des INK4a/ARF-Lokus, bezlglich
Sequenz und genomischer Architektur vor. In vielen humanen Tumorentitaten konnte p53-
Inaktivierung nicht nur als relevanter Aspekt der Tumorigenese, sondern auch als
Therapie-Prognostikator identifiziert werden [118, 120, 170], wobei insbesondere in
soliden Tumoren die akkurate Einschatzung des p53-Status technisch schwierig ist [171]
und die biologische Konsequenz individueller p53-Mutationen uneinheitlich ist [56].
Weiterhin gibt es erste Daten, die auf die Existenz von therapie-induzierbarer Seneszenz
in humanen epithelialen Tumorzellen in vitro [172] und in vivo [173] hinweisen. Korrelative
Untersuchungen bestatigen zudem die Bedeutung von p53 und p16™¢*® als Regulatoren
zytostatika-induzierter Seneszenz auch im Humansystem in vivo [173]. Auch stellt die
Erzeugung heterozygoter Compound-Genotypen durch Knockout-Verpaarung mit
nachfolgendem potentiellen ,Loss of heterozygosity” (LOH) eine brauchbare Anndherung
an die klassische Zwei-Schritt-Hypothese der genetischen Inaktivierung von
Tumorsuppressor-Genen dar [153]. Tatsachlich finden sich in humanen Tumorproben
komplexe Inaktivierungsmuster beider INK4a/ARF-kodierten Gene durch Deletionen,
Punktmutationen oder Promotor-Hypermethylierung, wobei Defekt-Konstellationen analog
der im Mausmodell untersuchten ARF-INK4a-Inaktivierungssequenz in Patientenmaterial
beschrieben sind [65, 174]. Daruberhinaus stellt — wie in murinen ARFnull-Lymphomen
mit allelem INK4a-Verlust — INK4a-Hemizygotie in humanen hamatologischen Neoplasien
einen ungunstigen Prognosefaktor dar [167]. Die Eu-myc-transgene Maus als genetisch
gezielt zu manipulierendes und klinisch, histopatholgisch und molekularbiologisch gut zu
evaluierendes Testsystem liefert daher Daten zu Tumorentstehung und
Therapiesensitivitat, die offenkundig von hohem Aussagewert fir humane
Tumorerkrankungen, insbesondere hamatologische Neoplasien, sind.
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3.6 »Mining the Genome“: Gene, Proteine und ihre Funktionen

Die mit der Sequenzierung des humanen Genoms eingeleitete ,post-genomische*
Ara steht fur die enorme wissenschaftliche Herausforderung, die generierte
Rohdatenmenge in sinnvolle genetische und ultimativ medizinisch brauchbare Information
zu ubersetzen. Grolle Bedeutung haben hier ,genom-weite* Expressionsanalysen mittels
Mikroarrays erlangt, auf denen Transkripte gegeniiber mehreren zehntausend cDNAs und
exprimierten ,Sequence-Tags” in einer einzigen Hybridisierungsreaktion quantifiziert
werden kénnen. Die bis dato begrenzte Akkuranz der Methodik verlangt jedoch erhebliche
Folgearbeiten, um die Reliabilitat der relativen Expressionsintensitaten zu tberprifen. Die
Identifikation biologisch signifikanter Resultate ist schwierig, basiert haufig auf einer
subjektiven Auswahl eingehend zu charakterisienden Kandidatensequenzen und erfordert
oft immensen Post-Array-Klonierungs- und Validierungsauwand. Eine interessante
Alternative liegt in der Nutzung von Mikroarrays zur rein deskriptiven Erstellung
molekularer ,Fingerabdricke“ von Tumorentitdten. Durch Cluster-Bildung aus den
Expressionsprofilen zahlreicher individueller Tumorproben lassen sich so gegebenfalls
innerhalb einer — nach konventionellen Klassifikationskriterien — einzelnen nosologischen
Entitat neue Subgruppen identifizieren. Die Stratifizierung nach Expressionssignaturen
und deren Korrelation mit klinischen Verlaufsdaten kann dann helfen, wichtige
prognostische bzw. therapie-relevante Unterschiede innerhalb einer vormals einheitlichen
Entitat aufzudecken, ohne dass hierfir auch nur eine einzige der array-untersuchten
cDNA-Sequenzen naher bekannt sein musste [175, 176] [177, 178, 179]. Die derartige
Nutzung von Mikroarrays als kostenginstiges ,High-Throughput“-Verfahren wird
wahrscheinlich sehr bald zum diagnostischen Standard in der genetischen
Charakterisierung von Tumormaterial werden. Auch das myc-transgene Mausmodell stellt
eine ideale Plattform fir phéanotyp-gesteuerte ,Forward Genetics*-
Expressionsuntersuchungen mittels Array-Technik dar, da in einer beliebigen Zahl
primarer Lymphomerkrankungen zwei definierte Zustandsformen desselben
Ausgangslymphoms — beispielsweise behandelt versus unbehandelt oder chemosensibel
versus chemoresistent — miteinander verglichen werden kdnnen.

