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Referat:

In der vorliegenden Arbeit wurden Weichteilsarkome (WTS) umfassend molekulargene-
tisch charakterisiert. Dabei stand die Analyse insbesondere der fir WTS bedeutsamen Tu-
morsuppressorproteine TP53 und p14ARF sowie des Onkoproteins MDM2 in Bezug auf Alte-
rationen der Expression bzw. auf Genebene (Uberexpression, Genamplifikation, Mutationen,
Mikrosatelliteninstabilitaten) im Vordergrund.

Es konnte gezeigt werden, dass 55 % der WTS-Proben zusatzlich zum MDM2-,full-
length“-Transkript ~ verkirzte  SpleiBvarianten exprimieren. Insgesamt  wurden
20 verschiedene Transkripte identifiziert (16 davon erstmals im Rahmen dieser Arbeit). Das
Auftreten der MDMZ2-Spleiliformen korrelierte mit einem hoheren Tumorgrad der WTS, ein
Einfluss auf die Prognose von WTS-Patienten konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Es
wird vermutet, dass bestimmte Formen zur Bildung und Progression von Tumoren, ein-
schlieBlich WTS, beitragen. Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte ,Splice Capture Assay“
(SCA) ermoglicht eine schnelle und kostengiinstige Analyse bislang unbekannter Splei3for-
men durch den Vergleich der charakteristischen Spaltmuster nach dem Verdau der PCR-
Produkte mit bestimmten Restriktionsenzymen. Durch die Zuordnung der einzelnen Frag-
mente lasst sich ohne Sequenzierung die Struktur einer unbekannten MDMZ2-Spleiltform sehr
genau vorhersagen.

Die Amplifikation des MDM2-Gens konnte in 28 % der untersuchten WTS detektiert
werden. Uberraschenderweise war die MDM2-Genamplifikation mit einer guten Prognose fiir
WTS-Patienten verbunden. Die mittlere Uberlebenszeit ohne Amplifikation betrug etwa 50
Monate, im Vergleich zu 80 Monaten fir WTS-Patienten mit nachgewiesener MDMZ2-
Amplifikation. Der Verlust der pI4ARF-mRNA-Expression betraf 14 % der WTS-Patienten.
Dies war jedoch mit einer stark verkiirzten mittleren Uberlebenszeit verkniipft (11 Monate
ohne vs. 96 Monate mit pZ4ARF-MRNA-Expression). Sowohl die MDM2-Genamplifikation als
auch die pI4ARF-mRNA-Expression erwiesen sich in der COX-Regressionsanalyse als unab-
hangige prognostische Marker fur WTS-Patienten.

Einen weiteren Schwerpunkt bildete die Durchfihrung von MDMZ2-Antisense-
Therapiestudien an WTS-Xenotransplantaten im nu/nu-Rattenmodell. In diesen in vivo-
Experimentenkonnte nach einer Behandlungszeit von einer Woche die Tumormasse um bis
71 % reduziert werden. Des Weiteren wurde erstmals gezeigt, dass auch die Zahl der Tumo-
ren, die sich gebildet hatten, in den mit MDM2-AS-ODNs behandelten Tieren signifikant klei-
ner als in den Kontrollgruppen war. Erwartungsgemalfd fihrte die Behandlung der Tumoren
mit MDMZ2-AS-ODNs zu einer Reduzierung der MDM2-Proteinmenge. Interessanterweise war
zusatzlich auch die Menge an mt-TP53 in den Behandlungsgruppen stark vermindert. Diese
Ergebnisse haben eine grofle allgemeine Bedeutung fiir die Behandlung von Tumoren mit
MDMZ2-AS-ODNs, da nachgewiesen werden konnte, dass eine Reduzierung der Tumormasse
und der Tumorzahl unabhéngig vom 7P53-Genstatus moglich ist.
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Kap. 1 Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Weichteilsarkome

Alle malignen Tumoren des nichtepithelialen und extraskeletalen Gewebes sowie neu-
roektodermale Malignome des peripheren und autonomen Nervensystems mit Ausnahme des
retikuloendothelialen Systems, der Glia und des Stutzgewebes parenchymattser Organe

werden unter dem Begriff Weichteilsarkome (WTS) zusammengefasst *.

Der Anteil der WTS an malignen Geschwilsten im Erwachsenenalter betragt ungefahr
1 % 2. Demnach treten WTS wesentlich haufiger auf als maligne Tumoren des Knochens
oder Knorpels, wohingegen der Anteil des kolorektalen und des Mammakarzinoms etwa
20-mal hoher als der der WTS ist. Es ist sehr schwierig, genaue epidemiologische Daten zu
erheben, da die Lokalisationsvielfalt dieser Tumoren aufRerordentlich hoch ist. Aus diesem
Grund werden WTS von verschiedenen Klinischen Fachrichtungen diagnostiziert und behan-
delt. Als Beispiel seien hier die Tumoren des Retroperitoneums genannt, die hdufig den bos-
artigen Tumoren des Gastrointestinaltraktes zugeordnet werden. Die Inzidenz von WTS in
den Industrieldandern Westeuropas und Nordamerikas wird mit etwa 1 — 2 Neuerkrankungen

je 100.000 Einwohner (ber alle Altersgruppen angegeben ' =3

. Fur die Bundesrepublik
Deutschland bedeutet dies, dass jahrlich etwa 800 bis 1500 Neuerkrankungen pro Jahr auf-
treten. Gutartige Weichgewebstumoren treten demgegeniber mit einer Inzidenz von etwa

300 je 100.000 Einwohner pro Jahr auf *.

Bei WTS zeigt sich eine Altersabhangigkeit, die deutlich mit altersbezogenen Haufig-
keitsgipfeln fur bestimmte histologische Subtypen einhergeht. So ist beispielweise die Inzi-
denz von WTS bei Uber 80-Jahrigen 4 — 6 mal hoher als im Vergleich zu anderen Altersgrup-
pen. In diesem Alter treten nahezu keine Rhabdomyosarkome (RMS) auf. Dagegen ist der
Anteil von malignen fibrésen Histiozytomen (MFH) in dieser Altersgruppe erhdht. Der Alters-
gipfel Gber alle Entitaten betragt 64 Jahre, wobei erhebliche Entitatsunterschiede bestehen
(Tab. 1-1). Manner sind verhaltnismalig haufiger von WTS betroffen als Frauen (Verhaltnis
1,3:1) °.

