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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



Kap. 1 Einleitung 7

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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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



Kap. 1 Einleitung 12

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 kurz vorgestellt werden, um die Anforderungen

an ein ideales Transportvehikel zu verdeutlichen.

Auf Grund ihres Lebenszyklus sind Sdugerviren fir den Einsatz als Gentransportvehikel
pradestiniert. Diese Viren sind in der Lage, eine Wirtszelle zu infizieren, ihr genetisches Mate-
rial in die Zelle zu transferieren und dort zu exprimieren. Ein weiterer Vorteile viraler Vektor-
systeme ist die sehr hohe Transfektionseffizienz. Nichtvirale Vektoren, wie z.B. Liposomen,
sind zwar apathogen, jedoch bisher ineffizienter in Bezug auf den Transport des Zielgens in
den Zellkern. Es ist jedoch einschrankend zu sagen, dass die Transfektionseffizienz per se

vom Zelltyp abhangig ist und bei anderen Zellen durchaus héher sein kann.

Gentherapeutische klinische Studien mit Retroviren machen einen Anteil von Uber
30 % aus, wahrend Adenoviren das am zweithdufigsten verwendete virale Vektorsystem
darstellen. Alle anderen viralen Vektoren (z.B. EBV, IFV A) spielen in der klinischen Praxis

noch eine untergeordnete Rolle. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit bestand u.a. in der Etablie-
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rung einer Gentransferstrategie, die die Konstruktion eines adenoviralen Vektors einschloss,
mit dessen Hilfe kurze RNA-Fragmente (z.B. Antisense-Oligonukleotide [ODNs]) exprimiert
werden konnten. Daher sollen Adenoviren unter dem Gesichtspunkt ihrer Eignung als Gen-

transfervehikel vorgestellt werden.

Tab. 1-2: Vor- und Nachteile viraler und nicht-viraler Vektorsysteme

virale Vektorsysteme nicht-virale Vektorsysteme
Vorteile Nachteile Vorteile Nachteile

hohe Gentransfer- Immunogenitat kaum immunogen geringe Gentransfer
effizienz effizienz
Einbau der DNA in das Wirts-  Pathogenitat nicht pathogen nur transiente Expression
genom (Retroviren) des Zielgens
Langzeitexpression des Ziel- GroRe des therapeuti- kostengiinstig in hoher

gens schen Gens beschrankt Reinheit zu produzieren

Humane Adenoviren gehdren zur Gruppe der Parvoviren, die als Erbinformation dop-
pelstrdngige DNA enthalten. Adenoviren rufen beim Menschen normalerweise Entzindungen
der Schleimhaute hervor (z.B. Entzindungen des oberen Respirationstraktes), die in den
meisten Féllen einer Erkaltungen entsprechen " . Adenovirale Genvektoren (Ad Vektoren)
haben sich als sehr viel versprechende Transportsysteme in Bezug auf die oben genannten

Anforderungen herausgestellt. Die Griinde seien kurz zusammengefasst:

1. Ad Vektoren sind als Modellsysteme fiir die Genregulation in Saugerzellen sehr inten-

siv untersucht und charakterisiert worden,

2. Ad Vektoren haben ein fur Viren mittelgrofles Genom, wodurch es mdglich ist, Vekto-

ren mit einer vergleichsweise hohen Transportkapazitéat zu konstruieren,

3. die Vektoren sind sehr einfach zu handhaben, sind relativ stabil und kénnen in gro-

Ren Mengen hergestellt werden (bis zu 10* plaque forming units [PFU]/ml),

4. das Virusgenom muss zur Expression der eingeschleusten Gene nicht in das Wirtsge-
nom eingebaut werden, dadurch verringert sich die Genotoxizitdt (Rekombinationsri-
siko) erheblich,

5. in den bisherigen Studien haben sich adenovirale Vektoren als sehr sicher herausge-

stellt, sie weisen nahezu keine Nebenwirkungen auf.
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Rekombinante adenovirale Vektoren kénnen sehr effizient eine Vielzahl sich teilender
und nicht teilender Zellen infizieren. Einer lang anhaltenden Fremdgenexpression des ge-
winschten Proteins sind jedoch Grenzen gesetzt. Die Zielzellen werden zwar von einer Viel-
zahl an Viren infiziert, die virale Erbinformation wird aber nicht in das Genom der Wirtszelle
eingebaut. Wie bereits erwahnt, ist es aus diesem Grund notwendig, das Genom der Adeno-

viren dem Therapieziel anzupassen.

Das adenovirale Genom hat eine Grolie von etwa 36 Kilobasen. Darauf ist die Informa-
tion fur etwa 30 Boten-RNA-Transkripte kodiert. Man unterscheidet dabei Bereiche, die sehr
frih bzw. sehr spat wahrend der viralen Infektion exprimiert werden. Diese Regionen wer-

den demzufolge als ,early* bzw. ,major late regions” bezeichnet.

Aktuelle Strategien zur Optimierung adenoviraler Vektorsysteme konzentrieren sich ne-
ben der Verringerung des immunogenen Potenzials hauptsachlich auf die Erhéhung der im
Virusgenom zu verpackenden DNA-Fragmente. Mit Hilfe adenoviraler Vektoren ist es heute
maoglich, Genfragmente von bis zu 8,5 kb zu verpacken. Die Kapazitat des Vektors kann wei-
ter erhoht werden, indem man die Regionen E1 und E3 sowie E2 und E4 durch das thera-
peutische Gen ersetzt. In den heute verwendeten rekombinanten Ad Vektoren ergibt sich so
ein Verhaltnis von adenoviraler DNA und therapeutischem Gen von etwa 4,5:1. Um die Akti-
vierung der Immunantwort zu unterbinden, wird zumeist die E1-Region des viralen Genoms
entfernt, die fUr die Expression viraler Gene und die Replikation von Bedeutung ist (im weite-
ren als ,replikations-defiziente Ad* bezeichnet). E1-deletierte Viren kénnen sich daher in den
infizierten Zellen nicht vermehren. Zur Virusexpansion, d.h. zur Erzeugung bzw. Produktion
ausreichender Virusmengen, ist aus diesem Grund eine stabil mit El-transfizierte Zelllinie,
wie z.B. 293-Zellen, nétig. Die derzeit verwendeten El-deletierten Vektoren exprimieren
nach wie vor virale Antigene nach der Infektion, wodurch eine geringe Menge adenoviraler
DNA repliziert wird 8 8!, Die Synthese viraler Proteine stimuliert wiederum die Immunant-
wort gegen die infizierten Zellen. Zahlreiche Arbeitsgruppen haben daher Adenoviren kon-
struiert, in denen zusatzlich auch bestimmte Regionen der E2 und E4 Gene deletiert sind,
was zu einer abermals reduzierten Immunogenitat fiihrt % %, Neben der Verbesserung der
adenoviralen Vektoren ist es jedoch auch erforderlich, die fur die Expansion replikations-
defizienter Ad nétigen Zelllinien in die Optimierung mit einzubeziehen. Insbesondere bei der
Uberfilhrung der Gentherapie-Protokolle in die klinische Praxis ist es unerlasslich, eine von

wt-Adenoviren freie Virusproduktion zu gewahrleisten.
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1.4.3 MDM2 als Ziel einer Gentherapie

Mittlerweile sind fur eine Reihe von Tumorentitdten charakteristische genetische Ver-
anderungen aufgeklart worden, die in der Tumorgenese wahrscheinlich eine wichtige Rolle
spielen. Dies trifft auch auf WTS zu. Moglicherweise ergeben sich daraus neue, innovative
Therapieansatze, die gezielt auf die genetischen Alterationen in malignen Zellen ausgerichtet
sind. Einige dieser experimentellen Therapien haben die Restaurierung von TSG und somit
ein verbessertes Ansprechen auf Bestrahlung und Chemotherapeutika zum Ziel. Ein weiterer
Ansatzpunkt ist die Inaktivierung von Onkogenen, z.B. durch die gezielte Blockierung der

Expression mittels AS-ODNSs, Ribo-bzw. DNAzymen.

Bei der Suche nach Angriffspunkten fir eine Therapie, die auf der Beeinflussung
kausaler Regulationsmechanismen basiert, deutet sich flr das Onkoprotein MDM2 eine
zentrale Stellung an. Da das MDM2-Protein den Abbau des Tumorsuppressors TP53
beeinflusst, ist eine MDM2-Uberexpression in seiner funktionellen Auswirkung mit einer
Alteration des 7P53-Gens vergleichbar. Durch die Inhibierung der MDM2-Expression kann die
Menge an MDM2-Protein in der Zelle reduziert werden, was meist zu einer Erhéhung der
Menge an funktionellem TP53-Protein fuhrt. Hierdurch sollte Apoptose induzierbar und das

Ansprechen eines Tumors auf eine Chemo- oder Strahlentherapie verbessert werden kénnen.

Ein wichtiger Parameter fir eine Voraussage der Effizienz einer MDMZ2-AS-Therapie
sollte die Bestimmung der individuellen und tumorspezifischen Expressionsmuster fir 7P53
und MDM2 auf RNA- und Proteinniveau sowie der 7P53-Mutationsstatus sein 3, da die po-

tenziellen Therapieeffekte MDM2- und TP53-dosisabhangig sind.

Eine der am haufigsten angewandten Methoden zur Inhibierung der MDM2-Expression
ist die Nutzung von AS-ODNs, die komplementéar zur MDM2-mRNA sind. Durch die Bindung

der AS-ODNs an die mRNA wird die Translation verhindert und die RNase H aktiviert .

In mehreren /n vitro Studien konnte an Glioblastom- und Myelom-Zelllinien die Spezifi-
tat verschiedener MDM2 AS-ODNs nachgewiesen werden ® ®. Untersuchungen zeigten, dass
nach Behandlung von Tumorzellen mit MDM2-AS-ODNs die MDM2-Proteinmenge signifikant
reduziert werden konnte. Weitere Effekte der MDMZ2-AS-ODNs waren u.a. der Wachstumsar-
rest der Zellen in der G;-Phase des Zellzyklus und eine deutlich verminderte Zellvitalitat. Ers-
te Versuche an WTS-Zelllinien, die von unserer AG durchgefihrt wurden, ergaben, dass es in
der MDM2-Uberexprimierenden Zelllinie US8-93 zur Reduzierung der Zellkoloniebildungsrate
um bis zu 80 % kam ®'. Die AS-bedingten, wachstumsinhibierenden Effekte waren jedoch
stark zelltypabhéangig, denn bei der ebenfalls behandelten Zelllinie LMS6-93 (ein LMS) wurde

das klonogene Uberleben nur um 26 % vermindert.
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Aus den bisherigen Studien in Bezug auf die Behandlung von Tumorzellen mit MDMZ2-
AS-ODNs lassen sich die folgenden allgemeinen Schlussfolgerungen ziehen (Ubersicht in

Chen et al. ®):

- MDMZ2-AS-ODNs inhibieren spezifisch die MDM2-Expression (auch in Zellen ohne
MDM2-Genamplifikation),

- sie stimulieren 7P53 Uber eine Reduktion der MDM2-Proteinmenge, der MDM2-TP53-
Proteinkomplexe und Uber einen MDM2-mRNA-Abbau

- eine TP53-Reaktivierung und Inhibierung von TP53-unabhéngigen Onkogen-
Aktivitaten des MDM2-Genproduktes ist in Tumoren mit vorherrschender MDM2-

Uberexpression prinzipiell erreichbar

- die konventionelle Behandlung  (Radiatio/Chemotherapie) von  wt-7P53-
exprimierenden Tumoren profitiert in bestimmten Fallen von einer kombinierten AS-
Therapie (unabhangig vom MDM2-/TP53-Expressionsniveau), da TP53-stimulierte Ef-
fekte nach einer DNA-Schadigung durch MDMZ2 AS ODNs verstarkt werden

- Tumorzellen mit verrringertem wt-TP53-Protein (z.B. heterozygote frameshift- 7P53-
Mutanten) kdénnten parallel mit einer wt- 7P53-Gentherapie behandelt werden und so

von einer TP53-Aktivierung profitieren

- nichtmaligne Zellen sind toleranter gegeniiber einer tempordren MDM2-Inhibierung,
was einer indirekten Selektivitat der MDMZ2-AS-Therapie auf maligne Zellen gleich-

kommt.

Eine Weiterentwicklung der beschriebenen ODNs stellen optimierte MDM2-AS-ODNs
(sog. ,mixed-backbone oligonucleotides”, mit einer DNA/RNA-Hybridstruktur) dar, die eine
verbesserte Pharmakokinetik und Bioverfligbarkeit aufweisen. Dadurch eignen sie sich besser

8 Diese AS-ODNs bewirkten neben einer hochspezifischen

fir eine /n vivo Applikation
MDM2-Blockierung auch eine effiziente TP53-Aktivierung in den behandelten Zellen. Dies war
mit einer Wachstumsinhibierung oder einer Apoptoseinduktion assoziiert. Die universell
nachgewiesene TP53-Aktivierung nach einer MDMZ2-AS-Behandlung ist effizienter als die vie-
ler DNA-schadigender Chemotherapeutika.

Erste Resultate bestatigen die Wirkung von AS-ODNs als effektive Antitumor-Agenzien

8. 9 In Nacktmausmodellen wurde iber eine signifikante GréRenreduktion

auch /n vivo
(>50%) und ein im Vergleich zu Kontrollgruppen stark verzogertes Wachstum von

Xenotransplantattumoren berichtet. Zusatzlich konnte ein kooperativer antiproliferativer Ef-
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fekt durch Kombination mit Cisplatin, Taxotere oder Topotecan beobachtet werden . Ahnli-
che Effekte sind auch bei einer Kombinationstherapie von AS-ODNs und Irinotecan, einem
Topoisomerase I-Inhibitor, in Mausmodellen fiir verschiedene Krebsarten (u.a. das Prostata-

und Mammakarzinom) beobachtet worden °

!. Flr WTS liegen bisher keine vergleichbaren
Ergebnisse vor. Die an WTS-Zellkulturen erzielte Reduzierung des klonogenen Uberlebens
um bis zu 80 % durch eine MDMZ2-AS-Behandlung ®" zeigt jedoch deutlich das Ansprechen
von WTS auf diese Therapie. Es schien daher dringend erforderlich, die gewonnenen Ergeb-

nisse auf ein klinisch relevantes Tiermodell zu Gbertragen.
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1.5 Aufgabenstellung

Aufbauend auf Arbeiten in der AG Molekularpathologie sollten WTS zunachst weiter
umfassend molekular charakterisiert werden. Dabei stand die Analyse insbesondere der fir
WTS bedeutsamen Tumorsuppressorproteine TP53 und pl4ARF sowie des Onkoproteins
MDM2 in Bezug auf Alterationen der Expression bzw. auf Genebene (Uberexpression, Ge-
namplifikation, Mutationen, Mikrosatelliteninstabilitdten) im Vordergrund. Durch die Korrela-
tion der molekularen Daten mit klinischen Parametern sollte anschlieBend ermittelt werden,
ob bestimmte Verédnderungen prognostische Relevanz besitzen und sich daraus moglicher-

weise Angriffspunkte flr neue, therapeutische Ansatze fir WTS ergeben.

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Detektion und Charakterisie-
rung von alternativ gespleiRten Transkripten der MDMZ2-mRNA in adulten WTS. AuBerdem
sollte untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Spleil3formen
und dem 7P53-Mutationsstatus bzw. einer TP53-Proteintiberexpression besteht. Des Weite-
ren erfolgte eine vergleichende Analyse von RMS im Kindes- und Erwachsenenalter in Bezug

auf die Expression von MDM2-mRNA-Spleil3formen.

Aufbauend auf den Studien von Meye et al. ¥, in denen in vitro durch Behandlung mit
MDM2-AS-ODNs eine Wachstumsinhibierung von bis zu 80 % erzielt werden konnte, sollten
Strategien fur eine /n vivo Applikation zur WTS-Therapie entwickelt werden. Das Ziel war
zunachst die Etablierung eines Modells zur Behandlung von WTS-Rezidiven im Peritoneum in
der Nacktratte, an dem die Wirksamkeit und TP53-unabhangige Effekte der MDMZ2-AS-
Konstrukte untersucht werden sollte. Dazu eignete sich die RMS-Zelllinie RD, da diese aus-

schlieBlich eine mutierte Form von TP53 exprimiert.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Konstruktion eines adenovira-
len Vektors, der die Expression von sehr kurzen mRNA-Fragmenten, in diesem Fall MDM2-
Antisense-RNA, ermdglicht. Mit Hilfe dieses Vektors sollte untersucht werden, ob durch ade-
noviralen Gentransfer eine hohere Transfektionsrate und somit eine starkere Reduzierung

des Tumorwachstums im Vergleich zum Einsatz von Liposomen erreicht werden kann.

Die Arbeiten sollen auch eine Grundlage fiir zukiinftige Planungen von Kombinations-
therapien von konventionellen Therapieformen (Zytostatika, Bestrahlung) mit einer Genthe-

rapie fur bestimmte WTS-Patienten sein.
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2 Material

2.1 Tumormaterial und Patientengut

Die verwendeten Zelllinien, mit Ausnahme der Zelllinie 293, sind in der Abteilung Zell-
und Gewebezichtung des Institutes fur Pathologie der Universitat Halle-Wittenberg kultiviert
worden (Tab. 2-1). Die 293-Zellen wurden zur Virusexpansion in der Abteilung Molecular
Pharmacology des St. Jude Children’s Research Hospital (SJCRH, Memphis, TN, USA) und in
der Klinik fur Neurochirurgie der Universitat Halle vermehrt. Die kommerziell erhaltlichen
ATCC-Zelllinien (Manassas, VA, USA) wurden Uber WAK-Chemie (Bad Homburg) oder die
»Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH" (Braunschweig) bezo-
gen. Die Zelllinien Rh18, 28, 30, 36, 41 sind grofl3ziigigerweise von Prof. Peter Houghton vom
SJCRH zur Verfuigung gestellt worden. Die genannten Linien wurden in der Abteilung Molecu-

lar Pharmacology des SJICRH aus Tumorproben als Primarkulturen etabliert.

Tab. 2-1: Verwendete Tumorzelllinien.

Bezeichnung Ursprungsgewebe  TP53-Gen Referenzen

RD eRMS mt/- De Giovanni et al. %2, Stratton et al. %
SJSA aRMS n.b. Taylor et al. %
CT-TC eRMS mt/mt Taylor et al. ®
JR1 eRMS mt/mt Taylor et al. %
Rh18 aRMS wt/wt Taylor et al. ®
Rh28 aRMS wt/wt Taylor et al. %
Rh30 aRMS mt/- Taylor et al. ®
Rh36 aRMS wt/wt Taylor et al. %
Rh41 aRMS mt/- Taylor et al. ®
Saos-2 0s -/- Masuda et al.
Us8/93 ud-WTS wt/mt Taubert et al. %
MCF-7 Mamma-Ca. n.b. Sugarman et al. %’
293 HEK n.b. Louis et al. *®

Abkiirzungen: aRMS — alveoldres Rhabdomyosarkom, eRMS — embryonales Rhabdomyosarkom, Mamma-Ca. —
Mammakarzinom, OS — Osteosarkom, ud-WTS — undifferenziertes Weichteilsarkom, n.b. — nicht bestimmt, HEK —
human embryonic kidney cells.

Die in dieser Arbeit verwendeten Tumorproben wurden freundlicherweise von der Chi-
rurgischen Klinik des Universitatsklinikums Leipzig durch PD Dr. Peter Wurl zur Verfiigung

gestellt, der die betreffenden Patienten operiert hat. Von samtlichen Patienten wurden
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zusatzlich zum Tumormaterial auch Normalgewebe (Muskel) und Blutproben entnommen.
Sowohl das Tumor- als auch das Normalgewebe sind bis zur weiteren Verwendung in flissi-
gem Stickstoff kryokonserviert worden. Die Verschlisselung der Proben und die Anonymisie-
rung der klinischen Daten erfolgten gemald einer am Institut fur Pathologie erstellten Daten-
bank und entsprechend ihres chronologischen Eingangs (LZ6 entspricht der 6. Tumorprobe
aus der Chirurgischen Klinik des Universitatsklinikums Leipzig). Die Proben wurden durch
erfahrene Pathologen histologisch charakterisiert und entsprechend der giltigen WHO-

Klassifikation fir WTS von 1993 eingeordnet *.

Des Weiteren sind im Rahmen dieser Arbeit insgesamt 10 Rhabdomyosarkomproben
untersucht worden, die von Patienten stammen, die am St. Jude Children’s Research Hospi-
tal operiert worden sind. Fir die Uberlassung dieser Tumorproben danke ich dem Tumor

Processing Laboratory des SJICRH, insbesondere Dr. Michael Janes.

2.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Imagemaster VDS
Imagemaster VDS 3.0 Software
Miniblotter

Sequi-Gen Gelkammersystem
PTC-200 Thermal Cycler

TrioThermoblock mit Deckelheizung

Western Elektrophorese Minikammern

24-Loch-Platten

CELLSTAR® 6-Loch-Platten

Kodak Elite 11 400

PVDF-Membran (0,45 um)
Zellkulturflaschen (25 und 75 cm?)

2.3 Chemikalien

Acryl/Bisacrylamid 30%
Agar
Agarose

Ammoniumpersulfat

Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg
Biometra, Goéttingen

BioRad, Mlinchen

MJ Research (Uber Biozym, Hess.
Oldendorf)

Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Greiner, Nirtingen
Greiner, Nirtingen

Kodak, Hirrlinger, Stuttgart
Roth, Karlsruhe

Greiner, Nirtingen

Serva, Heidelberg
Life Technologies, Eggenstein
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
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Ampicillin

Blueslick

Borsaure

Coomassie PhastGel BlueR
Diethylpyrocarbonat
Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol

dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP,dTTP)

Dulbecco” s Modifiziertes Eagle Medium

Effectene

EDTA

Essigsaure (p.a.)

Ficoll 400

Fotales Kalberserum
Formaldehyd (p.a.)
Formamid (p.a.)

Fugene

Harnstoff

Isopropanol

LB-Medium

Lithiumchlorid

Luria Agar
B-Mercaptoethanol
Magermilchpulver Glicksklee
MetaPhore Low Melting Agarose
Methanol 100 % (p.a.)
MOPS
Natriumdodecylsulfat
Natriumdesoxycholat
Phenol (TE-gesattigt)
Phosphorsaure 85 % (p.a.)
Ponceau S
Polyethylenglycol 6000
Rubidiumchlorid

Salzséaure (37 %)

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Roth,Karlsruhe

Pharmacia Biotech, Freiburg
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Promega, Heidelberg

Life Technologies, Eggenstein
Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Pharmacia Biotech, Freiburg
BioWhittaker,

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Nestle, Schweiz

FMC Bioproducts, Rockland, ME
J.T.Baker, Deventer, Holland
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
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Silbernitrat Promega, Heidelberg
TEMED Serva, Heidelberg
Tris Roth, Karlsruhe
Trizol Roth, Karlsruhe
Trypsin Serva, Heidelberg
Tween 20 Serva, Heidelberg
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactosid (X-Gal) Sigma, Deisenhofen

Alle weiteren, hier nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen
Roth (Karlsruhe), Sigma (Deisenhofen) bzw. Serva (Heidelberg) bezogen und hatten den

Reinheitsgrad p.a. Zur Herstellung von Puffern wurde bidestilliertes Wasser verwendet.

2.4 Antikorper

In dieser Arbeit verwendete Primarantikorper sind in Tabelle 2-2 aufgefihrt.

Tabelle 2-2: In dieser Arbeit verwendete Primarantikorper.

Antigen Klon Firma Referenzen
TP53 DO-1 Oncogene Science, Manhasset,N.Y., U.S.A.
DO-7 Medac, Hamburg
Pab1801 Oncogene Science
MDM2 1B10 Oncogene Science
IF-2 Oncogene Science
N20 Santa Cruz Biotechnologies
C18 Santa Cruz Biotechnologies
2A10 A.J. Levine (Rockefeller Universitat, NY) Chen et al. *°
4B2 A.J. Levine (Rockefeller Universitat, NY) Chen et al. *°
2A9 A.J. Levine (Rockefeller Universitat, NY) Chen et al. *°
pl4ARF N20 Santa Cruz Biotechnologies
Actin AC41 Sigma, Deisenhofen

Die jeweils verwendeten Sekundarantikdrper (Kaninchen Anti-Ziege-1gG, Kaninchen
Anti-MauslgG [p0161], Ziege anti-Maus-1gG [p0448]) wurden bei der Fa. Dako, Hamburg,

bezogen.
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2.5 Enzyme

Protease-Inhibitor-,Cocktail*
RNasin RNase Inhibitor

Restriktionsendonucleasen
(Xhol, Nsil, Ddel, Hindlll, Dsal, Msel)
SuperScript™Reverse Transkriptase

T7-RNA-Polymerase
HotStarTag™-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase

2.6 Kits

ECL-Western Blotting Reagenz

LSAB Kit

MasterPure complete DNA/RNA Purification Kit
Protein Assay Kit

Qiagen Plasmid Maxi-Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

RNeasy Mini Kit

ThermoSequenase Sequencing Kit

TOPO-TA Cloning Kit

2.7 Plasmide

Sigma, Deisenhofen
Promega, Heidelberg

New England Biolabs, Schwabach

Life Technologies, Eggenstein
New England Biolabs, Schwabach
Qiagen, Hilden

New England Biolabs, Schwabach

Amersham, Freiburg

DAKO, Hamburg

Epicentre, Madison, WI, USA
Sigma, Deisenhofen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Amersham, Freiburg
Invitrogen, Groningen,

Niederlande

Die zur Klonierung verwendeten Vektoren sind in Tabelle 2-3 aufgefuihrt. Die im Rah-

men dieser Arbeit hergestellten Plasmide sind im Anhang detailliert beschrieben.

Tabelle 2-3: Verwendete Vektoren.

Plasmid Eigenschaften Referenz
TOPO-TA Klonierungsvektor, enthalt iberhdngende T-Enden zur direkten Klonierung Invitrogen
pCR 2.1 von PCR-Produkten
pSP6MUG®  enthélt das U6-Gen, in das tiber die Xhol- und Nsil-Schnittstellen kurze Potteret al. 1
Oligonukleotide kloniert werden kénnen
pAVS6aCla®  Shuttle-Vektor, enthalt eine Clal-Schnittstelle zur Subklonierung des Clal- Potteret al. 1

Fragments aus dem pSP6mU6-Vektor

§ _ die Vektoren pSP6mU6 und pAVS6aCla wurden freundlicherweise von Dr. Phillip Potter vom St. Jude Children’s Research
Hospital (Memphis, TN, USA) zur Verfiigung gestellt. Beide Vektoren sind durch Patente der Fa. Gene Therapy Systems Inc.

(USA) geschitzt.
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2.8 Bakterienstamme

Die in dieser Arbeit eingesetzten Bakterienstamme und Adenoviren sind in Tabelle 2-4

aufgefuhrt.
Tabelle 2-4: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme.
Bakterienstamm Genotyp

GM2163% F- dcm-6 dam-13::Tn9 araC14 leuB6 fhuA13 lacY1 tsx-78gInV44(0c) galT22 LAM- mcrAO
hisG4(0c) rfbD1 rpsL136(strR) xylA5 mtl-12 thi-1 mcrB9999 hsdR2

TOP10 F- mrcA A(mrr-hsdRMS-mrcBC) @80LacZAM15 AlacX74 deoR recAl raD139 A(araA-
leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG

AddI3278 Adenovirus Typ 5

& _ Der E.coli-Stamm GM2163 wurde freundlicherweise von Dr. Renate Langhammer (Institut fur Genetik, Universitat Halle-
Wittenberg) tberlassen. ® — Die genomische DNA des Adenovirus Addl327 wurde freundlichst von Dr. Linda Harris vom St. Jude
Children’s Research Hospital (Memphis, TN, USA) zur Verfligung gestellt.

2.9 Oligonukleotide und ,,Mixed Backbone Oligonucleotids* (MBOSs)

Alle nachfolgend aufgefihrten Oligonukleotide sowie die MBOs wurden von den Firmen
Amersham (Freiburg) und Tibmolbiol (Berlin) hergestellt und HPLC-gereinigt geliefert. In
dieser Arbeit verwendete PCR- und Sequenzierprimer sind in Tabelle 2-5 aufgefihrt, die
MBOs entsprechend in Tabelle 2-6.

Tabelle 2-5: Oligonukleotide, die fir RT-PCR-Reaktionen, PCR-Reaktionen, sowie Sequenzierreaktionen einge-
setzt wurden.

Name Sequenz5” - 37 Orientierung Referenz
MDM2-1 5-TCTGTACCTACTGATGTGGTGC-3’ sense Bartel et al. **
MDM2-2 5'-AGAAGTTGATGGCTGAGAAT-3' antisense Bartel et al. **
MDM2-5 5'-CTGGGAGTCTTGAGGAAT-3’ sense Sigalas et al. *?
MDM2-6 5-CAGGTTGTCTAAATTCCTAG-3’ antisense Sigalas et al. *?
MDM2-7 5'-GCTGACTATTGGAAATGCAC-3’ sense Schlott et al. %
MDM2-8 5-ATTGGTTGTCTACATACTGGGC-3’ antisense Schiott et al. 1%
MDM2-9 5'-CGCGAAAACCCCGGGCAGGCAAATGTGCA-3’ sense Sigalas et al. *?
MDM2-10 5-CTCTTATAGACAGGTCAACTAG-3’ antisense Sigalas et al. *?
GAPDH-1 5'-CCAAGGTCATCCATGACAAC-3’ sense Bartel et al. **
GAPDH-2 5'-AGCTTGACAAAGTGGTCGTT-3’ antisense Bartel et al. **

Prot-1 5'-TCATCCTCAGTCCTAATGC-3’ sense Bartel et al. 1
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Tabelle 2-5  Forstsetzung

Name Sequenz 5™ - 3~ Orientierung Referenz
Prot-2 5'-AGACCCCAAGAAAGAAATGG-3’ antisense Bartel et al. **
ARF-3 5-GGTTTTCGTGGTTCACATCCCGCG-3' sense Esteller et al. 1%
ARF-4 5'-CAGGAAGCCCTCCCGGGCAGC-3' antisense Esteller et al. 1%
D12S83SE  5-TTTTTGGAAGTCTATCAATTTGA-3-3’ sense Schuster, K. 1%
D12S83AS  5-ATAGCAGAGAAAGCCAATTCA-3' antisense Schuster, K. 1%
D12S80SE  5-CCAGCCTGGAATGATATGTA-3’ sense Schuster, K. 1%
D12S80AS  5-GAATGTCAATGGACCAGATG-3' antisense Schuster, K. 1%
AdITR 5'-CGTTTACGTGGAGACTCGC-3' sense Potteret al. 1%
mUBSP6 5'-TGAAAGGTGTTTTCAGTGGTTA-3’ antisense Potteret al. '

RT-PCR: Reverse Transkription — Polymerasekettenreaktion

Tabelle 2-6: MDMZ2-Antisense-, Mixed Backbone und Kontrolloligonukleotide, sowie Nukleotide zur Viruskon-

struktion
Name Sequenz 5~ - 3~ Referenz
Anti-Kondo 5'-GsAsCATGTTGGTATTGCACSAST-3’ Kondo et al.®®

Sense-Kondo

5'-CsTSGTACAACCATAACGTGSTSA-3'

Kondo et al.®®

Anti-Wang 5'-GSASTCACTCCCACCTTCAASGSG-3’ Wang et al.
Mismatch-Wang 5'-GsAsTGACTCACACCATCATSGsG-3' Wang et al. %°
AS-forward?® 5'-TCGAGTAGACACTCACTCTTGTCCACAGTCGAAGTGCA-3’ diese Arbeit
AS-reverse 5-'GTTCCACTGTGGACAAGAGTGAGTGTCTAC-3’ diese Arbeit
MM-forward?® 5'-TCGAGAAGAGACTGACTGTTGACCAGAGTCGAAGTCA-3’ diese Arbeit
MM-reverse 5'-CTTCGACTCTGGTCAACACTGAGTCTCTTC-3’ diese Arbeit

s — Thioatbindungen; AS — antisense; MM — mismatch; £ die Antisense-Oligonukleotide enthalten am 5-Ende zwei Basen, die
komplementér zur Schnittstelle des Restriktionsenzyms Xhol und am 3'-Ende zwei Basen, die komplementér zur NSsil-

Schnittstelle sind.

2.10 Versuchstiere

Alle Nacktratten (RH-nu/nu) stammten aus dem Zuchtbetrieb Harlan-Winkelmann (Bor-

chen). Jeweils 3 — 4 Tiere wurden semisteril in Kafigen mit Einzelbellftung im Tierstall der

Veterinarmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig mit einem 12/12 h Hell-Dunkel-

Rhythmus gehalten. Den Tieren stand steriles handelstibliches Trockenfutter und Wasser ad

libitum zur Verfigung. Es wurde darauf geachtet, dass die Tiere flur eine Versuchsreihe je-

weils aus der gleichen Lieferung stammten und etwa das gleiche Alter und Gewicht hatten
(Alter bei Versuchsbeginn ca. 8-10 Wochen, Gewicht 80-110 g).
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3 Methoden
3.1 Isolierung von Nukleinsauren
3.1.1 Praparation von Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe der Trizol-Methode (Life Technologies) oder des
RNeasy RNA-Isolations-Kits der Fa. Qiagen entsprechend der Vorgaben der Hersteller iso-
liert. Alle zur RNA-Isolation verwendeten Losungen wurden mit DEPC (0,01%) behandelt
bzw. steril angesetzt. Gewebeproben wurden unverziglich in flissigem Stickstoff aufge-
nommen und bis zur Weiterbearbeitung darin gelagert. Das Gewebe wurde in flissigem
Stickstoff fein pulverisiert und in 600 pl Lysepuffer aufgenommen (RLT, Fa. Qiagen). Stand
nur wenig Gefriermaterial zur Verfigung, wurden jeweils zehn ca. 50-um dicke Gefrierschnit-
te angefertigt und direkt in 600 pl Lysepuffer aufgenommen. AnschlieRend erfolgte die Ho-
mogenisierung der Proben, entweder mit Hilfe eines Ultraturrax oder mit QiaShredder-
Saulen. Wurde hingegen RNA aus Zellkulturen isoliert, wurde das Zellpellet direkt im Lyse-
puffer gelést. Eine Homogenisierung war in diesem Falle nicht erforderlich. Die Isolierung der
RNA erfolgte schlieBlich durch die Aufbringung des Homogenats auf die RNeasy-Saulen und
nachfolgende Zentrifugation (10.000 U/min fur 1 min). Zur Elution wurden entweder 50 pl
DEPC-H,0O oder Elutionspuffer verwendet. Die Lagerung der Gesamt-RNA erfolgte kurzzeitig
bei —20 °C, Uber einen langeren Zeitraum jedoch bei —70 °C. Generell wurden haufige Auf-

tau-/Einfrierzyklen vermieden.

