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Kapitel 1

EINLEITUNG

UND FRAGESTELLUNG



1. Einleitung

1.1. Multidrug Resistenz — eine allgemeine Einfihrung

Aufgrund der Inzidenz und Mortalitdt maligner Erkrankungen in der
Bundesrepublik Deutschland kommt deren Prévention, Diagnose und Therapie ein hoher
Stellenwert zu. Allein im Jahr 1999 starben 210837 Menschen an Krebs. Damit entfallen
25,1% aller Todesfalle auf maligne Erkrankungen.

Innerhalb der multimodalen Therapieprotokolle reprasentiert der Einsatz von
Chemotherapeutika enen unverzichtbaren Bestandteil der Behandlung von
Krebserkrankungen, und ist gegenwartig die effektivste Therapieoption fur berets
metastasierte Tumore (Gottesman et al., 2002a; Borst et al., 2002). Ein Tell der Patienten
kann auf diesem Wege efolgreich behandelt werden, wahrend andere Patienten auf
dieselbe Behandlung nur unzureichend, nur vortbergehend oder gar nicht ansprechen.
Somit ist der Erfolg einer Chemotherapie oft durch Resistenzen gegentber den
eingesetzten Zytostatika limitiert. Diese Chemoresistenzen sind entweder bereits
intrinsisch vorhanden, oder sie werden wahrend der Behandlung entwickelt bzw.
verstarkt (Abolhoda et al., 1999; Gottesman, 2002b).

Antworten auf diese Beobachtungen der Patienten-individuellen Chemoresistenz
sind ebenso komplex wie die Vielzahl unterschiedlicher, parallel oder sequentiell
auftretender Resistenzmechanismen. Die molekularen Mechanismen fir die Ausbildung
einer Chemoresistenz werden hinsichtlich folgender Effekte diskutiert: i. Reduktion der
intrazelluldren Zytostatika-K onzentration durch Anderungen von Influx, Efflux und/oder
Sequestration, wobel die vorwiegende Ursache fir die Entwicklung dieses
Chemoresistenz-Mechanismus in  erhdhtem Drug-Efflux  durch ATP-abhangige,
membranstandige Proteinpumpen besteht; ii. alterierte Zytostatika-Zielproteine, wie z.B.
Topoisomerase | und Il, Tubuling iii. erhdhte intrazeluldre Detoxifikation von
Zytostatika durch zytoplasmatische Proteine wie z.B. Glutathion-S-Transferasen; iv.
gesteigerte Reparatur von DNA-Schaden, wie z.B. durch nukledre Genprodukte der
»DNA-mismatch repair‘-Gene, und v. Blockade der Apoptose wie z.B. durch
Zytostatikarinduzierte Expression antiapoptotisch wirkender Proteine (Gottesman & al.,
2002a; Gottesman 2002b; Borst et al., 2002).

Trotz der Vidzahl da mdglichen Mechanismen erlangte dennoch ein
Resistenzmechanismus in den letzten beiden Dekaden eine ganz auRerordentliche

Bedeutung: der Mechanismus der simultanen Resistenz gegeniiber strukturell und



funktionell nicht-verwandten zytotoxischen Verbindungen, bezeichnet als Arzneimittel-
Vidfachresistenz oder Multidrug Resistenz (MDR). Die Auspragung einer MDR wird
durch die Expression einer Reihe von MDR-assoziierten Genen verursacht. Hierbel
stehen insbesondere die Gene, die fir die ATP-abhangigen Drug-Efflux-Pumpen
kodieren (ATP-binding cassette-transporter, ABC-Transporter) im Mittdpunkt des
Interesses (Ambudkar et al., 1999; Borst et al., 2002; Gottesman et al., 2002a).

1.2 ABC-Transporter als Multidrug Resistenz-assoziierte Gene

Die Superfamilie der ABC-Transporter reprasentiert mit 48 bekannten und
putativen Mitgliedern die grote Genfamilie transmembraner Proteine (Dean et al., 2001)
und beinhaltet auch jene, die durch Bindung von ATP an Nuklectid-Bindungsstellen eine
Vidzahl unterschiedlicher Zytostatika durch extra- und intrazelluldre Membranen
translozieren. ABC-Transporter-vermittelte Chemoresistenzen resultieren prinzipiell aus
deren Fahigkeit, verschiedene Klassen von Zytostatika aus der Zdle zu schleusen und
somit deren effektive intrazdlulare Konzentration zu vermindern; die Zelle wird resistent
(Ambudkar et al., 1999).

Zu diesen MDR-assoziierten Genen zéhlen die folgenden, fir ABC-Transporter
kodierenden Gene: Multidrug Resistance Gene 1 (MDR1), Multidrug Resistance-
Associated Protein (MRP) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 (kodieren fur die Multidrug Resistenz-
assoziierten Proteéne 1 his 7), sowie das Breast Cancer Resistance Protein
BCRP/MXR/ABCP (kodiert fir ein identisches Protein; unterschiedliche Nomenklatur
aufgrund zeitgleicher Entdeckung durch drei unterschiedliche Gruppen).

Die phylogenetische Analyse der bekannten humanen ABC-Transporter fihrte zu
eine Klassifizierung in 7 Subfamilien. In Abb. 1 ist die Verwandtschaft der Subfamilien
ABCB, ABCC, und ABCG, sowie die deren Mitglieder mit den jeweiligen MDR-
assoziierten Hauptvertreeern MDR1 (ABCBL1; fur die ABCB-Subfamilie), MRP1
(ABCCL; fur die ABCC-Subfamilie), und BCRP (ABCG2; fir die ABCG-Subfamilie)

gezeigt.

MRPL (ABCC1)
IC
Abb.1. o
Phylogenetischer Baum der
M DR-assoziierten ABC- c2
Transporter MDR1, MRP1 T
und BCRP
Abbildung mit freundlicher MDR1 (ABCB1)
Genehmigung_von B. Sarkadi,
g BCRP (ABCG2)

Universitédt Budapest, Ungarn
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Fir diese drel Proteine — MDR1/P-Glykoprotein, MRP1 und BCRP — wurde die
kausale Rolle zur Generierung eénes MDR-Phanotyps in vitro gezeigt; fur weitere MDR-
assoziierte ABC-Transporter wie MRP2 (ABCC2), MRP3 (ABCC3), MRP4 (ABCC4)
und MRP5 (ABCC5) wurde die Fahigkeit zum Drug-Transport nachgewiesen; ihre
kausale Rolle im Kontext eéiner MDR ist noch zu untersuchen (Ambudkar et al., 1999;
Dean e al., 2001; Borst e al., 2002; Gottesman &t al., 2002a).

Das hauptsachliche Zytostatika-Spektrum  dieser  Transporter  umfasst
Anthrazykline wie Doxorubicin und Daunorubicin, Mitoxantron, Vinca Alkaloide wie
Vincristin und Vinblastin, Epipodophyllotoxine wie Etoposid, und Taxane wie Taxal. Die
Spezifititen der ABC-Transporter flr die transportierten Substrate sind zwar
Uberlappend, aber keineswegs identisch. Darliber hinaus kdnnen die Substratspezifitaten
bestimmter Proteine in Abhangigkeit definierter Punktmutationen variieren (Ambudkar et
al., 1999; Honjo et al., 2001; Hrycyna et al., 2001; Litman et al., 2001; Allen et al., 2002;
Borst et al., 2002).

Ein weiterer, jedoch ABC-Transporter-unabhéngiger MDR-assoziiertere
Resistenzmechnismus besteht in der subzelluldren Redistribution von Substanzen, z.B. im
nukleozytoplasmatischen Transport durch Vaults. De Hauptbestandtell dieser
Zellorgandlen ist das Mgjor Vault Protein (MVP), welches urspriinglich als das Lung
Resistance Protein (LRP) in diesem Kontext identifiziert wurde. Dieser Mechanismus

wird eingehend unter 1.3 vorgestellt.

1.2.1 DasMultidrug Resistance Genel - MDR1

Die Subfamilie ABCB der ABC-Transporter beinhaltet 11 Mitglieder, deren
prominentester Vertreter das vor inzwischen zwei Dekaden identifizierte MDR1-Gen
(ABCB1) ist. Dieses Gen kodiert fur das Genprodukt P-Glykoprotein mit 12
transmembranen Regionen und zwei Nukleotid-Bindungsstelen (Abb. 2). Durch das P-
Glykaoprotein werden hydrophobe, neutral oder positiv geladene Substrate aus der Zelle
transportiert. Es ist der erste klonierte humane ABC-Transporter, fiir den direkt durch
Transfektion die Generierung des MDR-Phédnotyps in Tumorzellen gezeigt wurde
(Juliano & al., 1976; Riordan et al., 1979; Ueda et al., 1987; Ambudkar & al., 1999;
Gottesman et al., 2002a).

In einer enormen Vidzahl von Studien wurden MDR1-Genexpressionen in
normalen Geweben untersucht. Auffallig war, dass neben nachweisbaren Expressionen in
fast alen untersuchten Geweben extrem hohe Expressiondevel in Geweben mit

exkretorischer oder sekretorischer Funktion, wie z.B. im Kolon oder in der Niere,



nachgewiesen wurden. In den entsprechenden malignen Geweben wurden dann auch
erhdhte MDR1-Expressionsniveaus gezeigt; ein wesentlicher Grund fir die z.B. erheblich
eingeschrankte Auswahl von Zytostatika zur Behandlung des Kolonkarzinoms (Fojo et
al., 1987; Goldstein et al., 1989; Litman et al., 2001; Gottesman et al., 2002a).

Neben der bereits intrinsisch vorhandenen MDRI1-Expression kénnen externe
Faktoren, die auch Bestandtell der multimodalen Krebstherapie sein kdnnen, in
Induktionen der MDRI1-Genexpression resultieren. Zu den Therapie-assoziierten
Induktoren zahlen insbesondere Zytostatika, aber auch Hitze oder Strahlung kénnen zu
MDR1-Expressionssteigerungen fuihren (e.g. Kohno &t al., 1989; Chin et al., 1990; Kioka
e al., 1992; Chaudhary et al., 1993). Durch die Identifizierung des MDR1-Genpromotors
und dea Generierung von MDRI1-Promotordeletionsvarianten konnten diese
Induktionseffekte Uber definierte Sequenzfragmente  bzw. —motive des MDRI1-
Genpromotors nachgewiesen werden (Scotto e al., 1998; Labiadle e al., 2002).
Unterschiedliche Studien zeigten, dass eéwa in der Halfte aller behandelten Tumoren mit
einer induzierten MDR1-Genexpression zu rechnenist (Hrycyna et al., 2001).