WTS stellen eine sehr heterogene Tumorgruppe dar. Man unterscheidet etwa 150 Enti-
taten und Subtypen. Die Histogenese der WTS ist weitgehend ungeklart. Es wird angenom-
men, dass sich WTS aus undifferenzierten, mesenchymalen Stammzellen entwickeln. Die
Tumorbezeichnung spiegelt nicht deren Histogenese wider, sondern vielmehr den durch Dif-
ferenzierungs- bzw. Entdifferenzierungsprozesse erreichten Phanotyp ® ’. Ein Liposarkom ist

demnach ein WTS mit Differenzierungsmerkmalen, die denen des Fettgewebes ahneln. Ob-
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wohl es in der Literatur zahlreiche Hinweise flr die Existenz der ,multipotenten mesenchy-
malen Stammzelle* gibt, konnte diese aber bislang nicht identifiziert werden. Es wird jedoch
unabhangig davon auch die Hypothese diskutiert, dass urspriinglich differenzierte Zellen me-

sodermaler Herkunft Ausgangspunkt eines Dedifferenzierungsprozesses sein kénnen °.

Die ausgepragte Heterogenitat der WTS erfordert eine groRe Erfahrung in der Diagnos-
tik, um sie von tumoréhnlichen L&sionen und anderen Malignomen abgrenzen zu kénnen.
Dennoch bleiben etwa 15 % aller WTS nicht Klassifizierbar. Sie lassen sich nicht einer be-
stimmten Entitat zuordnen bzw. werden in einer so genannten ,Sammelentitat®, wie dem

MFH oder dem undifferenzierten WTS, zusammengefasst *.

Tab. 1-1: Haufigkeiten und Altersverteilung der klinisch relevanten Sarkomentitaten * 2

Entitét Anteil (26) Altersgipfel (Jahre)
Liposarkom 15-20 30-70
malignes fibrdses Histiozytom (MFH) 15-20 > 50
Rhabdomyosarkom (RMS) 10-15
Leiomyosarkom (LMS) ~ 10 40 - 50, 60 — 70
Fibrosarkom ~10 20-40
synoviales Sarkom ~ 10 15-35
maligner peripherer Nervenscheidentumor ~6 30 -60
andere Entitaten ~5
unklassifizierbar 10-15

Die am haufigsten auftretenden WTS des Erwachsenen sind Liposarkome und MFH; ihr
Anteil betragt jeweils etwa 20 % aller diagnostizierten WTS 8. Daneben kommen Leiomyo-
sarkome (LMS) mit etwa 10 % vor, RMS ebenfalls mit ca. 10 % sowie maligne periphere
Nervenscheidentumoren mit 6 % (Tab. 1-1). Im Kindesalter auftretende WTS werden als
eigenstandige Gruppe betrachtet, da die unterschiedlichen histologischen Subtypen ein an-
deres biologisches Verhalten aufweisen. Als Beispiel sei hier das RMS, das haufigste juvenile
WTS, aufgefuhrt.

Neben der Einteilung in die verschiedenen histologischen Subklassen dient die
Definition des Malignitatsgrades (Grading) als wichtigstes Kriterium dem Ziel, das biologische
Verhalten eines Tumors moglichst genau vorauszusagen. Zu den histologischen Merkmalen,
die zur Bestimmung des Malignitatsgrades herangezogen werden, zahlen u.a. Zellreichtum,

Polymorphie, Mitoseaktivitat, Wachstumsmuster, Nekroseanteil, Einblutungen sowie das Vor-
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liegen von Entziindungsinfiltraten . Die relevantesten Parameter sind dabei die Mitoserate
des Tumors sowie das Vorliegen von Nekrosen. Die heute in der Praxis angewandten Gra-
dingsysteme kombinieren die genannten Parameter in unterschiedlicher Weise mit dem Ziel,
die héchst mégliche prognostische Relevanz zu erzielen °. Bei der Bestimmung der einzelnen
Faktoren zur Ermittlung des Malignitatsgrades kommt es sowohl bei einfachen als auch bei
komplexen Gradingsystemen zu individuellen Begutachtungsschwankungen. Die Einteilung
von Tumoren in verschiedene Stadien (,,Staging”) beruht neben dem Grading auch auf der
Tumorgrolle, der Tumortiefe, dem Lymphknotenbefall sowie dem Vorliegen von Fernmetas-

tasen °.

Ein weiteres charakteristisches Merkmal von WTS, das ebenfalls zur besonderen klini-
schen Problematik dieser Tumorgruppe beitragt, ist ihre ausgepragte Lokalisationsvielfalt.
Die unteren Extremitaten sind mit 35 — 50 % Uberdurchschnittlich hdufiger betroffen als die
Rumpfwand (20 %), die oberen Extremitaten und das Retroperitoneum/Abdomen (jeweils
ca. 15 %) und der Kopf-/Hals-Bereich mit ca. 10 % . Im Wesentlichen ist die Lokalisation

etwa der Verteilung der Weichgewebsmasse im Kdrper proportional.

Die Lokalisationsvielfalt, das seltene Auftreten und ein oftmals beschwerdefreies
Wachstum fUhren haufig zu einer spaten Diagnosestellung, so dass bis zu 20 % der Patien-
ten zu diesem Zeitpunkt bereits nachweisbare Fernmetastasen aufweisen. Fernmetastasen
treten bei WTS schon sehr frihzeitig auf und betreffen vorwiegend die Lunge. AuBerdem ist
die hohe Rezidivneigung von WTS hervorzuheben. Obwohl WTS haufig innerhalb einer Pseu-
dokapsel wachsen, sind sie durch eine hohe Rezidivrate charakterisiert. 80 % aller Rezidive
treten dabei innerhalb von 2 Jahren nach der Entfernung des Primartumors auf * °. Lokal

rezidive kdnnen auch noch sehr lange nach Entfernung des Primartumors auftreten.