3.1.2 Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung wurden die RNA-Proben geeignet verdinnt (Ublicher-
weise 1:50) und im Spektralphotometer vermessen. Es ist jeweils bei 260 und 280 nm die
Extinktion gemessen worden. Die Konzentration errechnet sich aus folgender Beziehung:
1 ODy nm entspricht 40 pg RNA/ml. Die Reinheit der Praparation ergibt sich aus dem

Quotienten der OD,g nm / ODgo nm UNd liegt bei hoher Reinheit zwischen 1,8 und 2.

3.1.3 RNA-Gelelektrophorese

Die Uberpriifung der Integritat der gewonnenen, in DEPC-H,O gelésten RNA wurde
mittels denaturierender Formaldehyd-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die elektrophoretische

Auftrennung erfolgte in einem 1 %igen (w/v) Agarose-Formaldehydgel (1X MOPS, 1,5 %
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Formaldehyd [v/v]) *®. Vor dem Auftragen wurden die Proben 10 min bei 65 °C in RNA-
Probenpuffer denaturiert, sofort auf Eis gestellt und durch Elektrophorese in 1X MOPS-

Puffer, bei 90 V Uber einen Zeitraum von ca. 2 h aufgetrennt.

10X MOPS: 10 mM EDTA
50 mM  Natriumacetat
200 mM  MOPS (pH 7,0)
RNA-Probenpuffer: 720 pl Formamid
260 ul - Formaldehyd (37 %, w/v)
160 pl 10X MOPS
80 pl Glycerol
80 - Bromphenolblau
100 pl Ethidiumbromid (10 pg/ml)
100 pul - Aqua bidest.

3.1.4 Isolierung von genomischer DNA aus Paraffinmaterial

Die Isolierung genomischer DNA aus Paraffinmaterial umfasste die Schritte Entparaffi-
nierung, Proteinase-K-Verdau und DNA-Extraktion. Die hier beschriebene Methode ist nach

Wright und Manos *° und Lahiri und Nurnberger *°” modifiziert worden.
1. 3 -5 ca. 20 um dicke Paraffinschnitte in 1 ml Xylol aufnehmen
2. 30 min bei Raumtemperatur (RT) schiitteln
3. 5 min bei 12.000 U/min zentrifugieren, den Uberstand verwerfen
4. die Schritte 1 bis 3 wiederholen

5. zweimal mit 1 ml Ethanol abs. waschen und jeweils 5 min bei 12.000 U/min zentri-

fugieren, anschlieRend das Pellet trocknen
6. das Pellet ber Nacht (UN) mit 400 pl Verdau-Puffer bei 37 °C inkubieren
7. Inkubation fur 10 min bei 95 °C (Heizblock oder Wasserbad)
8. Zentrifugation fiir 30 s, den Uberstand auf zwei 1,5-ml-Reaktionsgefale verteilen

9. jeweils 400 pl Salzpuffer und 12,5 pl SDS (20 %, w/v) zugeben und gut mischen
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10. Inkubation fur 10 min bei 55 °C, anschlieBend auf RT abkuhlen

11. Zugabe von 150 pl 6 M NaCl, gut mischen (vortexen)

12. fir 5 min bei 12.000 U/min zentrifugieren (4 °C)

13. den Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihren

14. gleiches Volumen Isopropanol zugeben

15. Fallung der DNA bei —20 °C UN oder bei =70 °C fur 1 h

16. fiir 5 min bei 12.000 U/min zentrifugieren (4 °C), Uberstand verwerfen

17. DNA-Pellet mit eiskaltem 70 %igem EtOH waschen, trocknen und in 50 pl Bidest.

aufnehmen

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung erfolgte wie unter 3.1.2 beschrieben
durch die Messung der Adsorption bei 260 und 280 nm, wobei 1 ODygonm 50 pg/ml dop-
pelstrangiger DNA entspricht.

Verdau-Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8,5)
1 mM EDTA

05 % Tween 20
200pg/ml Proteinase K

Salzpuffer: 10 mM Tris-HCI (pH 7,6)
10 mM KCI
10 mM MgCl,
04 M NaCl
2 mM EDTA

3.1.5 Isolierung von genomischer DNA aus peripherem Blut

Die Isolierung von genomischer DNA aus peripheren Blutlymphozyten erfolgte nach ei-
ner von Miller et al. **®® beschriebenen Methode, die z.T. modifiziert worden ist. Es kam aus-
schlieBlich frisch gewonnenes EDTA-Blut von gesunden Spendern oder Tumorpatienten zum
Einsatz. Die Blut-DNA der gesunden Spender diente fur diverse Methoden, wie z.B. PCR und
Sequenzierung, als Kontrolle (,,Normal-DNA"). AuBerdem wurde die DNA aus den Lymphozy-

ten von Tumorpatienten als Referenz-DNA bei Mikrosatellitenuntersuchungen eingesetzt.
1. 10 ml EDTA-BIut in ein 50 ml FALCON-R8hrchen geben
2. mit 40 ml 4 °C kaltem Triton-Lyse-Puffer auffiillen und schwenken

3. Inkubation fur 15 min im Eisbad, dabei das Réhrchen gelegentlich schwenken
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Zentrifugation fur 10 min bei 2300 U/min in 4 °C kalter Zentrifuge
den Uberstand vorsichtig abnehmen (das Pellet ist sehr locker)
das Pellet 2 — 3 mal mit 0,95 %iger NaCl-Losung waschen

zum Pellet 3 ml Kern-Lysepuffer, 25 ul Puffer A (enthalt Proteinase K) sowie 115 pl
20 % SDS (w/v) geben

kraftig schiitteln bis die Losung klar ist (1 h bei 50 °C oder UN bei 37 °C)
1 ml 6 M NaCl zugeben, 15 s kraftig schitteln

bei 4500 U/min und 4 °C fur 15 min zentrifugieren, den Uberstand in ein neues

Rohrchen uberfuhren
den Zentrifugationsschritt wiederholen bis der Uberstand klar ist

durch Zugabe von 2 Vol. eiskaltem EtOH (96 %) die DNA ausféllen, dazu das

Roéhrchen leicht schwenken bis die DNA als weil3e Flocke sichtbar ist
ein 1,5 ml-Reaktionsgefal mit 1 ml eiskaltem 70 %igem EtOH vorbereiten

mit einer blauen Pipettenspitze die Flocke in das 1,5 ml-Reaktionsgefall mit dem 1

ml eiskalten 70 %igem EtOH Uberfihren und waschen
bei 12.000 U/min und 4 °C fir 15 min zentrifugieren

das Pellet vakuumtrocknen und in einer geeigneten Menge Bidest. oder TE-Puffer
aufnehmen (ca. 100 — 1000 pl)

Konzentration und Reinheit wie unter 3.1.4 beschrieben bestimmen

Triton-Lysepuffer: 0,32 M Saccharose

(pH 7,5)

5mM  MgCl, x 6 H,0
10 mM  Tris (pH 7,5)
1 % Triton X-100

Kern-Lyse-Puffer: 10 mM  Tris-HCI (pH 8,2)

Puffer A:
(pH 7,5)

04 M NaCl
2mM  EDTA (pH 8,0)

0,1 M NaCl
50mM  Tris-HCINaCI
5mM EDTA (pH 8,0)
20mg Proteinase K
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3.1.6 Isolierung von Plasmid-DNA

3.1.6.1 Minipraparation

Einzelkolonien einer Agarplatte wurden in 5 ml LB-Medium mit Antibiotikazusatz (Ampi-
zillin 50 pg/ml) UN bei 37 °C im Schittelinkubator (200 U/min) inkubiert. 2 ml einer Kultur
wurden bei 5.000 U/min (SIGMA 3K30) abzentrifugiert und die Plasmid-DNA nach Hersteller-
angaben mit dem Endotoxin Free Plasmid Mini Kit (Qiagen) isoliert. Die Integritat der isolier-
ten Plasmide wurde durch Agarose-Gelelektrophorese (1 % Agarose) und durch Spaltung

mittels geeigneter Restriktionsenzyme Uberprift.

3.1.6.2 Maxi- und Megapraparation

100 ml LB-Medium (500 ml bei Megapraparationen) mit Antibiotikazusatz (Ampizillin
50 pg/ml) wurden mit 1 ml (5 ml) der oben erwahnten Ubernachtkultur angeimpft und bei
37 °C im Schuttelinkubator (200 rpm) fur mindestens 12 h inkubiert. Der bakterielle Extrakt
wurde gewonnen, die Plasmid-DNA mit dem Endotoxin Free Plasmid Maxi Kit (Qiagen) iso-

liert und in endotoxinfreiem Wasser geldst.

3.1.7 Isolierung viraler DNA aus Zellkulturtiiberstanden

Die Isolierung viraler DNA aus Zellkulturiberstanden lysierter 293-Zellen erfolgte mit Hil-
fe des MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicentre, Madison, WI, USA).
Dieser Kit erlaubt die Isolierung von DNA aus flissigen Proben durch die Verwendung eines

2X-Lysepuffers.

1. mischen von 150 pl Probe (Zellkulturiiberstand) mit 150 pl 2X Lysepuffer (enthalt

Proteinase K), dabei kraftig schitteln
2. Inkubation fur 15 min bei 65 °C, danach sofort auf Eis (ca. 5 min)
3. Zugabe von 150 ul MPC Protein Precipitation Reagent, fur 10 s kraftig vortexen
4. Zentrifugation (10.000 U/min) zur Pelletierung der Zelltrimmer
5. den klaren Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihren

6. DNA durch Zugabe von 500 pl Isopropanol féllen, das Reaktionsgefal? dazu 30 — 40 x

schwenken
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7. Zentrifugation bei 4 °C fir 10 min (10.000 x g)

8. das DNA-Pellet zweimal mit 70 %igem Ethanol waschen, jeweils kurz zentrifugieren,

wenn sich das Pellet geltst hat
9. nach Vakuumtrocknen das Pellet in 35 pl TE-Puffer aufnehmen

10. Messung der DNA-Konzentration wie unter 3.1.4 beschrieben

3.2 Reverse Transkription, Polymerasekettenreaktion und Sequenzierung
3.2.1 Reverse Transkription

Die Expression der gesuchten mRNA in einem bestimmten Gewebe (Tumor- oder
angrenzendes Normalgewebe) wurde mittels reverser Transkription der Gesamt-RNA in cDNA
mit anschlieBender Polymerasekettenreaktion nachgewiesen. Die Umschreibung der RNA
erfolgte standardmaRig mit Zufallsprimern (Random Hexamer Primers, Life Technologies) in
0,5 ml Reaktionsgefalien in einem Thermocycler (TrioThermoblock, Biometra, wenn nicht
anders angegeben). Die cDNA-Synthese erfolgte mittels Superscript™ Il Kit entsprechend

der Herstellerangaben in 20 pl-Anséatzen.

Zunachst wurden je Ansatz 250 — 2500 ng Gesamt-RNA, die erforderliche Menge
DEPC-H,0 und 100 ng/ul Random Primer gemischt und 10 min bei 70 °C zur Denaturierung
der RNA inkubiert. Anschliefend wurden auf Eis 9 pl eines RT-Mastermix zugegeben, der
sich wie folgt zusammensetzte: 4 pl 5X Reaktionspuffer, 2 pl 100 mM DTT, 2 pl 100 mM
dNTPs sowie 1 pl Superscript™ 11 (200 Units/pl).

Der Ansatz wurde zur Primeranlagerung zundchst fir 10 min bei 20 °C inkubiert, die
cDNA-Synthese erfolgt anschlieBend bei 42 °C fir 90 min, gefolgt von einem Denaturie-
rungsschritt fir 2 min bei 95 °C. Die erhaltene cDNA diente nun als ,template” in den fol-

genden PCR-Reaktionen und wurde bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.

3.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.2.2.1 PCR zum Nachweis der MDMZ2-Transkripte

Zum Nachweis eines spezifischen MDM2-Transkripts wurde eine von Sigalas et al. *

beschriebene , nested“-PCR-Strategie angewendet und teilweise modifiziert. Im ersten Schritt

erfolgte die Amplifizierung der cDNA unter Verwendung von 2 pl (1/10) des unter 3.2.1 er-
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haltenen cDNA-Ansatzes mit den Primern MDM2-5 und MDM2-6, die nahezu die gesamte
cDNA Uberspannen (Abb. 3-1). Ein 50 pl-Ansatz setzte sich folgendermafen zusammen:
1X Reaktionspuffer, 2,5 mM MgCl,, dNTP-Mix (je 10 mM), je 25 pmol Primer, 2,5 U HotStar-
Taqg (Qiagen), 1X Q-Solution sowie Bidest ad 50 pl. Die PCR-Amplifikation mit den dufieren

Primern wurde mit dem nachfolgend beschriebenen Temperaturprofil durchgefiihrt:

Schritt 1:  15:00 min 95 °C Denaturierung

Schritt 2:  0:30 min 55 °C Primer-Anlagerung <+—
Schritt 3:  4:30 min 72 °C Synthese 35 x
Schritt 4:  0:30 min 95 °C Denaturierung I
Schritt 5:  10:00 min 72 °C abschlieRende Synthese

Schritt 6: 00 4 °C

Fur die zweite PCR (,nested PCR*) mit den inneren Primerpaaren MDM2-9/ MDM2-10

bzw. MDM2-1/ MDM2-8 diente 1/10 des ersten PCR-Ansatzes als DNA-Matrize. Die Amplifika-

tion folgte generell dem gleichen, weiter oben beschriebenen Protokoll, mit der Ausnahme,

dass bei Verwendung der Primer MDM2-1 und MDM2-8 die Primer-Anlagerungstemperatur

58 °C betrug. Die Produkte der zweiten PCR wurden elektrophoretisch aufgetrennt (3.3.1)

und dokumentiert. Die GroRenbestimmung der Banden erfolgte mit Hilfe der Auswertesoft-

ware VDS Imagemaster 3.0 (Amersham Pharmacia).
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Abb. 3-1: Bindungsstellen der MDM2-spezifischen Primer

Es sind die Bindungsstellen und die Orientierung der in Tabelle 2-5 beschriebenen MDM2-spezifischen Primer
auf der MDMZ2-cDNA dargestellt. Ein Pfeil markiert die Lage der Primerbindungsstelle, die Richtung des Pfeils
gibt die Orientierung des Primers an. Die durchgezogene, horizontale Linie entspricht der gesamten cDNA
(2372 bp), die Box stellt den translatierten Bereich und die Doménen des MDM2-Proteins dar (oben). Die
Nummerierung zeigt die Exon-Struktur des translatierten Bereichs (unten). MDMZ2-FL — MDMZ2-Full-length
cDNA.
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3.2.2.2 Multiplex-PCR zum Nachweis der Amplifikation des MDM2-Gens

Zum Nachweis der Amplifikation des MDM2-Gens wurden jeweils 50 ng genomischer
DNA des Tumors und aus peripheren Blut-Lymphozyten des Patienten mit Primern fir das
MDM2-Gen (MDM2-7/MDM2-8) sowie Primern fur das Prothrombin-Gen (prot-1/prot-2) in
einer Multiplex-PCR amplifiziert. Das Prothrombin-Gen ist ein Gen, das als ,singel copy“-Gen
vorliegt (Dr. Th. Koéhler, personl. Mitteilung), daher eignet es sich als Referenzgen zum
Nachweis der Amplifikation eines anderen Gens. In Vorversuchen wurde mit Hilfe von Kon-
troll-DNA gesunder Blutspender die optimale Menge an Ausgangs-DNA sowie die optimale
Zyklenzahl wéhrend der PCR ermittelt, um zu vermeiden, die Plateauphase zu erreichen, in

der die Menge an PCR-Produkt ab einer bestimmten Zyklenzahl konstant bleibt.

Das PCR-Protokoll, das zur Koamplifikation des MDMZ2- und des Prothrombin-Gens ge-

nutzt wurde, hatte folgendes Temperaturprofil:

Schritt 1:  15:00 min 95 °C Denaturierung

Schritt 2:  0:30 min 55 °C Primer-Anlagerung P —
Schritt 3:  1:30 min 72 °C Synthese 30 x
Schritt 4: 0:30 min 95 °C Denaturierung —
Schritt 5:  10:00 min 72 °C abschlieRende Synthese

Schritt 6: 0 4 °C

Die Konzentrationen der einzelnen Komponenten des PCR-Ansatzes sind in Kap.
3.2.2.1 aufgefuihrt. Die Produkte wurden in einem 1,5 %igen Agarose-Gel (NuSieve)
elektrophoretisch aufgetrennt und die Banden mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht (3.3.1).
Die Gelbilder sind elektronisch erfasst worden (VDS Imagemaster 3.0), mit deren Hilfe eine

spatere densitometrische Auswertung erfolgte.

3.2.2.3 PCR mit weiteren Primern

Die PCR-Bedingungen fir weitere Primerpaare (Annealingtemperatur, MgCl,-
Konzentration, Anzahl der Zyklen usw.) orientierten sich weitestgehend an dem unter 3.2.2.1
beschriebenen Protokoll. In Abhangigkeit von der zu erwartenden Fragmentlange wurde die

Synthesezeit adaptiert.
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3.2.2.4 Sequenzierreaktion

Zur Sequenzierung von DNA wurden der Thermosequenase und der Thermosequenase
Il Kit der Firma Amersham Pharmacia verwendet, denen das Prinzip des Cycle Sequencing

zugrunde liegt.

Der Sequenzierungsansatz enthielt 8 pl Reaktionsmix (Thermosequenase) bzw. je 4 pl
Reaktionsmix A und B (Thermosequenase Il), 10 pmol des spezifischen Primers, 250 ng
Plasmid-DNA oder 100 ng gereinigtes PCR-Produkt (3.3.1) in einem Reaktionsvolumen von
20 ul. Folgendes Temperaturprofil wurde 35x wiederholt: 30 s 96 °C (Denaturierung), 30 s
55 °C (Primeranlagerung) und 4 min bei 60 °C (Syntheseschritt). Die DNA wurde durch Zu-
gabe von 2 pl einer 1,5 M Na-Acetat, 250 mM EDTA-L6sung (Kit-Komponente) und 60 pl
EtOH (96 %) gefallt und durch Zentrifugation bei RT mit 15.000 U/min fur 30 min pelletiert.
Nach einem Waschschritt (70 % EtOH) und anschlieBender Trocknung ist das Pellet in 4 pl
Formamid-Gellade-Puffer (Kit) aufgenommen worden. Die Analyse der Proben erfolgte in
einem ABI Prism 373 DNA-Sequencer (Perkin EImer) am Zentrum fir Medizinische Grundla-
genforschung der Universitat Halle-Wittenberg (Direktor: Prof. H. Pauer). Die Sequenzierung
der Proben zur Detektion von 7P53-Mutationen wurde am Humangenetischen Institut des

Universitatsklinikums Leipzig von Frau Dr. Barbara Thamm durchgefthrt.

3.3 DNA-Arbeiten

3.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Analyse von PCR-Produkten und Plasmiden erfolgte durch elektrophoretische Auf-
trennung in Abhangigkeit von der zu erwartenden Fragmentlange in 1 — 2 %igen Agarosege-
len (jeweils 100 ml 0,5X TBE-Puffer versetzt mit 5 pl Ethidiumbromidstammldsung
[10 mg/l]). Die Elektrophorese wurde in Gelkammern der Fa. Bioplex mit 0,5X TBE als Lauf-
puffer durchgefuhrt. Dazu wurden die Proben entweder in 10X Bromphenolblau-Puffer bzw.
6X Xylencyanol-Puffer aufgenommen und vor dem Einflllen in die Geltaschen fur 10 min bei
65 °C erhitzt. Die Trennung erfolgte mit 10 V/cm. Nach dem Gellauf wurden die Banden mit-
tels UV-Licht sichtbar gemacht und mit dem Geldokumentationssystem Imagemaster 3.0
(Amersham Pharmacia) ausgewertet. DNA-L&ngenstandards dienten der GréRenbestimmung

der DNA-Fragmente.
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50X TBE: 0,32 M Saccharose
(pH 7,5) 5mM  MgCl, x 6 H,0
10mM Tris

1%  Triton X-100 (v/v)

10X Bromphenolblaupuffer: 20 % Ficoll 400 (w/v)
0,05 M EDTA
0,25 % Bromphenolblau (w/v)
5,7 % Eisessig (v/v)

6X Xylencyanolpuffer: 15 % Ficoll 400 (w/v)
(pH 7,5) 0,25 % Xylencyanol (w/v)

3.3.2 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Zur lIsolierung von PCR-Produkten bzw. Restriktionsansatzen wurden zunéchst 4/5 des
Ansatzes auf einem Agarosegel aufgetrennt (3.3.1). AnschlieBend ist die gewlinschte Bande
auf einem UV-Tisch mit einem sterilen Einmalskalpell aus dem Gel ausgeschnitten worden.
Die Reinigung erfolgte schlielflich mit dem QiaQuick Gelextraction Kit (Qiagen) entsprechend
der Angaben des Herstellers, mit der Ausnahme, dass zum Schmelzen der Agarose der Puf-

fer QX1 aus dem QiaEx Gelextraction Kit angewendet wurde.

3.3.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese von PCR-Produkten

Die Analyse von Mikrosatelliteninstabilitaten erfolgte durch die Auftrennung der PCR-
Produkte in einem 6,7- bzw. 8 %igem Polyacrylamidgel mit anschlieBender Silberfarbung des

Gels.

3.3.3.1 Gellauf

Vor dem Zusammenbau der Gelkammer sind die Platten, Spacer und K&mme intensiv
mit 70 %igem Ethanol gereinigt worden. Die Pufferkammer wurden zudem mit Blueslick™
behandelt, wodurch ein spateres Ablosen des Gels von der Glasplatte erleichtert wird. An-
schlieBend ist die Gelkammer entsprechend der Herstellerangaben zusammengebaut wor-
den. Die Gellésung (ca. 100 ml) wurde sterilfiltriert und unter Vakuum entgast. Unmittelbar
vor dem Gief3en mischt man ca. 80 ml entgaste Gelldsung mit 1 ml 10 % APS (w/v) und 3 ml
10 % TEMED (v/v). Nach der Polymerisation des Gels (ca. 1 h) erfolgte der Vorlauf des Gels
bei 100 Watt, um das Gel auf ca. 50 °C zu erhitzen.
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Die mit Isopropanol geféllten PCR-Produkte (zwischen 14 und 25 ul) wurden in 8 pl Pro-
benpuffer aufgenommen, unmittelbar vor dem Auftragen durch Erhitzen denaturiert und bis

zum Auftragen auf das Gel auf Eis gelagert.

Der Gellauf erfolgt bei 80 Watt und einer Geltemperatur von 50 °C. Die Laufzeit richtete
sich nach der Lange des untersuchten PCR-Produkts und lag bei der Analyse der Mikrosatelli-

ten D12S80a und D12S83a bei 120 min.

Gellésung: 8 %ig 6,7 %ig

113,4 g 113,4 g Harnstoff

108 ml 117ml Bidest. H,O

27 mi 27ml 10X TBE

53,8 ml 45ml  Acrylamid/Bisacrylamid (29/1) 30 %ig
Auftragspuffer: 10 ml Formamid

10mg Xylencyanol FF
10mg Bromphenolblau
200 MIEDTA (pH 8,0; 0,5 M)

3.3.3.2 Silberfarbung

Nach Beendigung des Gellaufs I16st man vorsichtig die Pufferkammer von der Glasplatte
und spannt einen Farberahmen aus Plexiglas auf die Glasplatte. Die Banden wurden mittels

Silberfarbung sichtbar gemacht.
1. das Gel kurz mit Bidest. absptlen
2. 5 min mit 10 %igem Ethanol spiilen

3. 3 min mit 1 %iger Salpetersaure (15 ml 65 %ige Salpetersaure auf 1 | Bidest.) in-

kubieren und kurz mit Bidest. abspiilen
4. 20 min Farbung mit 0,2 % AgNO; (dazu das Gel abdecken)
5. kurz mit Bidest. abspiilen
6. zum Entwickeln: die Natriumcarbonat-Formalin-Losung (Kit) mehrmals wechseln
7. Abstoppen: 2 min mit 10 %iger Essigsaure spiilen und 2 min mit Bidest. sptilen

Anschlieend das Gel auf Filterpapier Ubertragen, mit Folie abdecken und fir 1 h bei

80 °C unter Vakuum trocknen.
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3.4 Klonierung von DNA-Fragmenten

3.4.1 Enzymatische Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fur die hydrolytische Spaltung von doppelstrangiger DNA unter Verwendung von En-
donukleasen wurden die vom jeweiligen Hersteller empfohlen Temperatur- und Salzbedin-

gungen gewahlt.

3.4.2 Ligation von PCR-Produkten in TOPO-TA Vektoren

Zur direkten Klonierung von PCR-Produkten in den pCR 2.1-Vektor wurde der TOPO-
TA-Cloning Kit der Fa. Invitrogen genutzt, der aufgrund der tGberhdngenden Thymidinbasen
eine hocheffiziente Ligation ermdglicht. Fir jeden Ansatz sind jeweils 4 ul gereinigtes PCR-

Produkt verwendet worden. Die Klonierung erfolgte nach Herstellerangaben.

3.4.3 Ligation von Oligonukleotiden

Vor der Ligation der Oligonukleotide (ODNs) MDMZ2-AS und MDMZ2-MM (Mismatch-
Kontrolle) erfolgte die Bindung der einzelnen ODNs aneinander zu einem doppelstrangigen
DNA-Fragment: fur MDMZ2-AS die ODNs MDMZ2-AS forward und MDMZ2-AS-reverse, im Falle
von MDM2-MM die ODNs MDM2-MM forward und MDMZ2-MM reverse. Dazu wurden die zu-
einander komplemetadren ODNs im gleichen molaren Verhdltnis gemischt, der Ansatz auf
65 °C erwarmt und mit einer Rate von 0,5 °C/min schrittweise auf RT abgekuhlt. Der Vektor
pSP6mMUG ist mit den Restriktionsenzymen Xhol und Nsil entsprechend der Angaben des
Herstellers sequentiell verdaut worden. Der Ligationsansatz bestand aus einem Aliquot der
(200 ng) doppelstrangigen ODNs, 100 ng des geotffneten Vektors sowie 5 U T4-DNA-Ligase.

Die Inkubationszeit betrug 4 h bei einer Temperatur von 16 °C.

3.4.4 Herstellung RbCl.-kompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung RbCl,-kompetenter Zellen wurden 100 ml LB-Medium mit 1 ml einer
E. col-Zellkultur angeimpft und bis zu einer ODggo Von 0,5 bei 37 °C unter Schitteln inku-
biert. Das nach Zentrifugation (1.000 x g bei 4 °C) gewonnene Zellpellet wurde auf Eis fir
15 min gekuihlt, in 0,4 Volumen TFBI resuspendiert, weiter 15 min auf Eis inkubiert und wie

oben beschrieben zentrifugiert. Nach Resuspendierung der Zellen in 0,04 Volumen TFBII und
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Inkubation fir 15 min auf Eis wurden 200 pl Aliquote in flissigem Stickstoff schockgefroren

und bei —80 °C aufbewahrt.

TFBI: 100 mM RbCl, (pH 5,8)
30 mM KCI
10 mM MnCl,
15 % (v/V) Glycerol
TFBII: 10 mM RbCl,
10 mM MOPS (pH 6,5)
75 mM CaCl,
15 % (v/v) Glycerol

3.4.5 Transformation von E. coli-Zellen

Ein 100 pl-Aliquot chemisch kompetenter E. coli-Zellen (TOP10 bzw. GM2163) wurde
auf Eis aufgetaut und unter vorsichtigem Mischen mit 8 pl des Ligationsansatzes (2 pl bei
TOP10-Zellen) fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem 2-minttigen Hitzeschock bei 42 °C
wurden die Bakterien sofort fir 2 min auf Eis gekuhlt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von
900 ul LB-Medium (SOC-Medium fur TOP10-Zellen, Kit-Komponente) und eine Inkubations-
zeit von 1 h bei 37 °C unter leichtem Schutteln (200 U/min). 50, 200 und 750 pl (25 und 100
ul bei TOP10) des Transformationsansatzes wurden auf Selektionsagar ausplattiert und UN

bei 37 °C inkubiert.

Positive Transformanden wurden durch die Zugabe von 50 pug/ml Ampizillin selektiert.
Bei Verwendung von TOP10-Zellen erfolgte zusatzlich eine Blau/Weil3-Selektion mit X-Gal

(40 pg/ml).

3.4.6 Selektion positiver Transformanden

Zur Selektion positiver Transformanten wurde ein Teil der Kolonie mit einem sterilem
Zahnstocher gepickt, in 20 ul H,O UuUberfihrt, der Ansatz mit PCR-Puffer (1X), MgCl,
(2,5 mM), den entsprechenden Primern (25 pmol), Q-Solution (1X) und 2,5 U HotStarTag™
supplementiert (Gesamtansatz 50 ul). Die Amplifikation erfolgte wie unter 3.2.2.1 beschrie-
ben, mit der Modifikation, dass der erste Denaturierungsschritt fir 20 min statt fur 15 min

durchgefihrt wurde.
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Die PCR Produkte wurden in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und ana-
lysiert. Von Kolonien, die ein Plasmid mit dem gewlnschten Insert enthielten, wurde mit
einem sterilen Zahnstocher ein Teil der Kolonie zur Anzucht einer Ubernachtkultur in LB-
Medium (supplementiert mit 50 pg/ml Ampizillin) gepickt. Von diesen UN-Kulturen wurden
anschlieend wie unter 3.1.6.1 beschrieben die Plasmide isoliert und durch PCR und Sequen-

zierung analysiert.

3.5 Splice Capture Assay zur ldentifizierung neuer Spliceformen

Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Splice Capture Assay erlaubt die schnelle
Identifizierung, Isolierung und Charakterisierung neuer SpleiRformen der MDMZ2-mRNA. Die-
ser Assay kombiniert die Erstellung einer (RT)-PCR-Bibliothek der Spleiformen (,Capture®)
mit der Restriktionsanalyse der PCR-Produkte durch die Restriktionsendnukleasen Msel,
Hindlll, Dsal und BsA (Abb. 3-2). Die ausgewahlten Enzyme erzeugen jeweils ein spezifi-
sches Spaltmuster der MDMZ2-cDNA, da sie unterschiedlich viele Erkennungssequenzen in

verschiedenen Doméanen aufweisen.
Im Einzelnen umfasst der Splice Capture Assay folgende Schritte:

1. Umschreibung der Gesamt-RNA des Tumor- bzw. Normalgewebes in cDNA mit Zu-

fallsprimern (3.2.1)
2. PCR-Amplifikation der cDNA mit spezifischen Primern fur MDM2 (3.2.2.1)

3. direkte Klonierung der PCR-Produkte in den pCR-2.1-TOPO-Vektor (3.4.2)
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Abb. 3-2: Erkennungs- und Spaltstellen der verwendeten Restriktionsenzyme

Die Abbildung zeigt die Erkennungsstellen der beim Splice Capture Assay benutzten Restriktionsenzyme
(Dsal, Msel, Hindlll, BsAd) auf dem durch die Primer MDM2-1 und MDM2-8 amplifizierten PCR-Produkt.
Durch die Verwendung mehrerer Enzyme entsteht fiir jede SpleiRform ein charakteristisches Spaltmuster, das
Ruckschlisse auf die in der SpleiRform enthaltenen Doménen zulasst.
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4. Transformation von £. coli-Zellen und Selektion positiver Transformanden (3.4.5.)
5. Isolierung der Plasmide, anschlieBend erneute PCR mit den o.g. Primern (3.1.6.1)

6. Restriktionsverdau der PCR-Produkte mit bis zu 4 verschiedenen Restriktionsenzy-
men (Ddel, Msel, Hindlll, BsA) (3.4.1)

7. Auftrennung im Agarosegel und Farbung mit Ethidiumbromid (3.3.1)

8. densitometrische Analyse des Spaltmusters mit Hilfe der Software VDS Imagemas-

ter 3.0 (Amersham Pharmacia)

Anschlieend wurden sowohl die Spaltmuster der bekannten und charakterisierten
SpleiRformen, die durch den Verdau mit den jeweiligen Restriktionsenzymen erhalten worden
waren, als auch die Muster anderer bzw. neuer SpleiRformen miteinander verglichen und
analysiert. Durch die Anwendung des Splice Capture Assays war es mdglich, vor der Se-
guenzanalyse der PCR-Fragmente Informationen Uber die fehlenden Exonen in der unter-

suchten Spleifform zu erhalten.

3.6 Northern Blot Analysen

Zur Analyse der MDMZ2-mRNA-Expression in WTS mittels Northern Hybridiserung wur-
den jeweils 5 pg Gesamt-RNA eingesetzt. Die Gelelektrophorese, der Transfer auf die Blot-
Membran sowie die Hybrdisierung erfolgten nach Standardmethoden '®. Als Sonde diente

die gesamte kodierende Region der MDMZ2-cDNA.