Fir eine Relhe von Tumorentitdten, wie z.B. fir Weichgewebs- und
Knochentumore, Mammakarzinome, aber auch fir nicht-solide hdmotogene maligne
Erkrankungen wie fur die akute myeoische Leukamie, wurde die MDR1-Genexpression
mit dem Ansprechen auf Chemotherapie korrdiert (e.g. Chan et al., 1990; Baldini et al.,
1995; Trock & al., 1997, Leth & al., 1999). Diese Beobachtungen gaben Anlass zu
folgender optimistischen Annahme: ,, The high hope of P-glycoprotein was that here was
a single protein that confers resistance to a whole array of structurally unrdated anti-
cancer drugs. That was a very attractive idea. It raised the possibility that drug resistance
could be overcome, because if a single mechanism is responsible, all you haveto do isto
learn to understand that mechanism, find strategies to overcome it, and you could cure
people of cancer.” (J.A. Moscow in Reynolds, 1998).

So wurden unterschiedliche Uberwindungsstrategien entwickelt, die vorwiegend
auf die Inhibition der Transportfunktion des P-Glykoproteins gerichtet waren. Es wurden
Molekile identifiziert, die die Aktivitét des Substrattransports dadurch blocken, da sie
selbst ebenfalls Substrate fur diesen gerichteten Transport darstelen und mit den
toxischen Substraten kompetieren. Die Ergebnisse der Anwendung dieser Inhibitoren in
klinischen Studien waren aufgrund vidféltiger Faktoren jedoch enttduschend: z.B.
aufgrund  unterschiedlicher basaler und induzieter MDRI1-Expressionen in
Geweben/Tumoren, wegen variierender Korrdationen von MDRI1-Expression und

klinischerr  Response nach  Chemotherapie, aufgrund  nicht-standardisierter
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Nachweismethoden, und insbesondere wegen der partiellen Unwirksamkeit der
Modulatoren zur Uberwindung der MDR aufgrund nicht erreichter erforderlicher
Konzentrationen im Patienten bzw. am Tumor (Bates, 1999). Dariiber hinaus gibt es
jedoch weitere wesentliche Grinde fir diese heterogenen Daten: die Existenz weiterer,
fir die Generierung/Verstdrkung des MDR-Phanotyps kausaler ABC-Transporter.
Deshalb fuhrten nachfolgende Entwicklungen zur ldentifizierung von Molekilen, die
spezifisch einen ABC-Transporter blockieren, wahrend andere in der Lage sind, einen
negativen Effekt auf die Transportaktivitéten zweier oder mehrerer ABC-Transporter

auszutiben.

1.2.2 DasMultidrug Resistance-associated Protein - MRP1

Zur ABCC-Subfamilie der ABC-Transporter zéhlen 12 Mitglieder, deren
prominentester Vertreter das 1992 in einer nicht-P-Glykoprotein-exprimierenden, aber
multidrug resistenten humanen Lungenkarzinom-Zéllinie entdeckte MRP1 (ABCC1)-
Genist (Cole et al., 1992). MRP1 ist strukturell dem P-Glykoprotein dhnlich, weist aber
zusétzlich die aminoterminale Extension des Protein mit 5 transmembranen Regionen auf
(Abb. 2). Obwohl die Aminosaurehomologie zum P-Glykoprotein nur 15% betrégt, ist
das Zytostatika-Spektrum des MRP1 dem des P-Glykoprotein sehr dhnlich, jedoch nicht
identisch, und schliefdt Substrate wie Doxorubicin, Vincristin, Etoposid und M ethotrexat
ein. Ein wesentlicher Unterschied besteht jedoch im Mechanismus des Drug-Transports:
MRPL, wie auch MRP2 (ABCC2) und MRP3 (ABCC3), erkennt neutrale und anionische
hydrophobe Substrate und transportiert sie bevorzugt nach Konjugation an organische
Anionen wie Glutathion; oder wie fir Vincristin, ko-transportiert unkonjugiertes
Glutathion (Loe et al., 1998; Borst &t al., 2000; Gottesman, 2002b).

Die kausale Rolle von MRP1 fir die Ausprégung des MDR-Phanotyps wurde
unter Verwendung definierter in vitro- und in vivo-Modelle gezeigt; dabei wurde
offenbar, dass sdbst geringe MRP1-Expressionsniveaus die Sensitivitdt gegeniiber
Zytostatika entscheidend modulieren (Wijnholds et al., 1997; Allen &t al., 2000). Diese
Beobachtungen unterstreichen die Bedeutung dieses ABC-Transporters, da in nahezu
allen untersuchten malignen Geweben basale Expressionen von MRP1 nachgewiesen
wurden (Nooter et al., 1995).

Fir ene Reihe von Tumorentitdten wurden hohe MRP1-Expressionsniveaus im
Kontext mit dem Ansprechen auf Chemotherapie beschrieben; insbesondere fir Mamma-,
Lungen-, und Ovarialkkarzinome, aber auch fir Leukdmien wurden wiederholt

Korrelationen der MRP1-Expression mit Parametern des ,clinical outcome*, z.B. dem
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krankheitsfreéen Uberleben publiziert (Nooter et al., 1997; Young et al., 1999;
Gottesman, 2002b).

1.2.3 DasBreast Cancer Resistance Protein - BCRP

1998 wurde das Breast Cancer Resistance Protein BCRP (Mitoxantrone
Resistance Associated Transporter MXR; ABC Transporter in Placenta ABCP) etwa
zeitgleich in 3 Gruppen in ener Mitoxantron-resistenten, aber weder P-Glykaoprotein-,
noch MRP1-exprimierenden humanen Mammakarzinom-Zdllinie identifiziert (Allikmets
e al., 1998; Doyle & al., 1998; Miyake et al., 1999). Dieses Gen kodiert zwar ebenfalls
fir enen ABC-Transporter, weist jedoch im Unterschied zu den bisher vorgestellten
Vertretern der  “full-transporter” lediglich 6 transmembrane Regionen und nur eine
Nukleotid-Bindungsstelle auf und wird daher als ,, half-transporter” bezeichnet (Abb. 2).
Da durch die Transfektion des BCRP-Gens der MDR-Phéanotyp erzeugt werden kann,
wird angenommen, dass zur aktiven Transportfunktion die Aushildung eines Dimers
erforderlich ist (Doyle et al., 1998). Zusammen mit weiteren 5 , half-transporters* bildet
es die ABCG-Subfamilie der ABC-Transporter.

MDRI (ABCB1) T T

SO T SN SO oY B SN .
MRPL (ABCC1) q 1 i ||

BCRP (ABCG2)

Abb. 2.
Membrantopologie der M DR-assoziierten ABC-Transporter MDR1, MRP1 und BCRP
Abbildung mit freundlicher Genehmigung von B. Sarkadi, Universitét Budapest, Ungarn

Hohe BCRP-Expressionen wurden vor allem in verschiedenen Mitoxantron-
selektionierten Mamma-, Kolon-, und Ovarialkarzinom-Zelllinien nachgewiesen (Ross &t
al., 1999; Maliepaard et al., 1999; Allen & al., 1999; Litman et a., 2000). BCRP stdlt
damit den lange gesuchten Transporter dar, der Mitoxantron mit einer hohen

Substratspezifitat transportiert; diese Substratspezifitdét kann allerdings durch eine
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Punktmutation, die zum Aminosdureaustausch von Glycin oder Threonin zum Arginin
fuhrt, verloren gehen (Honjo et a., 2001; Allen et al., 2002).

In humanen Geweben wurde BCRP vor allem in Placenta, Darm, Mamma und
Leber nachgewiesen (Litman et al., 2001; Gottesman et al., 2002a; Borst et a., 2002). In
humanen Tumoren unterschiedlicher Entitdten wurden haufig intrinsische BCRP-
Expressionen beobachtet; hohe BCRP-Niveaus wurden insbesondere in Karzinomen des
Gastrointestinaltraktes, in Lungenkarzinomen und Melanomen beobachtet (Diestra et al.,
2002). Die biologische Bedeutung einer hohen bzw. induzierten BCRP-Expression im
Kontext klinischer Parameter wie Ansprechen auf Chemotherapie oder Uberleben bleibt

Zu untersuchen.

1.3 DasMajor Vault Protein MVP als M ultidrug Resistenz-
assoziiertes Gen

Vaults sind die groften bekannten Ribonukleoprotein-Komplexe und sind in der
Evolution hoch konserviert (Abb. 3). Sie bestehen aus einer untranslatierten RNA und aus
drel Proteinen: dem humanen Major Vault Protein (MVP) sowie zwel kleinen Minor
Vault Proteinen p193, und p240 (Kong et a., 1999; Scheffer et al., 2000). Das MVP ist
identisch mit dem MDR-assoziierten Lung Resistance Protein (LRP), das aus einer nicht-
P-Glykoprotein-exprimierenden, multidrug resistenten humanen Lungenkarzinom-
Zdllinieisoliert wurde (Scheper et al., 1993; Scheffer et al., 1995).

Abb. 3

Elektr onenmikr oskopische Aufnahme
von Vaults.

Abbildung mit freundlicher Genehmigung
von L. H. Rome, University of California,
LosAngeles, CA, USA

Die Distribution von MVP entspricht der anderer Chemoresistenz-assoziierter
Proteine mit hohen Expressionen in Geweben, die chronisch Xenobiotika-exponiert sind.

(Izquierdo et a., 1996b). MVP-Expressionen wurden auch in einer Vielzahl humaner
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Tumore nachgewiesen; prediktive Korrelationen mit der Chemotherapie-Response
wurden wiederholt z.B. flr akute myeloische Leukamie, akute lymphatische Leukamie,
das multiples Mydom, das Ovarialkarzinom, und das Mammakarzinom beschrieben
(Scheffer e al., 2000). Fur haufig Chemotherapie-resistente Tumoren wie z.B. fir
Kolonkarziome wurden wiederholt erhdhte MV P-Expressionen beobachtet (Izquierdo et
al., 1996b; Pohl et al., 2001), und Induktionen der MVP-Expression als frilhe Ereignisse
wahrend der kolorektalen Kanzerogenese beschrieben (Meijer e al., 1999).