Die Prognose der WTS ist vergleichsweise unginstig. So betragt die 5-Jahres-
Uberlebensrate fur alle WTS-Entitaten 55 %, die 10-Jahres-Uberlebensrate wird mit 38 %

angegeben ' 2,

Ein differenzierteres Bild ergibt sich, vergleicht man die 5-Jahres-
Uberlebensrate der einzelnen Tumorstadien. Wahrend im Stadium | die 5- Jahrestberlebens-
rate bei tGber 90 % liegt, sind es im Stadium Il nur noch etwa 60 %, im Stadium IlI ca.
25 % und im Stadium IV nur 2 - 5 % *. Als Hauptgriinde fiir diese schlechte Uberlebens-
prognose seien nochmals die oft spate Diagnosestellung sowie eine inaddquate Erstbehand-
lung der WTS neben den besonderen tumorbiologischen, nur molekular erfassbaren Eigen-
schaften genannt. Eine friihe und umfassende Ausnutzung der diagnostischen Méglichkeiten

ist fiir eine erfolgreiche Therapieplanung und die Senkung der Mortalitatsrate unerlasslich *3.
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Die radikale chirurgische Entfernung des Tumors (RO-Resektion) bildet die Hauptsaule
der Therapie von WTS. Dabei ist darauf zu achten, dass WTS zur Bildung von so genannten
»Skip“-Metastasen (mikroskopisch kleine Tumornester, einige Zentimeter vom Tumorherd
entfernt) neigen. Dies erfordert vor allem die Mitnahme der potenziellen Lokalisationsgebiete
far ,skip“-Metastasen, da sich daraus mit groRer Wahrscheinlichkeit Lokalrezidive entwickeln
kénnen *. Auf Grund der bereits erwahnten Lokalisationsvielfalt von WTS ergibt sich fiir je-
den Patienten ein individuelles chirurgisches Behandlungskonzept. Es ist weitgehend unmdog-
lich, fur jede denkbare Situation eine genaue chirurgische Handlungsanweisung zu geben.
Trotzdem konnten aber einige wichtige Grundprinzipien herausgearbeitet werden, die an

jeden WTS-Patienten individuell anzupassen sind *°.

Weichteiltumoren zeigen eine ausgepragte Resistenz gegentber Strahlen- und Chemo-
therapie. Diese Therapieformen, wie auch Hyperthermie, spielen bei der Planung eines
Gesamttherapiekonzepts keine kurative, sondern nur untergeordnete Rolle. Die Anwendung
der Chemotherapie zeigt nur eine geringe Verbesserung des Gesamtiberlebens. Die Emp-
findlichkeit von WTS des Erwachsenen gegeniiber Zytostatika ist nur maRig *°. Auch durch
die Anwendung der Hochdosis-Chemotherapie konnte keine wesentliche Verbesserung erzielt
werden '’. Eine Ausnahme bildet die isolierte Extremitatenperfusion mit Zytostatika. Durch
die aullerordentlich hohen Dosierungen der Zytostatika konnten Ansprechraten von bis zu
90 % erzielt werden *®. Eine individuelle Aussage uiber das Ansprechen der Therapie ist, wie
auch bei der Strahlentherapie, nicht mdglich; selbst bei gleicher klinischer Konstellation kann

der Therapieerfolg stark differieren.

Es hat sich gezeigt, dass das Grading die beste Korrelation zur Prognose besitzt. Als
weitere Prognosemarker anerkannt sind i.) Tumorentitat, ii.) die Tumorlokalisation, iii.) die
Grole und iv.) die Tiefe des Tumors. AuBerdem haben sowohl die Radikalitéat des chirurgi-
schen Eingriffs als auch die Realisierung eines multimodalen Therapiekonzepts eine prognos-
tische Relevanz *°. Trotz intensiver Bemiihungen beziiglich der Prognosefaktoren ist es je-
doch bis heute nahezu nicht moglich, eine genaue Aussage fur kleinere Patientenkollektive
oder gar fir einen einzelnen Patienten zu treffen, da die an grolReren Fallzahlen ermittelten
und gesicherten prognostischen Marker eine erhebliche individuelle Varianz aufweisen. Die
sowohl klinisch als auch histopathologisch bereits erwdhnte groRRe Variabilitdt der WTS zeigt
den Bedarf an molekularen Markern, die fir den Einzelfall eine hohe prognostische Aussage-

kraft haben.

Fur WTS-Patienten eine individualisierte Prognose zu erstellen oder eine prediktive
Aussage Uber den Effekt einer Therapie zu treffen, gestaltet sich &uRerst schwierig. WTS

gelten im Vergleich zu anderen Tumorarten wegen ihrer Charakteristika als Sonderfalle der
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Onkologie und der Chirurgie. Die wesentlichen Schwierigkeiten im Umgang mit WTS seien an

dieser Stelle noch einmal kurz zusammengefasst:

- WTS sind durch eine hohe Variabilitéat in Bezug auf die Histologie und in ihrem biolo-
gischen Verhalten charakterisiert. Eine individuelle Prognose zu erstellen, ist auf

Grund der Varianz der biologischen Merkmale nicht mdglich.

- Tumoren der Weichgewebe kommen sehr selten vor und werden oft spat diagnosti-
ziert. Daher gibt es nur an spezialisierten Tumorzentren ausreichend Erfahrung im

diagnostischen und therapeutischen Umgang mit WTS.

- WTS besitzen trotz radikaler Tumorresektion eine sehr hohe Neigung zu Rezidiven.

Als Ursache wird die friihe Aussaat von so genannten ,skip“-Metastasen angesehen.

- Ein weiteres Merkmal ist die ausgepragte Resistenz von WTS gegenliber der Behand-
lung mit Bestrahlung und Chemotherapie, auBerdem ist die Metastasierung sehr
schwer vorhersagbar und mit einer fir den Patienten schlechten Prognose verbun-

den.

Als Konsequenz der oben genannten Besonderheiten ist es notwendig, zusatzlich zu
den bisherigen klinischen und histomorphologischen Prognosemarkern, WTS intensiv
molekulargenetisch zu charakterisieren und Gene bzw. Proteine zu identifizieren, die
maRgeblich an der Genese von WTS beteiligt sind und exaktere prognostische Vorhersagen
erlauben. Daraus leiten sich schlieBlich moéglicherweise alternative Therapieverfahren ab, die
gezielt in die Regulation der Entwicklung der Tumoren eingreifen bzw. den Tumor fir eine

Bestrahlung oder Chemotherapie sensibilisieren.