3.7 Western Blot Analysen

3.7.1 Isolierung von Proteinen aus Gewebe und Zellkulturen, Proteinbestim-

mung

Die Isolierung von Proteinen aus Zellkulturen und Gefrierproben erfolgte anhand von
Standardprotokollen **. Dazu wurde das Zellpellet oder bis zu 10 jeweils 20 um dicke Ge-
frierschnitte in Laemmli-Puffer aufgeldst. Das Zellhomogenat ist anschlieBend 10 min auf
95 °C erwéarmt und kurz mit Ultraschall behandelt worden (2 x 10 s). Die Igslichen Proteine
wurden durch Zentrifugation (10 min, 12.000 U/min) gewonnen. Zur Bestimmung der Prote-
inkonzentration wurde der Protein Assay Kit (Sigma) entsprechend der Herstellervorgaben

genutzt. Die Lagerung der aliquotierten Proben erfolgte bis zur Verwendung bei —20 °C.
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3.7.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte in SDS-Polyacrylamid-
Gelen in einer Gelapparatur der Fa. Biometra. Die Gele wurden in Abhangigkeit von der Gro-
Re des untersuchten Proteins als 10 — 12,5 %ige Trenngele und 5 %ige Sammelgele mit
einer Dicke von 1 mm gegossen. Die Proben sind vor dem Auftragen jeweils so verdinnt
worden, dass 30 pg Protein in 20 pl Laemmli-Puffer gel6st waren. AnschlieBend wurden die
Proben mit Auftragspuffer versetzt, auf das Gel aufgetragen, 10 — 30 min bei 18 mA im Sam-
melgel und 90 — 120 min bei 35 mA im Trenngel aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde
beendet, wenn die Bromphenolblau-Bande das untere Ende des Gels erreicht hatte. Zur Gro-

Renbestimmung wurde ein Protein-Molekulargewichtsmarker mitgefihrt (Fa. Life Technolo-
gies).

Sammelgelpuffer: 1M Tris/HCI (pH 6,8)

Trenngelpuffer: 1M Tris/HCI (pH 8,8)
Lauf-Puffer: 25mM  Tris

192 mMGlycin

0,1% SDS

3.7.3 Ubertragung von Proteinen auf eine PVYDF-Membran

Nach dem Gellauf wurden die aufgetrennten Proteine durch Semi-Dry-Blotting in einer
Fastblot Transferkammer (Fa. Biometra) auf eine PVDF-Membran (0,45 um PorengroRRe, Mil-
lipore) Ubertragen. Die Membran wurde vor dem Blotten zunéchst in Methanol aktiviert, an-
schlieBend kurz mit Bidest abgespult und in Transferpuffer prainkubiert. Zum Blotten wurden
5 Lagen in Transferpuffer getranktes Filterpapier, die befeuchtete PVDF-Membran, das PAA-
Gel (Sammelgel vorher abtrennen) und wiederum 5 Lagen Filterpapier luftblasenfrei in die
Blotapparatur geschichtet. Der Transfer erfolgte bei 500 mA fir 60 min bei Proteinen mit
einer Grolle von etwa 20 kDa und bei 540 mA fur 70 min bei Proteinen mit einer Grol3e bis
zu 90 kDa. Die Transfereffizienz wurde durch reversible Farbung der Membran mit Coomas-

sie-Blau-L6sung bestimmt.

3.7.4 Immunfarbung mit spezifischen Antikérpern

Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurde der Blot fiir 1 h in 5 % Trockenmilch

in PBS-Tween unter leichtem Schutteln inkubiert und anschlieRend 3 x mit PBS-Tween gewa-
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schen. Der Antikérpernachweis erfolgte im Miniblotsystem der Fa. Biometra, das eine unab-
héngige Analyse der einzelnen Gelspuren erlaubt (2 x 16 Spuren). Die spezifischen Antikor-
per wurden in PBS-Tween verdinnt (Tab. 3-1) und der Blot unter leichtem Schitteln bei RT
1 h inkubiert und anschlieBend 1 x 15 min und 2 x 5 min mit PBS-Tween gewaschen. Die
entsprechenden sekundaren, mit Peroxidase konjugierten Antikérper wurden ebenfalls in
PBS-Tween laut Herstellerangaben verdinnt (Tab. 3-1), der Blot wiederum fir 1 h unter
leichtem Schutteln bei RT inkubiert und anschlieBend 1 x 30 min und 2 x 15 min gewaschen.
Zum Nachweis der Antikdrperbindung wurde das ECL Western Blotting Detecting System
(Amersham Pharmacia) nach Angaben des Herstellers verwendet. Dazu wurden die Ldsun-
gen A und B zu gleichen Teilen (je 7 ml) gemischt und die Membran damit fir 1 min benetzt.
Zur Detektion der Chemieluminiszenz wurde der Blot in Folie eingeschweif3t und fir 30 s bis
30 min auf Kodak Biomax-Filme gelegt. Die Intensitdt der Banden wurde densitometrisch
nach Einscannen des entwickelten Films mit Hilfe der Software VDS Imagemaster 3.0 (Fa.

Amersham) ermittelt.

Zur Quantifizierung der Proteinbanden wurden die Intensitdten der Banden wie oben
beschrieben gemessen und gegen die Intensitéat der TP53-Bande der Zelllinie RD (10 pg)
standardisiert, die auf dem gleichen Gel aufgetragen worden ist. AnschlieBend ist dieser
Wert durch die Intensitat der Actin-Bande der jeweiligen Probe geteilt worden, deren Wert
ebenfalls gegen die TP53-Bande normiert wurde. Die erhaltenen Werte fir die Proteinex-
pression wurden entsprechend einer semiquantitativen Skala als keine, schwache, erhdhte

und starke Expression eingeteilt.

Tab. 3-1: Verdinnungen der in dieser Arbeit verwendeten Primér- und Sekundarantikdrper

Antigen Antikdrper/Klon Verdidnnung Antigen Antikdrper/Klon Verdidnnung
TP53 DO-7 1:500 MDM2 4B2 1:1000
Pab1801 1:500 2A9 1:1000
MDM2 1B10 1:500 pl4ARF C18 1:100
IF-2 1:500 Actin AC41 1:3000
N20 1:100 Anti-Ziege 1:2000
C18 1:100 p0161 1:2000

2A10 1:1000 p0448 1:2000
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3.8 Immunhistochemie

Immunhistochemische Untersuchungen wurden entweder an Paraffin- oder Aceton-

fixierten Kryoschnitten durchgeftihrt. Die verwendeten Antikdrper sind in Tab. 2-2 beschrie-

ben. Das nachfolgend dargestellte Protokoll kann fir Paraffin- und Gefrierschnitte gleicher-

maRen verwendet werden (bei Gefrierschnitten entféllt die Entparaffinierung).

=

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Anfertigung von 4-um Paraffinschnitten

Schnitte auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager (Superfrost, Fa. Menzel) auf-

ziehen
Objekttrager 15 min bei 60 °C inkubieren
Entparaffinierung im Xylolbad (2 x 5 min)

Schnitte in absteigender Alkoholreihe rehydrieren (2 x 3 min 99 % Ethanol, 2 x
1 min 95 % Ethanol, 2 x 1 min 70 % Ethanol)

Objekttrager fir 5 min in PBS pH 7,4 spilen

30 min in 2 % H,0,-L6sung inkubieren (Abweichungen sind moglich und missen

fur jedes Gewebe individuell ermittelt werden)

gilt nur fir den MDM2-AK 1B10: den Objekttrager in Zitronenséure-Puffer bei U-

berdruck kochen

5 min Inkubation in 6 %iger Tragerproteinlésung zur Blockierung unspezifischer

Bindungen
vorsichtig die Tragerproteinlsg. vom Préparat abtupfen

Auftragen des Primar-Antikérpers (50 ul einer 5 mg/ml AK-Lsg. [1:200 verdinnen]
je Objekttrager)

Inkubation in feuchter Kammer 1 h bei RT oder UN bei 4 °C
zweimal fir 5 min mit PBS pH 7,4 spilen

10 min mit biotinyliertem Sekundar-AK bei RT inkubieren (Anti-Maus- oder Anti-

Kaninchen-1g)
zweimal fir 5 min mit PBS pH 7,4 spllen
10 min mit Peroxidase-konjugierter Streptavidin-Losung bei RT inkubieren

zweimal fir 5 min mit PBS pH 7,4 spllen
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18. 3 — 5 min mit AEC enthaltender Chromogen-Lsg. (DAKO) inkubieren, zweimal fur 5
min mit PBS pH 7,4 spilen

19. mit Hamatoxilin gegenfarben und blauen
20. Eindecken der Schnitte mit Gelatine (Merck)

Die gefarbten Praparate wurden von jeweils zwei Begutachtern unabhéngig voneinan-
der ausgewertet. Im Falle von unterschiedlichen Ergebnissen in der Begutachtung wurde die
Farbung fir die fraglichen Proben an neuen Schnitten des gleichen Praparats wiederholt.
Eine Probe wurde dann als positiv bewertet, wenn mindestens 10 % der Tumorzellen eine

signifikante Farbung aufwiesen 3.

1X PBS (pH 7,4): 120 mM  NaCl
2,7 mM KCI
7 mM Na,HPO,
3 mM NaH2P04

3.9 Zellkultur

Die Anzucht eukaryotischer Zellen erfolgte als adharente ,Monolayer” in Dulbecco”s
Modifizierten Eagle Medium bei 37 °C, 5 % (v/v) CO, und maximaler Luftfeuchtigkeit in steri-
len 25 ml- oder 250 ml-Zellkulturflaschen. Fir spezielle Anwendungen (z.B. Transfektions-
versuche) wurden die Zellen in 6- oder 24-Loch-Mikrotiterplatten  bzw.
100-mm-Petrischalen kultiviert. Das Zellkulturmedium enthielt, wenn nicht gesondert ange-

geben, keine Antibiotika.

Konfluent gewachsene Zellen wurden nach Trypsinierung im Verhdltnis 1/3 passagiert.
Dazu wurde das Medium abgegossen, die Zellen mit PBS pH 7,4 (Kap. 3.7) gewaschen und
5 min bei 37 °C mit Trypsin inkubiert, die Reaktion durch Zugabe von Zellkulturmedium ab-
gestoppt, die Zellen abzentrifugiert (500 x g fur 5 min) und nach Resuspendierung in fri-
schem Medium in neue Flaschen umgesetzt. Da die fir die Virusexpansion genutzten 293-
Zellen sehr empfindlich sind, sollte die Inkubationszeit mit Trypsin bei diesem Zelltyp nicht
langer als 1 min betragen. Fur Transfektionsversuche wurden die Zellen vor dem Aussden
mit Hilfe eines Coulter Zellzéhlgerates ausgezahlt und mit der entsprechenden Zelldichte in

100 mm Petrischalen eingesetzt.

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen nach Trypsinierung in 1 ml Einfriermedium
aufgenommen, in 2 ml-Gefrierréhrchen dberfiihrt, 24 h bei —20 °C, 24 h bei —80 °C und an-

schlieBend bis zur Verwendung in flissigem Stickstoff gelagert.
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Zellkulturmedium: DMEM (HEPES-gepuffert; Life Technologies)
10 % (v/v) Fotales Kalberserum
2 mM Na-Pyruvat
Trypsinlésung: 0,1 9% (w/v) Trypsin
1 X PBS pH 7,4
Einfriermedium: 50 ml DMEM
10 ml FKS
7,5 ml DMSO

3.10 Arbeiten mit Adenoviren

Alle Arbeiten in Verbindung mit Adenoviren wurden in der Abteilung Molecular Pharam-
cology des St. Jude Children’s Research Hospital (Memphis, TN, USA) im Labor von Dr. Linda
Harris durchgefihrt.

Fur die Konstruktion eines adenoviralen Vektors ist es zunéchst erforderlich, das ge-
winschte Gen in ein adenovirales Plasmid — hier pAVS6a.Cla (Tab. 2-3) — zu klonieren, das
ein homologes Rekombinationsfragment (HRF) enthalt. Dieses Plasmid kann mit replikati-
onskompetenter adenoviraler DNA rekombinieren. Das hier fur die Konstruktion der Add/327-
MDM-AS und AddB27-MDM-MM beschriebene Protokoll kann mit entsprechenden Modifikati-

onen auch leicht auf andere Adenoviren Ubertragen werden.

Des Weiteren umfasst die Herstellung eines adenoviralen Vektors die folgenden Ar-

beitsschritte:
1. Expansion und Reinigung des replikationskompetenten Adenovirus Add/f327 (3.8.1)
2. DNA-Praparation des replikationskompetenten Adenovirus (3.1.7)

3. Entfernen der E1-Region aus dem adenoviralen Genom durch Restriktionsverdau mit
Clal

4. Kotransfektion des adenoviralen Plasmids pAVS6a.Cla mit der adenoviralen DNA

5. Isolieren, Expandieren und Charakterisieren (DNA-Isolation und PCR) der entstande-

nen Plagues

6. die positiven Plaques expandieren und reinigen, den Reinigungsschritt mindestens

zweimal wiederholen

7. weitere Expansion des Virus
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8. auf Kontamination mit replikationskompetentem Adenovirus prifen (PCR fir die Gene
Ela)

9. wenn das Ela-Gen noch vorhanden ist, die Schritte 5 — 8 wiederholen

10. liegt keine wt-Kontamination vor, das Virus titrieren

3.10.1 Expansion und Reinigung von Adenoviren

Zur Expansion des Adenovirus Add327 wurden zunachst 293-Zellen in 25 T162 Zellkul-
turflaschen bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % angezichtet. Die Infektion der Zellen mit
dem Virus erfolgte in Infektionsmedium; dazu verdinnt man 1 pl der Virusstammldsung in 4
ml Infektionsmedium (fiir 25 Flaschen benétigt man 25 pl Viruslosung in 100 ml Infektions-
medium). Das alte Kulturmedium wurde durch jeweils 4 ml des Infektionsmediums ersetzt
und die Flaschen fur 2 h im Brutschrank (37 °C, 10 % CO,) inkubiert. Da die 293-Zellen sehr
empfindlich sind, sollte man nicht mehr als 3 Flaschen gleichzeitig aus dem Brutschrank
nehmen. Anschliefend wurden je Flasche 20 ml des reguldren Mediums (DMEM mit 10 %
FKS) hinzugefugt. Es folgte eine Inkubationszeit von 2 — 4 Tagen. Die Zellen wurden geern-
tet, sobald bei den meisten Zellen Anzeichen der bevorstehenden Lyse erkennbar waren (die
Zellen vergrof3ern sich und zeigen eine abgerundete Form). Es ist wichtig, das Zellwachstum
genau zu Uberwachen, da die Zellen geerntet werden sollen, bevor die Lyse der Zellen ein-

setzt und so die Viren in das Medium abgegeben werden.

Die Zellen wurden durch leichtes Klopfen der Flasche und wiederholtes Auf- und Abpi-
pettieren des Mediums von der Flasche gel6st, in ein 50-ml-Falcon-Rohrchen Gberfihrt und
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Prozedur mit den restlichen Flaschen
wiederholt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt belasst man ca. 5 ml des Uberstandes,
um die Zellen resuspendieren zu kénnen. Das Pellet kann bei —70 °C eingefroren oder weiter

bearbeitet werden.

Infektionsmedium: DMEM mit 2 % FKS

Die Reinigung des Adenovirus erfolgte durch zweimalige Zentrifugation mit einem CsCl-

Gradienten in einer Ultrazentrifuge (L8M Beckman Zentrifuge).

1. Lyse der Zellen durch mind. 5-maliges Auftauen/Einfrieren des Zellpellets (Einfieren

auf Trockeneis fur 5 min, Auftauen bei 37 °C im Wasserbad fiir 2 min)
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Abb. 3-3: CsCl-Gradient nach der ersten Ultrazentrifugation

Es ist die Verteilung der einzelnen Zellbestandteile im CsCl-Gradienten nach der ersten Ultrazentrifugation
dargestellt. Die Bande, die die Adenoviren enthélt befindet sich in einem Bereich des Gradienten mit hoher
Dichte.

2. Zelltritmmer durch Zentrifugation bei 9000 U/min fir 5 min entfernen
3. den Uberstand (enthélt die Viren) abnehmen und mit PBS auf 4,5 ml auffiillen

4. in ein SW41 Rohrchen zunadchst 2,5 ml CsCl-Losung geringer Dichte einfillen

(1,25 g/ml)
5. darunter eine Schicht CsCIl-Losung hoher Dichte legen (1,4 g/ml)
6. auf den Gradienten vorsichtig (!) das Zelllysat pipettieren
7. fir 1 h bei 35.000 U/min und 20 °C zentrifugieren

8. die oberen Phasen vorsichtig entfernen (Abb. 3-3) ohne die Bande mit den Viren zu

zerstoren
9. die die Viren enthaltende Bande vorsichtig mit einer Kanule aufziehen

10. in ein SW41 Roéhrchen 8 ml einer 1,3 g/ml CsCl-Lésung fullen und die Virus-Losung

aus der ersten Zentrifugation dartberschichten
11. bei 35.000 U/min und 20 °C fur mind. 18 h zentrifugieren
12. die distinkte Bande mit dem Virus mit einer Kanule vorsichtig absaugen

13. das Volumen des gereinigten Virus bestimmen, Glycerol bis zu einer Konzentration

von 10 % (v/v) zugegeben

14. Virus in Slide-A-Lyzer™ Kassette gegen 4 | Dialysepuffer bei 4 °C dialysieren
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1X Dialysepuffer: 10 mM  Tris (pH 6,8)
1 mM  MgCl,
10 % (v/v) Glycerol

3.10.2 Kotransfektion eukaryontischer Zellen

Alle Transfektionsexperimente wurden in endotoxinfreien 100 mm-Petrischalen durch-
gefuhrt. Da 293-Zellen sehr empfindlich gegen pH-Schwankungen sind, wurde mit HEPES-
gepuffertem DMEM-Medium gearbeitet.

Einen Tag vor der Transfektion wurden 5 — 8 x 10° 293-Zellen in 100 mm Petrischalen
in regularem DMEM-Medium (10 % FKS) ausgesét, so dass am nachsten Tag etwa eine Kon-
fluenz von 80 % erreicht wurde. 3 h vor der Transfektion ist das Medium gewechselt wor-
den. Zur Transfektion wurden 6 pg pAVS6a.Cla und 3 pg mit C/al-verdaute adenovirale DNA
gemischt. Gleichzeitig wurden 27 pl Fugene® in 263 pl serumfreiem DMEM verdiinnt. Nach
einer 5-mindtigen Inkubationszeit ist das verdinnte Fugene-Reagenz tropfenweise in das
ReaktionsgefaR mit der DNA Uberfihrt und weitere 15 min inkubiert worden. Anschliel}end
wurde das Gemisch gleichmaRig, tropfenweise auf die Zellen verteilt. Am néachsten Tag wur-
de das Medium nochmals gewechselt. Zur Bildung der Plaques Uberschichtete man die Zellen
schlieBlich mit 1 % Seaplaque Agarose und 1X DMEM supplemetiert mit 10 % FKS sowie
Fungizone® und Penicillin/Streptomycin (2 % Seaplaque-Agarose und 2X DMEM vor der U-
berschichtung mischen). Nach einer Woche wurde die Uberschichtung wiederholt. Nach etwa

14 Tagen sind die Platten auf sich bildende Plaques hin untersucht worden.

3.10.3 Isolierung der Plaques

Das Isolieren der Plaques erfolgte mit Hilfe einer Pasteur-Pipette. Dazu wurde mit der
Pipette in die Agarose gestochen und das Agarosestiickchen angesaugt. Anschliefend ist die
Agarose mit ca. 250 pl DMEM-Medium aus der Pipette ausgespuilt worden. Vor der Lagerung
bei —70 °C erfolgte die vollstandige Lyse der 293-Zellen durch 5-maliges Einfrieren in Tro-

ckeneis und Auftauen bei 37 °C.

3.10.4 Charakterisierung der Plaques

Zur Isolation der viralen DNA wurde der Virus zunachst in kleinem Malistab expandiert.

Dazu sind 1 x 10° 293-Zellen in 2 ml reguldrem DMEM mit 10 % FKS in einer 6-Loch-Platte
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ausgesat worden. Am nachsten Tag erfolgte die Zugabe von 100 pl der Viruslésung des je-
weiligen Plaques. Nach vollstandiger Lyse aller Zellen, wurde der Uberstand inklusive der
abgeschwommenen Zellen gewonnen und in ein 15 ml-Falcon-Réhrchen tberfuhrt. Vor der
Weiterverarbeitung wurden die Zellen durch mehrmaliges Einfrieren/Auftauen (s. oben) voll-
standig lysiert. AnschlieRend ist die virale DNA wie unter 3.1.7 beschrieben mit Hilfe des

MasterPure complete DNA/RNA Purification Kits der Fa. Epicentre isoliert worden.

Mit Hilfe einer PCR unter Benutzung der Primer mU6SP6 und AdITR (Tab. 2-5) und an-
schlieBender Sequenzierung (3.2.2.4) wurde die virale DNA der einzelnen Plagues auf das
Vorhandensein der jeweiligen Sequenz (MDM2-AS bzw. MDM2-Mismatch-Kontrolle) geprift.
Die als positiv eingestuften Plagues wurden anschliel}end weiter aufgereinigt, indem mit dem
Zellkulturuberstand der lysierten 293-Zellen des jeweiligen Plaques (s. oben) die Schritte, die
in den Punkten 3.8.3. und 3.8.4 beschrieben sind, mindestens zweimal wiederholt worden

sind.

Nach dem zweiten Reinigungsschritt wurden die Viren wie unter 3.8.1 beschrieben in
einer T162-Flasche expandiert und Uber einen CsCl-Gradienten gereinigt. Auf die sich an-
schlieBende DNA-Isolation (3.1.7) folgte die Charakterisierung der viralen DNA in Bezug auf
das Vorhandensein der E1A und E2B-Region der viralen wt-DNA '°. Wies die virale DNA kei-
ne Kontamination mit DNA des Wildtyps auf, konnte der Virus in groRem Mafstab expandiert

(3.8.1) und titriert werden.

3.11 MDM2-AS-Behandlung von xenotransplantierten WTS in Nacktratten
3.11.1 Xenotransplantation von humanen WTS in Nacktratten

Alle Tierexperimente wurden entsprechend eines vorliegenden und genehmigten Tier-
versuchsantrages (TVV-Nr.: 16/98, Regierungsprasidium Leipzig) unter Leitung von Prof. Dr.
M. Schoénfelder und PD Dr. Peter Wirl im Tierstall des Instituts fir Immunologie der Veteri-
narmedizinischen Fakultdt der Universitat Leipzig (Direktor Prof. Dr. Alber) unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Alle Experimentatoren sind vor den Versuchen Uber den sach-
gemalen Umgang mit Versuchstieren geschult worden und besafRen die erforderlichen Quali-

fikationen.

Fur die Xenotransplantation wurden den ca. 8 Wochen alten Nacktratten (Rh-nu/nu)
durchschnittlich 5 x 10° Einzelzellen der Zelllinie RD, die zuvor /n vitro kultiviert, trypsiniert
und in PBS gewaschen worden sind, in einem Volumen von 0,5 ml serumfreiem RPMI
Zellkulturmedium intramuskuldr an beiden Flanken in Narkose injiziert (Einmal-Spritzen mit

Kandlen-[O 1 mm). In den ndchsten Wochen wurde das Tumorwachstum durch Ausmessen
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Abb. 3-4: Xenotransplantattumor der Zelllinie RD auf einer Nacktratte

A. Zur Etablierung eines Xenotransplantattumors wurden 5 x 10° Einzelzellen der RD-Linie in die hintere
Flanke injiziert. Weitere Einzelheiten s. Text. B . Nach der operativen Entfernung aus der Flanke des Tieres
wurde der Xenotransplantattumor homogenisiert, um jedem Versuchstier die qualitativ vergleichbare Tu-
mormasse zu implantieren. Die Abbildung zeigt ein Tumorstick direkt nach der Entnahme (links) sowie
kleinere Stiicke nach der Homogenisierung, wie sie schliefilich implantiert worden sind (rechts)

ndlen-0 1 mm). In den ndchsten Wochen wurde das Tumorwachstum durch Ausmessen des
Tumordurchmessers tberwacht und dokumentiert. Erreichte der durchschnittliche Tumor-
durchmesser einen Wert von etwa 25 mm (Abb. 3-4), diente der Tumor als Gewebespender
fur eine weitere Xenotransplantation auf Nacktratten im Rahmen der /n vivo Gentherapiestu-
dien mit MDMZ2-Antisense-Oligonukleotiden (MDM2-AS ODNs). Dazu wurden die Tiere einge-
schlafert und der Tumor aus den Flanken der Tiere prapariert. Zunachst wurden dem explan-
tierten Tumorgewebe sichtbare nekrotische Bereiche entfernt und das verbleibende Gewebe
vorsichtig mit einem Skalpell in etwa 1 — 2 mm?® groBe Stiicke zerkleinert (Abb. 3-5). Auf
diese Weise wurde sichergestellt, dass allen Tieren der Versuchsreihe Tumormaterial eines
klonalen Ursprungs und vergleichbarer Qualitat transplantiert werden konnte. Bis zur weite-
ren Verwendung wurden die Gewebestiicke fir max. 2 h in einer feuchten Kammer auf Eis

gelagert.

Die Implantation des Tumorgewebes erfolgte am narkotisierten Tier durch eine maxi-
mal 1,5 cm lange Inzision in der Bauchdecke. Das Tumorgewebe ist stets gleichmaRig auf
alle 4 Quadranten des Peritoneums verteilt worden. In einer ersten Versuchsreihe wurden
den Tieren jeweils 1 g, in einer zweiten Versuchsreihe jeweils 0,5 g zerkleinertes Tumorge-
webe implantiert (3.10.2). Der Wundverschluss erfolgte schichtweise durch resorbierbare
Néhte.

3.11.2Nichtviraler Gentransfer in vivo

Die Applikation der potenziell therapeutisch wirksamen Oligonukleotide erfolgte konti-

nuierlich durch osmotische Alzet®-Minipumpen (Alza-Pharmaceuticals). Diese Pumpen haben
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.\5‘

Abb. 3-5: Implantation der osmotischen Minipumpe, Dokumentation des Tumorwachstums

A. Sieben Tage nach Implantation des Tumorgewebes wurden den Versuchstieren die osmotischen Mini-
pumpen eingesetzt (weitere Erlauterungen s. Text). B. Nach Beendigung der MDMZ2-Antisense-Therapie
wurden die Tiere eingeschlafert und das Wachstum der Tumoren im Peritoneum dokumentiert. Die Abbil-
dung zeigt einen Tumor der Sense-Kontrollgruppe 14 Tage nach Implantation des Tumorgewebes.

ein Volumen von 200 pl und erreichen eine Pumprate von 1 pl/h Gber einen Zeitraum von
einer Woche. Die Lange der Pumpen betragt 30 mm, der Durchmesser 7 mm bei einem Ge-

wicht von 1,1 g.

Die lyophilisierten MDM2-AS ODNs bzw. Kontroll-Oligonukleotide wurden in 0,9 %iger
NaCl-Losung (,,physiologische Kochsalzldsung®) aufgenommen, und zwar so, dass die

entsprechende ODN-Menge genau in 200 ul gelést war.

3.11.2.1 Versuchsreihe 1

24 Ratten (8 Wochen alt) wurden randomisiert in 4 Gruppen geteilt (7 Tiere je Gruppe,
5 Tiere je Kontrollgruppe). Jedem Tier sind 1 g Tumorgewebe in das Peritoneum implantiert
worden (s. 3.10.1). Gleichzeitig erfolgte die Implantation der osmotischen Pumpen, die je
nach Gruppeneinteilung mit 100 pg MDM2-AS ODN *°, mit 200 ug MDM2-AS2 ODN ®°, mit
200 ug MDMZ2-SE ODN (Sense-Kontrolle) sowie mit bidestilliertem Wasser als Kontrolle ge-
fallt waren (Abb. 3-5).

Wahrend der Therapie wurde sowohl das Gewicht der Tiere als auch das Tumorwachs-
tum Uberwacht und dokumentiert. Zwei Wochen nach Versuchsbeginn (d.h. ebenso zwei
Wochen nach Einsetzen der Pumpen) wurden die Tiere eingeschlafert. Alle makroskopisch
sichtbaren Tumore wurden nach ausgiebiger Inspektion der gesamten Bauchhohle vollstan-
dig entfernt und Anzahl und Gewicht bestimmt (Abb. 3-5). Von den Tumoren wurden Proben
sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren bzw. fiir die immunhistochemische Evaluierung

in Formalin fixiert.
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3.11.2.2 Versuchsreihe 2

24 Ratten (8 Wochen alt) wurden in dieser Versuchsreihe randomisiert in 4 Gruppen
eingeteilt (7 Tiere je Gruppe, 5 Tiere je Kontrollgruppe). Den Tieren sind — wie unter 3.10.1
beschrieben — 500 mg Tumorgewebe in das Peritoneum implantiert worden. Eine Woche
spater erfolgte die Implantation der osmotischen Pumpen, die entsprechend der Gruppenein-
teilung mit 100 pg bzw. 200 pug MDM2-AS ODN, mit 200 ug MDMZ2-SE ODNs (Sense-
Kontrolle) sowie mit physiologischer Kochsalzlésung gefillt waren (Abb. 3-5). Wahrend der
Therapie wurde sowohl das Gewicht der Tiere als auch das Tumorwachstum Uberwacht und
dokumentiert. Eine Woche nach Einsetzen der Pumpen (2 Wochen nach Versuchsbeginn)
wurden die Tiere eingeschlafert. Alle makroskopisch sichtbaren Tumore wurden nach aus-
giebiger Inspektion der gesamten Bauchhgohle vollstéandig entfernt und Anzahl und Gewicht
bestimmt (Abb. 3-5). Von den Tumoren und verschiedenen inneren Organen (Leber, Milz,
Muskel) wurden Proben sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren bzw. fir die immun-

histochemische Evaluierung in Formalin fixiert.

Die Auswertung der Proben umfasste die Bestimmung der Mitoserate (Anzahl der Mito-
sen per High Power Field) und den immunhistochemischen Nachweis der MDM2 und TP53-

Proteinexpression (3.6, 3.7).

3.12 Statistik

Die statistische Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit Hilfe der Software SPSS
9.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Als signifikant eingestuft wurden alle Werte bei einer
Wahrscheinlichkeit von p < 0,05.
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4 Ergebnisse
4.1 mRNA- und Proteinexpressionsstudien von MDM2 und p14ARF in WTS
4.1.1 RT-PCR zum Nachweis der MDMZ2-mRNA Expression

Von Sigalas et a/. ** konnten 1996 u.a. in Blasentumoren insgesamt 5 verschiedene
Transkripte der MDM2-mRNA nachgewiesen werden. Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe
zeigten an ausgewahlten WTS-Zelllinien, dass ebenfalls Transkripte verschiedener GréRRe im
Northern Blot detektierbar waren ''°. Es sollte daher die Frage geklart werden, ob auch in

WTS-Tumorproben SpleilRvarianten der MDM2-mRNA nachweisbar sind.

Fur die Analyse stand von 87 Patienten Tumorgewebe zur Verfligung, aus dem Ge-
samt-RNA isoliert und mittels einer sensitiven RT-PCR-Methode untersucht wurde. Die Um-
schreibung der Gesamt-RNA in cDNA erfolgte generell mit Zufallsprimern, da bei der Ver-
wendung von genspezifischen sowie Oligo-dT-Primern selbst bei Positivkontrollen (Zelllinie
K562) keine MDMZ2-cDNA in der PCR amplifiziert werden konnte (Daten nicht gezeigt). Fir
den Nachweis der MDMZ2-Transkripte in den Tumorproben wurden zunachst die Primer
MDM2-2 und MDM2-3 ausgewahlt (s. auch 2.9, 3.2.2.1), die den grof3ten Teil des kodieren-
den Bereiches der MDM2-mRNA Uberspannen. Der Nachweis gestaltete sich bei Verwendung
dieses Primerpaares sehr schwierig, die erzielten Ergebnisse waren nicht reproduzierbar (Da-
ten nicht gezeigt). Daraufhin wurde eine ,nested“-PCR durchgefuhrt. Die von Sigalas
et al. ** beschriebene RT-PCR ist dazu teilweise modifiziert worden. Bei der ,nested“-PCR
wurde die cDNA in einem ersten Schritt mit den Primern MDM2-5 und MDM2-6 amplifiziert.
Diese Primer binden im 5- bzw. 3’-untranslatierten Bereich der MDM2-mRNA. AnschlieRend
erfolgte eine zweite PCR-Amplifikation mit den Primern MDM2-1 und MDM2-8, die innerhalb

—a—— full-length
——— SpleiBform

Abb. 4-1: Temperaturgradient zur Optimierung der ,nested“-PCR

Zur Erhéhung der Spezifitdt der PCR mit den Primern MDM2-1 und MDM2-8 wurden unterschiedliche Prime-
ranlagerungstemperaturen getestet (54 — 65 °C). Es ist deutlich die Bande bei etwa 1400 bp erkennbar, die
das FL-Transkript der MDM2-mRNA reprasentiert. Die kirzere Bande mit einer GroRe von etwa 450 bp ist
auch noch bei einer Temperatur von 62 °C vorhanden. Es handelt sich daher mit hoher Wahrscheinlichkeit
um ein verkirztes Transkript der MDM2-mRNA. In nachfolgenden Sequenzanalysen stellte sich heraus, dass
die zusatzliche Bande einer bisher nicht beschriebenen Spleivariante entspricht.
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der von den Primern MDM2-5 und MDM2-6 amplifizierten Sequenz binden. Dadurch gelang
es, Transkripte nachzuweisen, die in sehr geringer Kopienzahl vorkommen. Auerdem wurde
durch die Verwendung von zwei Primerpaaren die Spezifitdt der amplifizierten Produkte si-
chergestellt. Dies ist in der Abb. 4-1 exemplarisch fiir die Probe LZ38 dargestellt. Nach der
zweiten PCR mit den Primern MDM2-1 und MDM2-8 war neben der Bande fur das ,full-
length“-Transkript (FL, 1427 bp) eine weitere Bande mit einer GroRRe von etwa 460 bp detek-
tierbar. Diese Bande trat auch bei der Erhéhung der Annealing-Temperatur auf. Erst bei ei-
ner Temperatur von 62 °C sind sowohl die Bande fiir das FL- als auch die fir das kirzere
Fragment nicht mehr nachweisbar. Bei der nachfolgenden Sequenzanalyse der Bande stellte
sich heraus, dass es sich hier um eine noch nicht beschriebene SpleiRvariante der MDMZ2-

MRNA handelt. Als Annealing-Temperatur der inneren Primer wurde 58 °C festgelegt.