Erhohte MVP-Expressionslevel wurden ebenfalls in intrinsisch multidrug
resistenten Tumorzdllinien (I1zquierdo et al., 1996c; Laurencot & al., 1997; Kickhoefer et
al., 1998; Kitazano et al., 1999), als auch in Zytostatika-selektionierten Sublinien
nachgewiesen. Das Pandl von Zytostatika, das zur Selektion MV P-lberexprimierender,
resistenter Sublinien eingesetzt wurde, beinhaltet z.B. Doxorubicin, Mitoxantron,
Vincristin, Etoposid, und Cisplatin (e.g. Versantvoort et al., 1995; Komarov et al., 1998;
Cheng et al., 2000; Berger et al., 2000; Hu & al., 2002; Meschini et al., 2002). Diese
Befunde unterstreichen die Bedeutung der Vaults als Organellen, die in den
nukleozytoplasmatischen Substrattransport, vor allem hinsichtlich der Abwehr von
Xenobiotika, involviert sind. (Dalton et al., 1999).
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2. Fragestellung

Dea Chemoresistenzmechanismus der MDR stdlt in malignen Zellen en
wesentliches Hindernis fir den Erfolg einer Tumor-Chemotherapie dar. Grundlegende
Voraussetzungen fiir wirksame, Patienten-individuelle Uberwindungsstragien sind jedoch
umfangreiche Kenntnisse Uber die Existenz MDR-rdevanter Gene, deren
Resistenzmechanismen und Zytostatika-Spektren, sowie deren Expressionsprofil im
Patienten. Von besonderer Bedeutung fir den Erfolg einer multimodalen Krebstherapie
ist es jedoch, den Einfluss Krebstherapie-assoziierter Faktoren wie Chematherapie,
Immuntherapie, und/oder Hyperthermie auf die Expressionsregulation MDR-relevanter
Gene und auf den MDR-Phéanotyp zu bestimmen, und deren Anteil im Kontext
Uberlappender Resistenzmechanismen zu beurteilen.

Das Zidl der vorliegenden Arbeit besteht daher in der Analyse der Expression und
Regulation der prominentesten Vertrade der MDR-rdevanten Gene alternativer
Multidrug Resistenz-M echanismen in Tumorzellen - MDR1, MRP1, BCRP und MVP -
unter dem Einfluss Krebstherapie-assoziierter Faktoren. Es werden Daten vorgestdllt, die
sowohl der Kklinischen Situation entsprechen, als auch Ergebnisse, generiert in
experimentellen in vitro und in vivo-Moddlen, die Gber den deskriptiven Ansatz hinaus
Kenntnisse Uber Signaltransduktionswege und | nterventionsmoglichkeiten gestatten.
Folgende, hauptséchliche Fragenkomplexe wurden adressiert:

i Welche Zytostatika regulieren die Expression welcher MDR-assoziierten Gene?

Koénnen MDR-Gene durch Zytokine in ihrer Expression beeinflusst werden?

Wie ist da MDR-Phénotyp durch Zytostatika- bzw. Zytokin-Applikation

moduliert? Kénnen Erkenntnisse zur Expression und zur Stressfaktor-induzierten

Regulation von MDR-Genen fiir MDR-Uberwindungsstrategien genutzt werden?
i Werden MDR-Gene Temperatur-abhangig reguliert?

Weche Transkriptionsfaktoren sind in die Hyperthermie-induzierte Regulation

von MDR-Genen involviert?

Stelt  der  Stressfaktor  Hyperthermie als Bestandteil  multimodaler

Therapieschemata ein Risiko zur Generierung bzw. Verstédrkung eéner MDR dar?
iii. Konnen definierte Sequenzbereiche in MDR-Genpromotoren fir Zytostatika-

bzw. Hyperthermie-induzierte Expressionsregulationen identifiziert werden?

Koénnen diese Therapieregulierbaren MDR-Genpromotorsequenzen  fir

Gentherapieansdtze bei der Behandlung maligner Erkrankungen genutzt werden?
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1. Zusammenfassung der Ergebnisse und Diskussion

1.1 Zytostatika- und Zytokin-regulierte Expression

M DR-assoziierter Gene

Der Resistenzmechanismus der MDR ist gekennzeichnet durch die simultane
Resistenz von Tumorzellen gegentiber strukturdl und funktionell nicht-verwandten
zytotoxischen Verbindungen; e wird durch die Expression MDR-assoziierter Gene
verursacht, resultierend in reduzierten Akkumulationen von MDR-assoziierten
Zytostatika. Externe Stressfaktoren as Komponenten multimodal er
Behandlungsschemata, wie z.B. en breites Spektrum von Zytostatika mit
unterschiedlichem Wirkmechanismus, konnen die Expression diesssr MDR-Gene
induzieren und/oder verstérken. Daher kann der Erfolg einer Chemotherapie sowohl von
der intrinsischen als auch von der durch Zytostatika-Applikation erworbenen, induzierten
MDR des Patienten abhangig sein. Zur Effizienzsteigerung der Patienten-individuellen
Response ist es daher wiinschenswert, den Expressionsstatus sowie die Regulation MDR-
assoziierter Gene zu kennen, um basierend auf dieser Rationale Auswahl und
Applikationszeitpunkt der Zytostatika an die individuelle Situation anzupassen.

Deshalb wurden in den folgenden Arbeiten die Fragen adressiert, ob die MDR1-
Expression als molekularer Marker fir Prognose und Chemotherapie genutzt werden
kann, ob/welche Zytostatika die Expression MDR-assoziierter Gene wie MDR1, MRP1,
BCRP und MVP induzieren, und ob/welche Zytokine die Expression der MDR-Gene
beeinflussen. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden dartber hinaus Strategien zur
Uberwindung der MDR evaluiert; so z.B. mittels der externen Applikation von Zytokinen
bzw. der durch Zytokin-Gentransfer, oder mit Hilfe der Ribozym-Technologie.

Kapitel 2

In dieser Arbeit wurden eigene Daten im Kontext der Literatur unter dem Aspekt
evaluiert, ob sich die MDR1-Genexpression als alleiniger, wenn auch prominentester
molekularer Marker fir die Beurteilung von Prognose und Chemotherapie bei Knochen-
und Weichgewebstumoren eignen kann (Kapitel 2; Stein & al., 1996). Intrinsische
MDR1-Expressionen wurden bereits vor jeglicher Therapie in ca. 40% der untersuchten
Tumoren mit unterschiedlichen Expressionshthen nachgewiesen. Chemotherapie-
induzierte MDR1-Expressionen wurden in der Mehrzahl dea Féle beobachtet.

Signifikante Korrelationen wurden fur hohe Therapie-induzierte MDR1-Expressionen



(vs. basale Expression zum Zeitpunkt der Diagnose) und einer unglinstigen Prognose
beschrieben.

Es wurde die Notwendigkeit hervorgehoben, Untersuchungen zur Beurteilung
von Genexpressionen im Kontext klinischer Parameter in Anlehnung an die
Durchfihrung Kklinischer Studien nach standardisierten Kriterien durchzufiihren:
einheitliche biologische Arbeitshypothese (z.B. intrinsische vs. erworbene MDRI1-
Expression), definierte Tumorproben, definierte Behandlung der Patienten, definierte
Untersuchungszeitpunkte, Studiendurchfiihrung (retrospektiv vs. prospektiv), Einsatz
einheitlicher Methoden und Verifikationskriterien. Darlber hinaus ist die Korrelation
eines einzigen molekularen Markers mit Parametern des ,clinical outcome* jedoch
problematisch, insbesondere dann, wenn es sich um ein multifaktorielles Problem wie
MDR handelt. Die Analyse weiterer MDR-Gene wie z.B. MRP1 und MVP ist daher
erforderlich. Darauf wird in einer weiteren Arbeit (Kapitel 13, Stein e al., 2002) naher

eingegangen.

Kapitel 3

Adriamycin, enin der Tumortherapie oft eingesetztes Zytostatikum, zahlt zu den
klassischen, einen MDR-Phénotyp verursachenden Zytostatika. Da der MDR-Phanotyp
das Resultat unterschiedlicher MDR-assoziierter Gene reprasentiert, wurde in dieser
Arbeit der Einfluss von Adriamycin auf die Genexpression von MDR1, und dartber
hinaus auf MRP1 und MVP untersucht. Es wurden dafir drei Mammakarzinom-
Zdllinien, MT-1, MT-3 und MaTu mit steigenden Konzentrationen von Adriamycin
behandelt, sdektioniat und die neuen resistenten Linien MT-1/ADR, MT-3/ADR,
MaTuwADR generiert (Kapitel 3; Stein e al., 1997); anhand des bekannten Modells
MCF-7 und MCF-7/ADR efolgte die Verifikation der Ergebnisse.

Die Sublinien zeigten in vitro neben der Adriamycin-Resistenz als Folge der
Selektion auch eine Kreuzresistenz zu Vincristin. Im in vivo-Modell wurden die
Resistenzen gegen Adriamycin und Vincristin anhand fehlender
Tumorwachstumsinhibitionen bestétigt. Genexpressionsanalysen ergaben gesteigerte
MDR1-Niveaus auf beiden Expressionsebenen in allen drei neu generierten multidrug
resistenen Sublinien MT-1/ADR, MT-3ADR und MaTuwADR im Vergleich zur
jeweiligen parentalen Linie, wahrend MRP1- und MVP-Expressionen nicht signifikant
moduliert waren. In Drug-Akkumulations-Assays wurde die erhdhte Pumpaktivitét und
damit die Funktionalitdt des induzierten ABC-Transporters P-Glykoprotein

nachgewiesen. Damit wurde die Adriamycin-induzierte MDR1-Uberexpression als
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kausaler Faktor fir den generierten MDR-Phanotyp in diesen drel multidrug resistenten
Mammakarzinom-Zédlllinien identifiziert. Es wurden somit drei neue, hinsichtlich ihrer
MDR-Charakteristika definierte in vitro- Modelle etabliert.

Kapitel 4

Vidfétige Ansitze wurden in humanen Tumorzellen erprobt, um den MDR-
Phanotyp zu Uberwinden oder zumindest partiell eine Chemosensitivierung zu erreichen.
Zumeist zidlten diese Ansdtze auf eine Interaktion mit dem Genprodukt P-Glykoprotein
ab (z.B. Kalziumkanal-Blocker, Antikérper). Obwohl die experimentellen Daten oft sehr
vielversprechend aussahen, war die Effizienz in klinischen Studien aufgrund nicht/schwer
erreichbarer Inhibitor-Konzentrationen am Tumor limitiert. Da hohe intrinsische bzw.
induzierte, erworbene MDRI1-Expressionsniveaus zum ungunstigen MDR-Phéanotyp
fuhren, ist die Entwicklung alternativer Uberwindungsstrategien der MDR, basierend auf
MDR1-Expressionsinterventionen, von entscheidender Bedeutung. Aufgrund der
wiederholten Beabachtung, dass die Gabe von Zytokinen zur Chemosensitivierung von
Tumorzellen fuhren kann, wurde in den folgenden Arbeiten der Frage nachgegangen, ob
diese Chemosensitivierung als Uberwindungsstrategie eines MDR-Phanotyps auf einer
Zytokin-vermittelten Expressionsmodulation MDR-assoziierter Gene basieren kann.