Neben Phéanotyp-zu-Gen-Strategien wird es in der post-genomischen Ara
zunehmend wichtiger, funktionelle Genomik in aussagefdhigen Gen-zu-Phanotyp-
Modellen betreiben zu kénnen. Eine besondere Starke des Eu-myc-transgenen
Mausmodells liegt darin, Kandidatengene funktionell im Sinne von ,Reverse Genetics* in
einem relevanten Kontext, d.h. exprimiert in spontan entstandenen Tumoren in naturlicher
Umgebung zu studieren. Beispielsweise koénnen ganze Serien manipulierter
Genaktivitaten retroviral rasch und 6konomisch in hdmatopoietische Stammzellen
eingeschleust werden, woraufhin sich phanotypische Konsequenzen in den nach
Stammzelltransplantation entstehenden Neoplasien unmittelbar untersuchen lassen.
Neben der tumorbiologischen und molekulargenetischen Analyse der so erzeugten
Lymphome kann im my c-transgenen Mausmodell in einzigartiger Weise
Pharmakogenomik betrieben werden: basierend auf Tumoren mit definierten genetischen
Defekten und moglicherweise bekannter funktioneller Charakteristika kénnen — wie in
klinischen Studien — verschiedene Behandlungsarme systematisch in vivo getestet
werden. Pharmakogenomische Untersuchungen haben in diesem Modell die deletare
Bedeutung von p53- oder INK4a/ARF-Defekten fir das tumorfreie Uberleben nach
konventioneller Chemotherapie demonstriert und konnten dariberhinaus therapie-
induzierbare Seneszenz als prognostisch relevantes Effektorprogramm neben Apoptose
identifizieren. Es ist naheliegend, dass die Ruckfihrung kompromittierter
Behandlungserfolge auf explizite Mutationen oder Inaktivierungen bestimmter Signalwege
die Basis flr neuartige biologische Therapieformen liefern wird.