1.2 Molekulare Prognosefaktoren fur Weichteilsarkome

Ein charakteristisches Merkmal von Tumorzellen ist die Vielfalt an physiologischen Ver-
anderungen. Dazu zéhlen Alterationen auf DNA- und RNA-Ebene, ebenso eine veranderte
Proteinexpression. Die Tumorgenese ist ein komplexer Prozess, in dem alle diese Verande-
rungen auf unterschiedliche Weise ineinander greifen und so das Tumorwachstum vorantrei-
ben. Dabei handelt es sich zum einen um Mutationen, Genamplifikationen bzw. —verluste,
guantitative und qualitative Veranderungen der mRNA, der Translationseffizienz und des
Zeitpunkts der Expression bestimmter Gene (Zellzyklusphasen). All dies hat schlief3lich Ein-

fluss auf die Menge und nicht zuletzt auf die Funktionalitdt von Proteinen.
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Fur die Tumorgenese sind vor allem Gene/Proteine von entscheidender Bedeutung, die
die Zellproliferation anregen kdnnen. Diese werden als Onkogene (Onkoproteine) bezeichnet
und sind zumeist Uberexprimiert. Eine zweite Gruppe von Faktoren wird als Tumorsuppres-
sorgene (TSG) bezeichnet; deren Aufgabe ist die Hemmung der Zellteilung und die Induktion

des programmierten Zelltods. TSG werden haufig durch Mutationen inaktiviert.

Onkoproteine sind Bestandteile der Signalwege von Wachstumsfaktoren, dazu zahlen
aulRerdem deren Rezeptoren sowie Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren. In Tumoren
liegen Onkogene haufig amplifiziert und/oder mutiert vor. Daraus resultiert eine erhohte Ex-
pression und damit verbunden eine Uberfunktion des Proteins (,gain of function*). Tumor-
suppressorproteine besitzen eine wachstumshemmende und zumeist differenzierungs-
induzierende Funktion. Des Weiteren wirken sie als Transkriptionsfaktoren. TSG sind in Tu-
moren haufig mutiert bzw. deletiert, woraus ein teilweiser oder vollstindiger Verlust der

Funktionalitat resultiert (,loss of function®).

Die wichtigsten genetischen Veradnderungen in WTS betreffen die Onkogene MDMZ
sowie das TSG 7P53. Etwa 30 % aller Tumoren tragen Mutationen in der Ras-Genfamilie; ein
Ereignis, das oft schon relativ friihzeitig im Tumorprozess auftritt. Der Gegenspieler des
7P53-Gens, das Onkogen MDM2, liegt in nahezu einem Drittel aller WTS amplifiziert vor %.
Das CDK4-Gen, welches wie MDM2 auf dem Chromosom 12 lokalisiert ist, kann zusammen
oder unabhangig vom MDMZ2-Gen in bis zu 11 % der WTS amplifiziert sein % %. Mit einem
Anteil von bis zu 16 % sind Mutationen im 7P53-Gen eine weitere genetische Veranderung in
Tumoren #. Die meisten der beschriebenen Mutationen konzentrieren sich auf mehrere Ko-

done in der Kerndoméne von 7P53, den so genannten ,hot spots”.

Fur WTS gibt es bis jetzt nur sehr vereinzelte Ergebnisse zur Prognoserelevanz von
Alterationen in Onkogenen und TSG bzw. deren Genprodukten. Es zeigt sich aber, dass in

WTS das Onkogen MDMZ2 und das TSG 7P53 eine zentrale Rolle spielen.

In einer Studie von Taubert et a/. * wurde die bisher gréRte Gruppe von insgesamt
146 WTS-Patienten auf Mutationen im 7P53-Gen hin untersucht. Dabei konnten 16 % der

Patienten identifiziert werden, deren Tumoren ein mutiertes 7P53-Gen enthielten 2% 2. |

n
einer multivariaten Cox-Analyse zeigte sich, dass die Art der Mutation einen Einfluss auf die
Prognose der Patienten hat. WTS-Patienten mit so genannten non-frameshift-Mutationen
(Mutationen, die keine Verschiebung des Leserahmens bewirken) besitzen ein 2,4-fach er-

hohtes Risiko am Tumor zu versterben als Patienten ohne 7P53-Mutation 2*.

Bei der Betrachtung der TP53-Proteinexpression zeigt sich, dass diese im Allgemeinen

mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist. Es ist jedoch einschrankend zu sagen, dass
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die prognostische Relevanz des TP53-Nachweises sehr stark vom verwendeten Antikdrper in

der immunhistochemischen Untersuchung abhéngig ist *.

Das MDMZ2-Gen ist in WTS in bis zu 30 % der Félle amplifiziert ?°, wobei die Amplifika-
tionsfrequenz zwischen den einzelnen WTS-Entitaten stark variiert: wahrend in LMS kein
bisher untersuchter Tumor ein amplifiziertes MDMZ2-Gen aufweist, lag in ca. 30 % der unter-
suchten Liposarkome das MDMZ2-Gen amplifiziert vor. Weiterhin konnte in zahlreichen WTS
sowohl eine Uberexpression der mRNA #° als auch des Proteins nachgewiesen werden % %2,
Von zwei Arbeitsgruppen wurde eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der MDM2-
ProteintUberexpression und einer schlechten Prognose nachgewiesen. Wahrend sich die von

/'29

Cordon-Cardo et a publizierten Daten auf eine univariate Analyse beziehen, konnte unse-

re Arbeitsgruppe in einer multivariaten Cox-Regression an tber 215 Patienten zeigen, dass
die Uberexpression des MDM2-Proteins ein unabhéngiger Prognosefaktor fir WTS ist ** %, In
Abhéangigkeit vom eingesetzten Antikorper erwies sich die alleinige MDM2-Uberexpression als
negativer Prognosemarker (RR=2,6; p=0,0035). Es zeigte sich, dass Patienten, die zusatzlich
das TSG 7P53 Uberexprimieren, ein 4,6-fach erhdhtes Risiko besitzen (p=0,00001), am Tu-
mor zu versterben. Fur Patienten mit Extremitadtentumoren war die prognostische Relevanz
dabei am héchsten (RR=19; p=0,006) *. Diese Daten zeigen, dass die gemeinsame Uberex-

pression von MDM2 und TP53 ein unabhangiger negativer Prognosefaktor fiir WTS ist.