Es wurde daher das Potential humaner Zytokine, z.B. Tumornekrosefaktor alpha
(TNFo) und Interleukin-2 (IL-2), untersucht, die Expression des MDR1-Gens in zwei
Kolonkarzinomlinien mit unterschiedlichem intrinsischen MDR-Status (HCT15,
HCT116) zu modulieren (Kapitel 4; Stein et al., 1996). Interessanterweise wurde
gefunden, das die MDR1-Expression auf beiden Expressionsebenen durch die Gabe von
Zytokinen zeitabhangig vermindert wurde. Funktionelle Akkumulationsassays sowie
erhdhte Chemosensitivitéten gegentiber Adriamycin und Vincristin bestétigten diese
Daten. Diese Ergebnisse zeigten, dass die externe Gabe von Zytokinen den MDR-
Phanotyp auf der Basis der Expressionsmodulation des MDR1-Gens revertieren kann.
Mit fortfihrenden Arbeiten wurde diese alternative M DR-Uberwindungsstrategie weiter
evaluiert (Kapitel 5-7).

Kapitel 5

TNFo und IL-2 sind Zytokine, die extensiv in vitro, in vivo und in klinischen
Studien zur Immuntherapie von malignen Erkrankungen getestet wurden. lhr Einsatz zur
Chemosensitivierung resistenter Tumoren erscheint deshalb besonders attraktiv. Jedoch

kann ihre systemische Applikation zu schweren Nebenwirkungen fihren. Basierend auf
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den Ergebnissen zur MDR-Uberwindung nach externer Zytokin-Applikation wurde daher
die Frage gestellt, ob die Transfektion dieser Zytokin-Gene ebenfalls zu modulierten,
reduzierten MDR1-Expressionshiveaus, und basierend darauf, zur Chemosensitivierung
multidrug resistenter Tumorzellen fihren kann (Kapitel 5; Stein et al., 1996). Zur
Vergleichbarkeit der Zytokin-vermittdlten Effekte nach externer Gabe und nach
Zytokingen-Transfektion wurden ebenfalls die humanen Kolonkarzinomzellen HCT15
und HCT 116 eingesetzt.

Es wurde gezeigt, dass auch durch die Transfektion der Zytokingene in die
Tumorzellen MDR-Phénotyp revertiert werden kann. Die Expression des MDR1-Gens
war sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene reduziert, und die Stérke der
verminderten MDR1-Genexpression korrdierte mit der Menge des Zytokins. Die
Akkumulation des MDR-assoziierten Zytostatikums Adriamycin war in  stabil
Zytokingen-transfizierten Tumorzellen gesteigert, korrelierend mit einer erhohten
Chemosensitivitat gegentiber den Zytostatika Adriamycin und Vincristin. Diese Daten
unterstreichen den potentiellen Wert der kombinierten Behandlung eines resistenten
Tumors mit Zytokinen und Chemotherapie, weisen darliber hinaus aber auch auf die

nitzliche Inklusion der Gentherapie in Chemotherapie-Pratokolle hin.

Kapitel 6

Diese Arbeit wurde mit der Zielstelung durchgefiihrt, den Einfluss von TNFa,
sowohl extern appliziert als auch gentransfiziert, auf die Expression weiterer MDR-
assoziierter Gene, MRP1 und MVP, zu untersuchen (Kapitel 6; Stein & al., 1997). Es
sollte im Kontext der Zytokin-vermittedten Reversion des MDR-Phanotyps die Frage
beantwortet werden, ob potentielle TNFo-induzierte Expressionsmodulation dieser
MDR-Gene zur Uberwindung einer MDR beitragen kénnen.

Es wurde nachgewiesen, dass sowohl die externe Applikation von TNFo als auch
dessen Expression nach Gentransfer die Expression der MDR-assoziierten Gene MRP1
und MVP auf beiden Ebenen modulieren kann. Interessanterweise jedoch beeinflusste die
TNFo-Behandlung die Genaktivitdten von MRP1 und MVP in unterschiedlicher Weise:
die Expression von MVP wurde nach externer Zytokin-Applikation zeitabhangig in
beiden in vitro-Modedlen (HCT15, HCT116) deutlich vermindert; in stabil TNFo-
transfizierten Zellen wurden in Abhangigkeit von der Menge des Zytokins reduzierte
MVP-Expressionen gefunden. Diese Resultate waren konform mit den Daten der
Zytokin-regulierten MDR1-Expression. Im Gegensatz dazu wurden nach externer TNFo.-
Gabe in HCT116-Zdlen erhohte, und in HCT15-Zdlen unveranderte MRP1-Niveaus
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gemessen; TNFo-Transfektion resultierte in beiden in vitro-Modellen in gesteigerten
MRP1-Expressionen. Diese Ergebnisse zeigen einersets die Diversitdt der TNFo-
verursachten Effekte im Kontext der Regulation MDR-assoziierter Gene. Im Hinblick auf
die bereits diskutierten, Zytokin-vermittelten gesteigerten Zytostatika-Akkumulationen
und Chemosensitivierungen wurde dariber hinaus deutlich, dass fir
Interventionsstrategien mit dem Ziel der Reversion des MDR-Phénotyps die Kenntnis der

Betelligung definierter MDR-Gene unumganglich ist.

Kapitel 7

Aufgrund der Uberraschenden Effekte von TNFo auf die Expressionsregulation
unterschiedlicher MDR-assoziierter Gene und deren Beteiligung an der Auspragung bzw.
Reversion des MDR-Phanotyps wurde in der folgenden Arbeit der Frage nachgegangen,
welche der MDR-Gene, MRP1, MVP und MDR1, durch die endogene Expression des
Zytokins IL-2 moduliert werden kénnen (K apitd 7; Stein et al., 1998).

Gentransfer von IL-2 (wiederum Analyse mehrerer separat sdektionierter
Zellklone) flhrte ebenfalls zu Chemosensitivierungen gegeniber den Zytostatika
Adriamycin und Vincristin in beiden in vitro-Modellen. Die Expressionen der Gene
MRP1 und MVP alerdings waren in den stabil IL-2-transfizieten Zellen nicht signifikant
moduliert, wohingegen die Expression von MDRL1 erneut deutlich vermindert war. Damit
wurde im Gegensatz zu den Befunden der TNFo-vermittelten Reversion des MDR-
Phanotyps (K apitel 6) ausschliefilich die Expression eines hier untersuchten MDR-Gens
beeinflusst. Im Ergebnis konnte so die IL-2-vermittelte Chemosensitivierung auf die
Expressionsregulation des MDR1-Gens (im Vergleich mit MRP1 und MVP)

zurlUckgefihrt werden.

Kapitel 8

In dieser Arbeit wurden die bisherigen Befunde zur Zytokin-vermittelten
Reversion des MDR-Phanotyps, nachgewiesen auf der Grundlage von
Genexpressionsinterventionen in in vitro-Modellen, im Kontext der Literatur evaluiert
(Kapitel 8; Stein et al., 1998).

In der Uberwiegenden Mehrzahl der analysierten Studien wurden ebenfalls
Zytokin (einschliel3lich TNFow und IL-2) -vermittelte Chemosensitivierungen gegentiber
MDR-assoziierten Zytostatika, z.B. Adriamycin, Vincristin, Taxol, Etoposid und
Actinomycin D, aber auch gegenilber nicht-MDR-assoziierten Zytostatika (z.B. 5-

Fluorouracil) beschrieben. Diese Zytokineffekte wurden sowohl in eéinem Panel von
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unterschiedlicher Tumorzdllinien in vitro als auch unter Verwendung verschiedener
experimenteller Tumormodelle in vivo gezeigt. Damit wurden unsere Beobachtungen
hinsichtlich der Zytokin-vermittelten Reversion des Resistenz-Phanotyps bestétigt.
Darliber hinaus jedoch zeigten unsere hier vorgelegten Arbeiten molekularbiol ogische
Daten zur Beteiligung mehrerer MDR-Gene an Auspragung und Reversion der MDR,
und inkludierten mit Gentransferexperimenten die potentielle Anwendung einer

kombinierten Genimmun- und Chemotherapie fiir maligne Erkrankungen.

Kapitel 9

Eine weitere MDR-Uberwindungsstrategie, alternativ. zu denen, die auf
Inhibierung der Funktion von MDR-Proteénen abziden, bestent im Einsatz von
Ribozymen, die gegen mRNA-Molekille MDR-assoziierter Gene gerichtet sind. In der
folgenden Arbeit wurde die Verwendung von Ribozymen zur Degradation der mRNA
eines weteren MDR-assoziierten ABC-Transporters, des BCRP-Gens, untersucht
(Kapitel 9; Kowalski et al., 2002). Es wurde der Frage nachgegangen, ob durch den
Einsatz BCRP-spezifischer Ribozyme der atypische MDR-Phanotyp von Tumorzellen
beeinflusst werden kann.

Die  Mitoxantron-resistente  und  BCRP-Uberexprimierende  humane
Magenkarzinom-Zelllinie EPG85-257RNOV  zeigte den atypischen, nicht-P-
Glykoprotein-vermittelten MDR-Phénotyp. Nach Transfektion BCRP-spezischer
Ribozyme wurden in diesen Zdlen verminderte Expressionsniveaus von BCRP auf
beiden Expressionsebenen, im Vergleich zu Zellen, die nicht oder mit Kontroll-
Ribozymen transfiziert wurden, nachgewiesen. Damit wurde zunéchst die Funktionalitét
der Ribozyme gezeigt. Des weiteren waren erhdhte Akkumulationen von Mitoxantron in
den BCRP-Ribozym-transfizierten Zellen gemessen. Gesteigerte Chemosensitivitaten
wurden gegeniiber Mitoxantron, aber ebenfalls auch gegeniiber Daunomycin, Cisplatin
und Etoposid beobachtet. Somit wurde durch den Einsatz von Ribozymen eine kausale
Rolle des ABC-Transporters BCRP fir die Mitoxantron-induzierte, atypische MDR
gezeigt. Darlber hinaus demonstrierten diese Ergebnisse die vielversprechende

Anwendung dieser Ribozyme zur Uberwindung des atypischen M DR-Phénotyps.