4.1.2 Detektion verkurzter Transkripte der MDM2-mRNA in WTS

Mittels der unter 4.1.1 beschriebenen ,nested“-PCR zum Nachweis der MDM2-mRNA-
Expression konnten insgesamt 87 Proben von WTS-Patienten untersucht werden. Bei 85 von
87 Proben (98 %) war eine Bande, die dem FL-Transkript entsprach, mit einer Grolie von
1427 bp nachweisbar. Die Integritat der Gesamt-RNA wurde durch den Nachweis der Glyce-
rinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase-mRNA (GAPDH) uberpriift. In allen Féllen war ein
PCR-Produkt in der erwarteten Lange detektierbar (Daten nicht gezeigt).

Neben der Bande, die das FL-Transkript reprdsentiert, waren in 51 von 85 Proben
(60 %) zusatzlich kiurzere Banden unterschiedlicher Lange nachweisbar. Die Anzahl der zu-
satzlichen Banden variierte zwischen den einzelnen Tumorproben. Wahrend in einigen Pro-
ben eine weitere Bande mit starkerer Intensitat als die FL-Bande auftrat (z.B. in den Proben
Lz33, 12/95, LZ38), so waren in anderen Proben eine Vielzahl von Banden mit geringerer
Intensitat detektierbar (Abb.4-2A). In jedem Fall wurden mdglichst alle einzelnen Banden,
die vermutlich verkirzte Transkripte der MDMZ2-mRNA reprdsentieren, aus dem Agarosegel
unter UV-Licht ausgeschnitten und gereinigt. Es gelang, von 47 der 51 Proben einzelne Ban-
den zu charakterisieren und eindeutig Spleiformen der MDM2-mRNA zuzuordnen, d.h. 55 %
aller von uns untersuchten WTS-Proben exprimierten MDM2-mRNA-Spleil3varianten. In allen
untersuchten WTS-Proben konnten insgesamt 13 verschiedene Transkripte der MDMZ2-
MRNA, einschlieBlich der FL-Form, nachgewiesen werden. Davon sind zwei Formen (MDMZ2-A
und MDMZ2-B) bereits beschrieben worden **. Die anderen 10 Formen wurden im Rahmen

dieser Studie erstmalig detektiert, charakterisiert und bezeichnet.
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Abb. 4-2: Detektion von SpleiBvarianten der MDM2-mRNA in WTS

A. Représentatives Agarosegel zum Nachweis von SpleiBvarianten der MDM2-mRNA in WTS. Die einzelnen
Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten, gereinigt und sequenziert. M- GroRenmarker B. Sequenzanalyse
und Struktur der Varianten MDM2-B, -DS2 sowie IS1. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der MDM2-FL-
cDNA verglichen. Die sich daraus ableitende Struktur der jeweiligen SpleiRvariante ist dargestellt, ebenso wie
die Sequenz der SpleiRstelle der einzelnen Transkripte.
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4.1.3 Detektion von MDMZ2-Spleiformen in Normalgewebe und Lymphozyten

Von 10 Patienten konnte auch an den Tumor grenzendes Normalgewebe (Muskel) mit in
die Untersuchungen einbezogen werden. Als weitere Kontrolle stand Gesamt-RNA aus Blut-

lymphozyten gesunder Spender sowie eine Knochenmarksprobe zur Verfigung.

Die Gesamt-RNA aus dem Normalgewebe war von 7 Proben auswertbar, in den ande-
ren Fallen konnte kein GAPDH-Transkript nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Von
den 7 Normalgewebsproben wurde in 4 Fallen das FL-Transkript der MDM2-mRNA nachge-
wiesen (Abb. 4-3). Davon wiesen 3 zusatzliche verkurzte Banden im Agarosegel auf. In nur
einem Fall konnte lediglich die Expression des FL-Transkripts gezeigt werden. Uberraschen-
derweise exprimierten 3 der untersuchten Normalgewebeproben kirzere Varianten der
MDM2-mRNA, jedoch nicht das FL-Transkript. Einige der Banden konnten nach der Reini-
gung aus dem Gel reamplifiziert und anschlielend sequenziert werden. Dabei konnte eine
neue MDMZ2-SpleilRform (MDMZ2-N) identifiziert werden.

100 bp ———— Normalgewebe —————— B KM

-
MDM2-F
2 T

———

600 bp

Abb. 4-3: Detektion verkiirzter Transkripte der MDM2-mRNA in Normalgewebe und Blut

Sowohl in Normalgewebe (Muskel), in Lymphozyten als auch im Knochenmark konnten neben der FL-Variante
auch verkirzte Transkripte der MDMZ2-mRNA nachgewiesen werden. Interessanterweise wurden in drei
Normalgewebeproben ausschlielllich die SpleiRvarianten, nicht aber die FL-Variante exprimiert. 100 bp -
Molekulargewichtsmarker, B — periphere Blutlymphozyten, KM — Knochenmark.

In den untersuchten Blut- und Knochenmarkproben konnte zuséatzlich zum
FL-Transkript jeweils eine kirzere Bande detektiert werden (Abb. 4-3). Die Sequenzanalyse
ergab, dass es sich in beiden Féallen um bislang noch nicht beschriebene, aberant gespleil3te
SpleiRvarianten der MDM2-mRNA handelt. Die in den Normalgewebeproben und in den Lym-
phozyten entdeckten Spleiformen werden ausfuhrlich im Kapitel 4.1.4 und in Tab. 4-1 be-

schrieben.



Kap. 4 Ergebnisse 60

4.1.4 Charakterisierung der Splei3varianten der MDMZ2-mRNA

Die Banden, die vermutlich verkiirzte Transkripte der MDMZ2-mRNA reprasentierten,
wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und gereinigt. Es gelang in nahezu allen Fallen,
die gereinigten Fragmente mit dem Primerpaar MDM2-1/MDM2-8 zu reamplifizieren. Die so
erhaltenen PCR-Produkte wurden direkt sequenziert. Die Sequenzen der PCR-Produkte sind
mit der Sequenz der FL-MDMZ2-cDNA (Genbank-Eintrag NM002392) verglichen worden, um

zu ermitteln, welche Domaéanen in den SpleiRformen noch vorhanden sind.

MDMZ2-A, MDMZ2-B und MDMZ2-KB2

Die beiden Varianten A (891 bp) und B (657 bp) sind mittlerweile bereits in einer Viel-
zahl von Tumoren detektiert worden, z.B. in Ovarial- und Blasentumoren **, in Mammakarzi-

111

nomen !, in Leukamien *

112 Dje Variante B

% sowie in Astrozytomen und Glioblastomen
konnte zudem in Liposarkomen **3, in Tumoren der Lunge *** sowie in Riesenzelltumoren des
Knochens '*> detektiert werden. In den hier untersuchten WTS-Proben konnte die Variante A
in 7 von 47 Fallen (15 %), die Variante B in 17 von 47 Fallen (36 %) nachgewiesen werden.
Die SpleiRform MDMZ2-B ist somit neben der FL-Form die am haufigsten auftretende Variante

der MDMZ2-mRNA.

Sowohl die Variante A als auch die Variante B sind alternativ gespleite Formen der FL-
MRNA (Abb. 4-4, Tab. 4-1), d.h. das Spleil3en erfolgte an Exon/Intron-Grenzen. In der Vari-
ante A wurden die Exone 4 — 9 gespleildit. Die Sequenz des Exons 10 schlief3t sich direkt an
die des Exons 3 an. Der Leserahmen bleibt dabei intakt. Der Variante B fehlen zusétzlich die
Exone 10 und 11. Auch in diesem Fall kommt es nicht zu einer Verschiebung des Leserah-
mens. Durch das Spleil’en der Exone 4 — 9 (bzw. 4 — 11) gehen in beiden Spleiformen gro-
Re Teile der TP53-bindenden Doméne verloren (Abb. 4-4). Des Weiteren fehlen sowohl die
Kernlokalisationssequenz (NLS) als auch die Kernexportsequenz (NES). Wahrend die saure
Domaéne in der Variante A teilweise noch vorhanden ist, fehlt sie in Variante B vollstandig.
Die Sequenzen, die die Zink-Finger- und die RING-Finger-Doméane am C-terminalen Ende der
cDNA kodieren, sind sowohl in der Spleiform A als auch in der Form B vorhanden. Die Iso-
form KB2 (Genbank-Eintrag: AJ278975) ist — vergleichbar mit den Varianten A und B — eben-
falls eine alternativ gespleil3te Variante der MDM2-mRNA (Abb. 4-4, Tab. 4-1). Ihr fehlen die
Exons 5 — 11. Diese SpleiRform wurde bislang noch nicht in der Literatur beschrieben. In
dieser Studie konnte sie in zwei WTS, einem Fibrosarkom und einem MFH, nachgewiesen
werden . Der offene Leserahmen wird durch den unmittelbaren Ubergang vom Exon 4 auf

das Exon 12 nicht beeinflusst.



Kap. 4 Ergebnisse

Tab. 4-1: Zusammenfassung charakteristischer Eigenschaften der SpleiRvarianten der MDM2-mRNA in WTS.

Die in dieser Arbeit erstmalig beschriebenen Transkripte sind durch Fettdruck hervorgehoben.

SpleiRvarian- a::ser?gri]\;/ Sequenz fehlende Se- Vedrzghl_iss:_ng
te gespleildt quenz rahmens

MDM2-A alternativ 5'-CCCTG | GATCT-3 AB2 — 666 nein
MDMZ2-B alternativ 5-CCCTG | GACTA-3 A82 — 900 nein
MDMZ2-KB2 alternativ 5'-AAGAG | GACTA-3’ A157 — 900 nein
MDMZ2-KB3 aberrant 5'-TATCT | TGCCC-3’ A180 — 1421 ja
MDM2-IN1 aberrant 5-AGTTA | TGGCC-3' A112 — 1375 ja
MDM2-MH alt./ab. 5-AAGAG | CTGGA-3' A157 — 1038 nein
et S AR
MDM2-DS3 aberrant a-Exon zwischen Exon 4 und 5 A165 - 1433 ja
MDMZ2-1S1 aberrant 5-GATTC | CCTGA-3 A59 - 1077 nein
MDM2-PM2 alt./ab. 5-AAGAG | GTGAA-3' A157 — 1230 nein
MDMZ2-EU2 aberrant 5'-GAGAC | CCAAG-3’ A79 — 1256 nein
MDMZFB60  alterativ SAMGA | AATCR 157 - 340 "
MDM2-FB29 alternativ g((:;i((::;% || A(;AA'I_'FC(Q_S ,’ AASS 5 5__ %%% ja
MDM2-BL aberrant 5'- CCAGT | GCAGC-3 A179 - 1216 nein
MDMZ2-N aberrant 5'- CCAGT | ACTAT -3 A179 - 901 nein

MDM2- PM2, MDMZ2- EU2 und MDMZ2- KB3

Bei den drei Varianten MDM2-KB3 (219 bp),

MDM2-PM2 (393 bp, AJ278977) und

MDM2EU2 (297 bp, AJ278978) handelt es sich um aberrant gespleite Transkripte der
MDM2-mRNA, d.h. das SpleiRen erfolgte nicht an Exon/Intron-Grenzen, sondern an Sequen-

zen, die innerhalb von Exons lokalisiert sind (Abb. 4-4, Tab. 4-1). Die Spleifform KB3 ist in

111 116

ahnlicher Form bereits in Mammakarzinomen und in Glioblastomen nachgewiesen

worden. Die Varianten PM2 und EU2 wurden bislang nur in WTS detektiert *°*.
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Abb. 4-4: Ubersicht aller in WTS nachgewiesenen SpleiRvarianten der MDM2-mRNA. Erlauterungen s. Text.
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Diese drei Varianten weisen einen interessanten gemeinsamen SpleiBmechanismus auf
(Abb. 4-5). Die Spleil3-Donor- und Akzeptorstellen, die sich innerhalb von Exonen befinden,
weisen eine exakte Sequenzhomologie auf. Hierbei handelt es sich um Sequenzen mit einer
Lange von 7 — 10 bp, die bis zu 4 mal in der MDMZ2-cDNA vorhanden sind (Abb. 4-5A). Die
Variante PM2 (393 bp) setzt sich aus 148 Nukleotiden des 5'-Endes der kodierenden Region
der MDM2-mRNA (Exon 3 und 4) und 244 Nukleotiden des 3'-Bereiches von Exon 12 zu-
sammen. Der Leserahmen bleibt auch nach dieser Spleilsequenz intakt. Der Spleiliform PM2
fehlen neben 50 % der TP53-bindenden Doméane auch die NLS und die NES-Doméanen, die
saure Region und der Zn-Finger. Die N-terminale RING-Finger-Domane ist weitestgehend
erhalten. Die Donorsequenz innerhalb des Exons 4 endet mit der Basenfolge 149-GAAAGAG-
156. Diese Sequenz ist in der MDM2-cDNA noch zweimal vorhanden. u.a. im Exon 12, wo
sich die SpleiR-Akzeptorstelle befindet (1232-GAAAGAG-1258). In der cDNA der Spleilivarian-
te PM2 lautet die Sequenz: 5-actatGAAAGAGtttgaa-3' (die Repeatsequenz in GrofRbuchsta-
ben).

Die Variante EU2 ist ebenfalls das Produkt eines aberranten SpleiRvorgangs an Donor-
und Akzeptorsequenzen innerhalb von Exonen. Die mRNA besteht aus 71 Nukleotiden des
Exons 3 sowie 223 Nukleotiden des 3'-Bereiches von Exon 12. Das SpleiRen erfolgte an einer
9-bp-Sequenz 71-AAGAGACCC-79 im Exon 3 und an einer 9-bp-Sequenz 1250-AAGAAACCC-
1258 im Exon 12 (Abb. 4-5 C). Dieses Sequenzmotiv kommt in der MDM2-mRNA insgesamt
zweimal vor. Es ist unklar, an welcher Sequenz das SpleiRen genau erfolgte. Sequenzanaly-
sen der cDNA der Variante EU2 zeigen, dass der Bereich zwischen den Nukleotiden 70 und
1249 herausgespleiflt wurde, da die Sequenz in der Spleillvariante identisch mit der im Exon
12 ist (5-AAGAAACCC-3).

Ahnlich verhélt es sich mit der SpleiRform KB3. Diese mRNA setzt sich aus den Exonen
3 und 4 sowie den ersten 15 Basen des Exons 5 zusammen. Daran schlieRen sich 51 nt des
3’-Endes des Exons 12 an. Das SpleilRen erfolgte hier ebenfalls an einer 10-bp langen Se-
quenz, die zweimal im kodierenden Bereich der MDM2-mRNA vorhanden ist (Abb. 4-5B).
Sequenzanalysen der cDNA zeigten, dass in der mRNA der Variante KB3 der Bereich zwi-
schen den Nukleotiden 171 und 1421 des kodierenden Bereiches herausgesplei3t worden ist,
da die Sequenz in der SpleiRform (5-TGCCCAGTAT-3’) den Basen 1422 — 1432 der MDM_2-
MRNA entsprechen (in der Abb. 4-5 rot dargestellt). Die daraus abgeleitete Aminosaurese-
quenz zeigt, dass der Leserahmen verschoben wurde. Dadurch kommt es zur Bildung eines
irregularen Stop-Kodons. Die in Mammakarzinomen nachgewiesene als ,,219-bp-mdm2“ be-
111

zeichnete Form

guenz der SpleilBregion lautet in diesem Fall jedoch 5-TGGCCAGTAT-3’, d.h. dass hier die

ist mit der hier beschriebenen SpleiBvariante nahezu identisch. Die Se-
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Basen 182 — 1432 gespleit wurden. Die in Glioblastomen gefundene MDMZ2-Spleilivariante
LN18 *'® weist im Gegensatz zu KB3 und ,219-bp mdm2“ noch beide 10-bp-Sequenzen auf.

A GAALGAS 284
MOM2FL e E N [
1473 bp —— e — — .
i 1473
145/GARAGAG 155
1232 GAARAGAG 1238
MO 2Pz
393 bp 5 .
B
MOM2-FL [ E Rl [ i
1475 bp —_— e — h' H -
1 1473
171 TGGECCAGTAT 180 1422 TGECCAGTAT| 1432 1412 TGECCAGTAT | 1432
MOM2-KBS —
28 bp ) |
C
MOMZFL [ BN — - P e
1473
T1:A-’-G-‘-.G.ADCD |78 1250 AAGARALDC 1255 ZF AAGARALLE 1255
MOWAELR
i Nl |
Abb. 4-5: SpleiBmechanismus der Varianten MDM2-PM2, -KB3 und EU2
Die Varianten MDM2-PM2, -KB3 und EU2 weisen einen gemeinsamen SpleiBmechanismus auf (Erlauterungen
s. Text). Die Repeat-Strukturen und ihre Lokalisation auf der cDNA sind in Késtchen dargestellt. Die Sequenz,
die in der Spleilvariante vorkommt, ist rot hervorgehoben.

MDMZ2-JN1, MDMZ2-MH, MDMZ2-1S1, MDMZ2-BL und MDMZ2-N

Bei den SpleilRvarianten MDM2-IJN1, MDM2-MH, MDMZ2-1S1 (AJ278976), MDM2-BL und
MDM2-N handelt es sich um aberrant gespleilte mRNA-Formen. Das SpleiRen erfolgte an
SpleiBdonor- und Akzeptorstellen innerhalb von Exonen. Es lassen sich jedoch keine mehr-
fach auftretenden Sequenzmotive erkennen, wie dies bei den Varianten EU2, KB3 und PM2

der Fall ist.

Allen Varianten fehlen groRe Teile der TP53-bindenden Domane, die NLS- und die NES-

Sequenz, sowie die saure Doméane (Abb. 4-4). Mit Ausnahme der Variante MDM2-N weisen
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die SpleiRformen auch Verluste von Teilbereichen des Exons 12 auf. Durch das Spleillen der
in Abb. 4-4 dargestellten Bereiche kommt es im Fall der Variante MDMZ2-JN1 zu einer Ver-
schiebung des offenen Leserahmens. Die Folge ist die Bildung eines vorzeitigen Stopp-
Kodons direkt im Anschluss an die Splei3stelle. In den weiteren Varianten bleibt der Lese-

rahmen der MDM2-mRNA auch nach dem Zusammenfligen der Teilsequenzen intakt.

MDMZ2-DS3

Die Variante MDM2-DS3 (306 bp) weist mehrere Besonderheiten im Vergleich zu den
bisher beschrieben mRNA-Spleiliformen auf (Abb. 4-4). Die DS3-mRNA besteht aus den
Exons 3 und 4, 23 Nukleotiden des 5'-Bereiches des Exons 5 sowie 39 nt des 3'-Bereiches
des Exons 12. Zwischen den Exons 4 und 5 befindet sich jedoch noch zusatzlich eine Se-
guenz mit einer Lange von 87 nt, die noch nicht in den Sequenzdatenbanken verdffentlicht
worden ist. Vermutlich handelte es sich hier um ein bislang unentdecktes Exon des MDMZ2-
Gens. Hinweise darauf ergaben sich aus den Ubergangsbereichen zwischen Exon 4 und die-
ser Sequenz bzw. zu Exon 5 (Exon 4 GAG|GAC — 87 bp — GAG|GTT Exon 5), die den GT-AG-

17 Durch Arbeiten von Veldhoen et al. Uber

Regeln fir das mRNA-Spleilen entsprechen
MDM?Z2 in Hunden konnte die Existenz eines neuen Exons, des so genannten a-Exons, des
MDM2-Gens unabhangig von unseren Studien bestatigt werden 2. Veldhoen und Mitarbei-
tern gelang es weiterhin, die Expression einer MDMZa-mRNA in humanen Lymphozyten
nachzuweisen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch unabhangig davon erstmalig die Ex-
pression einer MDMZ2-mRNA-Spleil3form, die das a-Exon enthdlt, in einem Tumor bewiesen
werden. Darliber hinaus ist aber nicht bekannt, ob in WTS die von Veldhoen et al. *® be-
schriebene MDMZ2a-mRNA exprimiert wird. Des Weiteren ist bemerkenswert, dass das Splei-
Ren wie bei der Variante KB3 beschrieben, an der 10-bp Sequenz 171-TGGCCAGTAT-180
erfolgte. Im Gegensatz dazu kommt in der Spleivariante DS3 die Sequenz 5'-
TGGCCAGTAT-3' vor (vgl. MDM2-KB3). Dies lasst den Schluss zu, dass wie bei den Splei3-
formen ,,219-bp mdm2“ ™! und LN18 '** der Bereich zwischen den Nukleotiden 181 und

1432 in Bezug auf die MDM2-mRNA herausgespleifdt wurde.

MDMZ2-FB60 und MDMZ2-FB29

Die Besonderheit der Spleiformen MDM2-FB60 und MDM2-FB29 besteht in der Tatsa-
che, dass durch alternatives SpleiRen zwei Sequenzabschnitte der MDMZ2-mRNA deletiert
worden sind. Im Vergleich zur FL-MDM2-mRNA fehlen der Form MDMZ2+B60 das Exon 4

sowie weiterhin die Exons 6 bis 8. Im Fall der SpleiBvariante FB29 wurden die Exon 3 und 4
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sowie 7 und 8 herausgespleifit. Obwohl in beiden Varianten das Spleillen an reguléaren
SpleiBstellen erfolgte, kommt es in der abgeleiteten Proteinsequenz zu Verschiebungen des
offenen Leserahmens. Die hypothetischen Proteine sind sehr stark verkirzt, da durch das
Zusammenfigen von Exon 4 und 6 (MDM2-FB60) sowie 3 und 6 (MDM2-FB29) ein friihes
Stopp-Kodon entsteht.

4.1.5 Expression von MDMZ2-Splei3varianten in juvenilen Rhabdomyosarkomen

Die im Kap. 4.1.1 beschriebene ,,nested“-RT-PCR wurde angewandt, um in kindlichen
RMS-Zelllinien und -Tumorproben die Expression von Spleiformen der MDMZ2-mRNA zu
untersuchen. Insgesamt standen fur die Analyse 8 RMS Zelllinien sowie 11 primare RMS-
Proben zur Verfigung. Nach der Auftrennung im Agarosegel wurden so viele Fragmente wie

maoglich ausgeschnitten, isoliert und sequenziert.

Die Abb. 4-6 fasst die Daten der RT-PCR und der Western Blot-Analyse der RMS Zellli-
nien zusammen. In allen Zelllinien konnte die FL-MDM2-mRNA detektiert werden. In 6 der 8
Linien traten zusatzlich kirzere PCR-Produkte auf. Durch die Sequenzierung und den Ver-
gleich der Sequenzen mit der FL-MDMZ2-cDNA konnte eine Vielzahl der Banden eindeutig als
SpleiBvarianten der FL-MDMZ2-mRNA identifiziert werden, 5 der gefundenen Formen sind
bereits in anderen Tumorarten beschrieben worden ** *°*, Eine Ubersicht der SpleiRvarianten
in RMS Zelllinien ist in Abb. 4-7 dargestellt. Die starkste Bande eines PCR-Produkts wurde in
der Zelllinie Rh18 gefunden (Abb. 4-6). Das 284 bp Fragment stammt von einer neuen
SpleiRform, die als FB30 bezeichnet wurde, und interessanterweise auch in der Tumorprobe
#9 gefunden wurde (Abb.4-6, Tab. 4-2). Es ist bislang unklar, ob die in der RT-PCR nachge-
wiesenen SpleiRformen lUberhaupt translatiert werden. Diese Frage lasst sich schwer beant-
worten, da MDM2 auf Grund der Aminosduresequenz ein Molekulargewicht von 54 kDa be-
sitzt, im Western Blot jedoch bei 90 kDa eine Bande aufweist. Bei der Zelllinie Rh18 ist es
aber denkbar, dass das 20 kDa-Protein der SpleiRvariante FB30 entspricht (Abb. 4-6). Da im
Western Blot nur sehr wenig zusatzliche Banden erkennbar sind, ist es sehr wahrscheinlich,
dass die durch die Spleilvarianten kodierten Proteine nur in sehr geringen Konzentrationen

vorliegen.

Die Daten, die von den primaren RMS erhalten wurden, unterschieden sich von denen
der RMS-Zelllinien. In den Proben der Primartumoren traten mehrere PCR-Produkte mit einer
starken Intensitat auf (Abb. 4-6, Tab. 4-2). Des Weiteren wurden im Western Blot zahlreiche
zusatzliche Banden detektiert. Dies lasst den Schluss zu, dass in den RMS viele der Spleiva-

rianten translatiert werden. Wie bereits erwahnt, ist es nicht moglich festzustellen, ob eine
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Abb. 4-6: Nachweis von Spleivarianten der MDM2-mRNA, Proteinisoformen und des MDMZ2-Amplifi-
kationsstatus in juvenilen Rhabdomyosarkomen

A. Agarosegelelektrophorese einer RT-PCR zum Nachweis von SpleilRvarianten der MDMZ2-mRNA in verschie-
denen RMS-Zelllinien. Der Amplifikationsstatus des MDM2-Gens ist angegeben (+ amplifiziert,
- nicht amplifiziert). B. Western Blot der o0.g. Zelllinien mit dem N20-Antikorper. Die Bande in Héhe von 60
kDa ist auf eine unspezifische Bindung des Antikdrpers zuriickzufiihren (s. Text). C. Northern Blot von 5 RMS-
Zelllinien. Die Bande des FL-Transkripts bei etwa 7 kb ist markiert. D. und E. Agarosegel- bzw. Western Blot-
Analyse ausgewahlter juveniler RMS-Proben. Die Lage des FL-Transkriptes bzw. —proteins ist angegeben.

Bande in der RT-PCR mit einer bestimmten Bande im Western Blot Ubereinstimmt. Die Daten

zeigen jedoch eindeutig, dass MDM2-1soformen in RMS exprimiert werden.

Die Menge an exprimiertem MDM2-Protein korrelierte nicht mit dem Auftreten einer Amplifi-
kation des MDMZ2-Gens. Die Tumorprobe #27 mit einem amplifizierten MDM2-Gen exprimier-
te nur geringe Mengen an MDM2-Protein, wahrend die Tumorprobe #28 eine erhodhte
MDM2-Proteinexpression, jedoch keine Amplifikation des MDMZ2-Gens aufwies. Die Menge an
MDM2-FL-Protein im RMS-Probe #28 entspricht etwa der in der Probe #2, in der wiederum
eine Amplifikation des MDMZ2-Gens detektiert werden konnte (Abb. 4-6). In einer RMS-
Tumorprobe (#19) konnte keine MDMZ2-FL-mRNA durch die RT-PCR nachgewiesen werden.

Insgesamt wurden in 6 von 8 (75 %) RMS-Zelllinien sowie in 9 von 11 (82 %) juvenilen RMS
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SpleiRformen der MDMZ2-mRNA detektiert. Dieser Prozentsatz ist héher als fir RMS im Er-
wachsenenalter (25 %, 1 von 4) und WTS allgemein (54 %, 47 von 87). Im Gegensatz dazu
betrug die Amplifikationsfrequenz nur 12 % (1 von 8) bei den Zelllinien und 27 % (3 von 11)
bei den Tumorproben. 2 der 11 RMS wurden auf Grund der Amplifikation des MDMZ2-Gens
ausgewahlt. Von den Ubrigen 9, zuféllig ausgewahlten Proben, wies eine Probe ein amplifi-
ziertes MDMZ2-Gen auf (#27, Daten nicht gezeigt). Von 3 Tumoren mit MDMZ2-
Genamplifikationen exprimierten 2 alternative Splei3formen, von den 8 Tumoren ohne Ampli-
fikation konnten in 6 MDMZ2-SpleiBvarianten gefunden werden. In dieser Untersuchung gab
es keine Assoziation zwischen dem 7P53-Genstatus und der Expression von SpleiBvarianten,

diese wurden sowohl in Tumoren mit als auch ohne 7P53-Mutationen gefunden (Tab. 4-2).

Die durchgefuhrten RT-PCR-Analysen erlauben keine Aussagen beziglich der Mengen-

verhaltnisse der SpleilRformen zur FL-mRNA. Es ist denkbar, dass die kirzeren Transkripte
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Abb. 4-7: Darstellung aller in den RMS-Zelllinien und —tumorproben detektierten SpleiRformen
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effektiver amplifiziert werden und das MDMZ2-FL-Fragment daher unterreprasentiert ist. In

Northern-Blot-Analysen der Gesamt-RNA aus 5 RMS-Zelllinien konnte lediglich das FL-

Transkript der MDM2-mRNA nachgewiesen werden (Abb. 4-6).

Tab. 4-2: Expression von MDM2-mRNA-SpleiRvarianten in juvenilen RMS

Die Tabelle fasst alle Daten beziiglich der Expression von MDMZ2-mRNA-Spleil3varianten in juvenilen RMS zusam-
men. ALV — alveoldre RMS, EMB — embryonale RMS

Zelllinien Histologie wt-TP53 Ama;g;z;tion Az SlETEs MDM2-Isoformen
Rh18 RMS-ALV ja ja FL, FB30
Rh28 RMS-ALV ja nein FL,C
Rh30 RMS-ALV nein nein FL
Rh36 RMS-EMB ja nein FL, A
Rh41 RMS-ALV nein nein FL, A
JR1 RMS-EMB nein nein FL, A
CTTC RMS-EMB nein nein FL

RD RMS-EMB nein nein FL, B

Tumoren Histologie wt-TP53 Ama;g;z;tion Az SlETEs MDM2-Isoformen
#27 RMS-EMB ja ja FL, KB2, B
#26 RMS-EMB ja nein FL
#28 RMS-EMB ja nein FL, FB25, FB26
#17 RMS-EMB nein nein FL, FB28
#18 Mixed ja nein FL, FB28

#9 RMS-EMB ja nein FL, FB29, FB30
#29 RMS-EMB nein nein FL, A1, B
#15 RMS-poordf ja nein FL

#19 RMS-EMB ja nein A

#6 RMS-EMB ja ja FL

#2 RMS-ALV ja ja FL, A, B, FB55

In den RMS-Zelllinien und —gewebeproben wurden insgesamt 11 verschiedene Spleil3-

varianten der MDM2-mRNA detektiert. 5 dieser Spleiliformen (A, Al, B, C, KB2 [s. Kap.
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42,101 " Dje weiteren 6

4.1.4]) sind bereits in anderen Tumorarten nachgewiesen worden
SpleiBformen (MDM2-FB25 [Genbank-Eintrag: AF385322], -FB26 [AF385323], -FB28
[AF385324], -FB29 [AF385325], -FB30 [AF385326], -FB55 [AF385327]) wurden von uns
erstmals beschrieben. Wie auch bei WTS des Erwachsenenalters waren die drei Varianten A,
B und KB2 die am haufigsten exprimierten Formen. 7 der gefundenen Spleiformen waren
alternativ gesplei3t, d.h. an Exon/Intron-Grenzen. Der Leserahmen wurde dadurch nicht ver-
schoben. Die SpleilRvarianten FB25, FB26, F28 und FB29 dagegen sind Produkte eines aber-
ranten SpleiRprozesses. Durch die daraus resultierende Verschiebung des Leserahmens der
MRNA weisen die abgeleiteten Proteinsequenzen eine veranderte Aminosauresequenz am C-
Terminus auf. Haufig sind die Proteine durch die Bildung eines frilhen Stopp-Kodons weiter

verkirzt.

Mit der Ausnahme der SpleiRform FB26 weisen alle hier gefundenen Varianten teilweise
Verluste von Sequenzen der TP53-bindenden Doméne auf. Mit der SpleiBvariante FB26 wur-
de von uns zum ersten Mal eine MDMZ2-Spleilvariante beschrieben, die eine vollstandige,
intakte TP53-bindende Doméane aufweist. Es ist jedoch noch unklar, ob diese Isoform auch
an TP53 binden kann.

4.1.6 Korrelation der Expression von MDMZ2-Spleil3varianten mit klinischen Pa-

rametern

Nur 25 % (1 von 4) der untersuchten adulten RMS, 30 % (7 von 23) der Liposarkome
und 28 % (2 von 7) der Leiomyosarkome exprimierten SpleiBvarianten der MDMZ-mRNA.
Dagegen konnten in 50 % (3 von 6) der Fibrosarkome sowie in 57 % (4 von 7) der neuro-
genen Sarkome verkirzte Transkripte der MDM2-mRNA detektiert werden. In den malignen
fibrésen Histiozytomen exprimierten 9 von 14 Tumoren (64 %) MDMZ2-Spleiliformen. Dieser

Wert ist signifikant héher als fiir Liposarkome (p=0,03, x3-Test).