Ein anderes Bild ergibt sich, wenn man die MDM2-mRNA-Expression und die Prognose
korreliert, denn in diesem Fall besitzen Patienten mit einer sehr niedrigen mRNA-Menge die
schlechtere Prognose (RR=13) im Vergleich zu Patienten mit einer leicht erhéhten MDMZ2-

mRNA-Expression *

. Demgegeniber weisen Patienten mit einer stark erhéhten AMDMZ2-
MRNA-Menge ebenso eine schlechtere Prognose auf. Fir diese Patienten ist das Risiko am
Tumor zu versterben 3,2-fach erhoht 3. Diese Befunde konnen dadurch erklart werden, dass
im Tumor die Menge an MDMZ2-mRNA-Transkripten, die vom TP53-sensitiven Promotor P2
stammen, auf Grund einer TP53-Fehlfunktion reduziert ist **. Eine leicht erhohte MDM2-
MRNA-Menge entspricht daher eher dem physiologischen Normalzustand und MDM2 kann so
seine Funktionen, wie z.B. die Regulierung der TP53-Menge, erflillen. Demzufolge kann eine
veranderte MDM2-mRNA-Expression (erhdht oder vermindert) als Ausdruck einer biologisch

relevanten Fehlregulation aufgefasst werden.
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1.3 Das Onkogen MDMZ2 (HDMZ2)

Die Amplifikation von Genen und die haufig daraus resultierende Uberexpression von
Proteinen, die das Zellwachstum kontrollieren, ist ein Mechanismus, durch den diese Fakto-
ren onkogene Eigenschaften erlangen konnen. In der spontan transformierten Mauszelllinie
3T3DM liegen amplifizierte DNA-Sequenzen in Form von ,double minute“ Chromosomen
(dmin) vor, von denen bestimmte Bereiche in bis zu 50 Kopien auftreten *. Man nahm an,
dass auf diesen dmins Gene kodiert sind, die durch die Uberexpression den Zellen einen
Wachstumsvorteil verschaffen und fiir die onkogenen Eigenschaften verantwortlich sind. Bei
der Analyse der einzelnen Gene stellte sich heraus, dass nur das Produkt des murine double
minute Gen 2 (MDMZ2) in der Lage ist, nach Transfektion in Fibroblasten, die Zellen zu trans-
formieren *°. Dies &uRerte sich in unkontrolliertem und tumorauslésendem Wachstum der
Zellen. Das MDM2-Onkoprotein geriet anschlieBend sehr schnell in das Blickfeld des Interes-

ses, als entdeckt wurde, dass es an TP53 binden ¥’ und diesen effizient inaktivieren kann .
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Abb. 1-1: Struktur des Onkogens MDMZ und verschiedener Isoformen
A. Das Produkt des Onkogens MDM?Z besteht aus 491 Aminosduren (die kodierende Region der cDNA aus
1473 Nukleotiden), die funktionellen Doménen sind durch farbige Boxen, die Bindungsstellen mit weiteren
Proteinen durch horizontale Linien symbolisiert. ID1 und ID2 reprasentieren die beiden wachstumsinhibieren-
de Doménen. B. Durch RT-PCR konnten verschiedene alternativ (A, B, C) und aberrant (D, E) gespleilite
mRNA-Transkripte detektiert werden “?. Diesen verkirzten Transkripten fehlen Teile der TP53-bindenden
Domane, sowie der NLS und der NES-Sequenz. Die Zahlen représentieren jeweils das letzte und das erste in
der cDNA der SpleiRform enthaltene Nukleotid in Bezug auf die full-length MDMZ2-cDNA. NLS bzw. NoLS —
Kernlokalisierungssequenz, NES — Kernexportsequenz.
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Das humane Homolog (HDM2) wurde auf der Chromosomenregion 12q13-14 lokali-
siert, einer Region, die in nahezu 1/3 aller Sarkome amplifiziert vorliegt *°. In der Literatur
wird oftmals noch die Bezeichnung hMDM2 bzw. ebenfalls MDM2 verwendet. Im Folgenden
wird daher generell von MDM2 gesprochen. Von MDM2 sind verschiedene Isoformen be-
kannt, die durch die Nutzung unterschiedlicher Promotoren oder durch alternatives Spleil3en
entstehen *°~*2. Das groRte, als full-length (FL) bezeichnete Transkript kodiert fiir ein Poly-
peptid, das aus 491 Aminosduren besteht und im Polyacrylamid-Gel bei 90 kDa migriert
(Abb. 1-1). Mit der N-terminalen Doméne kann MDM2 an die a-Helix der transaktivierenden
Domane von TP53 binden. Des Weiteren kann MDM2 mit vielen anderen Proteinen wechsel-
wirken. Die am starksten konservierte Doméane des MDM2-Proteins ist die C-terminale RING-
Finger-Region, die eine Ubiquitin-Ligase-Aktivitat fir TP53 besitzt, wodurch es TP53 fir den
Abbau in den Proteasomen markiert. Somit kann MDM2 durch Bindung an TP53 nicht nur
dessen transaktivierende Domdane blockieren, sondern auch die Degradation des Tumor-

suppressors einleiten % ** %, Gleichzeitig wird durch wt-TP53 die Expression des MDM2-Gens

Onkogens
(E1A, c-myc) DNA-Schaden
(Zytotoxische Agenzien,
pl4 ARF Bestrahlung)
ATM
DMNA-PHE

P P30

L7 J_EJ H\’\: ™53 |
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Inberaktian
>
5-Phase
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arrast