1.2 Hyperthermie-regulierte Expression M DR-assoziierter Gene

Dea MDR-Phanotyp enes Tumors reprasentiert ein wesentliches Kriterium fir

Erfolg und Effizienz einer Chemotherapie. Einige Behandlungsschemata inkludieren zur
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Steigerung der Effizienz der Chemotherapie die Anwendung der Hyperthermie so als
Tiefenhyperthermie fir lokal fortgeschrittene Rektumkarzinome im Kontext einer Radio-
Chemo-Thermo-Therapie (RCTT), oder als hypertherme isolierte Extremitétenperfusion
(isolated limb perfusion, ILP) in Kombination mit TNFo. und Zytostatika fur Sarkome
und Melanome.

Die folgenden Arbeiten wurden deshalb mit den Zidstedlungen durchgefihrt
nachzuweisen, ob/welche MDR-assoziierten Gene durch Hyperthermie induziert werden
kénnen, ob Hyperthermie-verursachte Expressionsmodulationen von MDR-Genen
temperatur- und zeitabhangig stattfinden, welche Transkriptionsfaktoren an der
Hyperthermie-induzierten Expressionssteigerung von MDR-Genen beteiligt sind, und ob
der MDR-Phéanotyp moduliert wird. Es wurden Daten zum Einfluss von Hyperthermie
und von Thermoresistenz auf die Expression, Regulation und Funktion von MDR-
assoziierten Genen in in vitro-Modelen generiert, sowie die Beelligung des
Transkriptionsfaktors YB-1 an der Hyperthermie-induzierten Expression von MDR-
Genen untersucht. Darlber hinaus wurde die Bedeutung der Hyperthermie als potentieller
Risikofaktor zur Induktion/Verstéarkung einer MDR auch in unterschiedlichen klinischen
Situationen, im Kontext der RCTT beim Rektumkarzinom und der hyperthermen ILP

beim Weichgewebssarkomen und M elanom evaluiert.

Kapitel 10

Der Einfluss der Hyperthermie auf die Expression, Regulation und Funktion der
Gene MDR1 und MRP1 wurde in vitro an humanen Kolonkarzinom-Zélllinien (HCT116,
HCT15) untersucht (Kapitel 10; Stein et al., 2001). So verursachte eine Hyperthermie
von 43°C fir 2 h die Trandokation des Transkriptionsfaktors Y B-1 aus dem Zytoplasma
in den Zellkern. Diese Translokation fuhrte zur nukledren Akkumulation von YB-1 und
Zu einer verstarkten Bindung an entsprechende Sequenzmotive in den Genpromotoren der
MDR-assoziierten Gene MDR1 und MRPL1. Als Folge dessen wurden Induktionen der
Expression des MDR1-Gens als auch des MRP1-Gens auf beiden Expressionsniveaus in
Abhangigkeit von Temperatursteigerung, Dauer der Hyperthermie und dem intrinsischen
MDR-Status beobachtet. Die Funktionalitdt der induzierten Proteine P-Glykoprotein und
MRP1 wurde nachgewiesen und war in den hyperthermierten Zelen gesteigert.
Allerdings fihrte die Kombination von Hyperthermie und Adriamycin zu einem
reduzierten Uberleben der Zellen, verglichen mit alleiniger Hyperthermie und alleiniger
Zytostatika-Behandlung.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass Hyperthermie in diesen in vitro-Modellen zu
induzierten Expressionen MDR-assoziierter Gene und zu gesteigerten Pumpaktivitaten
der ABC-Transporter P-Glykoprotein und MRPL fiihrt. Sie zeigen aber auch, dass
Hyperthermie nicht notwendigerweise auch einen verstarkten MDR-Phénotyp verursacht.
Die Beobachtung einer Hyperthermie-induzierten, gesteigerten Chemosensitivitéat trotz
der Gegenwart erhohter funktioneller MDR-Proteine kann ene Erklérung fir die
Resultate sein, die in der Klinik bel der kombinierten Behandlung von Kolonkarzinom-

Patienten mit Hyperthermie und Chemotherapie erzielt werden.

Kapitel 11

De Einfluss da Hyperthermie auf Expression und Funktion von ABC-
Transportern wurde dartiber hinaus auch an Langzeit-hyperthermierten, thermoresistenten
Karzinom-Zélllinien untersucht (K apitel 11; Stein et al., 2002). Dafir wurde ein unikales
Modell der humanen Magenkarzinom-Zelllinie EPG85-257 eingesetzt, welches neben der
parentalen Linie je eine Doxorubicin (klassischer MDR-Phénotyp)- und eine Mitoxantron
(atypischer  MDR-Phénotyp)-selektionierte,  chemoresistente  Sublinie,  sowie
thermoresistente Varianten dieser drei Linien beinhaltete.

Wahrend in der Mitoxantron-selektionierten Sublinie die Expression von BCRP
und MRP1 (vs. parentaler und Doxorubicin-selektionierter Sublinie) gesteigert war,
wurde eine dramatisch erhthte MDR1-Expression in der Doxorubicin-selektionierten
Sublinie (vs. parentaler und Mitoxantron-selektionierter Sublinie) nachgeweisen. Sehr
bemerkenswert war jedoch, dass in alen thermoresistenten Varianten dieser dre
Sublinien (vs. korrelierende thermosensitive Sublini€) induzierte Expressionsniveaus aller
drei ABC-Transporter BCRP, MRP1 und MDR1 gemessen wurden. Die Funktionalitat
der ABC-Transporter wurde in Akkumulationsassays unter Verwendung von Inhibitoren
nachgewiesen. Dennoch wurden auch hier keine verminderten Konzentrationen der
fluoreszierenden Substrate Doxorubicin, Mitoxantron und Rhodamin 123 beobachtet. Als
Ergebnis dieser Untersuchungen konnte zusammengefasst werden, dass die Induktion der
Expressionsniveaus von BCRP, MRP1 und MDR1 vom Zytostatikum der Zdllinien-
Sdektion und damit vom Chemoresistenztyp (klassischer vs. atypischer M DR-Phanotyp)
abhangig ist. In den thermoresistenten Varianten alerdings wurden Hyperthermie-
induzierte, gesteigerte Expressionen dieser ABC-Transporter nachgewiesen, die jedoch
nicht zu einer Verstarkung des MDR-Phanotyp fuhrten. Diese Daten, generiert mit
thermoresistenten und damit Langzeit-Hyperthermie- behandelten Karzinom-Linien

bestétigen somit die Ergebnisse, die mittels Kurzzeit-Hyperthermie erhalten wurden: der
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Faktor der Temperaturerhthung ist fir die Regulation von MDR-assoziierten Genen von
erheblicher Bedeutung; die biologische Konsequenz dieser gesteigerten, funktionell
aktiven ABC-Transporter hinsichtlich eines potentidll alterierten MDR-Phanotyps sollte
deshalb im klinischen Setting gepruft werden.

Kapitel 12

Der Einfluss der Hyperthermie im Kontext einer RCTT fur lokal fortgeschrittene
Rektumkarzinome wurde zunachst hinsichtlich einer potentiell modulierbaren Expression
des MDR1-Gens an Geweben von 19 effektiv hyperthermierten (cum min Tg>15min;
40,5-42°C) Patienten vs. 9 nicht und 4 nicht-effektiv. (cum min Tg<15min)
hyperthermierten Patienten analysiert (Kapitel 12; Stein et al., 1999). Es wurde damit
der Frage nachgegangen, ob Hypethermie im dieser klinischen Situation enen
potentiellen Risikofaktor fur die Induktion/Verstarkung eines MDR-Phanotyps Uber die
induzierte Expression des MDR1-Genes darstellen kann.

In Gewebeproben, entnommen vor RCTT und 4-6 Wochen danach, wurden in der
Mehrzahl der Félle keine modulierten MDRI1-Expressionsniveaus beobachtet (10%
erhdht; 16% vermindert). Diese Ergebnisse werden auf das grofde zeitliche Intervall
zwischen Behandlung und  molekularbiologischen  Untersuchungszeitpunkten
zurlckgefihrt, das zwar den klinischen Gegebenheiten entspricht, ein Monitoring
potentiell modulierter Genexpressionslevel jedoch kaum gestattet. Es ist viemehr
anzunehmen, dass Expressionsdnderungen, insbesondere auf mRNA-Ebene, zeitnah zur
Intervention stattfinden, wie es z.B. in den in vitro-Modellen (K apitel 10; Stein et al.,
2001) und fur andere klinische Situationen in Tumoren (Kapitel 13; Stein & al., 2002)
gezeigt wurde. Das Uberleben und das krankheitsfreie Uberleben konnten durch den
Einsatz effektiver Hyperthermie im Rahmen der RCTT (vs. ineffektiver Hyperthermie
bzw. Radio-Chemo-Therapie allein) gesteigert werden.

Kapitel 13

In einer weiteren Studie wurde der Einfluss der Hyperthermie auf die Expression
der MDR-assoziierten Gene MDR1, MRP1 und MVP im Rahmen der hyperthermen ILP
mit TNFo und Melphalan an 21 Patienten mit fortgeschrittenen Weichgewebstumoren
und lokoregional metastasierten malignen Melanomen untersucht (K apitel 13; Stein &
al., 2002). Jede der Komponenten dieser multimodalen Behandlung — Zytostatika,
Zytokine, Hitze — beinhaltet prinzipiell das Potential zur Modulation einer MDR. Es

wurde hier das Risiko, eéinen MDR-Phénotyp zu generieren oder zu verstarken, im
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klinischen Setting der hyperthermen ILP evaluiert. Es ist die erste Studie, die potentielle
Expressionsmodulationen MDR-assoziierter Gene an  sequentiell  gewonnenen
Tumorproben pro Patient, vor, wadhrend und nach der hyperthermen isolierten
Extremitétenperfusion, analysiert. Um diese Therapie-bedingten
Expressionsmodulationen  zeitnah zu efassen, wurden durchschnittlich 7
Tumorproben/Patient definierter Behandlungszeitpunkte untersucht.