Des Weiteren wurde gepruft, ob das Auftreten von SpleiRformen mit dem Tumorstadi-
um Kkorreliert. 30 % (4 von 13) der Tumoren im Stadium 1 waren positiv in Bezug auf die
Expression von Spleivarianten, wahrend etwa 65 % (26 von 40) der Tumoren im Stadium 2
bzw. 3 verkiirzte Transkripte der MDM2-mRNA exprimierten (p=0,03, x*-Test). Diese Ergeb-
nisse lassen den Schluss zu, dass SpleiRformen héaufiger in Tumoren in einem fortgeschritte-
nem Stadium vorkommen. In einer Kaplan-Meier-Analyse wurden die mittleren Uberlebens-
zeiten fur Patienten in Bezug auf das Vorkommen von MDMZ2-Spleiliformen berechnet. Dabei
stellte sich heraus, dass Patienten, in deren Tumor eine oder mehrere Spleiliformen gefun-

den wurden, eine mittlere Uberlebenszeit von 68 Monaten nach Diagnosestellung hatten. Fiir



Kap. 4 Ergebnisse 71

Patienten, in deren Tumor nur die FL-Form nachgewiesen wurde, betrug die mittlere Uberle-
benszeit 57 Monate (p=0,39, log-Rank-Test). Beschrankt man die Berechnung nur auf Pati-
enten der Stadien 2 und 3, so zeigt sich, dass der Effekt der SpleiRformen auf die Prognose
von WTS-Patienten weitaus geringer ist (p=0,69). Diese Daten zeigen, dass die Expression
von alternativen oder aberrant gespleiten MDMZ2-mRNA-Tranksripten zwar haufiger in Tu-
moren mit fortgeschrittenem Stadium vorkommt, jedoch kein unabhangiger prognostischer

Faktor fir WTS ist.

4.1.7 ,Splice Capture Assay*“ (SCA)

Wie bereits im Kapitel 4.1.2 beschrieben, weisen 60 % der untersuchten Tumorproben
zusatzlich zur FL-Form der MDMZ2-mRNA verkirzte Banden nach einer RT-PCR mit MDMZ2-
spezifischen Primern auf. Bei Uber 90 % dieser Féalle gelang es, zumindest eine dieser kirze-
ren Banden nach einer Sequenzanalyse als MDMZ2-Splei3form zu identifizieren. Auf Grund der
geringen GréRenunterschiede der einzelnen Fragmente (Abb. 4-2), war es nicht mdglich, die
Banden im Agarosegel bereits bekannten SpleiBvarianten zuzuordnen. Des Weiteren verbar-
gen sich hinter einer Bande im Agarosegel oft mehrere Fragmente. Dadurch gestaltete sich
die Reamplifikation der Banden und die anschlieende Sequenzanalyse schwierig. Die Ergeb-
nisse waren zum grof3en Teil nicht reproduzierbar. Es bestand daher die Notwendigkeit, eine
Methode zu nutzen, die es ermdoglicht, schnell und kostenglnstig Informationen Uber die
Zusammensetzung der vermutlichen Splei3formen zu erhalten. Nach der Sequenzanalyse von
etwa zwei Dritteln der PCR-Produkte und der lIdentifizierung von bereits bekannten bzw.
neuen SpleiRvarianten war es moglich, diese Spleiiformen mit Hilfe geeigneter Restriktions-
enzyme und des entstehenden Spaltmusters einer jeden Variante genau zu charakterisieren.
Anschlielend konnten nun die Spaltmuster potenzieller neuer mit denen bereits bekannter
SpleiBvarianten verglichen werden. Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte so genannte
Splice Capture Assay (SCA) bietet die Moglichkeit, durch die Auswahl geeigneter Restrikti-
onsenzyme, die in den SpleiRformen enthaltenen Sequenzen exakt vorauszusagen. Das Prin-
zip des SCA ist in Kap. 3.5 ausfihrlich dargestellt. Im Folgenden sollen anhand einiger Bei-

spiele die Leistungsfahigkeit des Assays aufgezeigt werden.

Fur den SCA wurden Restriktionsenzyme ausgewahlt, die innerhalb des durch die Pri-
mer MDM2-1 und MDM2-8 amplifizierten Bereiches der MDMZ2-cDNA bis zu zweimal schnei-

den und/oder ein charakteristisches Spaltmuster ergeben. Diese Kriterien treffen u.a. auf die
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Abb. 4-8: ,,Splice Capture Assay* (SCA)
A. Darstellung der Schnittstellen der Restriktionsenzyme Hinalll (H) und Msel (M) und die daraus resultie-
rende Grofle der Spaltfragmente in Bezug auf die MDM2-FL cDNA. B. Agarosegelelektrophorese eines Ver-
daus mit Hindlll (H) und Msel (M). In der Spur K ist die ungeschnittene Kontrolle aufgetragen. Die Lage der
einzelnen Fragmente ist markiert. C. Darstellung der Variante MDM2-B mit Lage der Schnittstellen der Re-
striktionsenzyme Hindlll (H) und Msel (M) sowie die GroRRe der zu erwartenden Produkte des Verdaus. D.
Agarosegelelektrophorese des Verdaus der Variante B mit Hinalll (H) und Msel (M). Als Vergleich ist die
ungeschnittene Kontrolle (K) mit aufgetragen. E. Hypothetische Struktur der unbekannten SpleiRform, die
aus der Grolie der Fragmente des in F. gezeigten Verdaus abgeleitet wurde. G. Struktur der SpleilRvariante
nach der Sequenzanalyse. Weitere Erlauterungen s. Text.

Enzyme Hinalll und Msel zu (Abb. 3-2, 4-8). Die MDMZ2-FL-cDNA wurde mit den genannten
Enzymen inkubiert. Nach Auftrennung des Reaktionsansatzes im Agarosegel wurde das er-
wartete Spaltmuster erhalten (Abb. 4-8). Durch Hind 111 erhalt man insgesamt drei Fragmen-
te mit einer Lange von 884, 294 und 249 bp. Das Vorhandensein des 249-bp-Fragments ist
ein Indiz fur eine vollstandig vorhandene TP53-bindende Doméane. Das 294-bp-Fragment tritt
nur auf, wenn das Exon 12, wie in diesem Fall, vollstandig vorhanden ist. Die GréRe des drit-
ten Fragments (884 bp) lasst Rickschlisse tber die GroRRe des Bereiches zu, der zwischen
den beiden Schnittstellen fehlt. Bei der FL-cDNA ist dieses Fragment 884 bp grof3. Inkubiert
man das PCR-Produkt der MDM2-FL-cDNA mit Msel, so sind ebenfalls 3 Fragmente mit einer
Lange von 1183, 150 bzw. 94 bp sichtbar. Die Existenz der einzelnen Spaltprodukte lasst
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ebenso Rickschliisse auf das Vorhandensein der Schnittstellen und somit auf die Sequenz

der SpleiBvariante zu.

Bei der Analyse der SpleiBvariante MDMZ2-B mit den Restriktionsenzymen Hinalll und
Msel erhélt man das auf Grund der Sequenz vorhergesagte Bandenmuster (Abb. 4-8). Durch
das HerausspleiRen der Exons 4 — 12 fehlt je eine Schnittstelle fur Hindlll bzw. Msel. Da-
durch ergeben sich fur die Spaltung mit den einzelnen Enzyme die nachfolgend aufgefiihrten

Fragmente (s. auch Abb. 4-8):
Hinalll - 316 bp, 294 bp
Msel - 460 bp, 150 bp

Im Umkehrschluss lasst sich aus der Kenntnis der Lange der Spaltfragmente und der

Lage der Schnittstellen die Sequenz des PCR-Produkts ableiten.

Das Potenzial des SCA zeigte sich bei der Analyse einer bislang unbekannten Splei3form
der MDM2-mRNA, deren Sequenz zunachst aus den Daten des SCA abgeleitet und spater
durch Sequenzierung bestatigt werden konnte. Bei der RT-PCR wurde in einer WTS-Probe
neben der Bande der MDMZ2-FL-cDNA noch eine weitere Bande mit einer Lange von etwa
1000 bp detektiert. Diese Bande wurde aus dem Gel isoliert und mit den Primern MDM2-1
und MDM2-8 reamplifiziert. Da hier eine distinkte Bande amplifiziert werden konnte, wurde
das PCR-Produkt nach erneuter Reinigung aus dem Gel direkt im SCA eingesetzt. Dazu ist
das PCR-Produkt wie im Kap. 3.5 beschrieben mit den Enzymen Hindlll und Msel verdaut
und die Reaktionsansatzes anschlielend im Agarosegel aufgetrennt worden (Abb. 4-8). Der
Verdau mit Hindlll ergab zwei Fragmente mit einer Lange von ca. 700 bzw. 300 bp, der
Verdau mit Msel zwei Fragmente mit einer Lange von 850 und 150 bp Lange. Die kleineren
Fragmente der jeweiligen Restriktionsverdaue (300 bp bzw. 150 bp) entsprechen den 3'-
Fragmenten, die durch die Schnittstellen der Enzyme Hindlll (294 bp) bzw. Msel 150 bp) im
Exon 12 entstehen. Im Gegensatz dazu sind durch die Inkubation mit den Restriktionsenzy-
men nicht die 249-bp (Hinalll) bzw. 94 bp- (Msel) -Fragmente entstanden (s. vorn). Es lassen

sich aus den gewonnenen Ergebnissen folgende Schliisse ziehen:
- Die Schnittstellen sowohl fur Hindlll als auch fur Msel im Exon 12 sind vorhanden.

- Dagegen fehlen die Schnittstellen fir die beiden Enzyme im Exon 4 (Msel) und Exon 5
(Hinalll).

- Die Differenz zwischen dem PCR-Produkt der FL-Form (1427 bp) und der vorliegenden
Variante (ca. 1000 bp) betragt somit etwa 430 bp.
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Der unbekannten MDMZ2-Spleil3form fehlt nach Auswertung der vorliegenden Ergebnisse
eine Sequenz von etwa 430 bp Lénge, die die Exons 3 und 4 einschliet (Abb. 4-8). Eine
anschlielende Sequenzanalyse konnte die vorhergesagte Struktur weitestgehend bestatigen.
Es handelt sich hierbei um die als MDM2-FBA029 bezeichnete alternative Spleilform der
MDM2-mRNA. Dieser SpleiBvariante fehlen die Exons 3 und 4, sowie 7 und 8 (Kap. 4.1.4).

4.1.8 Nachweis der Amplifikation des MDMZ2-Gens

Von insgesamt 75 Tumorproben konnte der MDMZ2-Genstatus mittels einer semiquanti-
tativen Multiplex-PCR **® untersucht werden, von 63 Patienten stand auch Referenz-DNA von
Lymphozyten aus dem peripheren Blut zur Verfiigung. Die Methode beruht auf der gleichzei-
tigen Amplifikation des MDMZ2-Gens und eines so genannten ,single copy“-Gens in einer
PCR-Reaktion. In diesem Fall wurde das Prothrombin-Gen ausgewahlt, von dem bekannt ist,
dass nur zwei Allele im Genom vorhanden sind (Dr. Th. Kéhler, personl. Mitteilung). In Vor-
versuchen wurden die optimalen Reaktionsbedingungen ermittelt, insbesondere die Zyklen-
zahl. Fur die Multiplex-PCR des MDMZ2- und Prothrombin-Gens wurde eine optimale Zyklen-

zahl von 30 ermittelt (Daten nicht gezeigt).

Insgesamt konnte in 28 % (21 von 75) der untersuchten WTS-Proben eine Amplifikati-
on des MDM2-Gens detektiert werden . Eine Probe wurde als amplifiziert eingestuft, wenn
die Intensitat der MDMZ2-Bande im Agarosegel mindestens 3 mal starker war als die der
Prothrombin-Bande. Einzelne Proben wiesen ein bis zu 12-fach amplifiziertes MDM2-Gen auf
(Abb. 4-9). Eine detailliertere Analyse ergab, dass 53 % der Tumoren im Stadium 1 (10 von
19), 24 % der Tumoren im Stadium 2 (5 von 21) sowie 15 % der Tumoren im Stadium 3 (3
von 20) ein amplifiziertes MDMZ2-Gen besitzen. Wahrenddessen konnte in keinem der Tumo-
ren im Stadium 4 eine Amplifikation des MDM2-Gens nachgewiesen werden. Das haufigere
Vorkommen von MDMZ2-Genamplifikationen in Stadium 1-Tumoren gegentber Tumoren im
Stadium 4 erwies sich als statistisch signifikant (p=0,022; x>-Test). Die Analyse der Amplifi-
kation des MDM2-Gens in den WTS-Proben ergab weiterhin, dass das Auftreten der Amplifi-
kation mit dem Tumorgrad korreliert: wahrend in 9 von 16 Fallen (57 %) der Grad 1-
Tumoren ein amplifiziertes MDM2-Gen aufwiesen, so war dies nur in 9 von 50 (18 %) der

Grad 2 und 3-Tumoren der Fall (p=0,003, x>-Test).

Betrachtet man die einzelnen WTS-Entitaten, so zeigt sich, dass die Amplifikationsfre-
quenz in Fibrosarkomen mit 50 % (3 von 6) deutlich héher als in den anderen untersuchten
Tumorarten ist. Zum Beispiel weisen nur etwa 11 % der MFH (2 von 17, p=0.05, x3-Test),

20 % der neurogenen Sarkome sowie 35 % der Liposarkome (7 von 20, p=0.07, x*-Test)
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ein amplifiziertes MDM2-Gen auf. Im Gegensatz dazu konnte in keinem der untersuchten
Rhabdomyosarkome eine Amplifikation des MDMZ2-Gens nachgewiesen werden. Dies stimmt
mit Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Taylor et al. * (berein, die eine Amplifikationsfre-
quenz von 20 % fur juvenile RMS beschreiben. Auf Grund der geringen Fallzahlen fur die

weiteren WTS-Entitaten war eine Berechnung nicht sinnvoll.
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Abb. 4-9: Nachweis der Amplifikation des MDM2-Gens in WTS

Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Agarosegel zum Nachweis von MDMZ2-Genamplifikationen. In einer
Multiplex-PCR wird genomische DNA mit Primern flir das MDMZ2 und das Prothrombin-Gen (Pro) zusammen
amplifiziert. AnschlieRend erfolgt die Auftrennung der Produkte im Agarosegel und die densitometrische Ana-
lyse der Banden. A. Agarosegel der Produkte der Multiplex-PCR fiir die Tumorproben LZ68 usw. bzw B. fir
die jeweiligen dazugehorigen Blutproben. C. Verhaltnis der Bandenintensititen MDMZ2/Prothrombin fir die
entsprechende Probe. Eine Probe wurde als amplifiziert eingestuft, wenn das Verhaltnis >3 war (fett mar-
kiert).

Es war weiterhin von Interesse, zu prifen, ob die Amplifikation des MDM2-Gens eine
erhohte MDMZ2-mRNA-Expression zur Folge hat. In einer umfangreichen Studie unserer Ar-
beitsgruppe wurde in 85 WTS-Proben die Menge der MDMZ2-mRNA mit Hilfe einer sensitiven
Real-Time-PCR-Methode ermittelt **. Dabei stellte sich heraus, dass die Menge der MDMZ2-
mRNA ein unabhangiger prognostischer Faktor fiir WTS ist. Uberraschenderweise war jedoch
die erhohte Expression (>100 zmol MDMZ2-mRNA/amol GAPDH mRNA) mit einer besseren
Uberlebensprognose im Vergleich zu einer geringen Expression (<50 zmol MDM2-
mRNA/amol GAPDH mRNA) verbunden. Wir fanden, dass die Amplifikation des MDMZ2-Gens
signifikant mit einer erhdhten Expressionsrate der mRNA des MDMZ2-Gens korreliert
(p=0,007, x*-Test). In allen Tumoren mit einer Amplifikation wurde gleichzeitig eine erhohte
MRNA-Expression detektiert, wohingegen keine Probe mit einer geringen Menge an MDMZ-
MRNA ein amplifiziertes MDM2-Gen aufwies.
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Von ausgewdhlten Tumorentitdten konnten Daten der komparativen genomischen
Hybridisierung (CGH) unserer Arbeitsgruppe mit in die Auswertung einbezogen werden (Dr.
H. Schmidt, personl. Mitteilung). Durch die CGH kénnen relative Zugewinne und Verluste an
gesamtgenomischer DNA, bezogen auf ganz bestimmte Abschnitte chromosomlaer Regionen,
durch den Vergelich unterschiedlich markierter DNA aus Tumor- und Normalgewebe darge-
stellt werden. Beim Vergleich der Daten, die durch die semiquantitative Multiplex-PCR und
durch die CGH gewonnen wurden, zeigte sich eine weitestgehende Ubereinstimmung. Insge-
samt wurden 4 WTS-Proben mit einer nachgewiesenen Amplifikation ebenfalls in der CGH
analysiert. Die Falle 24/92 (ein Fibrosarkom) sowie 12/95 (Leiomyosarkom) sind auf Grund
der Ergebnisse der Multiplex-PCR als stark amplifiziert eingestuft worden. Dieser Befund

konnte durch die CGH bestatigt werden (Abb. 4-10).
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Abb. 4-10: Zytogenetische Untersuchungen ausgewahlter WTS-Proben

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der komparativen genomischen Hybridisierung (CGH) fiir die WTS-Proben
24/92, 12/95, 20/93 sowie 48/92 fur das Chromosom 12. Deutlich erkennbar sind die starken Zugewinne an
DNA im Chromosom 12 bei den Proben 24/92 und 12/95 (Balken) sowie schwache Zugewinne bei den Pro-
ben 20/93 und 48/92. Die Abbildung wurde freundlicherweise von Dr. H. Schmidt aus unserer Arbeitsgruppe
zur Verfiigung gestellt.

Beide Proben wiesen starke Zugewinne in der Region des Chromosoms 12 auf, in der
das MDMZ2-Gen lokalisiert ist. In zwei weiteren WTS-Proben, 48/92 (ein Fibrosarkom) sowie
20/93 (ein Leiomyosarkom), konnte mittels der Multiplex-PCR eine schwache Amplifikation
des MDMZ2-Gens detektiert werden. Das Verhdltnis der Bandenintensitaten
MDM2/Prothrombin betrug 3,6 fur die Probe 48/92 sowie 2,7 fur die Probe 20/93. In der
CGH-Analyse konnte fir die genannten WTS-Tumoren jeweils ein leichter Zugewinn in der

genomischen DNA in der Region des MDMZ2-Gens nachgewiesen werden (Abb. 4-10).
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4.1.8.1 Korrelation der MDM2-Genamplifikation mit dem Uberleben

Mit Hilfe der Kaplan-Meier-Analyse wurde der Einfluss der Amplifikation des
MDM2-Gens auf das Uberleben von WTS-Patienten ermittelt (Tab. 4-4). Die berechneten
Uberlebenszeiten fir Patienten mit bzw. ohne amplifiziertes MDM2-Gen waren signifikant
voneinander verschieden. Bemerkenswert war, dass die durchschnittliche Uberlebenszeit fiir
Patienten, in deren Tumor keine Amplifikation des MDMZ2-Gens nachweisbar war, 38 Monate
betrug, wahrend Patienten mit nachgewiesener MDMZ2-Genamplifikation im Durchschnitt 96

Monate Uberlebten (p=0.07, log-Rank-Test).

In der Cox-Regressionsanalyse zeigte sich, dass Patienten ohne MDMZ2-Amplifikation
eine schlechtere Prognose im Vergleich zu WTS-Patienten haben, deren Tumor ein amplifi-
ziertes MDMZ2-Gen tragt (p=0.04, relatives Risiko [RR] 4,5). Adjustiert man die Cox-
Regression nach dem Tumorgrad ergibt sich fir Patienten ohne Amplifikation ein vergleich-
bar hohes Risiko am Tumor zu versterben (p=.17, RR=4,4; Abb. 4-11). Die Adjustierung
nach weiteren Faktoren, z.B. Tumorart u.a., war auf Grund der Heterogenitat der WTS und
der geringen Fallzahlen der anderen Entitaten nicht sinnvoll. Die Ergebnisse zeigen, dass der
Nachweis einer Amplifikation des MDMZ2-Gens ein unabhangiger Prognosefaktor fir WTS ist,
und dass das Auftreten einer Amplifikation mit einer besseren Prognose fur WTS-Patienten

korreliert.

RR =4,4; p = 0,17
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Abb. 4-11: Cox-Regressions-Analyse zum Einfluss der MDM2-Genamplifikation auf das Uberleben von WTS-
Patienten
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4.1.9 Mikrosatellitenanalyse flr die MDM2-Marker D12S80b und D12S83a

Im Rahmen einer Analyse auf Mikrosatelliteninstabilitdten wurden WTS auch auf genetische
Instabilitaten des MDMZ2-Genlocus hin untersucht. Die genomische DNA aus dem Tumor ist
ebenso wie Referenz-DNA (aus peripheren Blutlymphozyten des Patienten) in PCR-
Reaktionen amplifiziert und anschlieRend in denaturierenden Polyacrylamidgelen analysiert
worden. Die fir die beiden MDMZ2-Marker D12S80b (distal von kodierender Sequenz von
MDM2) und D12S83a (proximal der kodierenden Sequenz von MDMZ2) benutzten Primer lie-
ferten Produkte mit einer Lange von 200 bp (D12S80b) sowie 80 — 100 bp (D12S83a).

Insgesamt wurden 66 WTS und die dazugehdrigen Referenzproben untersucht. Die Al-
terationen umfassten sowohl Mikrosatelliteninstabilititen (MSI), sowie Verluste von Mikrosa-
tellitenallelen (,loss of heterozygosity”, LOH). Zu MSI zahlen neben ,shifts* im Amplifikati-
onsmuster auch Verstarkungen einzelner Banden im Vergleich zur Referenz-DNA des Patien-

ten.
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Abb. 4-12: Analyse der Mikrosatellitenmarker D12S80b und D12S83a des MDMZ2-Gens

Die Abbildung zeigt ein représentatives Polyacrylamidgel einer MSI-Analyse der Marker fur das MDMZ2-Gen
D12S80b (A) sowie D12S83a (B). Untersucht wurde jeweils genomische DNA aus dem Tumor (Tu) und Refe-
renz-DNA aus Lymphozyten (Ly). Die Proben LZ5 bzw. LZ7 zeigen keine Auffélligkeiten fir den Marker
D12S80b, wahrend die Probe LZ6 deutlich eine zusatzliche Bande (,shift“, *) und einen LOH (Pfeil) aufweist.
Die Probe LZ35 weist in Bezug auf den Marker D12S83a keine Alterationen auf, wahrend die Probe LZ37 im
Tumor einen Starkeverlust der Bandenintensitdten im Vergleich zur Referenz-DNA zeigt (lange Pfeile), was
auf einen LOH schlieBen l&asst, und einen Zugewinn in der Tumor-DNA (kurze Pfeile). Dies deutet auf eine
MSI hin.

Von den 66 untersuchten Patientenproben wies nur ein geringer Anteil einen Verlust
der Heterozygotie im MDMZ2-Marker D12S83a auf, d.h. in 8 % (5/66) der Tumoren konnte
ein LOH nachgewiesen werden (Abb. 4-12). In einer dieser Proben wurde zusatzlich auch
eine Instabilitat des Mikrosatellitenlocus festgestellt. Dem gegenuiber wiesen 18 % (12/66)
WTS Veranderungen im MDM2-Marker D12S80b auf. Dabei wurde in jeweils 6 Tumoren ein
LOH bzw. eine MSI detektiert.
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Daten aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass etwa 52 % aller untersuchten WTS min-
destens in einem Mikrosatellitenlocus (z.B. TP53alu, BAT25, BAT26 u.a.) eine Alteration auf-

104

weisen . In 24 % aller Falle konnten sogar zwei genomische Veranderungen (MSI bzw.

LOH) detektiert werden.

Betrachtet man die Haufigkeiten des Auftretens von Veranderungen fur die beiden
MDMZ2-Mikrosatelliten D12S80b und D12S83a, so zeigt sich, dass der Verlust der Heterozygo-
tie im Locus D12S80b signifikant mit der Amplifikation des MDMZ2-Gens korreliert (p = 0,003;
x*-Test). Patienten, deren Tumoren fiir diesen Mikrosatellitenmarker einen LOH aufweisen,
tragen in 4 von 5 Fallen (80 %) auch ein amplifiziertes MDM2-Gen. Demgegeniiber wiesen
83 % der Tumorproben ohne Alteration auch keine Amplifikation des MDMZ2-Gens auf. Bei
Patienten mit Mikrosatelliteninstabilitdéten in den untersuchten Markern D12S80b und
D12S83a konnte keine MDM2-Genamplifikation beobachtet werden.

4.1.10Nachweis der p14ARFmMRNA-Expression

Die Expression der mRNA des Tumorsuppressorgens pl4ARF wurde in insgesamt 57
WTS-Proben untersucht. Dabei konnte in 86 % der Falle (49 von 57) ein Produkt nach der
RT-PCR im Agarosegel nachgewiesen werden (Abb. 4-13). In mehreren Tumorproben war
nur eine sehr schwache Bande sichtbar. Dies konnte auf eine Verminderung der pl4ARF-
Expression hindeuten. Die RT-PCR erlaubt jedoch keine genauen quantitativen Aussagen. In
8 der 57 untersuchten WTS (14 %) konnte kein Transkript der pZ4AR~mRNA detektiert
werden (Abb. 4-13). Die Amplifikation mit Primern fur GAPDH lieferte hingegen fir alle Pro-
ben ein PCR-Produkt, was fur die Intaktheit der Gesamt-RNA spricht (Daten nicht gezeigt).

LZ4 5 7 8 12 13 19 21 23 24

LZ25 33 35 45 46 47 48 49 50 5
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Abb. 4-13: Analyse der pI4ARF-mRNA-Expression in WTS

Die Abbildung zeigt die reprasentative gelelektrophoretische Analyse der RT-PCR von WTS-Proben mit den
Primern ARF-3 und ARF-4. Deutlich erkennbar ist die fehlende Expression der AR~mRNA in den Proben LZ13
und LZ 49 sowie eine stark verminderte Expression in den Proben LZ8, LZ19, LZ58 und LZ65.
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4.1.10.1 Korrelation der pZ14AR—mMRNA-Expression mit klinischen Parametern

Bei der Korrelation der Expression der pZ4AR~mRNA mit den einzelnen WTS-Entitaten
zeigte sich, dass von den 4 untersuchten RMS nur 1 Probe (25 %) positiv fiir die p14AR~
MRNA war. Auf Grund der geringen Fallzahlen fur die anderen Tumorarten lassen sich keine

weiteren Aussagen treffen.

Vergleicht man die Expression in den einzelnen Tumorstadien, ergibt sich folgendes
Bild: wahrend alle Tumoren (100 %) im Stadium 1 die pZ4AR~mRNA exprimieren, so sind
dies im Stadium 4 nur 40 % (2 von 5, p=0,007, x-Test). Bemerkenswert ist auferdem die
wesentlich kiirzere mittlere Uberlebenszeit fir Patienten, deren Tumor keine pZ4AR~mRNA
exprimiert. Diese betragt 11,5 + 3,1 Monate, im Vergleich zu 96 + 7,6 Monaten fiir Patienten,
in deren Tumor die pI4AR~mMRNA nachgewiesen worden ist (p=0,0001, log-Rank-Test,
Tab. 4-5). Das relative Risiko fur Patienten ohne pI4AR~mRNA-Expression am Tumor zu

versterben wurde in der Cox-Regressionsanalyse mit 2,99 ermittelt (p=0,05).

Die Ergebnisse zeigen, dass der Verlust der pZ14AR~mRNA-Expression mit einer ver-
kiirzten Uberlebenszeit fir die betroffenen Patienten verbunden ist. Des Weiteren ergibt sich
aus den vorliegenden Daten, dass die Expression der pZ4AR~mRNA eine prognostische Be-

deutung fur WTS-Patienten besitzt.

4.2 TP53-Mutationsanalyse in WTS

Mittels einer nichtradioaktiven Sequenzanalyse wurden die Exone 4 bis 10 des 7P53-
Gens auf Mutationen hin untersucht. Die Sequenzierung erfolgte zundchst nur mit dem
Sense-Primer, bei Hinweisen auf Mutationen erfolgte eine zweite Analyse mit dem Antisense-
Primer zur Bestatigung des Befundes. Fir die Mutationsstudien stand von 40 Patienten (40

Proben) Gefriermaterial zur Verfligung.

Von den insgesamt 40 untersuchten Tumoren konnte in 12 Féllen (30 %) eine Mutati-
on im 7P53-Gen detektiert werden. Von diesen 12 als positiv eingestuften Proben entfallen 6
auf Mutationen, die sich in Exonen befinden. Daraus ergibt sich eine Frequenz fur Mutatio-
nen im kodierenden Bereich des 7P53-Gens von 15 %. Bei allen Mutationen handelt es sich
um Basenaustausche, woraus sich ebenfalls der Austausch der jeweiligen durch dieses Ko-
don kodierte Aminosaure ergibt (Tab. 4-3). Die verbleibenden 6 Falle weisen Mutationen auf,
die in intronischen Bereichen des 7P53-Gens lokalisiert sind. Betrachtet man die einzelnen
Tumorarten so zeigt sich, dass MFH haufiger von 7P53-Mutationen betroffen sind; die Muta-

tionsfrequenz betrug 50 % (5/10), wahrend in Liposarkomen nur in 16 % der Falle (2/12)
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ein mutiertes 7P53-Gen detektiert wurde. Von anderen WTS-Entitaten sind jeweils nur sehr
geringe Fallzahlen in die Untersuchung einbezogen worden (jeweils etwa 2 - 4 Falle), so dass

eine statistische Auswertung nicht mdglich ist.

Tab. 4-3: Zusammenfassung der Mutationsstudien des 7P53-Gens in WTS

Es sind die 12 Patienten aufgefiihrt, in deren WTS eine Mutation des 7P53-Gens detektiert wurde, insgesamt
wurden 40 Patientenproben untersucht. MFH — Malignes fibrdses Histiozytom, 1VS4-91 A/G — Mutation der 91.
Base im Intron 4, Austausch A zu G.

Schlissel Tumorart Mutationsart Polymorphismus
LZ26 Liposarkom 1VS4-91 A/G Kodon 72 Arg - Arg
Lz48 Liposarkom 1VS4-91 A/G Kodon 72 Arg - Pro
LZ56 Liposarkom G 179 E +/+ (GAA zu GGG) Kodon 72 Arg - Pro
LZ1 MFH Y 220 C +/- (TAT zu TGT) Kodon 72 Arg - Arg
LZ23 MFH D 281 H +/- (GAC zu CAC) Kodon 72 Arg - Arg
Lz27 MFH IVS7-72 A/C, IVS7-92 T/C Kodon 72 Arg - Pro
LZ33 MFH M 237 | +/- (ATG zu ATA) Kodon 72 Arg - Pro
LZ57 MFH 1VS4-91 A/G Kodon 72 Arg - Pro
LZ13 RMS R 280 K +/+ (AGA zu AAA) Kodon 72 Arg - Arg
LZ35 Leiomyosarkom 1VS6-36 GC +/+ Kodon 72 Arg - Arg
E 271 L +/+ (GAG zu AAG)
Lz51 sonstige IVS7-72 C/T, IVS7-92 T/G Kodon 72 Arg - Pro
LZ55 sonstige IVS7-72 C/T, IVS7-92 T/G Kodon 72 Arg - Pro

Weiterhin konnte fur 16 der insgesamt 40 sequenzierten Proben (40 %) die Variante
Arg/Pro im Kodon 72 detektiert werden, in drei anderen Fallen wurde ein Polymorphismus in
Kodon 213 gefunden. Im Falle des Kodon 72-Polymorphismus kodiert dieses Triplett nicht
homozygot die Aminosaure Arginin, sondern heterozygot Arginin/Prolin. Der Polymorphismus
im Kodon 213 indes hat keine Auswirkungen auf die Aminosauresequenz. Unter den 12 Tu-
morproben, die ein mutiertes 7P53-Gen tragen, waren 7 Tumoren, die gleichzeitig auch die
Form Arg-Pro fur den Kodon 72-Polymorphismus aufwiesen. Alle Tumoren, die den Poly-

morphismus im Kodon 213 trugen, wiesen keine Mutationen des 7P53-Gens auf.
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4.3 Nachweis der MDM2-, TP53 und pl14ARF-Proteinexpression

Die MDM2, TP53- und p14ARF-Proteinexpression wurde in insgesamt 63 Tumorproben
mittels Farbung mit spezifischen Antikorpern im Western Blot nachgewiesen (Abb. 4-14).
Anschlieend erfolgte eine semiquantitative Analyse der Proteinexpression. Auf Grund des
Verhaltnisses zur Actin-Bande ist die Expression der Proteine als nicht, schwach, leicht bzw.

stark eingeschatzt worden.

Fur 18 von 63 Proben (28 %) konnte keine Expression des MDMZ2-Onkoproteins
nachgewiesen werden. Weitere 18 Tumorproben (28 %) zeigten eine schwache, 19 (30 %)
eine leicht erhdhte MDM2-Proteinexpression. Eine MDM2-Uberexpression konnte in 8 Fallen
(12 %) detektiert werden. In den meisten Féallen war neben der 90 kDa-Bande auch die 70
kDa-Bande nachzuweisen. Diese Form entsteht durch die Nutzung eines alternativen Promo-
tors im Intron 1 des MDMZ2-Gens *°. Obwohl einige der untersuchten Proben, die alternativ

oder aberrant gespleildte Transkripte der MDM2-mRNA exprimierten, zusatzliche Banden im
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A -
90 kDa
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- g w— we * T0KkDa
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Abb. 4-14: Analyse der MDM2-, TP53- und p14ARF-Proteinexpression in WTS

A. Der Nachweis der MDM2-Proteinexpression erfolgte mit dem polyklonalen Antikdrper N20. In den Proben
LZ1 und LZ38 sind deutlich zusatzlich zur 90 bzw. 70 kDa FL-Bande weitere kleinere Isoformen erkennbar.
Vermutlich entsprechen diese Banden den Spleiformen, die in der RT-PCR detektiert worden sind. B. Detek-
tion der TP53-Proteinexpression mit den Antikdrper DO-7. C. Die Kontrolle der Proteinexpression erfolgte
durch den Nachweis der Actin-Bande. D. Reprasentativer Western Blot zum Nachweis der pl4ARF-
Proteinexpression in WTS mit dem Antikérper C18.
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Western Blot aufwiesen (LZ1, LZ28 sowie LZ38 in Abb. 4-2), ist es nicht mdglich, eine be-
stimmte Bande im Western Blot einer spezifischen Spleiliform zuzuordnen. Die anderen in
Abb. 4-2 dargestellten Proben exprimierten ebenfalls MDM2-mRNA-Spleivarianten, die mit
hoher Wahrscheinlichkeit nur in sehr geringem MaRe translatiert werden, da diese Isoformen

im Western Blot nicht detektiert werden konnten.