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4 Zusammenfassung und Perspektiven

Praklinische und klinische Arbeiten der letzten Jahre machen zunehmend
deutlicher, dass Apoptose nicht nur einen zentralen Failsafe-Mechanismus zur
Verhinderung maligner Transformation darstellt, sondern tatsachlich einen wichtigen
Beitrag zu Therapieerfolg und Prognose in der Folge DNA-schadigender Chemotherapie
leistet. Eigene Arbeiten in einem transgenen Lymphommodell mit genetischen,
biochemischen und klinischen Parallelen zu humanen Non-Hodgkin-Lymphomen konnten
zeigen, dass definierte Defekte in Loki wie p53 und INK4a/ARF oder Bcl2-Uberexpression
nicht nur zellulare Failsafe-Mechansimen inaktivieren und so myc-initiierte
Lymphomgenese beschleunigen, sondern auch therapie-induzierte Apoptose und damit
Therapieerfolg in vivo kompromittieren. Zellkultur-basierende Testsysteme wie
beispielsweise klonogene Assays konnen diese wichtige Implikation apoptotischer
Defekte methoden-bedingt (ibersehen. Mit der Identifikation von programmiertem Zelltod
als prognostisch relevantem Effektormechanismus zytostatischer Tumortherapie wird
Apoptosemodulation bzw. ,Reparatur® von Apoptosedefekten zu einer logischen
therapeutischen Option. Es ist jedoch auferordentlich schwierig, geeignete Zielstrukturen
zu definieren, da sich Apoptosedefekte auf verschiedensten Ebenen des komplexen
Apoptose-Netzwerks manifestieren kénnen. Umgekehrt ist unklar, ob die Einschleusung
pro-apoptotischer Aktivitaten, die mogliche ,Upstream“-Defekte durch direkte Aktivierung
der terminalen Apoptose-Maschinerie kurzschlieBen, hinreichend tumorselektiv wirken
kénnen. Es wird daher wichtig sein, diejenigen Mutationen zu identifizieren, die vital zum
Tumorphanotyp beitragen. Konkret kommt hier einer intensiven Charakterisierung
aberranter p53-Funktionen im Kontext mutierter p53-Allele und der Analyse intrinsisch
tumor-exklusiver Onkogen-Aktivitdten besondere Bedeutung zu.

Neben Apoptose konnten die Arbeiten im myc-transgenen Lymphommodell
erstmalig pramature Seneszenz, d.h. einen mutmalilich terminalen Zellzyklus-Arrest, als
ein weiteres akut zytostatika-induzierbares Programm identifizieren, welches zum
Uberleben nach Chemotherapie beitragt und das von p53 und p16™¢*® in noch ungeklarter
Weise dauerhaft kontrolliert wird. Die tumorbiologischen Implikationen therapie-
induzierbarer Seneszenz bedirfen umfangreicher Folgeuntersuchungen. Neben der
bereits diskutierten Frage, inwieweit diese Form von Seneszenz tatsachlich einen
irreversiblen Proliferationsstopp darstellt, wird zu klaren sein, ob Seneszenz per se einen
positiven Beitrag zum Gesamtiuberleben nach Chemotherapie leistet, oder ob dieser
Aspekt erst dann zum Tragen kommt, wenn therapie-induzierte Apoptose versagt hat.
Ebenfalls ist das Schicksal seneszenter Zellen in vivo véllig unklar: bevor die arretierten,
aber metabolisch aktiven Zellen mutmalfilich desintegrieren oder phagozytiert werden,
kénnten sie als ,Feederzellen® das Wachstum nicht-seneszenter Nachbar-Tumorzellen
beeinflussen oder gar als antigen-prasentierende Zellen immunmodulierend wirken. Die
Dissektion der komplexen genetischen Kontrolle therapie-induzierbarer Seneszenz wird
daher Gegenstand zukinftiger Untersuchungen mittels ,Forward-“ und ,Reverse
Genetics“-Techniken sein. Es ist vorstellbar, dass gegenuber Tumorentitaten, die mit
einem hohen anti-apoptotischen Selektionsdruck, aber nur selten mit p53-Mutationen
einhergehen und die daher typischerweise seneszenz-kompetent bleiben, mittels
praferentiell ,zytostatisch” wirkenden Pharmaka eine effektivere Tumorkontrolle erzielt
werden koénnte. Insbesondere aber sollen neben p53- und INK4a-Verlusten weitere
Gendefekte identifiziert werden, die zur Deregulation therapie-induzierbarer Seneszenz
fihren. Zukinftige Studien mit lasionsspezifischen ,targeted Therapeutics®
durchzufiihren sowohl im myc-transgenen Mausmodell als auch in humanem
Primarmaterial — werden zu klaren haben, inwieweit die gezielte Restaurierung des
Seneszenz-Programms durch derartige ,small Compounds* alleine oder als Begleitregime
zu klassischer Chemotherapie Zytostatika-Toxizitat reduzieren und den Langzeit-
Therapieerfolg guinstig beeinflussen kann.
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