In allen untersuchten Praben konnten basale MV P-Expressionen nachgewiesen
werden; in mehr als 80% der Félle wurde jedoch interessanterweise eine gesteigerte
Expression des MVP-Gens wahrend der hyperthermen ILP beobachtet. Diese Therapie-
induzierten MVP-Expressionen verliefen in Abhdngigkeit der maximal erreichten
Temperatur (positive Korrelationen fir MVPya VS. Thax Wahrend ILP, sowie fir MVP
und Temperatur zum Untersuchungszeitpunkt der TNFo/Zytostatika-Gabe). Es wurden
zwel wesentliche Typen der Patienten-individuellen Verldufe der ILP-induzierten MV P-
Induktion beobachtet: die simultan zur Temperatursteigerung erhéhte MV P-Expression,
sowie die in Bezug zur Temperatursteigerung zeitlich verzégerte MVP-Erhéhung.
Allerdings wurde in der Mehrzahl der Tumoren keine Induktion der Expressionen von
MDR1 (13%) und MRP1 (27%) gemessen. Diese Untersuchungsergebnisse werden auf
die Hohe da maximal erreichten Temperatur zuriickgefihrt, da zwar enerseits
Induktionen dieser beiden ABC-Transporter durch Temperaturerhdhung in vitro be 43°C
beobachtet wurden (Kapitel 10; Stein et al., 2001), diese Temperaturen bei der milden,
hyperthermen ILP (<40,5°C) aber nicht erzielt werden.

1.3 Analyse MDR-assoziierter Genpromotoren und deren

Therapie-induzierte Regulation

In den bisher vorgestellten Arbeiten wurde nachgewiesen, dass unterschiedliche
externe Stressfaktoren wie verschiedene Zytostatika, Zytokine, aber auch Hyperthermie,
die MDR-assoziierten Gene MDR1, MRP1, BCRP und MVP auf der Ebene der
Expression beeinflussen konnen. Diese Stressfaktoren sind Bestandteile von
Therapieschemata maligner Erkrankungen. Es wurden nun die Fragen adressiert, ob die
beobachteten Therapie-induzierten Effekte Uber die Genpromotoren der entsprechenden
MDR-Gene wirken. Es wurden mutierte Varianten des MDR1-Promotors in humanen
Tumoren beschrieben und e n bisher nicht bekannter Genpromotor, der des MVP-Gens,
identifiziert und charakterisiert. Die Induzierbarkeit dieser Promotorsequenzen durch
Therapie-assoziierte Faktoren wurde untersucht. Des weiteren wurde in diesem Kontext

die Beeligung des Transkriptionsfaktors YB-1 geprift. Basierend auf diesen
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Erkenntnissen wurde der Frage nachgegangen, ob unter Verwendung spezifischer
Sequenzen dieser Promotoren Fremdgene Therapie-induziert exprimiert werden kénnen.
Dieser gentherapeutische Ansatz wurde unter Einsatz verschiedener Induktoren,
unterschiedlicher MDR-Genpromotoren bzw. Sequenzen davon, verschiedener

Reportergene und therapeutisch relevanter Gene in unterschiedlichen Modellen evaluiert.

Kapitel 14

Innerhalb der heterogenen Tumorentitét der Sarkome zeigen Osteosarkome
haufig hohe intrinsische MDR1-Genexpressionen, wahrend z.B. maligne fibrése
Histiozytome (MFH) intrinsisch keine oder kaum detektiercbare  MDRI1-
Genexpressionsniveaus aufweisen (Kapitel 2; Stein et al., 1996). Das Zid dieser Arbeit
(Kapitel 14; Stein e a., 1994) bestand deshab darin, definierte MDRI1-
Promotorsegquenzen aus diesen beiden Tumorlokalisationen zu amplifizieren und deren
Sequenz zu identifizieren. Es sollten die Fragen beantwortet werden, ob diese Sequenz
des MDR1-Promotors in alen Tumoren identisch ist, oder ob wiederholt Mutationen
auftreten, die moglicherweise mit der Tumorlokalisation (Osteosarkom vs. MFH) und
dem intrinsischen Resistenzstatus korrelieren.

Uberraschenderweise wurden in der Gruppe der Osteosarkome mit meist hohen
intrinsischen MDR1-Expressionen in 7 der 9 untersuchten Tumoren Punktmutationen im
MDR1-Promotor gefunden: an Position 103 wurde eine T->C Transition nachgewiesen
(2/9), und an Position 137 eine GT Transversion identifiziert (5/9). Interessanterweise
wurde in den MDR1-Promotoren der 8 untersuchten MFH mit keinenmv/niedrigem
intrinsischen MDR1-Niveau keine Mutationen, sondern ausschlieldlich die Wildtyp-
Sequenz beobachtet. Die identifizierten MDR1-Promotorvarianten (Wildtyp, T=C- und
G>T-mutiert) wurden hinsichtlich ihrer Induzierbarkeit durch MDR-assoziierte
Zytostatika im Reportergen-Assay untersucht. Es zeigte sich, dass die generel
nachweisbare Induzierbarkeit der Wildtyp-Sequenz des MDRI1-Promotors durch
Adriamycin und Vincristin mit der des G T-mutierten Konstrukts vergleichbar war, dass
jedoch die T=>C-mutierte Promotorvariante zu deutlich erhéhten Induktionsniveaus der
Reporterexpression fihrte. In einer spateren Arbeit wurde gezeigt, dass sich diese
rdevante Mutation an ener Position im MDRI1-Promotor befindet, die als ,drug

responsive e ement” bezeichnet wird.



Kapitel 15

Das Zid dieser Arbeit (Kapitel 15; Stein & al., 1996) bestand in der weiteren
Analyse der Punkt-mutierten MDR1-Promatorvarianten. Es sollte im in vitro-Modédll die
Beobachtung geprift werden, ob die unterschiedliche Zytostatika-lnduzierbarkeit der
Wildtyp- und der mutierten Varianten vom MDR-Phanotyp der jeweiligen Zellinie
abhangig ist. Es wurden deshalb hoch multidrug resistente (HCT15) und sensitive
(KM12) Tumorzellen mit Reportergen-Konstrukten transfiziert, die mittels der
verschiedenen MDR1-Promotorvarianten kontrolliert wurden.

Die HCT15-Zdlllinie mit hohen intrinsischen MDR-Charakteristika (MDR1-
Expression und Funktionalitét) zeigte im Vergleich zur KM12-Linie (keine detektierbare
MDR1-Expression) deutlich hthere basale als auch Vincristin-induzierte Reportergen-
Niveaus. Wiederum wurden mit der an Position 103 T->C-mutierten Promotorvariante
die héchsten basalen und induzierten Niveaus des Reportergens gemessen. Darlber
hinaus wurde eine DosissAbhangigkeit der Vincristin-induzierten Reportergen-
Expression in beiden Zdllinien fur ale verwendeten Promotorvarianten beobachtet.
Damit wurde nachgewiesen, dass mutierte MDR1-Promotorvarianten prinzipiell wie
deren  Wildtyp-Sequenzen  funktionieren; sie  sind Uber enen  breten
Konzentrationsbereich mit Zytostatika induzierbar und ihre Aktivitéat korrespondiert mit
dem MDR-Phanotyp dea jeweiligen Zdlliniee Die T=C-mutierte MDR1-
Promotorvariante zeigte jedoch auch in diesen in vitro-Modelen die hdochsten

Induktionsniveaus und wurde deshalb fir fortflhrende Untersuchungen ausgewahlt.

Kapitel 16

Nachdem die T->C-mutierte MDR1-Promotorvariante wiederholt zu den
hochsten Zytostatika-induzierten Reportergen-Expressionen flhrte, sollte diese Arbeit die
Frage beantworten, ob die Expression eines therapeutisch interessanten Gens wie z.B.
TNFo ebenso induzierbar ist (K apitel 16; Walther et al., 1997). Damit sollte die
Anwendung eines Konstrukts getestet werden, welches unter der Kontrolle der mutierten
MDR1-Promotorvariante Fremdgene induzierbar (konditionell) zur Expression bringt.
Vor alem jedoch sollte geprift werden, ob sich auch auf diese Weise durch die
induzierbare TNFo-Expression eine Chemosensitivierung der Tumorzellen im Sinne
einer Uberwindung des MDR-Phénotyps (K apitel 4-6) erreichen l&sst.

Dafir wurden Konstrukte generiert, die das humane TNFo unter der Kontrolle
der mutierten MDR1-Promotorvariante exprimieren. Es wurden stabil transfizierte
Zellklone der humanen Tumorzdllinien HCT116 (Kolonkarzinom) und MCF-7
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(Mammakarzinom) etabliert. Nach Behandlung mit den MDR-assoziierten Zytostatika
Adriamycin, Vincristin und Taxol wurden deutlich gesteigerte TNFa-Niveaus gemessen
(vs. unbehanddte Zellen). Zelen, die mit 5-Fluorouracil, einem nicht zur Gruppe der
MDR-assoziierten Zytostatika gehdrenden Substanz, inkubiert wurden, zeigten ebenfalls
keine induzierte Zytokinexpression. Die Hohe der induzierten TNFo-Niveaus war
abhangig von der Konzentration der eingesetzten MDR-assoziierten Zytostatika. Die
Behandlung stabil-transfizierter Zellklone mit Adriamycin fihrte darliber hinaus zu
deutlich gesteigerten Wachstuminhibitionen (vs. unbehandelten und vs. nicht-
transfizierten Zellen); das Uberleben der Zellen war somit deutlich vermindert, die
Chemosensititvitdt erhoht. Damit wurde das Prinzip der durch Zytokine vermitteten
Chemosensitivierung auch mit diesem gentherapeutischen Ansatz unter Kontrolle der

Zytostatika-induzierbaren, mutierten MDR1-Promotorvariante verifiziert.

Kapitel 17

Das Zid dieser Arbeit (Kapite 17; Walther et al., 2000) bestand in der Testung
dieses kombinierten Therapieansatzes einer Gen- und Chematherapie im Tiermodell.
Basierend auf den bereits beschriebenen in vitro-Ergebnissen (K apitel 4-6 und 14-16)
wurden humane Mammakarzinomzellen MCF-7 mit dem Konstrukt des TNFo-Gen unter
der Kontrolle de mutierten MDR1-Promotorvariante transfiziert, stabil TNFo-
sezernierende Klone generiert, und auf nude-Mause xenotransplantiert.