In dieser Untersuchung konnte kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
SpleiRformen und der MDM2-Proteinexpression gefunden werden (p=0,906, Student t-Test).
Die Anteil der Tumorproben, die Spleiliformen exprimierten, ist in den Gruppen mit unter-
schiedlichen MDM2-Proteinmengen weitestgehend gleich. Eine erhéhte MDM2-mRNA-Menge
war nicht mit einer erhdhten MDM2-Proteinexpression verbunden. Bemerkenswert war, dass
die Amplifikation des MDMZ2-Gens signifikant mit einer erhdhten mRNA-Menge (s. Kap.
4.1.7), jedoch nicht notwendigerweise mit einer erhéhten Proteinmenge korreliert. 46 % der
Tumorproben mit einer stark erhéhten MDM2-mRNA-Expression wiesen auch ein amplifizier-
tes MDMZ2-Gen auf, exprimierten jedoch keine detektierbaren MDMZ2-Proteinmengen
(p<0.05, x*-Test). In frilheren Studien unserer Arbeitsgruppe an einem anderen Patienten-
kollektiv erwies sich die MDM2-Uberexpression in immunhistochemischen Untersuchungen
als negativer, prognostischer Faktor fir WTS *. Im Gegensatz dazu gab es zwischen der
MDM2-Proteinmenge im Western Blot und der Prognose fir WTS-Patienten keinen Zusam-

menhang (Daten nicht gezeigt).

In einem Grofteil der untersuchten Tumorproben konnte entweder keine (23 %) oder
eine stark erhdhte (39 %) Expression des TP53-Proteins nachgewiesen werden (Abb. 4-14).
Dies lasst sich moglicherweise dadurch erklaren, dass WTS im Allgemeinen durch eine ver-
anderte TP53-Proteinexpression, z.B. auf Grund von Mutationen oder Genverlusten, charak-
terisiert sind. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von Spleilformen der MDMZ2-
mRNA signifikant mit einem stabilisiertem TP53 korreliert (p = 0,01; x*-Test). 80 % (20 von
25) der Tumoren mit einer stark erhéhten TP53-Expression exprimierten gleichzeitig verkirz-
te MDM2-mRNA-Transkripte, wahrend dies nur bei 33 % der Proben ohne oder mit nur ge-

ringer TP53-Proteinexpression der Fall war.

Von insgesamt 58 WTS-Patienten wurde die Expression des Tumorsuppressorproteins
pl4ARF in den Tumoren untersucht. In 86 % der untersuchten Proben (50 von 58) konnte
die Expression von pl4ARF im Western Blot nachgewiesen werden (Abb. 4-14). Dagegen
blieb in 14 % (8 von 58) der Nachweis des p14ARF-Proteins erfolglos. Die Anzahl der WTS
ohne pl4ARF-Expression war in allen untersuchten Entitaten gleich. Mit Ausnahme der MFH
und der Leiomyosarkome exprimierte jeweils ein Tumor kein p14ARF. Im Gegensatz zur

MRNA von p14ARF Korrelierte der Verlust der Proteinexpression nicht mit dem Stadium
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(p = 0,7; x2Test) oder mit dem Grad des Tumors (p = 0,28; Xx>-Test). Dariiber hinaus gab
es keinen Zusammenhang zwischen der pI4ARF-mRNA- und Proteinexpression (p = 0,9; x*-
Test). Es konnte nur eine Probe identifiziert werden, die weder die mRNA noch das Protein

exprimierte.

4.4 Aberrante Lokalisation des MDM2-Onkoproteins im Zytoplasma

Die vorhergesagte Struktur der MDM2-Isoformen (Abb. 4-15) zeigt, dass sowohl die
Kernlokalisierungs- als auch die Kernexportdoméane in allen diesen verkirzten Isoformen
fehlt. Es war daher von Interesse zu priufen, ob es mdglich ist, diese Isoformen im Zytop-
lasma nachzuweisen. Die FL-MDM2-Form ist normalerweise im Zellkern lokalisiert **°. Von
den 47 WTS, die eine SpleiRvariante der MDMZ2-mRNA exprimierten, wurden randomisiert
8 Patientenproben fir die immunhistochemische Analyse der Lokalisation der MDM2-
Isoformen ausgewahlt. Ein WTS, bei dem in der RT-PCR keine Spleiform detektiert werden
konnte, wurde als Kontrolle mitgefuhrt. Der Nachweis der MDM2-Expression erfolgte mit drei
verschiedenen Antikérpern, die alle unterschiedliche Epitope des MDM2-Proteins erkennen.
Der polyklonale Antikorper (AK) N20 ist gegen ein N-terminales Epitop gerichtet, der mo-
noklonale Antikdrper 2A10 erkennt ein Epitop in der sauren Domane, der polyklonale Anti-

korper C18 ein C-terminales Epitop.

Tab. 4-4: Zusammenfassung der Daten des immunhistochemischen Nachweises der MDM2-Expression. KM —
Kernmembran, n.b. — nicht bestimmt

N20 2A10 C18
Patient Spleifsform Mlz-fzft?gn Kern Zyto Kern Zyto Kern Zyto
LZ1 + + ++ + + + +/- +/-
LZ9 + - n.b. n.b. - + - +
LZ15 + - +/- +/- +/- +/- - (+ KM) +/-
LZ38 + - ++ ++ ++ ++ + +
LZ69 + - + + + + + +
LZ56 + + - ++ - ++ + +
LZ58 + - - (+KM) + +/- +/- - -
LZ13 + - + + + + _ 4

LZ4 - - +/- +/- +/- +/- +/- (+KM) +/-
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In der Kontrolle (LZ4, keine Spleil3form) konnte mit dem C18-AK neben einer Kernfar-
bung nur eine sehr schwache Zytoplasmaféarbung erzielt werden, wahrend mit den beiden
weiteren AK darlber hinaus vor allem auch die Kernmembran gefarbt wurde. Dies kdnnte
z.B. auf eine Akkumulation von MDM2 an der Kernmembran hinweisen. Die schwache zy-
toplasmatische Farbung lasst sich mdglicherweise auf MDM2-Isoformen zurickfihren, die
nicht in der RT-PCR detektiert wurden. In der Uberwiegenden Zahl der Proben wurden durch
alle verwendeten Antikorper (N20, 2A10, C18) sowohl das Zytoplasma als auch der Zellkern
gefarbt. Die Proben LZ9 und LZ56 bilden hier eine Ausnahme. In der Probe LZ9 konnte
durch die AK 2A10 und C18 (C-terminal) nur eine zytoplasmatische Farbung erzielt werden.
Da im Uberwiegenden Teil der MDM2-1soformen die Epitope dieser beiden AK deletiert sind
bzw. durch Verschiebungen des Leserahmens in der Sequenz verandert sind, kann es sich

bei dem detektierten Protein nur um die FL-Isoform handeln.

Abb. 4-15: Immunhistochemischer Nachweis der MDM2-Expression.

Die Abbildung zeigt die Farbung von Paraffinschnitten eines WTS mit nachgewiesenen SpleiRvarianten (LZ56,
A und C) und eines WTS ohne MDM2-mRNA -SpleiRformen (LZ4, B und D). Es ist deutlich die Farbung des
Zytoplasmas und des Zellkerns nach Farbung sowohl mit einem gegen ein N-terminales Epitop von MDM2
gerichteten AK (N20, A) als auch mit einem C-terminalen AK (C18, C) zu erkennen, was auf eine aberrante
Lokalisation von MDM2 in der Probe LZ56 zurlickzufiihren ist. In der Probe LZ4 (ohne Spleilivarianten) wurde
durch beide AK im Wesentlichen nur eine schwache Kernfarbung erzielt (B, N20, D, C18)
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Interessant ist weiterhin die Probe LZ56, hier konnte mit den AK N20 und 2A10 aus-
schlieBlich eine zytoplasmatische Farbung erzielt werden. Mit dem AK C18 wurden sowohl
der Zellkern als auch das Zytoplasma schwach gefarbt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass neben der MDM2-FL-Isoform auch eine verkirzte Isoform im Zytoplasma nachgewiesen

worden ist.

Die zytoplasmatische Lokalisation von MDM2 war unabhéngig vom 7P53-Genstatus der
untersuchten WTS. Zwei der hier untersuchten WTS mit einer aberranten subzellularen Ver-
teilung von MDM2 enthielten ein mutiertes 7P53-Gen, die restlichen 7 Proben ein wt-7P53-
Gen (Tab. 4-4).

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersuchung von MDMZ2, TP53,

p14ARF und prognostische Aussagen der klinisch relevanten Parameter

Der Einfluss der molekularen Eigenschaften und Kklinischen Charakteristika auf die
Prognose und die Uberlebenszeit der WTS-Patienten wurde mit Hilfe des log-Rank-Tests er-
mittelt. Es zeigte sich, dass von den molekularen Faktoren nur die Amplifikation des MDM2-
Gens und die pI4ARF-mRNA- und pl4ARF-Proteinexpression einen signifikanten Einfluss auf
die Prognose von WTS-Patienten haben (Tab. 4-5).

Es war bemerkenswert, das die Amplifikation des MDMZ2-Gens mit einer fir den Patien-
ten guten Prognose verbunden war. In unseren Untersuchungen betrug die Uberlebenszeit
von WTS-Patienten, die keine MDMZ2—Genamplifikation aufwiesen, im Durchschnitt 38 Mona-
te, im Vergleich zu 96 Monaten fiir Patienten mit einem amplifzierten MDM2-Gen (p = 0,077,
log-Rank-Test). Die Expression von MDMZ2-Spleildvarianten wurde haufiger in WTS mit einem
héheren Tumorgrad beobachtet. Damit war jedoch kein negativer Einfluss auf die Prognose
und die Uberlebenszeit von WTS-Patienten verbunden. In der Kaplan-Meier-Analyse wurde
fur Patienten, in deren WTS SpleiBvarianten nachgewiesen wurden, eine mittlere Uberle-
benszeit von 57 Monaten und fir Patienten ohne SpleiRform von 68 Monaten berechnet (p =

0,39, log-Rank-Test).

Sowohl der Verlust der pZI4ARF-MRNA- als auch der pl4ARF-Proteinexpression waren
mit einer stark verkurzten Uberlebenszeit in dem von uns untersuchten Patientenkollektiv
verbunden (Tab. 4-5). Die mittlere Uberlebenszeit von WTS-Patienten, die keine pI4ARF-
MRNA exprimierten, betrug 11 Monate. Dagegen wurde flr Patienten mit pZ4ARF-mMRNA-
Expression eine Uberlebenszeit von durchschnittlich 96 Monaten berechnet (p = 0,0001, log-

Rank-Test). Ein ahnliches Bild ergibt sich in Bezug auf die pl4ARF-Proteinexpression. Die
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Uberlebenszeit betrug im Durchschnitt 26 Monate fur Patienten ohne und 96 Monate fiir

WTS-Patienten mit p14ARF-Expression (p = 0,066, log-Rank-Test).

Tab. 4-5: Univariate Kaplan-Meyer-Analyse des Einflusses molekularer und klinischer Faktoren auf die Uberle-
benszeit von WTS-Patienten. log-Rank — log-Rank-Test, WB — Western Blot.

Anzahl der  Uberlebenszeit in 3-Jahres- p

IESLTEL Patienten Monaten (Median)  Uberlebensrate (26) (log-Rank)

MDM_?2 Splei3varianten

nein 34 68 60

ja 43 57 56 0,39
MDM2 Amplifikation

Nein 47 38 50

ja 18 96 80 0,077
MDM2 Expression (WB)

Keine 17 38 47

Gering 17 35 49

Erhoht 17 37 51

Stark erhoht 8 68 71 0,94
TP53 Expression (WB)

Keine 15 68 85

Gering 9 35 31

Erhoht 11 25 36

Stark erhoht 24 57 55 0,19
P14ARF mRNA

Nein 6 11 0

ja 40 96 64 0,0001
P14ARF Expression

Nein 8 26 29

ja 45 96 61 0,06

Tumorstadium
1

2 22 96 94
3 27 68 61
4 25 24 34
18 5 0 0,00001

4.6 Konstruktion eines Adenovirus zur Expression von MDMZ2-antisense RNA

Ein weiteres Hauptziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Konstruktion eines ade-
noviralen Vektorsystems zur Expression kurzer Antisense-RNA-Fragmente in WTS-Zellen. Die
kommerziell erhaltlichen Expressionssysteme fur Saugerzellen und virale Konstrukte sind oft
flr die Expression relativ groRer cDNA-Fragmente (500 bp — 3 kb) optimiert. Antisense-ODNs
wie auch Ribozyme oder DNAzyme sind im Vergleich dazu wesentlich kirzer (etwa 20 — 50
bp). Es ist daher erforderlich, die GréRRe des Transkripts zu minimieren. Eine Mdglichkeit bie-
tet sich durch die Klonierung der ODNs in das U6-Gen '®. Das U6-Gen wird ubiquitér in gro-

Ber Menge in Saugerzellen exprimiert. Es entsteht dabei ein Transkript mit einer Lange von
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83 bp. Im folgenden soll zunéchst die Klonierungsstrategie der Konstruktion der adenovira-
len Vektoren zur Expression von MDMZ2-Antisense-ODNs und der ensprechenden Mismatch-

Kontroll-ODNSs erlautert werden.

4.6.1 Klonierungsstrategie

Die einzelnen Schritte der Konstruktion der adenoviralen Vektoren sind schematisch in
Abb. 4-17 dargestellt. Zunachst erfolgte die Anlagerung der entsprechenden Oligonukleotide
(Antisense [AS] und Mismatch-Kontrolle [MM]) zu einem Doppelstrang. Die ODNs sind so
konzipiert worden, dass nach der Bildung des Doppelstrangs das 5'-liberhdngende Ende ei-

ner Xhol- sowie das 3'-Uberhdngende Ende einer Nsi-Schnittstelle entsteht.

pSP6muU6
M K Nsi Nsi Nsi

Abb. 4-16: Verdau des Plasmids pSP6mU6 mit Aisi

Nach 4-stlindiger Inkubation des Plasmids pSP6mU6 mit dem Restriktionsenzym Nsid erfolgte die Kontrolle
des Verdaus in einem 1%igen Agarosegel. In den mit Nsi bezeichneten Bahnen ist anhand der einzelnen
Bande deutlich der linearisierte Vektor zu erkennen. K — ungeschnittene Kontrolle, M — Kilobasen-Marker

AnschlieRend erfolgte die Offnung des Plasmids pSP6mU6, welches das U6-Gen ent-
halt, durch sequentiellen Verdau mit den Restriktionsendonukleasen XAol und Nsd. Uber die
komplementéren Schnittstellen konnten nun die doppelstrangigen ODNs (AS und MM) in das
pSP6mMUG-Plasmid kloniert werden. In einem zweiten Schritt erfolgte die Umklonierung des
U6-Gens aus dem pSP6mU6G-Plasmid in das pAvVS6aCla-Plasmid. Dazu war es notwendig, das
U6-Gen mit dem Restriktionsenzym Clal aus dem pSP6-Plasmid zu schneiden und in das mit
Clal getdffnete pAVS6aCla-Plasmid zu ligieren. Die entstandenen Plasmide pAVS6aCla-AS und
pAVS6sCla-MM konnten nun zusammen mit der adenoviralen DNA zur Kotransfektion von

293-Zellen verwendet werden.
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CARMGTETGATTGTCETATAGT GATGTGET

Xho 1 T R BT B B Nsi1
xhol  Nsil
: : m— |J5-Gen
Cla | Cha l
E MDM2-AS-0DMN
pSPmMUG
TR
1 s HEF
Xhe | hisi [
Cim | Cial
pPSPmMUG —Q- -;— xha | Msil
——
2.
Gl [ Clal

psSPmUG ___

3.

Cia Cla Cla |
l | —_ L —  PAVS6aCla
HRF
¢ a.

5. pAVS6aCla

HI'F
6. X pAVS6aCla-AS

AddI327

Abb. 4-17: Schema der Konstruktion eines adenoviralen Vektors zur Expression von MDM2-Antisense-RNA

1. Der erste Schritt besteht aus dem Design eines dsODN mit Uiberhdngenden, kompatiblen Enden fur geeig-
nete Restriktionsenzyme, in diesem Fall Xhol und Nsil (in der Sequenz rot hervorgehoben). Mit diesen Enzy-
men wird der Vektor pSP6mU6 gedffnet. 2. Die dsODNs werden in den gedffneten pSP6muU6-Vektor kloniert.
3. Das U6-Gen, das jetzt die gewtinschte ODN-Sequenz beinhaltet, wird mit Clal aus dem pSP6-Plasmid he-
rausgeschnitten. 4. Gleichzeitig linearisiert man den pAVS6aCla-Vektor mit diesem Enzym. 5. Das Cla-
Fragment aus dem pSP6mU6-Plasmid wird in den gedffneten pAvS6aCla-Vektor kloniert. 6. Liegt das Frag-
ment in der richtigen Orientierung vor, kann das Plasmid zusammen mit der E1-deletierten AddI327-DNA in
der Kotransfektion der 293-Zellen eingesetzt werden (weitere Details s. Text). ITR — inverted terminal repeat,
HRF — homology recombination fragment.
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4.6.2 Klonierung der Antisense- und Mismatch-Oligos in den Shuttle-Vektor
pSP6mMUG

Die Bindung der ODNs AS-forward und AS-reverse sowie MM-forward und MM-reverse
aneinander zu doppelstrangigen ODNs (dsODNs) erfolgte wie unter 3.4.3 beschrieben durch

das schrittweise Abkihlen des Reaktionsansatzes von 65 °C auf Raumtemperatur.

AnschlieRend erfolgte die Offnung des Plasmids pSP6mU6 durch Verdau mit der
Restriktionsendonuklease Nsi. Die Linearisierung des Plasmids ist in Abb. 4-16 dargestellt.
Der geoffnete Vektor ist aus dem Gel ausgeschnitten und gereinigt worden. Das Fragment
wurde nun mit Xhol inkubiert, danach gelelektrophoretisch gereinigt und aus dem Gel isoliert
(Daten nicht gezeigt). Die dsODNs konnten nun in das gedffnete Plasmid kloniert werden.
Die Ligationsprodukte wurden in RbCl,-kompetente GM2163 E£. coli-Zellen transformiert und
uber die Ampizillin-Resistenz des Vektors selektiert. Von den erhaltenen Klone wurden Uber-

nachtkulturen angelegt. Die Plasmide dieser Ubernachtkulturen sind durch Minipraparation

pBAD pSP6 Mismatch-ODN Antisense-ODN
Klonl Klen2 Klonl Klon2

M Ke N Ko N ko N Ke N Ko N Ko N M

M Ke B H N N N K H H K N H M
Ken 3 4 5 6 7 Kon3 4 Kond @
Antisense-ODN Mismatch Antisense

Abb. 4-18: Klonierung der ODNs in den Shuttle-Vektor pSP6mU6

Nach dem Einbau der ODNs (AS und MM) in den Vektor pSP6mU6 wurde die Nsl-Schnittstelle verandert und
kann nicht mehr vom Enzym erkannt werden. Der Einbau der ODNs war demnach erfolgreich, wenn der
Vektor nach der Ligation nicht mit Aisd geschnitten werden kann. Die Abbildung zeigt den Kontrollverdau
einiger Klone. Die Plasmide pBAD und pSP6 wurden als Positivkontrolle mit aufgetragen. Ko bezeichnet die
ungeschnittene Kontrolle, N den Verdau mit Asil. Plasmide, in die die jeweiligen AS bzw. MM-ODNs eingebaut
wurden, sind durch ein Pluszeichen markiert (MM Klone 1 und 2, AS Klone 1 — 3, 8 und 9). Die Plasmide MM
3 und 4 sowie AS 7 wurden durch Nsid geschnitten, d.h., die ODNs sind hier nicht in das Plasmid integriert
worden.
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isoliert worden. Da die klonierten dsODNs nur eine Lange von 30 bp hatten, ware es nicht
moglich gewesen, die Klonierung durch Verdau des Plasmids mit XAol und Asil zu
Uberprufen. Das Fragment ware auf Grund der geringen GréRe nicht im Agarosegel detek-
tierbar gewesen. Daher sind die dsODNs so konzipiert worden, dass die Erkennungssequen-
zen fir Xhol und Asd nach der Ligation verandert sind, die Plasmide mit diesen Enzymen
nicht mehr geschnitten werden kénnen. Der erfolgreiche Einbau der dsODNs in den Shuttle-
Vektor wurde nach der Minipraparation zunachst durch Verdau mit ANsA Gberpruft (Abb. 4-
18). Es zeigt sich, dass die Klone MM1 und MM2, AS1-3, AS8 und AS9 die gewinschten
ODNSs enthielten, da diese Plasmide nicht mit AisA geschnitten werden konnten (Abb. 4-18).
Diese Klone wurden fir die weitere Subklonierung des Clal-Fragments in den pAVS6sCla-
Vektor ausgewahlt. Die Klone MM3, MM4, und AS7 enthalten nicht die jeweiligen ODNs, da
diese Plasmide mit Hilfe des Restriktionsenzyms linearisiert worden sind (Abb. 4-18). Die
Klone AS4-6 wurden ebenfalls verworfen, da diese grofer sind als die ungeschnittene Kon-
trolle. Durch die Sequenzierung der ausgewahlten Klone mit dem Primer mUG6SP6 konnte der

fehlerfreie Einbau der dsODNs bestétigt werden (Daten nicht gezeigt).

4.6.3 Subklonierung des Cla-Fragments in den pAVS6aCla-Vektor

Nach der Klonierung der dsODNs in das U6-Gen erfolgte die Subklonierung des Gens in
den Vektor pAVS6aCla. Dazu wurde durch einen Clal-Verdau das U6-Gen aus dem
pSP6mMUG-Vektor herausgeschnitten und in den mit C/al gedffneten pAvVS6aCla-Vektor ligiert.
Da das Restriktionsenzym Clal methylierungssensitiv ist, war es notwendig, fur die Trans-
formation und Ubernachtkulturen einen dam- bzw. dcm-Methylase-defizienten E. coli-Stamm,

z.B. GM2163, zu verwenden.

pAVS6aCla pSP6mu6

M Ko Cla KlonAS1 2 3 MM12 M

Abb. 4-19: Klonierung des U6-Gens in den pAVS6aCla-Vektor

Zur Vorbereitung der Klonierung des U6-Gens wurde zunéchst der pAVS6aCla-Vektor durch Verdau mit Clal
geoffnet (links, M — kilobasen-Marker, Ko — ungeschnittener Vektor, Cla — mit Clal getffneter Vektor). An-
schlieRend wurde das U6-Gen (enthélt die jeweiligen AS bzw. MM-ODNSs) mit Clal aus dem pSP6mU6-Plasmid
herausgeschnitten (Fragmentgréfle ca. 800 bp), im Agarosegel aufgetrennt (untere Bande) und gereinigt
(rechts).
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Der Vektor pAvVS6aCla wurde zundchst mittels Restriktionsverdau mit Cl/al getffnet, der
linearisierte Vektor im Agarosegel gereinigt und aus dem Gel isoliert (Abb. 4-19). Gleichzeitig
wurde das 800 bp grolle, das U6-Gen enthaltende Cla-Fragment aus den pSP6mU6-Klonen
MM1, MM2 usw. durch Clal-Verdau und anschlieBende gelelektrophoretische Auftrennung
gewonnen (Abb. 4-19). Der Ligationsansatz enthielt jeweils 200 ng linearisierte pAvS6aCla-
Vektor-DNA und 100 ng des Cla-Fragments aus den pSP6-Klonen. Nach einer 4-stindigen
Inkubationszeit erfolgte die Transformation der £. coli GM2163-Zellen. Positive Klone wurden

auf Grund der Ampizillin-Resistenz des Vektors selektiert.

pAVS6aCla.MM1 pAVS6aCla.MM2

850 bp

850 bp

00bp . 4 - . B - - . a -

pAVS6aCla.AS1 pAVS6aCla.AS2 pAVS6aCla.AS4

Abb. 4-20: Kontrolle der Ligation des Cla-Fragments in den pAVS6aCla-Vektor

In der Abbildung ist die Kontrolle des Einbaus der Cla-Fragmente aus den pSP6mU6-Plasmiden in den
pAVS6aCla-Vektor dargestellt. Wurde das Fragment gerichtet in den Vektor eingebaut, erhalt man nach der
PCR mit den Primern AdITR und mUG6SP6 ein etwa 850 bp grofRes PCR-Produkt. Von jedem Ligationsansatz
wurden 5 Kolonien (a — e) gepickt und analysiert. Der erfolgreiche, gerichtete Einbau des Cla-Fragments
konnte in Klonen pAVS6aCla.MM1e und MM2a sowie AS1d, AS2b und AS4a nachgewiesen werden.

Der gerichtete Einbau der Cla-Fragmente in den Vektor wurde mittels PCR mit den
Primern mU6SP6 und AdITR uberpruft. Der Primer mU6SP6 bindet im U6-Gen (also auf dem
klonierten Cla-Fragment), der Primer AdITR erkennt eine Sequenz auf dem pAvVS6aCla-
Vektor. Man erhélt daher nur bei korrekter Orientierung des Cl/a-Fragments ein ca. 850 bp
grol3es Produkt in der PCR mit diesen Primern (Abb. 4-20). Von jeder Platte wurden 5 Kolo-
nien (a-e) gepickt und wie oben beschrieben mittels PCR-Screen analysiert. Von den unter-
suchten Kolonien konnten insgesamt 5 Klone identifiziert werden, bei denen mit den Primern
mUGSP6 und AdITR ein positives Ergebnis erzielt werden konnte (Abb. 4-20). Diese Klone
wurden mit pAvS6aCla-MM1e, -MM2a sowie pAVS6aCla-AS1ld, - AS2b und — AS4a bezeich-
net. Im Anschluss erfolgte eine Sequenzierung der genannten Plasmide mit dem Primer A-

dITR, welche eine Bestatigung des korrekten Einbaus des Cla-Fragments in den pAVS6aCla-
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Vektor erbracht hat (Daten nicht gezeigt). Diese Plasmide wurden fir die folgende Kotrans-

fektion eingesetzt.

4.6.4 Kotransfektion von pAVS6aCla und AddI327 in 293-Zellen

Im folgenden galt es, 293-Zellen mit den jeweiligen pAVs6aCla-Plasmiden (MMle,
AS1d usw.) und der viralen DNA zur Virusbildung zu transfizieren. Da die Viren replikations-
defizient sein sollten, war es notwendig, den AddI327-Wildtyp-Viren die zur Replikation er-
forderliche E1-Region zu entfernen. Dazu wurde die genomische DNA von AddI327 mit Xbal
verdaut. Dabei wird ein ca. 1,3 kb grolles Fragment des viralen Genoms entfernt. Im An-
schluss daran ist der Ansatz mit Clal verdaut worden, um zu prifen, ob das 1,3 kb-Fragment
vollstandig abgespalten wurde. Ist dies der Fall, so sind nach der Auftrennung im Agarosegel
zwei Banden mit einer Grofie von 400 und 900 bp Lange sichtbar, die aus dem Clal-Verdau

resultieren, wie dies in der Abb. 4-21 dargestellt ist.

5 pg El-deletierte AddI327-DNA und jeweils 3 pg eines pAVS6aCla-Plasmids mit Anti-
sense- (MM1le) bzw. Mismatch-Insert (AS1d) wurden zur Kotransfektion der 293-Zellen ein-
gesetzt. In den 293-Zellen kommt es zur homologen Rekombination des Plasmids mit der
viralen DNA Uber das homologe Rekombinationsfragment (HRF, Abb. 4-17). Somit ist das
U6-Gen und auch die Sequenz der dsODNs im viralen Genom integriert. Diese Zellen eignen-
sich zur Virusexpansion, da sie stabil mit den Genen der E1-Region transfiziert worden sind
und die zur Virusreplikation erforderlichen Proteine exprimieren. Aus diesem Grund ist es
mdglich, replikations-defiziente Viren zu expandieren. Als Kontrollen wurden ungeschnittene
wt-DNA von AddI327 als Positivkontrolle und ein Ansatz ohne virale DNA als Negativkontrolle

mitgefuhrt.

Nach etwa einer Woche waren auf allen Platten aul’er der Leerkontrolle Plagues er-
kennbar (Daten nicht gezeigt). Plaques entstehen durch die Lyse der 293-Zellen infolge der
Virenbildung. Einzelne Plaques wurden markiert und weiter beobachtet. Wenn die Plaques
eine bestimmte GroRe erreicht hatten, wurden sie mit Hilfe einer Pasteurpipette isoliert. Ins-
gesamt wurden von den Platten, die mit dem MM1e bzw. AS1d-Plasmid und der viralen DNA
transfiziert worden sind, jeweils bis zu 8 Plaques gepickt. Die Bezeichnung der Plaques bzw.
der entstandenen Adenoviren leitet sich von der Nummer der Platte sowie der Nummer der
Plaques ab, z.B. AddI327.MM.2.8 ist die Bezeichnung fir einen rekombinanten Adenovirus

mit Mismatch-Insert.
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unverdaute
virale DNA

900 bp—>
400 bp—>

Abb. 4-21: Vorbereitung der adenoviralen DNA

1. Die adenovirale DNA wurde vor der Kotransfektion mit Clal inkubiert. Dadurch ist ein etwa 1,3 kb groRes
Fragemnt der E1A-Region des AddI327 Genoms entfernt worden. Die entstehenden Viren sind daher replika-
tionsdefizient. Der Verdau wurde anschliefend durch Inkubation des Ansatzes mit Xbal Uberprift. Dabei ist
das 1,3 kb Fragment wiederum in zwei Fragmente mit einer GroRe von 400 und 900 bp gespalten worden.
2. A-DNA/HindllI-GréRRenmarker

E1A E2B

AddI327, AddI327,
100 bp .MM.1.1 .MM.1.2 .AS.2.1 .AS.2.2 .MM.1.1 .MM.1.2

100bp .AS.2.1 .AS.2.2  .MM.11 .MM.1.2 .AS.2.1 .AS.2.2
AddI327. AddI327.

E2B ITR
Abb. 4-22: Nachweis der Virenbildung in den Plagues

Mittels PCR mit Primerpaaren flr verschiedene Regionen des adenoviralen Genoms wurde geprift, ob die
durch homologe Rekombination gebildeten Viren das U6-Gen (und die Sequenz fiir die ODNs) enthielten. Die
Abbildung zeigt, dass das U6-Gen in den Viren der Plaques AddI327.MM1.2 und AS.2.2 nachgewiesen werden
konnte, da die verwendeten Primer nur binden kénnen, wenn das Plasmid pAVS6aCla in das adenovirale
Genom eingebaut worden ist. Ein PCR-Produkt mit Primern fir die E2-Region zeigt ebenfalls an, dass die
homologe Rekombination erfolgreich war, da diese Genregion auf dem AddI327-Genom enthalten ist. Da die
DNA-Préparationen auch genomische DNA der 293-Zellen enthalten, l&sst sich bei Verwendung von Primern
fur dieses Gen ein PCR-Produkt nachweisen. ITR — inverted terminal repeats.
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4.6.5 Expansion der Plaques, Nachweis der Insertion der dsODNs

Die gepickten Plaques wurden anschlielend expandiert. Dazu sind 293-Zellen mit 20 pl
virushaltigem Medium infiziert worden. Nach vollstandiger Lyse der Zellen wurde der Zellkul-
turiberstand, der die Viren enthielt, gewonnen und bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C

gelagert. Aus einem Aliquot ist die genomische DNA der Viren isoliert und analysiert worden.

Zundchst erfolgte eine PCR-Analyse der genomischen DNA aus den isolierten Plaques
mit Primern fir die Gene E1A (Kontrolle auf wt-Kontamination), E2B (auf dem Virusgenom
lokalisiert) sowie ITR (urspringlich auf dem pAVS6aCla-Plasmid lokalisiert). Die Abbildung
4-22 zeigt die Ergebnisse einer reprasentativen PCR fur die genannten Gene der Plaques
AddI327.MM.1.1 und MM.1.2 sowie AddI327.AS.2.1 und AS.2.2. Die genomische DNA der
Viren aus den Plagues AddI327.MM.1.2 und AddI327.AS1.2 wies eine Bande in der richtigen
Lange bei der PCR mit den Primern fir den ITR auf. Das lasst darauf schlielen, dass in die-
sen Viren die homologe Rekombination erfolgreich war und die Viren die gewtinschte MDMZ2-
AS-Sequenz enthielten. Eine genaue Aussage lasst sich jedoch erst nach einer Sequenzanaly-
se der PCR-Produkte treffen. Der Fakt, dass auch die PCR mit den E1A-Primern zu einem
positiven Ergebnis fuhrt, l&sst sich darauf zurtckfihren, dass in der DNA-Praparation zu ei-
nem groflRen Teil auch noch DNA der 293-Zellen enthalten ist, in deren genomischer DNA das
E1A-Gen lokalisiert ist. Auf dieser Stufe spricht dies nicht fir eine Verunreinigung mit wt-
DNA.

AddI327.AS5.1.2

SCAGTTCCACT GTGEACAAGACT GAGTGTCTAC

TCEACTCTEET CARCAGTCAGTCTCTTC

AddI327.MM.2.B
Abb. 4-23: Nachweis der Insertion der dsODNs in die Adenoviren
Die Abbildung zeigt einen beispielhaften Sequenzvergleich zum Nachweis des Einbaus der AS- bzw. MM-ODNSs
in die Adenoviren. Nach der Expansion der Plaques wurde die virale DNA isoliert, die U6-Genregion in der PCR
vervielfaltigt und sequenziert. Der Vergleich der Sequenzen aus dem Plagues AddI327.AS.1.2 und
AddI327.MM.2.8 beweist den Einbau der dsODNs in das adenovirale Genom. Die Sequenz des AS-ODNSs ist in

schwarzem Fettdruck, die des MM-ODNs in rotem Fettdruck dargestellt. Die flankierenden Se-
quenzen des U6-Gen sind in kursiver Schrift markiert.