Abb. 1-2: MDM2 im Zusammenspiel mit anderen regulatorischen Proteinen

Die zentrale Interaktion ist der MDM2-TP53-autoregulatorische Feedback-Loop, Uber den MDM2 die TP53-
Aktivitat und die Proteinmenge reguliert. So beeinflusst MDM2 die TP53-vermittelten Ereignisse wie Zellzyk-
lusarrest und Apoptose. Proteine wie p14ARF oder p300 kdnnen die Aktivitdt von MDM2 regulieren und auf
diese Weise TP53 stabilisieren. Weitere Details s. Text.
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induziert. Dies geschieht Uber den TP53-spezifischen Promotor P2, der im Intron | des
MDM2-Gens lokalisiert ist *°. Das Produkt des Onkogens MDMZ2 und der Tumorsuppressor
TP53 sind somit durch einen so genannten autoregulatorischen ,Feedback“-Loop miteinan-
der verbunden “°. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass das Transkript, das vom
P2-Promotor abgelesen wird, einen verklrzten 5-untranslatierten Bereich aufweist und im
Vergleich zum P1-Transkript wesentlich effektiver translatiert wird. Somit tragt die durch

TP53 induzierte MDM2-Expression zu einem beschleunigten Abbau von TP53 bei *'.

Unter normalen physiologischen Bedingungen bindet MDM2 an TP53 und tragt so dazu
bei, die Menge an freiem (funktionell aktivem) TP53 auf einem geringen Niveau zu halten *.
Unterstitzt wird diese Hypothese durch die Beobachtung, dass MDMZ2 knock-out-Mause sehr
frih in der Entwicklung sterben, wahrenddessen sich so genannte ,,double-knockout“-Mause
fir MDM2 und TP53 weitestgehend normal entwickeln * *°. Diese Ergebnisse zeigen, dass
MDM2 eine entscheidende Bedeutung bei der Regulation der TP53-Aktivitat besitzt. In der
Abwesenheit von MDM2 kommt es offensichtlich zu einer aberranten Aktivierung von TP53,
wodurch es schlieBlich zur Auspragung eines lethalen embryonalen Phanotyps kommt. Die
Uberlappung der MDM2-bindenden und der transaktivierenden Domane von TP53 hat zur
Folge, dass von MDM2 gebundenes TP53 transkriptionell inaktiv ist **. AuBerdem kann
MDM2 direkt an TP53-sensitive Promotoren binden und so die Transkription von TP53-
Zielgenen inhibieren *!. Es stellt sich die Frage, wenn MDM2 allein durch die Bindung an die
transaktivierende Doméne die TP53-Aktivitdt weitestgehend blockieren kann, warum indu-
ziert es anschliefend durch die Ubiquitin-Ligase-Aktivitat auch noch den Abbau von TP53.
Eine einfache Erklarung konnte sein, dass der Abbau in den Proteasomen lediglich der zweite
Schritt der TP53-Inaktivierung ist, und die Zelle auf diese Weise Uberflissige MDM2-TP53-
Komplexe ,entsorgt”. Es ist aber auch denkbar, dass durch die Bindung von MDM2 nicht alle
Funktionen von TP53 inaktiviert sind. Einige Aktivitaten sind unabhéngig von der TP53-

Transaktivierung, z.B. Basen-Exzisions-Reparatur °

, die DNA-Doppelstrang-Exonuklease-
Aktivitat ** und auch bestimmte Wege der Apoptoseinduktion **. Es kann somit Situationen
geben, in denen es fur die Zelle vorteilhaft ist, lediglich die Transaktivierungsfunktion von

TP53, nicht aber andere Aktivitaten zu inhibieren.

MDM2 bindet bevorzugt an TP53, wenn letzteres als Tetramer vorliegt >°. In der Zelle
liegt zusatzlich immer ein geringer Anteil an TP53-Monomeren vor. Dadurch wird sicherge-
stellt, dass TP53 nicht vollstdndig inhibiert wird, sondern im Falle einer DNA-Schadigung
(nach Bestrahlung oder Chemotherapie) sofort aktiviert werden kann. Eine weitere Mdglich-

keit der TP53-Aktivierung nach der Einwirkung von exogenen Stressfaktoren ist die Dissozia-
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tion des MDM2-TP53-Komplexes in Folge der Phosphorylierung des Serin 20 von TP53 durch
die Chk2 Kinase *°.

Obwohl es zahlreiche experimentelle Beweise flr TP53-unabhangige Funktionen von
MDM2 gibt, scheinen diese jedoch nicht essenziell fir die normale embryonale Entwicklung
zu sein, wie das Beispiel der ,double-knockout“-Méuse zeigt * *°. Vielmehr scheinen diese
alternativen Funktionen von MDM2 erst spater an Bedeutung zu gewinnen und die Tumor-

entwicklung voranzutreiben, denn:

1. Tumoren, die sowohl ein amplifiziertes MDMZ2-Gen als auch ein mutiertes 7P53-Gen

aufweisen, sind aggressiver als Tumoren, die jeweils nur eine Alteration zeigen *°.

2. Die gewebespezifische Verteilung von MDMZ2-Amplifikationen unterscheidet sich deut-

lich von der fiir 7P53-Mutationen %°.

3. SpleiRformen von MDMZ2, denen die TP53-bindende Domé&ne zumindest teilweise

fehlt, besitzen weiterhin das Potenzial, Fibroblastenzellen zu transformieren *2.

Das Potenzial von MDM2-Veradnderungen drickt sich u.a. darin aus, dass die Inzidenz-
rate von Sarkomen in MDM2-Uberexprimierenden transgenen Mausen wesentlich héher als in
TP53-null-Mausen ist. Das gleiche Ergebnis erhélt man, wenn MDM2 in TP53-null-Mausen
Uberexprimiert wird. Dies lasst den Schluss zu, dass andere, TP53-unabhangige Mechanis-

men die Bildung der Sarkome beeinflussen *'.