Die Behandlung der xenctransplantierten Mause mit Adriamycin oder auch mit
Vincristin resultierte sowohl in gesteigerten mRNA-Expressionsniveaus des TNFo. als
auch in erhdhten Mengen des sezernierten Zytokins in den Tumoren (vs. nicht-
transfizierten und vs. nicht-induzierten Tumoren) der Tiere. Bereits 4 h nach Zytostatika-
Behandlung wurden induzierte TNFo-mRNA-Niveaus nachgewiesen. Diese
zeitabhangige Zytostatika-Induktion erreichte die héchsten Werte des sezernierten
Zytokins 48 h nach Behandlung mit bis zu 25-fach gesteigerten TNFo-Niveaus. Um
Aussagen zur biologischen und damit therapeutischen Bedeutung dieses Therapieansatzes
zu treffen, wurden die Tumorvolumina xenotransplantierter Tiere mit nicht-transfizierten
und TNFo-transfizierten Konstrukten, entweder unter Kontrolle des CMV-Promotors
oder der MDRI1-Promatorvariante, bis zum 24. Tag nach Adriamycin-Behandlung
miteinander verglichen. Wahrend in Tieren mit Wildtyp-M CF-7-transfizierten Tumoren
keine deutlichen Unterschiede im Tumorwachstum mit und ohne Adriamycin-
Behandlung beobachtet wurden, wurden signifikant verringerte Tumorvolumina nach

Adriamycin-Behandlung in den Tieren nachgewiesen, die mit den MDR1-Promotor-
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TNFo-Konstrukten transfiziert waren. Damit wurde auch in vivo der Beweis erbracht,
dass Zytostatika Uber den MDR1-Promotor die Expression von Fremdgenen induzieren
konnen. Diese induzierte TNFo-Expression resultierte in der Chemosensitivierung
gegenitiber Adriamycin mit der Folge der Wachstumsinhibition bis hin zur Verkleinerung

der Tumoren.

Kapitel 18

Wie in den Kapiteln 10-13 beschrieben, kann durch den Stressfaktor
Hyperthermie die Expression von MDR-assoziierten Genen induziert/verstarkt werden.
Deshalb sollte in dieser Arbeit der Frage nachgegangen werden, ob MDRI1-
Promotorsequenzen neben der Behandlung mit Zytostatika (K apitel 14-17) auch durch
die Behandlung mit Hyperthermie zur induzierbaren Expression therapeutischer Gene
eingesetzt werden kdnnen (K apitel 18; Walther et al., 2002).

Es wurden Konstrukte generiert, die sowohl ein Reportergen als auch TNFo als
therapeutisches Gen unter der Kontrolle des MDR1-Promotors (vs. SV40-Promotor)
beinhalteten. Humane Kolonkarzinom-Zellinien wurden mit diesen Konstrukten
transfiziert, und bel 41,5°C oder 43°C hyperthermiert. Hyperthermie fihrte ausschlieflich
in den Zellen zu induzierten Fremdgenexpressionen, wenn diese Gene unter der Kontrolle
des MDR1-Promotors standen (vs. SV40-Promotor). So erfolgte die Hyperthermie-
induzierte Reportergen-Expression temperaturabhéngig mit héheren Werten in 43°C-
behandelten Zellen (vs. 41,5°C bzw. 37°C). Hyperthermie-induzierte TNFo-Sekretionen
wurden ebenfalls mit bis zu 7-fach gesteigerten TNFo-Expressionsniveaus gemessen.
Damit war die prinzipielle Hyperthermie-Induzierbarkeit der Expression von Fremdgenen
unter der Kontrolle von MDR1-Promotorsequenzen in in vitro-Modellen nachgewiesen.
Daruber hinaus wurde gezeigt, dass die durch Hyperthermie-induzierte Menge an TNFo
eine Chemosensitivierung der Tumorzellen gegeniiber der MDR-assoziierten Zytostatika
Adriamycin und Vincristin bewirkt. HCT15- als auch HCT116-Zdlen, transfiziert mit
TNFo unter MDR1-Promotorkontrolle, zeigten nach Hyperthermie deutlich verminderte
Uberlebensraten (vs. nicht-transfizierte und vs. nicht-hyperthermierte Zellen). Diese
Ergebnisse weisen auf den efolgreichen Einsatz von Hyperthermie und
Genimmuntherapie in Kombination mit der konventionellen Chemotherapie hin; dariiber
hinaus wurde insbesondere der Benefit Hyperthermie-induzierbarer Expressionssysteme

flr therapeutische Gene deutlich.
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Kapitel 19

In den bisher vorgestellten Arbeiten wurde der Promotor der MDR1-Gens
analysiert und fir Therapie-induzierte Fremdgenexpressionen angewendet. In dieser
Arbeit (Kapitel 19; Lange et al., 2000) wurde die Frage gestellt, ob Genpromotoren
weiterer MDR-assoziierter Gene ebenfalls fir die Konstruktion Therapie-induzierbarer
Vektorsysteme geeignet sind. Von besonderem Interesse war in diesem Kontext der
Promotor des MVP-Gens: MVP vermittelt im Gegensatz zu den ABC-Transportern
MDR1, MRP1 und BCRP nicht den transmembranen ATP-abhéngigen Zytostatika-
Transport, sondern ist an nukleozytoplamastischen Transportvorgéngen beteiligt. Des
weiteren unterscheiden sich die, wenn auch Uberlappenden, Spektren der Zytostatika-
Kreuzresistenzen dieser MDR-assoziierten Gene und erméglichen so potentiell den
Einsatz weiterer Zytostatika fir die Induktion von Fremdgenen Uber den MV P-Promotor.

Basierend auf diesen Uberlegungen wurden 5*-flankierende Sequenzen (bzgl.
Transkriptionsstart) des MVP-Gens aus ener humanen Lungenkarzinom-Zélllinie SW-
1573 amplifiziert, kloniert und sequenziert. Es wurden mehrere sequenzidentische
Fragmente mit einer Lange bis zu 1881 bp identifiziert, die in Reportergen-Assays
deutliche basale Promotoraktivitdten zeigten. Durch in silico-Analysen konnten mehrere
Sequenzmetive  identifiziert werden, die fir die Bindung definierter
Transkriptionsfaktoren und damit potentiell fur die Vermittlung von Effekten externer
Stressfaktoren predestiniert sind: so wurde eine invetiete CCAAT-Box (Y-Box)
gefunden, die den Transkriptionsfaktor Y B-1 binden kann, eén p53-Bindungsmotiv wurde
identifiziert, ein Sp1-Ort, und eine E-Box-like Sequenz zur potentiellen Bindung von c-
myc. Dariliber hinaus wurden alternative Splice-Varianten in der 5'-untrandatierten

Region der MVP-mRNA nachgewiesen.

Kapitel 20

Auf der Grundlage der im Kapitel 19 identifizierten Sequenzen des MVP-
Promotors erfolgte in dieser Arbeit die Untersuchung der Zytostatika-1nduzierbarkeit des
MVP-Gens und die Analyse der transkriptionellen Regulation unter Verwendung
definierter MV P-Promotormutanten (K apitel 20; Stein et al., 2002, eingereicht).

Neben den MDR-assoziierten Zytostatika Adriamycin, Vincristin und Cisplatin
war auch das nicht zu dieser Gruppe zéhlende 5-Fluorouracil interessanterweise in der
Lage, die endogene Expression von MVP auf beiden Ebenen zu induzieren. Es wurden 8
Deeionsmutanten des MVP-Promotors generiert, die unterschiedliche potentielle
Bindungsmotive flir Transkriptionsfaktoren tragen. Durch Transfektion der MVP-
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Promotormutanten wurde in verschiedenen Reportergen-Assays die Induzierbarkeit
definierter Promotorfragmente durch 5-Fluorouracil bestétigt. Bindungsstudien zeigten,
dass der Transkriptionsfaktor YB-1 an die Y-Box der MVP-Promotors bindet; ebenso
konnte fir p53 eine Bindung an das p53-Bindungsmotiv nachgewiesen werden. In stabil
YB-1-transfizierten Tumorzellen, transient sekundar-transfiziert mit den MVP-
Promotormutanten-tragenden Reportergen-Konstrukten, wurden {iberraschenderweise
gesteigerte basale Reportergen-Expressionen (vs. nicht-transfizierten Zellen) gefunden.
Darliber hinaus efolgte durch die Behandlung mit 5-Fluorouracil eine deutliche
Induktion der Reportergen-Expression in den YB-1-Transfektanten. In p53-
Transfektanten wurden diese Effekte nach sekundérer Transfektion mit den MVP-
Promaotormutanten jedoch nicht beobachtet. Weitere Bindungsstudien zeigten, dass YB-1
mit p53 um die p53-Bindungsstelle im MVP-Promotor kompetiert. Damit wurde
nachgewiesen, dass die 5-Fluorouracil-induzierte Expression des MVP-Gens Uber die
Bindung des Transkriptionsfaktors YB-1 an definierte Motive des MVP-Promotors
vermittelt wird. MVP-Promotorsequenzen stellen damit eine alternative Moglichkeit fr

Therapie (5-Fluorouracil)-induzierbare Vektorsysteme dar.

2. Zusammenfassende Wertung

Zytostatika- und Zytokin-regulierte Expresson M DR-assoziierter Gene

Als Ergebnis dieser Arbeiten (Kapitel 2-9) wird zusasmmengefasst, dass sowohl
Zytostatika als auch Zytokine modulierende Einflisse auf die Expression der MDR-
assoziierten Gene MDR1, MRP1 und MVP zeigten. Die Behandlung der Tumorzellen
mit Zytostatika wie Adriamycin resultierte vorwiegend in induzierten Expressionen des
prominentesten Vertreters der MDR-assoziierten ABC-Transporter, des P-Glykoprotens.
Basierend darauf stellt die Intervention der MDRI1-Genexpression auch das
hauptsachliche Ziel zur Uberwindung des klassischen MDR-Phénotyps dar.

Die eingesetzten Zytokine zeigten hinsichtlich der Expressionsmodulation
unterschiedliche Einflisse auf die untersuchten MDR-Gene, wahrend z.B. TNFa zur
Down-Regulation der Expressionen von MDR1 und MVP filhrte, steigerte es die
Expression von MRPL. Die Applikation der Zytokine (extern vs. Gentransfer)
beeinflusste diese Effekte nicht. Trotz der diversen Zytokin-Effekte wurden jedoch

interessanterweise durch die externe Applikation von Zytokinen als auch durch
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Gentransfer der Zytokingene wiederholt Chemosensitivierungen der Tumorzellen
gegeniiber den MDR-assoziierten Zytostatika Adriamycin und Vincristin erzielt. Diese
Ergebnisse zur Zytokin-vermittelten Uberwindung des MDR-Phanotyps, vorwiegend
basierend auf der Expressionsintervention des MDR1-Gens, unterstreichen die dominante
Rolle der MDR1-Genexpression bei der klassischen MDR. Darliber hinaus weisen sie auf
die nitzliche Inklusion definierter Zytokine in etablierte Chemotherapieprotokalle hin,
wie es z.B. im klinischen Setting der hyperthermen isolierten Extremitéatenperfusion mit
TNFo bereits angewendet wird (K apitel 13).