In der Abb. 4-23 ist beispielhaft ein Sequenzvergleich zweier PCR-Produkte dargestellt,
die aus der genomischen DNA der Plaques AddI327.MM.2.8 und AddI327.AS.1.2 amplifiziert

worden sind. Der Homologievergleich verdeutlicht den korrekten Einbau der MDMZ2-AS-
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Sequenz in die DNA des Virus AddI327.AS.1.2 und der entsprechenden MDMZ2-Mismatch-
Sequenz in die DNA des Virus AddI327.MM.2.8. In den anderen untersuchten Plaques konnte

die gesuchte AS- bzw. MM-Sequenz ebenfalls gefunden werden.

Die hier beschriebenen adenoviralen Vektoren kénnen nun fir eine Vielzahl von Anwen-
dungen eingesetzt werden. Im Vordergrund stehen dabei natlrlich therapeutische Studien,
die auf der Inhibierung der MDM2-Expression in Tumoren beruhen. Durch die Verwendung
eines replikationsdefizienten Adenovirus wird eine hohere Transfektionsrate im Vergleich
zum liposomalen Gentransfer angestrebt. Des Weiteren sind aber auch Untersuchungen zur

MDM2-Funktion und der MDM2-SpleilBvarianten denkbar.

4.7 In vivo Transfektionsexperimente mit MDMZ2-AS Oligonukleotiden

4.7.1Etablierung eines WTS-Xenotransplantationsmodells in nu/nu-Ratten

Fur die Etablierung eines Xenotransplantationsmodells fur WTS in nu/nu-Ratten wurde
die ATCC-Zelllinie RD verwendet. Zum Einen weil diese Zelllinie nur ein mutiertes 7P53-Allel
aufweist (das zweite Allel ist deletiert) und dadurch die Effekte einer MDMZ2-AS Therapie un-
abhangig von wt-TP53-Protein untersucht werden konnten. Zum Anderen war durch Arbeiten
aus unserer Arbeitsgruppe bekannt, dass diese Linie im Maus- und Rattenmodell reprodu-

zierbar Tumoren bilden kann °.

Abb. 4-24: Formation eines Xenotransplantattumors der Zelllinie RD

Nach Inokulation von 5x10° Einzelzellen in die Hinterbeine des Tieres kam es nach ca. 6 Wochen zur Bildung
eines Tumors mit einem Durchmesser von 2,5 cm.
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Es konnte gezeigt werden, dass sich nach Inokulation von Einzelzellsuspensionen in die
Hinterbeine der Tiere (s. 3.10.1) in der Mehrzahl der Ratten Tumoren bildeten (Abb.
4-24). Die WTS waren durch das Vorhandensein einer Pseudokapsel und eine feste Konsis-
tenz charakterisiert. Uberschritt das Tumorvolumen eine kritische GroRe von ca. 1 cm?®,
konnte im Tumorzentrum eine zunehmende Nekrotisierung beobachtet werden. Eine Me-
tastasierung war in keinem der untersuchten Tiere wahrend des Versuchszeitraums nach-

weisbar (Daten nicht gezeigt).

4.7.2 Behandlung von Xenotransplantattumoren mittels MDMZ2-AS Oligonukleo-

tiden (Versuchsreihe 1)

Der zeitliche Verlauf des Therapieschemas ist in Abb. 4-25 dargestellt. Die osmotischen
Minipumpen, welche die entsprechende Menge an MDMZ2-AS- bzw. SE-ODN enthielten, wur-
den gleichzeitig mit dem Tumorgewebe implantiert (Abb. 4-25, 3.10.2.1). Die Pumpen
gewabhrleisteten durch eine geeignete Pumprate die kontinuierliche Abgabe der ODNs Uber
einen Zeitraum von genau einer Woche. Je nach Therapiegruppe wurden die Tumoren mit je
100 pg MDMZ2-AS-ODN *°, 200 ug MDM2-AS2-ODN *, Aqua bidest bzw. 100 pug MDM2-SE-
ODN behandelt. 15 Tage nach Versuchsbeginn sind die Tiere eingeschlafert worden, und es
erfolgte die operative Entfernung aller makroskopisch sichtbaren Tumoren sowie eine Aus-

wertung der Studie durch Bestimmung der Tumormasse und der Tumorzabhl.

Transplantation von Ende der Therapie Einschléfermn der
Inokulation 1g Tumorgew_'ebe + Kontrolle Tiere,
von 5x10E+6 Imp_lantatlon des Begutachtung
Einzelzellen der Minipumpen Tumorwachstums der Tumore

i Y i ¢ ¢ {
7/ 1

Tag 1 Tag 8 Tag 15

Abb. 4-25: Zeitlicher Verlauf der /in vivo-Therapiestudie (Versuchsreihe 1)

Bei der makroskopischen Beurteilung der Tumoren zeigten sich deutliche Unterschiede
zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen. Wéahrend die Tumoren der mit den AS-ODNs
behandelten Tiere in einer Art Pseudokapsel wuchsen und sich dadurch leicht entfernen lie-
Ren, waren die Tumoren der Kontrollgruppen durch stark invasives Wachstum mit Zersto-
rung der angrenzenden Strukturen (z.B. Darmwand) charakterisiert. Des Weiteren war be-
merkenswert, dass die osmotischen Pumpen der Kontrollgruppen von Tumormasse einge-

schlossen waren, wahrend dies bei den Pumpen der mit AS-ODNs behandelten Ratten nicht
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der Fall war. Durch die Behandlung der Xenotransplantattumoren mit den zwei verschiede-
nen MDMZ2-AS-ODNs konnte das Tumorwachstum verlangsamt bzw. die Tumormasse im
Vergleich zur Sense-Kontrolle reduziert werden (Abb. 4-26). Im Einzelnen ergab sich folgen-
des Bild: nach 15 Tagen kontinuierlicher Gabe der AS-, AS2- bzw. SE-ODNs und Aqua bidest
betrug die durchschnittliche Tumormasse in der mit dem MDMZ2 AS-ODNs behandelten Grup-
pe 5,58 g £ 4,4 g und in der mit dem MDMZ2 AS2-ODNs behandelten Ratten 6,07 g + 0,7 g.
Das ist signifikant weniger im Vergleich zur Gruppe, die mit SE-ODNs behandelt wurde. In

dieser Gruppe hatten die Tumoren ein durchschnittliches Gewicht von 12,98 g + 3,2 g. Dies

Tumdanmasse
Tumerzahl
L D4 100 . & .
: *
-_I. . L3 [l
- | o= I ]
: ! I-I | .
100 g MO B0 OH L ta TLELTE 0N L R 50 TR
S0 g DM REZOIDH MOED E-00H 200 ey P - [t Lt ]
THERPIE THIRATE
Abb. 4-26: Reduzierung der Tumormasse (links) und der Tumorzahl (rechts) durch MDM2-AS-Behandlung
(Versuchsreihe 1)

entspricht einer Reduzierung der Tumormasse um mehr als 55 % (p=0,046 bzw. p=0,006,
Student t-Test). Unerwartet niedrig war die Tumormasse in der Kontrollgruppe, die aus-
schlieBlich mit bidestilliertem Wasser (dem Lésungsmittel fur die AS- bzw. SE-ODNs) behan-
delt wurde. Die durchschnittliche Tumormasse lag bei 5,41 g + 1,17 g und somit auf ver-

gleichbarem Niveau wie die AS-behandelten Gruppen.

Neben der Tumormasse wurde die Anzahl der makroskopisch sichtbaren Tumoren be-
stimmt. Hier zeigten sich ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
(Abb. 4-26). Wahrend das durchschnittliche Tumorgewicht der beiden therapeutischen Grup-
pen (mit AS- bzw. AS2-ODNs behandelt) anndhernd gleich war, konnten in den mit AS-ODNSs
behandelten Ratten durchschnittlich 2,75 + 1,25 Tumoren pro Tier detektiert werden, in den
mit AS2-ODNs behandelten Tieren jedoch annahernd die doppelte Anzahl (5 + 0,81 Tumo-
ren). Die durchschnittliche Tumorzahl pro Ratte in den Kontrollgruppen betrug 3,75 £+ 0,95
Tumoren in der Bidest-Kontrollgruppe bzw. 3 + 2 Tumoren pro Tier in der mit SE-ODNs

behandelten Gruppe. Die erzielten Ergebnisse in dieser /n vivo Studie zeigten das Potenzial
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einer Therapie mit MDMZ2-AS-ODNs auf. Sie dienten als Ausgangspunkt fur weitere, nachfol-

gend dargestellte Untersuchungen.

4.7.3 Behandlung von Xenotransplantattumoren mittels MDMZ2-AS Oligonukleo-

tiden (Versuchsreihe 2)

Im Vergleich zu der unter 4.3.3 beschriebenen Behandlung der Xenotransplantattumo-
ren der STS-Zelllinie RD wurde das Protokoll in den nachfolgenden Studien wie folgt modifi-
ziert: (i) es wurden verschiedene Konzentrationen des MDMZ2-AS2-ODNs eingesetzt, (ii) die
Implantation der osmotischen Minipumpen erfolgte nun eine Woche nach der Xenotransplan-
tation des Tumorgewebes (Abb. 4-27) und (iii) anstelle der Bidest-Kontrolle wurde physiolo-

gische Kochsalzlésung verwendet (s. 3.10.2.2).

Einschlafem der
Inokulation ) Implantation Tiere,
von 5x10E+6 Transplantation von der Minipumpen Begutachtung
Einzelzellen 500 mg Tumargewebe Beginn der Therapie der Tumore
¢ J L i i #
I 7 1
Tag 1 Tag 8 Tag 15
Abb. 4-27: Zeitlicher Verlauf der in vivo-Therapiestudie (Versuchsreihe 2)

4.7.3.1 Reduzierung der Tumormasse und der Tumorzahl durch Behandlung

mit MDMZ2-AS2 Oligonukleotiden

In dieser Versuchsreihe wurden insgesamt 24 Ratten behandelt, davon je 7 Tiere mit
100 pg bzw. 200 pg des MDMZ2-AS-ODN und jeweils 5 Tiere als Kontrolle mit entweder 100
ug MDMZ2-SE-ODN oder physiologischer Kochsalzlésung. Die Behandlung der Ratten erfolgte
Uiber einen Zeitraum von einer Woche, wobei die Gabe der ODNs bzw. der Kochsalzlésung
kontinuierlich mit einer Pumprate von 1 pL/h erfolgte. Nach 15 Tagen wurden alle
makroskopisch sichtbaren Tumoren chirurgisch entfernt und begutachtet. Die Behandlung
der Tumoren mit MDM2-AS2-ODNs (100 bzw. 200 ug) fiuhrte zu einer signifikanten Reduzie-
rung der Gesamttumormasse im Vergleich zu den mit Kochsalzlésung behandelten Tieren
(p = 0,016 bzw. p = 0,007, Student t-Test, Abb. 4-28, 4-29). Nach 7 Tagen Behandlung mit
200 pg MDM2-AS-ODNs lag die durchschnittliche Tumormasse in dieser Gruppe bei 0,78 g +
0,53 g, dies entspricht etwa einer 71 %igen Verminderung im Vergleich zu der Kontrollgrup-

pe, die mit physiologischer Kochsalzlésung behandelt worden ist (2,64 + 1,33 g), und einer
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Abb. 4-28: Reduzierung der Tumormasse (links) und der Tumorzahl (rechts) durch Behandlung der Tumore
mit MDMZ2-AS2-ODNs (Versuchsreihe 2)

Abb. 4-29: Effekt der Behandlung der Xenotransplantattumoren mit MDM2-AS-ODNs
Makroskopisch sichtbare Tumore /in situ und anschlieRend frei prapariert.

A, B Tier aus der Behandlungsgruppe mit 200 pg MDMZ2-AS-ODNSs.
C, D Tier aus der SE-ODN-Kontrollgruppe.
E, F Tier aus der Kontrollgruppe, die mit physiologischer Kochsalzlésung behandelt wurde.
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56%igen Reduzierung der Tumormasse im Vergleich zu der Gruppe, die mit MDM2-SE-
ODNSs behandelt wurde (1,74 + 1,17 g). Obwohl die durchschnittliche Tumormasse in dieser
Gruppe deutlich hoher war als in den mit AS2-ODNs behandelten Tieren, war der Unter-
schied nicht signifikant, da das Tumorgewicht in der SE-Kontrollgruppe einer starken
Schwankungsbreite unterlag. Neben der deutlichen Reduzierung der Tumormasse durch die
MDM2-AS2-ODNs wurde in diesen therapeutischen Gruppen mit 2,3 Tumoren je Ratte eine
verminderte Zahl an makroskopisch sichtbaren Tumoren gefunden. Demgegentber bildeten
sich in der mit MDMZ2-SE-ODNs behandelten Kontrollgruppe durchschnittlich 3,4 Tumoren je
Ratte (p = 0,009; Student t-Test), in der mit Kochsalzlésung behandelten Gruppe waren es
am Ende des Versuchszeitraums im Durchschnitt 4,4 Tumoren pro Tier (p = 0,009, Student

t-Test).

4.7.3.2 Western Blot Analyse

Um den Einfluss der Behandlung der Tumoren mit MDMZ2-AS2-ODNs auf die MDM2-
und mt-TP53-Proteinexpression zu untersuchen, wurde von allen Tumoren Protein isoliert

und in Western Blots qualitativ und semiquantitativ analysiert (s. 3.6.4).

In Tumoren aus Ratten, welche mit 100 bzw. 200 ug MDM2-AS2-ODNs behandelt wur-
den, war die MDM2-Proteinmenge gegentiber den Kontrollgruppen stark reduziert war (Abb.
4-30). Demgegenuber wiesen die mit MDM2-SE-ODNs behandelten Tumoren eine leicht er-
héhte MDM2-Proteinexpression auf. Die Tumoren aus den mit physiologischer Kochsalzl6-
sung behandelten Tieren waren durch eine stark erhdhte Expression des MDM2-
Onkoproteins charakterisiert. Statistische Analysen ergaben, dass die MDM2-Expression in
den mit Kochsalzlosung behandelten Ratten, nicht jedoch die der Tiere aus der SE-
Kontrollgruppe gegeniiber den therapeutischen Gruppen (100 bzw. 200 pg MDMZ2-AS2-
ODNSs) signifikant erhéht war (p = 0,05 bzw. p = 0,068; Student t-Test).

Weiterhin wurden auch die Auswirkungen der Behandlung der Tumoren mit MDMZ2-
AS2-ODNs auf die Expression des mt-TP53-Proteins untersucht, da die RD-Linie nur ein mu-
tiertes 7P53-Allel besitzt. Ebenso wie die MDM2-Proteinexpression war die Menge an mt-
TP53 in den Gruppen stark reduziert, die mit verschiedenen Dosen MDMZ2-AS2-ODNs behan-
delt worden sind (Abb. 4-30). Im Gegensatz dazu konnte in der SE-ODN-Kontrollgruppe eine
leicht erhdhte, und in der mit Kochsalz-Losung behandelten Gruppe eine hohe mt-TP53-
Proteinmenge detektiert werden. Eine detaillierte statistische Analyse ergab, dass die mt-
TP53-Expression in der SE-ODN-Gruppe signifikant im Vergleich zu der Gruppe erhdht war,
die mit 100 pg MDM2-AS2-ODNs behandelt wurde (p = 0,029; Student t-Test). Die hier ge-
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zeigten Daten belegen erstmals einen negativen Einfluss der Inhibierung der MDM2-
Expression auf die Expression von mt-TP53 /n vivo. Dies ist von Bedeutung, da mutiertes

TP53-Protein eine wesentliche Rolle in der Tumorprogression spielen kann.
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Abb. 4-30: /n vivo Inhibierung der MDM2 (A) bzw. mt-TP53 (B) Proteinexpression durch MDMZ2-AS ODNSs.

Die Tiere wurden mit 100 ug bzw. 200 ug MDM2-AS2 ODNs bzw. 200 ug MDMZ2-SE ODNs behandelt. Als
Kontrolle wurde eine Gruppe mit physiologischer Kochsalzlésung behandelt. Nach einer Behandlungszeit von
einer Woche wurden die Tumoren entfernt. Die MDM2- und TP53-Proteinexpression wurde in Western Blots
analysiert (Antikérper 2A10 war gegen das MDM2-Protein gerichtet, der Antikérper DO-7 gegen TP53). Die (-
Actin-Proteinexpression (C) diente als Kontrolle. Die Intensitét dieser Bande wurde genutzt, um die Intensita-
ten der TP53 und MDM2-Banden zu standardisieren. Je Behandlungsgruppe sind jeweils zwei Tiere reprasen-
tativ ausgewdhlt worden. Die Zahlenwerte unter den Blots geben das Verhéltnis der Intensitdt der MDM2-
bzw. TP53- zur Actin-Bande an.

4.7.3.3 Immunhistochemische Charakterisierung der soliden Tumoren

Die Analyse der Mitosen in den Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Tu-
morproben der einzelnen Behandlungsgruppen pro 10 Sichtfeldern (HPF X 40) ergab ein
Minimum von 52 und ein Maximum von 78 Mitosen. Dabei konnten keine Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Gruppen festgestellt werden, unabhangig davon, ob die Tiere mit
MDMZ2-AS2-ODNs oder SE-ODNs bzw. physiologischer Kochsalzlésung behandelt worden sind
(Daten nicht gezeigt). Alle Tumoren wurden daher als ,hochgradig“ eingestuft. Weiterhin
konnte anhand der untersuchten inneren Organe der Ratten (Leber, Milz und Muskel) bei
subtiler Untersuchung mit 4,5-facher VergroRBerung in keinem Falle eine Metastasierung

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Obwohl in allen Fallen Tumoreinzelzellen durch die drei verwendeten TP-53 Antikérper
(Pab-1801, DO-1, DO-7) immunhistochemisch angefarbt wurden, lag der Anteil der als posi-
tiv eingestuften Zellen oftmals unter der Grenze von 10 %. Die Tumoren aller untersuchten
Gruppen wiesen jedoch ein spezifisches Farbemuster in Bezug auf TP-53 auf. In den beiden
mit MDM2-AS2-ODNs behandelten Gruppen (sowohl mit 100 pg als auch mit 200 ug) konnte
nur durch den DO-7 die Expression von mt-TP53 nachgewiesen werden. In der mit SE-ODNs
behandelten Gruppe zeigten alle drei eingesetzten Antikdrper eine schwache Farbung fur
TP53, wahrend in der Kochsalz-Kontrollgruppe in den Tumoren aller Tiere eine starke TP53

Expression durch alle Antikorper qualitativ nachgewiesen wurde (Tab. 4-6).

Die Expression des MDM2-Proteins konnte nur mit dem Antikérper 1B10, der ein
C-terminales Epitop erkennt, nachgewiesen werden (Tab. 4-6). Der Antikérper IF-2, der ge-
gen ein N-terminales Epitop gerichtet ist, farbte weder die Tumoren der mit den AS2-ODNs
behandelten Gruppen, noch die Tumoren der beiden Kontrollgruppen (SE-ODNs und physio-
logische Kochsalzlésung). Mit dem Antikdrper 1B10 konnte nur in einem Fall in der mit
MDMZ2-AS-ODNs behandelten Gruppe (200 pg) eine MDM2-Expression detektiert werden, in
den anderen Tumoren dieser Gruppe und den Tumoren der mit 100 pg MDM2-AS2-ODNs
bzw. SE-ODNs behandelten Tiere war der Nachweis der Expression des MDM2-Proteins ne-
gativ. Im Gegensatz dazu zeigten alle Tumoren der Kochsalz-Kontrollgruppe eine sehr starke

positive Farbung fur das MDM2-Protein mit diesem Antikorper.

Tab. 4-6: Zusammenfassung der Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung der einzelnen
therapeutischen Gruppen

MDMZ2-AS2- MDMZ2-AS2-

Antigen Antikérper ODNs ODNSs SE-ODNs s, KeETea b

(10040) (2004:0) =

TP53 Pab-1801 -* - + +++

DO-1 - - + +++

DO-7 + + ++ +++

MDM2 1B10 ) N ) ot
IF-2 - - - -

* - - keine Farbung, * - geringer Anteil gefarbter Zellen, + - moderate, ++ - erhéhte, +++ - stark erhdhte
Expression

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl in der Western Blot- als auch in der
immunhistochemischen Analyse eine signifikante Reduzierung der MDM2- und erstmals auch
der mt-TP53-Proteinmenge durch eine Behandlung mit MDM2-AS2-ODNs nachgewiesen wer-

den konnte.
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5 Diskussion

Das MDMZ2-Onkogen wurde urspringlich in einer transformierten BALB/c-Mauszelllinie
entdeckt, in der es vielfach amplifiziert vorlag und iberexprimiert wurde 3> *. MDM2 ist in
der Lage, mit TP53 Komplexe zu bilden und dadurch dessen Funktion als Transaktivator zu

hemmen 3" +

. MDM2 kann somit den bedeutenden Tumorsuppressor TP53 und dessen
Funktionen inhibieren. Andererseits wird die Expression von MDMZ2 durch TP53 positiv regu-
liert. Damit sind das Onkogen MDMZ2 und das TSG 7P53 durch einen so genannten autoregu-
latorischen ,feedback-loop* miteinander verbunden *?°. In einer Vielzahl von Tumorarten ist
dieses Gleichgewichts zwischen MDM2 und TP53 gestort. Eine Ursache kdnnen Mutationen
des 7P53-Gens sein, wie dies in etwa 50 % der Tumoren der Fall ist ***. Dadurch kommt es
vielfach zur Expression eines funktionell inaktiven oder dominant negativen TP53-Proteins.
Andererseits kann das MDM2-Onkoprotein, insbesondere in WTS, tiberexprimiert werden %,
was bei einem Tumor in seiner Wirkung einer Mutation des 7P53-Gens vergleichbar ist. Dies
ist oftmals mit einer schlechten Prognose, insbesondere fiir WTS-Patienten, verbunden % *°.
Die erhohte Expression von MDM2 in Tumoren wird teilweise auf die Amplifikation des
MDM2-Gens zurickgefuhrt, kann jedoch auch unabhdngig davon auftreten. Oftmals ist die
MDM2-Uberexpression auf eine verstarkte Transkription bzw. auf Transkripte mit einer un-
terschiedlichen Translationseffizienz zuriickzufiihren *" *#* 24 Ein weiterer Mechanismus, der
zu einer veranderten MDM2-Expression in Tumoren beitragen kann, ist das Vorkommen von
SpleiBvarianten der MDM2-mRNA und verschiedener MDM2-Isoformen, wie dies fur Tumor-
zelllinien der Maus 3" 312> 126 peschrieben worden ist. Es war daher von Interesse zu priifen,
ob auch in WTS die Expression von multiplen SpleiRformen der MDM2-mRNA nachweisbar

ist, und ob diese Isoformen eine tumorbiologische Bedeutung fiir WTS besitzen.

5.1 Expression von Spleil3varianten der MDM2-mRNA

In MDM2-mRNA-Expressionsstudien konnten mittels Northern-Blot an ausgewahlten
WTS-Zelllinien mit einer Sonde, die den gesamten kodierenden Bereich der MDMZ2-mRNA
Uberspannt, zusatzlich zur FL-Form mehrere kiirzere Transkripte nachgewiesen werden *°,

40126 ynd humane Tumorzelllinien % be-

vergleichbare Befunde sind bereits fiir murine
schrieben. Eine detaillierte Analyse der gefundenen Transkripte gibt es hingegen bisher
nicht. Die biologische Funktion der von diesen Transkripten kodierten Proteine war ebenfalls

unbekannt. Zu Beginn der Arbeiten wurden von Sigalas et al. **

insgesamt funf verkirzte
MDMZ2-mRNA-Transkripte in Blasen- und Ovarialkarzinomen nachgewiesen (vgl. Abb. 1-2).

Bei 50 % der Ovarialkarzinomproben wurden alternativ gesplei3te Transkripte detektiert. Fur
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die von uns untersuchten WTS konnte ein @hnlich hoher Anteil ermittelt werden. Von insge-
samt 85 WTS-Proben exprimierten laut RT-PCR 60 % (51 von 85) MDM2-Isoformen. Fur 47
der 51 Proben mit multiplen PCR-Produkten gelang es, eines oder mehrere dieser PCR-
Fragmente zu sequenzieren und als Spleilivariante der MDMZ2-mRNA zu identifizieren. Da die
Identitat der zusatzlichen Banden in den verbleibenden vier WTS-Proben bislang nicht ein-
deutig aufgeklart wurde, ist es denkbar, dass der Anteil der WTS, die Spleildvarianten der
MDM2-mRNA aufweisen, durchaus 60 % betragen kann. Durchschnittlich konnten je WTS-
Probe neben der FL-Form zwei SpleiRformen detektiert werden. Insgesamt gelang es, 12
verschiedene Transkripte der MDMZ2-mRNA nachzuweisen. In den untersuchten RMS-
Zelllinien und juvenilen RMS wurden weitere 8 Transkripte detektiert. Die Zahl der tatséchlich
exprimierten Transkripte liegt moéglicherweise weitaus hoher, da nicht alle in der RT-PCR
amplifizierten Produkte charakterisiert werden konnten. Konnten von einigen WTS-Proben
mehrere Banden identifiziert und MDMZ2-Spleiliformen zugeordnet werden, so gelang in an-

deren Fallen nur die Zuordnung einer von mehreren Banden.

In unseren Studien korrelierte die Expression der SpleiRformen mit dem Tumorgrad.
Wahrend nur 30 % der WTS im Grad | verkirzte MDMZ2-Transkripte exprimierten, so betrug
der Anteil bei WTS der Malignitatsgrade Il und 111 jeweils Giber 60 % °*. Obwohl das Vor-
kommen der SpleiRformen mit einem hdheren Malignitatsgrad einhergeht, zeigte sich jedoch
kein unabhangiger Einfluss auf das Uberleben der Patienten. Vergleicht man unsere Ergeb-
nisse mit Daten aus der Literatur (Stand 11/2001), so bestatigt sich, dass MDMZ-
SpleiRformen bevorzugt in Tumoren mit einem aggressiveren Phanotyp exprimiert werden.
So wurden in 80 % der dedifferenzierten Ovarialkarzinome verkiirzte Transkripte gefunden,
wéhrend nur 37 % der gut differenzierten Ovairalkarzinome davon betroffen waren “2. Des
Weiteren sind in 58 % der Tumoren im Stadium 11l und 1V, aber nur in 22 % der Tumoren
im Stadium | und Il SpleiRformen der MDM2-mRNA detektiert worden *2. Von den ebenfalls
von Sigalas et al. untersuchten Blasenkarzinomen exprimierten 57 % der invasiv wachsen-

den Tumoren, aber nur 6 % der oberflachlichen Tumoren Spleikformen *.

Zwei Studien, die die Expression von MDMZ2-SpleiBvarianten in Mammakarzinomen un-
tersucht haben, kommen zu unterschiedlichen Resultaten. In der Untersuchung von Lukas et
al. exprimierten von 38 Mammakarzinomen 13 Proben verklrzte Transkripte zuséatzlich zur
FL-Form . Es zeigte sich kein Einfluss auf das Uberleben der Patienten. Unterscheidet man
jedoch zwischen der Expression von alternativ und aberrant gespleiten Varianten und setzt
voraus, dass die Existenz der alternativ gespleiBten Form (in diesem Fall MDMZ2-B) dem

~-Normalfall“ entspricht und die Expression aberrant gespleildter Varianten tumorspezifisch ist,
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Abb. 5-1: Ubersicht tiber bisher beschriebene SpleiRvarianten der MDM2-mRNA (11/2001)

Der Bereich, der in nahezu allen Transkripten fehlt, ist grau unterlegt. In diesem Sequenzabschnitt sind u.a.
die p300-bindende Domane, die Kernlokalisations- und die Kernexportsequenz lokalisiert. * - in WTS detek-
tierte SpleiRformen, ** - in dieser Arbeit erstmals beschriebene MDM2-Spleivarianten 101,
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so hat dies einen deutlichen Einfluss auf die Prognose. Patienten mit aberranten Spleif3for-
men haben demnach eine wesentlich schlechtere Prognose als Patienten mit normaler Ex-
pression, also alternativ gespleiRten Transkripten der MDM2-mRNA (p = 0,009) ***. Bei den
von uns untersuchten WTS werden ebenfalls die alternativ gespleilten Varianten MDMZ2-A
und MDMZ2-B am haufigsten gefunden, wahrend die aberrant gespleifiten Formen wesentlich

seltener nachgewiesen wurden. Eine zweite Studie von Hori et al. **'

ergab, dass in 48 %
der Falle verkirzte MDM2-mRNA-Transkripte nachgewiesen werden konnten. Die Expression
der SpleiRformen korrelierte signifikant mit dem Befall der Lymphknoten und dem Grad der
Nekrotisierung der Mammakarzinome. Weitere Studien befassten sich mit Alterationen der

2

MDM2-mRNA-Expression u.a. in Liposarkomen ***, Glioblastomen '*?, nichtkleinzelligen Lun-

11

genkarzinomen '** sowie Riesenzelltumoren des Knochens *°. Ubereinstimmend wurde ein

Zusammenhang zwischen der Expression von MDMZ2-SpleiRvarianten und einem erh6hten

Malignitatsgrad gefunden *2-11°,

Bezuglich der Expression der SpleiBvariante MDMZ2-B gibt es in der Literatur z.T. wider-
spriichliche Ergebnisse. Von Lukas et al. ! wurde postuliert, dass das Vorkommen der al-
ternativ gespleilten Variante MDM2-B eher dem ,Normalfall“ entspricht, da diese Variante in
vier von neun Normalgewebeproben von Mammakarzinom-Patientinnen detektiert worden
ist. In den Tumoren wurden hingegen Uberwiegend aberrant gespleilte Transkripte gefun-
den, woraus geschlussfolgert worden ist, dass aberrantes Spleilen ein tumorspezifisches

/. 1 in Riesenzelltu-

Phanomen sein kdnnte. Andererseits zeigten Studien von Evdokiou et a
moren des Knochens, dass die Variante MDM2-B im Wesentlichen von den Stroma-, nicht
aber von den Riesenzellen exprimiert wird. Dies wére im Einklang mit der Hypothese, dass
die Stromazellen den malignen Anteil der Riesenzelltumoren darstellen und die Isoform
MDM-B unabhéngig von TP53 zu einem transformierten Phanotyp beitragt **°. Untersuchun-
gen von Matsumoto et al. **? ergaben, dass 50 % der Glioblastome, jedoch nur 18 % der
anaplastischen Astrozytome, die MDMZ2-Spleil3form B exprimieren. In Astrozytomen wurde
nur die FL-Form detektiert. Diese Ergebnisse zeigen einen signifikanten Zusammenhang zwi-
schen der Expression dieser SpleiRform und einem erhéhten Malignitatsgrad **2. Bisher un-
vertffentlichte Daten von S. Jones und Mitarbeitern belegen ebenfalls einen Zusammenhang
zwischen dem Auftreten der Spleillvariante MDM2-B und einem Einfluss auf die Tumorpro-
gression. So konnte diese SpleiRform (i.) in verschiedenen WTS aus 7P53"-Méause detektiert
werden, (ii.) fuhrte die Transfektion von Zelllinien mit einem Plasmid, das die cDNA der
SpleiBvariante MDMZ2-B enthalt, zu einer erhthten Proliferationsrate dieser Zellen und (iii.)

wiesen transgene Mause, welche diese SpleiRvariante Uberexprimieren eine stark verkirzte
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Lebensdauer und eine Vielzahl von Tumoren auf (Dr. S. Jones, unverdffentlichte Daten, per-

sonliche Mitteilung).

Unsere Ergebnisse zeigten hingegen keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen al-
ternativem bzw. aberrantem Spleillen und einem aggressiverem Phénotyp. Sie deuten viel-
mehr darauf hin, dass auch die Expression von mRNA-Transkripten, die nicht an regularen
Donor-/Akzeptorstellen gesplei3t werden, der ,,normalen* physiologischen Situation entspre-
chen. Die von uns in Normalgewebe von Patienten und in peripheren Blutlymphozyten ge-
sunder Spender nachgewiesenen SpleiRvarianten MDM2-N sowie MDMZ2-BL sind beispielswei-
se an Sequenzen gespleilt worden, die innerhalb bekannter Exone lokalisiert sind (Bartel et

al., Manuskript in Vorbereitung).