Obwohl unbestritten ist, dass TP53 der wichtigste Bindungspartner fir MDM2 in der
Zelle ist (MDM2 wird auch als ,big brother” von TP53 bezeichnet), gibt es eine Reihe von
Proteinen, die an MDM2 binden kdénnen und deren Aktivitat dadurch beeinflusst wird (Abb.
1-2). Diese Interaktionen sind bis dato jedoch bei Weitem nicht so intensiv untersucht wor-
den, wie die von MDM2 und TP53. Einige dieser Faktoren und ihre physiologischen Wirkun-

gen seien hier stichpunktartig zusammengefasst:

- MDM2 kann die antiproliferative Wirkung des Retinoblastomgen-Produkts (Rb) unter-
driicken. MDM2 bindet an Rb und verhindert so den Rb-vermittelten G;-Zellzyklus-
Arrest *8. Weiterhin kann MDM2 auch direkt mit den durch Rb regulierten Transkripti-
onsfaktoren E2F1/DP wechselwirken, was zu einem Ubergang der Zellen in die S-
Phase filhrt *°. Die Beeinflussung des Ubergangs in die S-Phase ist ein weiterer Hin-

weis auf das onkogene Potenzial von MDM2.

- Ein weiterer Bindungspartner von MDM2 ist das Protein Numb, das &hnlich wie TP53
eine Schlusselstellung bei der Regulation von Zellzyklus und Apoptose einnimmt. Die

Bindung von MDM2 an Numb fuhrt (wie bei TP53) zu dessen Degradation und somit
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zu einer Reduzierung der steady-state-Konzentration von Numb °°. Dieses Beispiel

zeigt, dass MDM2 die Stabilitat regulatorischer Proteine steuert.

- Der Tumorsuppressor pl4ARF, ein alternatives Produkt des TSG-Locus pI6™* ist
ebenfalls ein Bindungspartner von MDM2. Die Bindung von ARF an MDM2 blockiert
den MDM2-vermittelten Abbau von TP53. Dadurch kann ARF, wie auch durch die di-

1 und als

rekte Bindung an TP53, zu einer Stabilisierung von TP53 beitragen
Lupstream“-Aktivator von TP53 wirken. Da sich die Bindungsdomanen von MDM2 fir
ARF und TP53 nicht Uberlappen, kann es zur Bildung von terndren Komplexen aus
MDM2, ARF und TP53 kommen °2. Es ist bislang aber unklar, welche Funktionen von
TP53 in diesen Komplexen blockiert sind bzw. noch ausgefiihrt werden kdnnen. Wah-
rend TP53 durch ARF aktiviert wird, kann es aber gleichzeitig die Expression von ARF
herunterregulieren ®. Diese Ergebnisse sprechen somit fiir die Existenz eines autore-
gulatorischen ,feedback-loops“, durch den TP53 und ARF miteinander verbunden
sind. Vergleichbar ist dies mit dem von MDM2 und TP53 seit langen bekannten

Wechselverhaltnis.

- Der transkriptionelle Koaktivator p300 kann, ebenso wie ARF, sowohl an MDM2 als
auch an TP53 binden ®. Einerseits ist die Bindung von p300 an TP53 essenziell fiir
dessen transkriptionelle Aktivitat ® =

MDM2 zur Verstarkung der TP53-destabilisierenden Wirkung von MDM2 bei. Es konn-

, andererseits tragt die Bindung von p300 an

te gezeigt werden, dass mutiertes MDM2, das an TP53, nicht aber an p300 binden
kann, seine Fahigkeit verliert, TP53 abzubauen ®. Ebenso sind TP53—-Mutanten, die
zwar MDM2, jedoch nicht p300, binden kdnnen, resistent gegeniiber einem MDM2-
vermittelten Abbau. Angesichts dieser Ergebnisse lasst sich schlussfolgern, dass die
Wechselwirkung von MDM2, TP53 und p300 einerseits zu einer p300-abhangigen
transkriptionellen Aktivitdt von TP53 beitragen und andererseits den MDM2-

vermittelten Abbau von TP53 in den Proteasomen beschleunigen kann.

Die Umstande seiner Entdeckung als vielfach amplifiziertes Gen, das nach Uberexpres-
sion in der Lage ist, Fibroblasten zu transformieren und in Mausen das Tumorwachstum aus-
zulésen *®°, fiihrte zu der Auffassung, dass es sich bei MDM2 um ein Onkogen handelt. Weite-
re Hinweise auf das onkogene Potenzial von MDM2 lieferten die Befunde, dass MDM2 an den
Tumorsuppressor TP53 binden * und diesen inaktivieren kann . In den letzten Jahren wur-
den jedoch einige Ergebnisse beschrieben, die sich nicht mit dem Bild von MDMZ2 als Onko-
gen in Einklang bringen lassen. So konnte beispielsweise von mehreren Arbeitsgruppen un-
abhangig voneinander gezeigt werden, dass eine erhéhte MDM2-mRNA-Expression in WTS,

Ovarial- und Lungenkarzinomen mit einer verbesserten Prognose fur die Patienten verbun-
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den ist 3 " ™ Weiterhin wurde beobachtet, dass MDM2 in NIH-3T3 Fibroblasten den Zell-
zyklus beim Ubergang von der G;- zur S-Phase arretiert . Durch die Entfernung von zwei,
als wachstumsinhibierende Doméanen (ID) bezeichneten Sequenzen konnte dieser Arrest
wieder aufgehoben werden (Abb. 1-1). Ein zusatzlicher Aspekt in diesem Zusammenhang ist
73, 74

die Beobachtung, dass MDM2 in der Lage ist, in wt-TP53 defizienten Zelllinien sowie in

Drosophila (Prof. M. Oren, personl. Mitteilung) Apoptose zu induzieren.