Erganzend zur Zytokin-vermittelten Uberwindung des klassischen, vorwiegend
MDR1-bedingten MDR-Phanotyps demonstrierten die Resultate unter Verwendung
BCRP-spezifischer Ribozyme deren Potential zur Uberwindung des BCRP-bedingten,
atypischen MDR-Phéanotyps. Der Benefit der Gentherapie mit Ribozymen als
Behandlungsoption zur Steigerung der Effizienz konventiondler Therapien maligner

Erkrankungen bleibt in fortfiihrenden Arbeiten zu prifen.

Hyperthermie-regulierte Expresson M DR-assoziierter Gene

Zusammenfassend wird aus diesem Tel dea Arbeten (Kapitel 10-13)
geschlussfolgert, dass prinzipiell die Expression aller hier untersuchten MDR-assoziierten
Gene, da ABC-Transporter MDR1, MRP1 und BCRP, as auch des MVP, durch
Hyperthermie temperatur- und zeitabhangig induzierbar ist. Diese Hyperthermie-
Induktion wird fir MDR1 und MRPL Uber den Transkriptionsfaktor YB-1 vermittdt. Sie
efolgt zeitnah zum Stressereignis und kann auf beiden Expressionsebenen verfolgt
werden. Trotz Hyperthermie-induzierter Expression funktioneller MDR-Proteine wurde
keine Verstérkung des MDR-Phéanotyps beobachtet; statt dessen wurde meist eine
Chemosensitivierung gegentiber MDR-assoziierten Zytostatika festgestellt. Diese
Befunde kénnen neben Hyperthermie-bedingter Alterationen der Zelmembranen auch
auf veranderte posttranslationale Modifikationen und/oder verénderte Topologien von
MDR-Proteinenin der Zellmembran zuriickgefiihrt werden.

In der klinischen Situation konnte anhand der verfligbaren Biopsien zweier
unterschiedlicher Tumorlokalisationen, die jeweils den Einsatz der Hyperthermie im
Kontext multimodaler Behandlungsregimes gestatten, kein direktes, generelles Risiko
einer MDR1- oder MRP1-vermittelten, Hyperthermie-bedingten Induktion/V erstarkung
einer MDR beobachtet werden. Die Veifizierung dieser Beobachtungen fir ABC-
Transporter mittels Analyse zeitnaher Biopsien nach Hyperthermie mit hdheren

Temperaturen (>41,5°C) sowie die weitere Untersuchung der Hyperthermie-Induktion
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von MVP stdlen anspruchsvolle und klinisch relevante Themen fir fortfihrende,

zukinftige Arbeiten dar .

Analyse MDR-assoziierter Genpromotoren und deren Therapie-induzierte
Regulation

Basierend auf den in diesem Teil vorgestellten Arbeiten (Kapitel 14-20) wird
festgestdllt, dass Promotoren MDR-assoziierter Gene wie MDR1 und MVP durch
unterschiedliche Therapierelevante Faktoren wie Zytostatika und Hyperthermie
induzierbar sind. Spezifische Sequenzmotive dieser Promotoren sind fur die Stressfaktor-
induzierte Bindung definierter Transkriptionsfaktoren wie YB-1 verantwortlich.
Mutationen in diesen Sequenzbereichen modulieren jedoch die Induzierbarkeit (K apitel
14,15,20). YB-1-Verflgbarkeit und Bindung an definierte Promotorsequenzen spielen
eine entscheidende Rolle bei der 5-Fluorouracil-induzierten Expressionssteigerung des
MVP-Gens (Kapitd 20), sind aber auch in die Hypethemie-induzierte
Expressionssteigerung der Gene MDR1 und MRP1 involviert (Kapitel 10). Damit wird
die besondere Rolle von YB-1 in der Stress-induzierten Regulation MDR-assoziierter
Gene deutlich. YB-1-gerichtete I nterventionsstrategien kdnnten in fortflihrenden Arbeiten
wertvolle Méglichkeiten fiir alternative MDR-Uberwindungsstrategien eréffnen.

Die Nutzung Therapie-induzierbarer Promotorsequenzen MDR-assoziierter Gene
steht besonders im Mittelpunkt des Interesses. So wurde neben der Induzierbarkeit mit
einem breiten Spektrum an Zytostatika in verschiedenen in vitro- und in vivo-Modellen
(Kapitel 14-17) auch die Moglichkeit erdffnet, derartige MDR-Genpromotorsequenzen
flr die konditionelle Fremdgenexpression durch Hyperthermie einzusetzen (K apitel 18).
Dieser therapeutische Ansatz wird gegenwartigimin vivo-Modell evaluiert.

Der Einsatz induzierbarer Promotoren unterschiedlicher MDR-Gene wie MDR1
(Kapitel 14-18) und MVP (Kapitel 19,20) erlaubt somit generell die Anpassung an
gtablierte Behandlungsprotokolle verschiedener Tumorentitéten. So konnten diese
Promotordemente zur Zytostatika-induzierbaren Expression therapeutisch relevanter
Gene in Chemotherapieprotokollen eingesetzt werden, die MDR-assoziierte Zytostatika
wie z.B. Adriamycin oder Vincristin, aber auch nicht-MDR-Zytostatika wie z.B. 5-
Fluorouracil beinhalten. Darlber hinaus ist der Einsatz dieser Konstrukte auch im
Kontext der Hyperthermie sinnvoll. In fortfihrenden Arbeiten bleibt die erfolgreiche
Anwendung von Therapie-induzierbaren Promaotorsequenzen der MDR-assoziierten Gene
im Kontext ene Gentherapie multimodaler Behandlungsschemata maligner

Erkrankungen zu prifen.

61



DANKSAGUNG

An dieser Stelle mochte ich sehr gern all denen meinen aufrichtigen Dank aussprechen,
die mir auf meinem bisherigen akademischen Weg mit Rat und Tat zur Seite standen und
damit direkt oder indirekt zum Gelingen der Habilitation beigetragen haben.

Mein ganz besonderer Dank gilt an erster Stelle Herrn Prof. Dr. Dr. Peter M. Schlag. Er
gab mir durch seine langjahrige Unterstiitzung, sein kontinuierliches Interesse, sowie
durch kritische Diskussionen die M églichkeit, diese Arbeit zu erstellen.

Sehr herzlich mochte ich mich bei allen gegenwértigen und ehemaligen Kollegen des
Max-Debrlick-Centrums fir Molekulare Medizin bedanken, ohne deren Unterstiitzung,
Engagement und K ooperation diese Arbeit nicht hatte entstehen kénnen; mein besonderer
Dank gilt Prof. Dr. Detlev Ganten, PD Dr. Iduna Fichtner, PD Dr. Hans-Dieter Royer und
Dr. Wolfgang Walther. Fir experimentelle Anregungen und kritische Diskussionen danke
ich den Post-Doktoranden, Doktoranden und Diplomanden unseres Labors, insbesondere
Dr. Karsten Jirchott, Holger Schwabe, Christian Lange, und Dr. Stephan Bergmann. Fur
die groRe Einsatzbereitschaft und exzellente technische Unterstiitzung danke ich
besonders Frau Liesel otte Malcherek.

Bel den Kollegen der Robert-Rossle-Klinik der Charité, insbesondere bei Prof. Dr. Peter
Hohenberger, PD Dr. Beate Rau und Dr. Wolfgang Haensch, mdchte ich mich fir die
aulBerordentlich gute Zusammenarbeit bedanken. Den Kollegen des Ingtituts flr
Pathologie der Charité, besonders PD Dr. Hermann Lage und Prof. Dr. Manfred Dietd,
sowie des I nstituts fur Biochemie der Charité, besonders Dr. Ulrike Kuckekorn, Prof. Dr.
Siegfried Prehn und Prof. Dr. Peter M. Kloetzd, gilt mein Dank fir deren freundliche
Unterstiitzung.

Meinen K ooperationspartnern im Ausland, die tber Jahre meine wissenschaftliche Arbeit
mit Anregungen und Diskussionen, aber auch mit der Ermdglichung von
Forschungsaufenthalten unterstiitzt haben, gilt mein herzlicher Dank. Ganz besonders
mochte ich Dr. Robert H. Shoemaker, National Cancer Institute, Frederick, MD, fiUr seine
langjahrige intensive Unterstiitzung danken, ohne die viele der présentierten Daten nicht
hétten generiert werden kénnen. Men Dank gilt insbesondere auch Prof. Dr. Rik J.
Scheper, Free Univesitit Amsterdam, fur dessen kontinuierliches Interesse und
hervorragende K ooperation.

Fir die Bereitstellung der finanzidlen Mittel zur Umsetzung der experimentellen
Arbeiten im In- und Ausland danke ich der Alexander von Humboldt-Stiftung, Bonn, der
Fogarty International Foundation, Bethesda, MD, der Science Applications International
Corporation, Frederick, MD, de Europadischen Union, Brissel, der Deutschen
Forschungsgemeinschaft, Bonn, dem SFB 273 Hyperthermie, Berlin, dem Stifterverband
fir die Deutsche Wissenschaft, Essen, der Berliner Krebsgesellschaft sowie den
Koaoperationpartnern in der Industrie.

Schlieldlich moéchte ich mich bei meiner Familie bedanken: bei meinem Mann Wolfgang
und bel meinem Sohn Philipp Maximilian fir deren Verstandnis und Unterstiitzung in
wirklich jeder Hinsicht. Aber auch meinen Eltern gilt mein ganz besonderer Dank, die
mir meine schulische und universitére Aushildung unter grof3en Opfern ermdglichten.

62



EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG

gemald Habilitationsordnung der Charité

Hiermit erklére ich, daf}

keine staatsanwaltschaftlichen Ermittlungsverfahren gegen mich anhéngig
sind,

weder friher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefiihrt
oder angemeldet wurde bzw. welchen Ausgang ein durchgeflinrtes
Habilitationsverfahren hatte;

die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfaldt, die
beschriebenen Ergebnisse selbst gewonnen wurden, sowie die
verwendeten  Hilfsmittel, die Zusammenarbeit mit anderen
Wissenschaftlerinnen oder Wissenschaftlern und technischen Hilfskréften
und die Literatur vollstandig angegeben sind,

der Bewerberin oder dem Bewerber die geltende Habilitationsordnung
bekannt ist.

26. November 2002

Datum
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