Eine zumindest partielle Erklarung fir diese Diskrepanz zwischen onkogenen
Eigenschaften auf der einen und Funktionen wie Apoptoseinduktion auf der anderen Seite
konnte mdglicherweise die von der Gruppe um J. Lunec nachgewiesene Existenz von
alternativen SpleiRformen der MDM2-mRNA bieten “*. Vor Beginn dieser Arbeit sind
insgesamt 5 alternativ bzw. aberrant gespleite mRNA-Transkripte in Blasen- und
Ovarialkarzinomen beschrieben worden *? (Abb. 1-1). Diesen verkiirzten Transkripten fehlen
unterschiedlich groRe Teile der TP53-bindenden und der sauren Doméne sowie die
Kernlokalisierungs- und der Kernexportsequenz (NLS bzw. NES). In einem /n vitro-Assay
zeigte sich, dass alle Isoformen in der Lage sind, Fibroblastenzellen zu transformieren. Sie
besitzen demnach tumorigene Eigenschaften. Bemerkenswert ist auBerdem eine Korrelation
zwischen dem Auftreten von SpleiRformen und einem aggressiveren Tumorverhalten
(héherer Tumorgrad, Tumorstadium, Invasivitat) in verschiedenen Tumorarten *?. Die
Tatsache, dass die bisher beschriebenen Isoformen von MDM2 nicht mehr an TP53 binden
konnen, hat u.a. zur Folge, dass der autoregulatorische MDM2-TP53-feedback-Loop aus dem
Gleichgewicht gerat. Dadurch wird auf diese Weise unter Umstanden die Tumorbildung
gefordert. Es wird auch vermutet, dass bestimmte onkogene Eigenschaften von MDM2 in der

C-terminalen Region (enthalt den RING-Finger) lokalisiert sind und diese in den Isoformen

VerSté'fIﬂ)%zL,”cgaoeelFuBgrléa@rUvee%'en der hier geschilderten Ergebnisse wirft die Existenz von

MDM2-1Isoformen zahlreiche bislang unbeantwortete Fragen auf, z.B.:

1. Ist die Expression von MDMZ2-SpleiRformen auf Tumoren beschrankt oder findet

man sie auch in Normalgewebe?

2. Wenn ja, haben die Produkte der alternativen SpleiRformen eine normale physio-

logische Bedeutung, z.B. bei der Differenzierung?

3. Welche der Aktivitaten (Transformation, Apoptoseinduktion usw.) lassen sich

dem ,full-length“-MDM2 (FL-MDM2) bzw. den SpleiRformen zuordnen?

4. Welchen Einfluss haben die SpleiRformen auf die TP53-Stabilitdt und -Aktivitat?
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5. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Amplifikation des MDMZ2-Gens und

dem Auftreten von Spleiformen?

6. Hat die Expression von MDM2-Spleil3varianten einen Einfluss auf die individuelle

Prognose eines Patienten und das Ansprechen auf bestimmte Therapieformen?

Die oben genannten Fragen zeigen, dass die Analyse der Expression und der Funktion
von alternativen SpleiRformen der MDM2-mRNA in Tumoren im Allgemein und bei WTS im
Speziellen eine auBerordentliche Bedeutung hat. Gleichzeitig wird auch die Notwendigkeit
deutlich, Methoden zu entwickeln, die eine schnelle Charakterisierung von Spleil3formen er-
mdglicht, da auch von vielen anderen Onkogenen und TSG SpleilRvarianten exprimiert wer-
den ". Die Bearbeitung dieses Fragenkomplexes mit dem Ziel zumindest einer teilweisen

Beantwortung war ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit.

1.4 Die MDM2-TP53-Interaktion als Ziel einer therapeutischen Intervention
1.4.1Gentherapie — eine allgemeine Einfihrung

Der Begriff Gentherapie beinhaltete urspriinglich die Behandlung von Krankheiten
durch das Ersetzen des Gens, das die Krankheit verursacht. In der heutigen Zeit ist die Defi-
nition von Gentherapie jedoch wesentlich weiter gefasst. Sie schliet aulferdem sowohl das
Einschleusen von genetischem Material in die Zelle ein, um eine Expressionssteigerung eines
Gens zu erreichen als auch die Einfihrung von neuen Genen oder Substanzen, die die Ex-
pression z.B. von Onkogenen unterdriicken (z.B. durch Antisense-Oligonukleotide, Ribozyme,
DNAzyme). Die ersten gentherapeutischen Studien wurden zur Heilung von so genannten
monogenen Erkrankungen durchgefiihrt, d.h. von Krankheiten, die durch ein einzelnes mu-
tiertes Gen hervorgerufen werden. Dazu zahlen u.a. Cystische Firbrose, Adenosin-
Desaminase (ADA)-Mangel, Hamophilie A und B und Phenylketonurie . 1990 wurde erst-
mals eine Gentherapie zur Heilung des ADA-Mangels durchgefiihrt. Dabei erfolgte ein ex vivo
Gentransfer in Lymphozyten, so dass nach deren Reimplantation die zellulare und humorale

Immunitat wieder hergestellt war ”’.

Fur die erfolgreiche Therapie von Erkrankungen mit Hilfe der Gentherapie ist es von
groRer Bedeutung, Transfektionssysteme zu entwickeln, die einer Vielzahl von Anforderun-

gen an die Sicherheit und die Effizienz gerecht werden muissen.

Die Anforderungen an ein ideales Gen-Transfer-System lassen sich wie folgt zusammen-

fassen:
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- hohe Gentransfer-Effizienz,

- die Mdoglichkeit sehr grolle Gene und DNA-Konstrukte gezielt (in bestimmte Zel-

len/Gewebe, in den Zellkern) zu transportieren,
- geringes Mutations- und Rekombinationsrisiko durch den Gentransfer
- kontrollierbare Zytotoxizitat und geringe Immunogenitat,

- einfache Konstruktion und Manipulierbarkeit des Transportsystems,

sichere und einfache Applizierbarkeit.

Trotz weltweiter Anstrengungen ist es bis heute nicht gelungen, ein spezifisches
Transportsystem zu entwickeln, das alle oben genannten Anforderungen erfillt. Viele ver-
schiedene Verfahren zum Gentransfer sind experimentell getestet worden und haben nach
einem ,initial proof-of-concept” das Potenzial dem idealen Gen-Transfer-System nahe zu
kommen. Im Folgenden sollen kurz die Méglichkeiten dargestellt werden, die gewtnschten

DNA-Konstrukte in die Zelle zu transportieren.

1.4.2 Vektorsysteme

Die Transfektion mit Genen, aber letztlich auch die Transfektion mit jeglicher extrazel-
lularer Nukleinsdure, wird methodisch mit viralen und nichtviralen Transfektionstechniken
vorgenommen. Einige der Vor- und Nachteile der verschiedenen Vektorsysteme sind in Ta-
belle 1-2 zusammengefasst; die andauernde Diskussion dartber soll hier jedoch nicht weiter
aufgegriffen, sondern die einzelnen Systeme ku