Unter ,alternativem* SpleiBen versteht man die Bildung verschiedener mRNAs aus ei-
nem unreifen prd&-mRNA-Transkript, wobei jeweils komplette Exons betroffen sind. Das
SpleiBen erfolgt an regularen Spleilstellen, den Intron-/Exon-Grenzen. Von vielen Genen ist
bekannt, dass durch alternatives Spleien verschiedene Proteinisoformen gebildet werden
kénnen. Ein Beispiel ist das TSG adenomatdse polyposis coli (APC), das oftmals in frihen
Stadien der Karzinogenese des Kolonkarzinoms verandert ist. Das APC-Gen wird in verschie-
denen Geweben, z.T. mit bzw. ohne das Exon 1 exprimiert, wodurch Proteine entstehen, die
unterschiedliche Sequenzen am N-Terminus aufweisen. Die einzelnen, durch alternatives
SpleiBen entstandenen Proteinisoformen werden sowohl gewebespezifisch als auch als Ant-

wort auf bestimmte Differenzierungssignale exprimiert '

. Als weiteres Beispiel sei das
CD44-Gen aufgefihrt. Hier fuhrt das alternative SpleiRen zur Bildung von heterogenen, zell-
spezifischen membranstéandigen Proteoglykanen. Die Heterogenitéat entsteht durch die unter-
schiedliche Nutzung der Exone 1 — 10 sowie durch posttranslationale Modifi-kationen **°. In
einigen Tumorarten kommt es jedoch zu einem ,fehlerhaften“ Spleien, wobei Bereiche der
kodierenden Region deletiert sind, die von kurzen, sich wiederholenden Sequenzmotiven

flankiert werden 2% 1%,

Im Gegensatz zum alternativen SpleiRen, findet das so genannte aberrante SpleiRen
nicht an regulédren Splei3stellen statt. Die mMRNAs der Gene 7S5G101 und FHIT werden, ahn-
lich wie bei MDMZ2, sowohl alternativ als auch aberrant gespleil3t. Beim 75G101 nahm man
ursprunglich an, dass verklrzte Proteine auf Genmutationen zuriickzuftihren sind 131 diese
sind jedoch vielmehr das Produkt eines aberranten SpleiBvorgangs *** **. Von der mRNA des
FHIT-Gens sind in diversen Tumorarten sowohl alternative als aberrante Spleilformen nach-
gewiesen worden '3~ 1% Besonders in Tumoren der Lunge findet man mRNA-Spezies mit
dem Verlust kompletter Exons, mit Insertionen unbekannter DNA-Sequenzen und dem Ver-

lust von Sequenzen ohne Bezug zu bekannten SpleiRstellen *. Die beschriebenen Daten fiir
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diese beiden Gene lassen den Schluss zu, dass das alternative Spleif’en ein normaler physio-
logischer Vorgang ist, der nicht notwendigerweise mit der Tumorgenese verbunden sein
muss. Im Gegensatz dazu scheint in diesen Fallen vielmehr das aberrante Spleilen der ge-

nannten mRNAs mit der Tumorprogression assoziiert zu sein.

Eine Erklarung fur den Mechanismus des SpleiRens an sich wiederholenden Sequenz-
motiven, wie er fur die MDMZ2-SpleiBvarianten MDMZ2-KB3 (219 bp), MDM2-PM2 (393 bp)
und MDM2EU2 (297 bp) beschrieben wurde (Kap. 4.1.4, Abb. 4-5), kdnnten Studien Uber
eine mutierte Form der DNA-Polymerase pol 3-t aus S. cerevisiae liefern. Durch eine
Mutation im Gen der pol 3-t DNA-Polymerase kam es zu einer ~ 1000-fach haufigeren Dele-
tion von DNA-Fragmenten zwischen Repeat-Sequenzen, vermutlich verursacht durch so ge-
nanntes ,replication slippage* **’. Die Frage, ob dies auch in den untersuchten WTS-Proben
der Fall ist, beispielsweise durch eine Fehlfunktion der DNA-Polymerase , kann nicht ab-
schlieBend beantwortet werden. Dazu ware es erforderlich, die genomische DNA der betref-
fenden Proben zu analysieren, um derartige Deletionen zu detektieren. Es ist jedoch auch
denkbar, dass es bei der Amplifikation der MDMZ2-Genregion in Folge einer fehlerhaften ho-
mologen Rekombination zu Verlusten bestimmter Sequenzbereiche kommt. In den WTS, die
die SpleiRvarianten MDM2-KB3 (219 bp), MDM2PM2 (393 bp) und MDMZ2-EU2 (297 bp)
exprimieren, liegt das MDM2-Gen amplifiziert vor. Wahrend fiir die 75G101 und FHI/T-mRNAs
eine Ungenauigkeit der RNA-Polymerase als Ursache fir das aberrante Spleillen postuliert

wurde %

, SO ist bislang fur das CD44-Gen bei Schilddrisen- und Mammakarzinomen das
SpleiRen zwischen kurzen Repeat-Sequenzen beschrieben worden . Es ist demnach még-
lich, dass die RNA-Polymerase wahrend der Transkription eine entscheidende Rolle spielt,

etwa auf Grund eines bislang noch nicht beschriebenen ,transcription slippage*.

Unsere Ergebnisse und die Analyse der Sequenzmotive (Abb.4-5) deuten darauf hin,
dass das aberrante SpleiBen auf Alterationen des SpleiRapparates zurtickzufiihren ist. Die
von uns identifizierten Sequenzmotive (z.B. 5-TGCCCAGTAT-3’) beinhalten potenzielle
SpleiBdonor- und -akzeptorstellen. Im Falle der SpleiBvariante MDM2-KB3 kénnte die Basen-
folge AG-T aus dem ersten Repeat als Donorstelle, und die Sequenz AG-T aus dem zweiten
Repeat als Akzeptorstelle fungieren. Sequenzanalysen fur eine Reihe von Genen (z.B. BRCA1,
RB1, NFI1) haben gezeigt, dass sich in den Introns, aber auch in den Exons, eine Vielzahl von
potenziellen Spleil3stellen und Bindungsstellen fir das heterogene nukledre Ribonukleopro-
tein AL (hnRNP A1, eine Komponente des SpleiRapparates) befinden **. Es konnte gezeigt
werden, dass schon geringe Anderungen der Affinitat von hnRNP Al zu den regularen Bin-
dungsstellen zu einem fehlerhaften Ausschneiden von Exons filhren kénnen **. So kann bei-

spielsweise durch Mutationen die Sekundarstruktur der mRNA beeinflusst werden, wodurch
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dann das hnRNP Al-Protein an alternative Sequenzen bindet. Die Folge kénnte das alternati-
ve und/oder aberrante SpleiRen der unreifen mRNA sein. Wie Arbeiten von Metzlaff et al. **°
an Petunia hybrida zeigten, kdnnte die Funktion der aberrant gespleiliten Transkripte auch
im post-transkriptionellen ,gene silencing” liegen. Es konnte nachgewiesen werden, dass es
zur Hybridisierung zweier mRNA-Transkripte an komplementaren Sequenzabschnitten (wie
den Repeat-Sequenzen) kommt. Daraufhin wird die RNA an konservierten Erkennungsse-
guenzen geschnitten, re-polyadenyliert und kann schlieflich die Translation der mRNA ver-

hindern **°.

Die durchgefiihrten RT-PCR-Analysen erlauben keine Aussagen Uber die Mengenver-
héltnisse der SpleiRformen zur FL-mRNA. In Northern-Blot-Analysen mit Gesamt-RNA aus
funf RMS-Zelllinien konnte jedoch lediglich das FL-Transkript der MDM2-mRNA nachgewiesen
werden (Abb. 4-6). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die SpleiRvarianten wahrscheinlich
nur in sehr geringen Konzentrationen vorliegen, so dass sie im Northern Blot nicht detektiert
werden konnen. Das Transkript der MDMZ2-FL-mRNA ist ca. 7 kb groR (Abb. 4-6). Kirzere
Transkripte, die zudem nur in sehr geringen Mengen vorkommen, sind somit im Northern
Blot selbst dann nicht nachzuweisen, wenn wie bei der SpleiRform FB30 aus der Zelllinie
Rh18 ein 1189 bp grolRes Fragment fehlt. Durch die RT-PCR konnten aber sowohl in RMS-
Zelllinien als auch in nativen juvenilen kindlichen RMS eindeutig Spleiformen nachgewiesen
werden. Unabhangig von der Menge der mRNA einer Spleivariante werden jedoch die durch
die mRNAs kodierten Proteine exprimiert, so dass diese dann im Western Blot nachgewiesen
werden konnen (Abb. 4-6, 4-2). Dies kénnte auf eine hohere Halbwertszeit der mRNA bzw.
eine erhohte Translationseffizienz der mRNA-SpleiBvarianten zurtickzufiihren sein. Aus die-
sem Grund war es erforderlich, einen Assay zur genauen Bestimmung der mRNA-
Konzentration der SpleiRvarianten zu entwickeln. Dies erfolgte in Zusammenarbeit mit der
Fa. Roboscreen (Leipzig) zunéachst fir die SpleiBvariante MDM2-B. Die ersten vorlaufigen
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die FL-MDMZ2-mRNA in bis zu 100-fach héherer Menge
vorliegt als die mRNA der Variante MDMZ2-B (Bartel et al., Manuskript in Vorbereitung).

Obwohl mittlerweile 39 verschiedene Varianten der MDMZ2-mRNA in einer Vielzahl von
Tumorarten identifiziert worden sind (Abb. 5-1), ist es bislang nicht gelungen, den Nachweis
zu erbringen, ob die in der RT-PCR detektierten Transkripte auch in ein Protein translatiert
werden. Die bisher vertffentlichten Daten beweisen lediglich die Existenz der einzelnen
MRNA-Transkripte. Es fehlt jedoch die lIdentifizierung der verschiedenen Banden, die im
Western Blot mit Antikérpern, die gegen MDM2 gerichtet sind, nachgewiesen wurden. Von
einigen SpleiRformen ist aber mit Hilfe eines /n vitro Transkriptions-/Translationssystems

gezeigt worden, dass die Umschreibung in ein Protein méglich ist 4% 114 115,
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Die Zuordnung einer SpleiRform zu einer distinkten Bande im Western Blot gestaltet
sich schwierig. Das MDM2-Protein besteht aus 491 Aminoséauren. Das berechnete Molekular-
gewicht betragt etwa 54 kDa. In einem denaturierendem Polyacrylamidgel lauft die MDM2-

FL-Isoform in Hohe von etwa 90 kDa. Es ist bekannt, dass MDM2 durch Acetylierung (Dr. J.

140 141

Taplick, personliche Mitteilung), Ubiquitinylierung , Sumoylierung und Phospho
rylierung *** - ** posttranslational modifiziert werden kann. Die Diskrepanz zwischen dem
berechneten und dem Molekulargewicht im Western Blot konnte bisher geklart werden. Bei
der Zelllinie Rh18 kann aber davon ausgegangen werden, dass das Protein mit einer Grofiie

von etwa 20 kDa der Spleildvariante FB30 entspricht (Abb. 4-6).

Zur Beantwortung der Fragestellung, ob und in welchem Umfang die in der RT-PCR
nachgewiesenen Spleitformen auch translatiert werden, bieten sich mehrere Losungsansat-
ze. Es ware beispielsweise mdglich, mit Hilfe des bereits erwahnten gekoppelten Transkripti-
ons-/Translationssystems die cDNAs der einzelnen Spleiliformen /n vitro in Proteine umzu-
schreiben und im Western Blot zu analysieren. AnschlieBend konnte ein GrolRenvergleich
zwischen den in vitro translatierten Isoformen und distinkten Banden aus Western Blots von
Patientenproben Aufschluss Uber die Existenz der gesuchten MDM2-Isoformen geben. Eine
weitere Mdglichkeit bietet die direkte Proteinsequenzierung. In diesem Fall schneidet man
einzelne Banden nach der Detektion mit einem gegen MDM2 gerichteten Antikorper direkt
aus der PVDF-Membran aus und sequenziert das Protein vom C-Terminus aus an. Weiterhin
konnte in nachfolgenden Arbeiten eine Analyse der Translationseffizienz der mRNA-Spezies
und der Halbwertszeit der MDM2-Isoformen erfolgen. Es ist bekannt, dass sich die von den
beiden Promotoren P1 und P2 abstammenden MDMZ2-mRNA-Transkripte sehr stark in ihrer
Translationseffizienz unterscheiden *’. Es wére in diesem Zusammenhang auch von groRer
Bedeutung zu klaren, von welchem Promotor die Transkripte der SpleiRvarianten abstam-

men.

5.2 ,Splice Capture Assay“ (SCA)

In den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten WTS und juvenilen RMS-Proben konnten
insgesamt 19 verschiedene SpleiRvarianten der MDMZ2-mRNA nachgewiesen werden. Ein
groRer Teil davon wurde hier erstmals beschrieben . Es konnte gezeigt werden, dass etwa
60 % der WTS-Proben in der RT-PCR zusatzlich zur Bande, die der MDM2FL-mRNA ent-
sprach, zahlreiche weitere, verkirzte Banden aufwiesen. In 55 % aller WTS gelang es, die
Sequenz der Banden aufzuklaren und neuen MDMZ2-SpleiRvarianten zuzuordnen. Die Se-

guenzanalyse der aus dem Agarosegel isolierten PCR-Produkte gestaltete sich z.T. recht
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schwierig. Es bestand daher die Notwendigkeit, ein Verfahren zu finden, das es ermdglichte,
schnell und kostengunstig die Identitdt der PCR-Produkte ohne Sequenzierung aufzuklaren.
In der Literatur war zu Beginn der Arbeiten keine derartige Methode beschrieben worden.
Daraufhin wurde von uns der so genannte SCA entwickelt. Der SCA gestattet die Isolierung

und Identifizierung von neuen und bekannten Spleiliformen der MDM2-mRNA.

Mit Hilfe des SCA ist es mdglich, von bereits bekannten Spleiliformen mit geeigneten
Restriktionsenzymen zunachst das charakteristische Spaltmuster aufzunehmen. So entsteht
eine Art ,Fingerabdruck”, durch den jede Form eindeutig identifiziert werden kann. Anschlie-
Rend erfolgt durch den Vergleich der Spaltmuster von Banden in der RT-PCR mit denen be-
kannter Spleiliformen eine schnelle und einfache Zuordnung der gesuchten Banden. Unsere
Ergebnisse zeigen weiterhin, dass der SCA auch zur Charakterisierung neuer, bislang unbe-
kannter SpleiRformen dienen kann. Dies ist in Kap. 4.1.7 an Beispiel der MDMZ2-
SpleiBvariante FB29 dargestellt. Auf Grund der nach dem Restriktionsverdau entstandenen
Fragmente war es moglich, erste hypothetische Aussagen uber die Struktur der neuen
Transkriptvariante zu treffen (Abb. 4-8). Die anschlieende Sequenzanalyse konnte diese

durch den SCA vorhergesagten Deletionen weitestgehend bestéatigen.

Ein zusatzlicher Aspekt des von uns entwickelten SCA ist die Erstellung einer Plasmid-
cDNA-Bibliothek der MDMZ2-SpleiBvarianten. Nach der Sequenzanalyse kénnen die in den
Plasmiden enthaltenen cDNAs leicht und effizient in eine Vielzahl von Vektoren umkloniert
werden und stehen so fir weitere funktionelle Untersuchungen (Herstellung von GFP-

Fusionsproteinen, Expression in eukaryotischen Zellsystemen usw.) zur Verflgung.

Der SCA bietet die Option, mit geringfiigigen Modifikationen, zur Analyse von Spleil3va-
rianten zahlreicher weiterer Gene eingesetzt zu werden. In der Literatur sind zahlreiche Bei-
spiele von Genen bekannt, deren Primartranskripte alternativ oder aberrant gespleil3t wer-
den, z.B. Gene der BAX-, BCL-2-Familie **®, P73 (Dr. Th. Stiewe, personliche Mitteilung),
CD44 '*, cyclin E'*'. Es konnte gezeigt werden, dass viele Gene zahlreiche weitere poten-

zielle SpleiRdonor- und —akzeptorstellen in der Genstruktur aufweisen **2.

5.3 MDMZ2 — ein Onkogen mit den Eigenschaften eines Tumorsuppressors?

Die uberwiegende Anzahl der tber 30 bisher (Stand 11/ 2001, Abb. 5-1) nachgewiese-
nen Transkripte der MDM2-mRNA weist Verluste der TP53-bindenden Doméne auf. Die je-
weiligen MDM2-1soformen sollten daher die Fahigkeit verloren haben, an TP53 zu binden *

und es inaktivieren zu kénnen . Von Sigalas et al. ** konnte durch Bindungsstudien mit in
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vitro translatierten SpleiRformen und wt-TP53 gezeigt werden, dass die Isoformen MDM2-A,
-B, -C und -D nicht mit einem Anti-TP53-Antikdrper koprazipitiert werden kénnen, d.h. dass
auf Grund der fehlenden TP53-bindenden Doméane keine Wechselwirkung mit TP53 maoglich

ist.

Die Variante MDM2-E hingegen, die eine intakte TP53-bindende Doméne aufweist,
konnte erwartungsgemaR an TP53 binden “*. In unseren Studien wurde nur eine SpleiRform,
MDM2+B26, identifiziert, die ebenfalls keine Deletionen am 5-Ende der kodierenden Region
zeigt (Abb. 5-1). In weiteren Arbeiten musste das Bindungsverhalten dieser MDM2-Isoform
an TP53 im Detail untersucht werden. Allein die Bindung von TP53 an MDM2 ist jedoch nicht
ausreichend fir die Degradation von TP53. Die Ubiquitinylierung von TP53 durch MDM2 fin-
det wahrscheinlich im Zellkern statt, wobei es zu einer Komplexbildung von TP53, MDM2 und
p300/CBP kommt *. Es wurde angenommen, dass die MDM2-vermittelte, Ubiquitin-
abhangige Degradation im Zytoplasma an den 26S-Proteasomen stattfindet **3. Dazu muss
der MDM2-TP53-Komplex vom Zellkern in das Zytoplasma transportiert werden, woftr wie-
derum eine Kernexportsignalsequenz im MDM2-Protein von Bedeutung ist **° ~**', Durch Ar-
beiten von Moll et al. und Stommel et al. konnte diese Hypothese widerlegt werden. Die bei-
den Arbeitsgruppen zeigten unabhangig voneinander, dass der Export in das Zytoplasma des
an MDM2 gebundenen TP53 fur die Degradation nicht erforderlich ist (Moll et a/., Stommel

et al. unveroffentlichte Ergebnisse, personliche Mitteilung).

Weitere Daten deuten ebenso auf eine Beteiligung der C-terminalen RING-Finger-
Doméane von MDM2 hin. Deletionen bzw. Mutationen in dieser Region schitzen TP53 vor
dem MDM2-vermittelten Abbau *. Wir vermuten, dass die SpleiRform MDMZ2-FB26, wie es

42 auf Grund ihrer intakten TP-

fur die Variante MDMZ2-E bereits nachgewiesen wurde
bindenden Domaéne in der Lage ist, an den Tumorsuppressor zu binden. Es kommt vermut-
lich jedoch nicht zur Degradation von TP53, da die Bindungsstelle fur p300/CBP in beiden

MDM2-1Isoformen fehlt.

Neue Daten zeigen, dass MDM2-Mutanten, die nicht zur Bindung an p300/CBP fahig
sind, TP53 (sowohl wt- als auch mt-TP53) ubiquitinylieren, jedoch nicht abbauen kénnen °°.
Die Funktion von p300/CBP besteht demnach darin, eine Plattform zu bilden, um die fir die
TP53-Ubiquitinylierung und -degradation notwendigen katalytischen und regulatorischen
Faktoren zusammenzufithren ®*. Es ist daher vorstellbar, dass durch die Bindung von beiden
Isoformen MDM2-E und —FB26 an TP53 nicht der Abbau von TP53 vermittelt wird, sondern
auf diese Weise einige wichtige Aktivitaten blockiert werden. Dies wirde einerseits Funktio-
nen betreffen, die abhdngig von der TP53-Transaktivierung sind, aber auch davon unabhéan-

52

gige Aufgaben, z.B. Basen-Exzisions-Reparatur °“, die DNA-Doppelstrang-Exonuklease-
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Aktivitat > und auch bestimmte Wege der Apoptoseinduktion >*. Der Vergleich der Struktur
der in der Literatur und in dieser Arbeit beschriebenen MDMZ2-SpleiRvarianten zeigt deutlich,
dass in nahezu allen die Sequenz fir die p300/CBP-bindende Domane fehlt (Abb. 5-1). Es ist
daher anzunehmen, dass der Verlust der Féahigkeit an p300/CBP zu binden, ein entscheiden-

der Faktor fir die onkogenen Eigenschaften der MDMZ2-Spleiformen ist.

Die Hypothese, dass der Verlust der TP53-bindenden Doméne in den Spleiliformen zu
einer Stabilisierung von wt-TP53 fihrt, konnte durch unsere Arbeiten bestatigt werden. Es
gab in den von uns analysierten WTS eine signifikante Korrelation zwischen dem Vorkommen
von MDM2-SpleiRvarianten und einer Uberexpression von TP53 (p = 0,01; x-Test). Dagegen
konnte kein Zusammenhang zwischen dem 7P53-Genstatus und der Proteinstabilitat festge-
stellt werden (Daten nicht gezeigt). Ahnliche Daten wurden auch von Kraus et al. fir Gli-
oblastome veroffentlicht. In den untersuchten Zelllinien, die ein amplifiziertes MDM2-Gen
trugen, ist eine Uberexpression von TP53 detektiert worden. Dies konnte auf die Expression

von MDM2-SpleiRformen in den betreffenden Zelllinien zuriickgefiihrt werden *°.

In vielen MDMZ2-SpleiBvarianten ist zusatzlich der Sequenzabschnitt deletiert, der fir
die Kernlokalisations- und die Kernexportsequenz kodiert. Dies berechtigt zu der Annahme,
dass die MDM2-1Isoformen nicht in den Zellkern transportiert werden kénnen. Wir untersuch-
ten daraufhin die subzellulare Verteilung der MDM2-Immunreaktivitat in ausgewahlten WTS-
Proben, sowohl mit als auch ohne nachgewiesene Spleiformen. Es gelang, in den Proben,
die eine MDMZ2-SpleilRform exprimieren, mit allen gegen MDM2 gerichteten AK eine Farbung
des Zellkerns und des Zytoplasmas nachzuweisen. Einzig die WTS-Probe, in der keine Spleil3-
variante in der RT-PCR gefunden wurde, zeigte mit allen AK nur eine sehr schwache Reakti-
on. Uberraschenderweise wurde auch mit den AK 2A10 und C18, die gegen ein Epitop in der
sauren Doméne (2A10) bzw. am C-Terminus (C18) gerichtet sind, eine teilweise sehr starke
Farbung des Zytoplasmas erzielt. Die Epitope dieser AK sind nur in der FL-Isoform von
MDM2, nicht aber in den Spleitformen, vorhanden. Bei dem durch diese AK nachgewiesenen
Protein handelt es sich daher mit groRer Wahrscheinlichkeit um die MDM2-FL-1soform, die
entgegen der normalen Verteilung nicht im Zellkern **°, sondern im Zytoplasma lokalisiert ist.
Arbeiten von Evans et al. ''* an Lungenkarzinomen zeigten in 25 % der Falle ebenfalls eine
aberrante subzelluldre Verteilung von MDM2. Es handelt sich auch hier mit grofer Wahr-
scheinlichkeit um die FL-Isoform, da der verwendete AK, SMP-14, ebenfalls ein Epitop in der
sauren Region erkennt, das in den meisten verkirzten Isoformen nicht vorhanden ist. In
allen Proben mit einer zytoplasmatischen Lokalisation von MDM2 konnte in der RT-PCR zu-
satzlich zur MDM2-FL-mRNA auch das Transkript der Variante MDMZ2-B nachgewiesen wer-

den. Bindungsstudien mit den beiden anschlielend /n vitro translatierten Isoformen
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MDM2-FL und -B zeigten, dass MDM2-B an das FL-Protein binden kann ''*. Evans et al.
schlussfolgerten, dass durch Bindung an MDM2-B im Zytoplasma eine Translokation von
MDM2 in den Zellkern verhindert wird. Durch anschlieBende Kotransfektionsstudien mit
MDM2-FL, MDM2-B und TP53 konnte nachgewiesen werden, dass die durch MDM2 vermittel-
te Inhibierung der TP53-Transaktivierung durch MDM2-B aufgehoben werden kann. Eine
Funktion von MDM2-B kénnte demnach die negative Regulation von MDM2 in Bezug auf die
Inhibierung der TP53-Aktivitat sein. Es ist bislang aber noch nicht geklart, warum nichtklein-
zellige Lungenkarzinome und WTS MDM2-B exprimieren (die Variante MDMZ2-B wurde in den
WTS-Proben am haufigsten detektiert). Die Konsequenz daraus sind eine Uberexpression
von TP53 ' sowie Wachstumsarrest oder Apoptose. Da die Tumoren jedoch sehr schnell
wachsen, missen noch weitere, MDM2-unabhangige Mechanismen existieren, die an der
Inaktivierung der TP53-Funktionen beteiligt sind. Es ware denkbar, dass Tumorzellen als
Folge von bestimmten Wachstumssignalen MDM2-B exprimieren, um TP53 zu aktivieren.
Durch Mutationen im 7P53-Gen bzw. andere Alterationen kdnnte es anschlielend zu einer
Fehlfunktion von TP53 kommen. Es ist daher von groBem Interesse, die Faktoren zu identifi-
zieren, die zur Expression von MDM2-B und selbstversténdlich auch der anderen Spleif3for-
men beitragen. Im Widerspruch zu den Daten von Evans et al. stehen Befunde von Evdokiou
und Mitarbeitern, die eine ausschlieflich nukledre Verteilung eines MDM2-B-GFP-
Fusionsprotein in 293-Zellen gefunden haben **°. In fortfiihrenden Arbeiten ist geplant, die
zellulare Verteilung und die Funktion der MDM2-1soformen in WTS-Zelllinien mit unterschied-

lichem 7P53-Genstatus zu untersuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von MDM2 zur Transformation von
Fibroblasten fiihrt und in Mausen Tumorwachstum auslésen kann *°. Das weitgehende Feh-

len von Mutationen des MDMZ2-Gens und die Fahigkeit, den Tumorsuppressor TP53 zu inakti-
Full-length Wildtyp
MDM.2 TP53

>  Apoptose | =

? T:- ?

Alternative HDHI-SpIEiﬂvarianth

Abb. 5-2: Modell zur Funktion und Wirkung von alternativen MDM2-Splei3formen.
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vieren, sind Belege flr die onkogenen Eigenschaften von MDM2. Daten unserer Arbeitsgrup-
pe, wonach die gemeinsame Uberexpression von MDM2, detektiert mit einem
C-terminalen AK, und TP53 mit einer schlechten Prognose fir WTS-Patienten verbunden
ist 3 31 lieferten weitere Beweise fiir das onkogene Potenzial von MDM2. Der Einfluss der
MDM2-Uberexpression war jedoch stark vom verwendeten AK abhangig *°. Es ist moglich,
dass durch die verwendeten AK sowohl MDM2 als auch Isoformen detektiert worden sind,
die u.U. das Tumorentwicklung beeinflussen kdnnen. Aus der vorliegenden Arbeit und den
Daten von Kraus et al. geht eindeutig hervor, dass die Expression von MDMZ2-Spleil3formen
auch bei einer Amplifikation des MDMZ2-Gens und einer erhéhten MDM2-Proteinmenge zu
einer Stabilisierung von wt-TP53 beitragt *° *'®. Dies kénnte auch die gleichzeitige Uberex-
pression von MDM2 und TP53 und den negativen Einfluss auf die Prognose von WTS-

Patienten zumindest partiell erklaren.

Uber Mutationen des MDM2-Gens, die eine erhohte Stabilitat des MDM2-Proteins erkla-
ren kdnnten, ist wenig bekannt. Von Schlott et a/. wurden Punktmutationen in der Zn-Finger-
Region von MDM2 beschrieben *°2. Arbeiten von Tamborini et a/. an Liposarkomen zeigten
erstmals auch Mutationen des MDMZ2-Gens auRerhalb der Zn-Finger Regionen '*°. Diese Mu-
tationen fuhren haufig zu Aminosaureaustauschen und bewirken u.U. eine verminderte Fa-
higkeit an TP53 zu binden. Die bisher im MDMZ2-Gen gefundenen Mutationen, die die
Wechselwirkung von MDM2 mit TP53 beeinflussen, lassen sich demnach in zwei Klassen
einteilen: Mutationen, die (i.) die Sekundarstruktur verandern (z.B. die Aminoséurereste D68
und C77) und (ii.) die den Austausch von Aminosauren betreffen, die in direktem Kontakt mit
TP53 stehen 2.

Im Widerspruch zu den immunhistochemisch gewonnenen Daten, wonach eine MDM2-
Uberexpression in WTS mit einer schlechten Prognose verbunden ist, stehen Befunde zum
Einfluss der MDM2-mRNA-Menge auf das Tumorverhalten. Daten fir mehrere Tumorarten,
wie auch fur WTS, belegen, dass verminderte MDMZ2-mRNA-Transkriptlevel mit einem hohe-
ren Tumorgrad und einer ungiinstigen Prognose fiir die Patienten verbunden sind 3% 3% 7 7,
Dies konnte dadurch erklart werden, dass eine leicht erh6hte MDM2-mRNA-Menge eher dem
physiologischen Normalzustand entspricht, und MDM2 so seine Funktionen, wie z.B. die Re-
gulierung der TP53-Menge, erfillen kann. Demzufolge kann eine verénderte MDMZ2-mRNA-
Expression (erhoht oder vermindert) als Ausdruck einer biologisch relevanten Fehlregulation

aufgefasst werden.

In weiteren Untersuchungen an NIH-3T3-Zellen konnte gezeigt werden, dass MDM2 in
der Lage ist, den Zellzyklus beim Ubergang von der G1- in die S-Phase zu arretieren . In

der MDM2-Proteinsequenz sind zwei wachstumsinhibierende Doméanen (ID) identifiziert wor-
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den, durch deren Entfernung der Zellzyklusarrest wieder aufgehoben werden konnte 2. In
diesem Zusammenhang ist eine Beobachtung interessant, wonach es sehr schwierig ist, Zell-
linien (speziell mit wt-TP53) stabil mit FL-MDM2 zu transfizieren ** (Dr. L. Harris, personl.
Mitteilung). Eigene Versuche, die RMS-Zelllinie RD und Fibroblasten mit einem Plasmid fir
ein MDM2-FL-GFP-Fusionsprotein zu transfizieren, waren bisher erfolglos. Die Transfektion
resultierte in einem stark verlangsamten Zellwachstum und fihrte bereits nach wenigen Ta-
gen zum Absterben der Zellen (Bartel et al., unvertffentlichte Ergebnisse).

Von verschiedenen Arbeitsgruppen konnte unabhéngig voneinander gezeigt werden,

dass MDM2 in der Lage ist, spontane Apoptose auszulésen "7

(Prof. M. Oren, personl. Mit-
teilung). Werden die Zellen jedoch mit einem Plasmid transfiziert, das die cDNA fur die
SpleiBvariante MDM2-C enthélt, kommt es nicht zum Absterben der Zellen durch Apoptose
(Dr. L. Harris, personl. Mitteilung). In einem /n vitro-Assay zeigte sich zudem, dass die von
Sigalas et al. ** beschriebenen Isoformen (MDMZ2-A, -B, -C, -D und —E) in der Lage sind,

Fibroblastenzellen zu transformieren.

Das von uns aus den gewonnenen Daten abgeleitete Modell geht davon aus, dass das
MDM2-Protein in Bezug auf die Apoptose zwei entgegengesetzte Funktionen beinhaltet (Abb.
5-2). Auf der einen Seite kontrolliert MDM2 Uber die durch Ubiquitinylierung initiierte Degra-
dation von TP53 die Proteinmenge von TP53 und hemmt dadurch die TP53-abhéngigen Akti-
vitaten der Apoptose und des Zellzyklusarrests. Andererseits kann MDM2 aber auch selbst
unter noch nicht aufgeklarten Umstanden spontane Apoptose auslosen. Wir vermuten, dass
die SpleilRvarianten von MDM2 das in Normalzellen fein regulierte Gleichgewicht zwischen
MDM2 und TP53 stéren und damit zur Tumorentwicklung beitragen. Die MDM2-Isoformen
kénnten, wie von Evans et al. postuliert, ein weiterer Mechanismus zur Regulierung des
TP53-MDM2-Feedback-Loops sein . Dies wird durch die Existenz von MDM2-SpleiRformen

im Normalgewebe und in Lymphozyten untermauert (Kap. 4.1.3).

Viele MDM2-Isoformen sind auf Grund von weitreichenden Deletionen nicht mehr in
der Lage, mit einer Reihe von Proteinen in Wechselwirkung zu treten (z.B. TP53, p300/CBP
u.a.). Durch die Verschiebung des offenen Leserahmens in Folge des Spleillens bei einigen
Varianten kommt es zu einer veranderten Primér- und Sekundarstruktur am C-Terminus.
Mdoglicherweise erwirbt die MDM2-Isoform dadurch neue, bislang unbekannte Funktionen.
Diese konnten beispielsweise fir den onkogenen, transformierenden Einfluss der verkirzten

MDM2-Varianten verantwortlich sein.
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5.4 Molekulare Prognosefaktoren fur WTS

Die Charakterisierung von MDM2 in WTS umfasste neben der Detektion von Spleif3for-
men der MDM2-mRNA auch die Analyse des Amplifikationsstatus des MDMZ2-Gens sowie der
MDM2-Proteinexpression. Neben TP53 und MDM2 weist der p16™“/p14ARFGenlocus die
haufigsten Veranderungen in Tumoren auf. Daher untersuchten wir auch die p14ARF-mRNA
und —Proteinexpression in unseren WTS-Proben. Anschlielend wurden die molekularen mit
klinischen Daten korreliert, um zu prifen, ob diese einen Einfluss auf das Tumorverhalten
haben und eventuell als neue unabhdngige Prognosefaktoren fir WTS dienen

kénnen.

In unseren Untersuchungen haben wir die Amplifikation in 75 WTS-Proben mit Hilfe ei-
ner semiquantitativen Multiplex-PCR analysiert. Die starkste Amplifikation in einer WTS-
Probe betrug etwa das 12-fache der Kopienzahl des Kontrollgens. Die meisten Proben wiesen
eine 3 — 10-fache Amplifikation des MDMZ2-Gens auf. Insgesamt konnte in 28 % (21 von 75)
der untersuchten WTS-Proben eine Amplifikation des MDM2-Gens detektiert werden '°*. Die-
ser Wert ist etwas hoher als die fur WTS in einer MDMZ2-Amplifikationsdatenbank publizierten
Daten ?°. Dort wird eine durchschnittliche Amplifikationsfrequenz von 20 % fiir WTS angege-

26.28,29,153-159 \yiobei die einzelnen Werte von 4,5 % bis zu 32 % reichen. Cordon-Cardo

ben
et al. *°, die ein Kollektiv von 73 WTS-Patienten auf eine MDMZ2-Genamplifikation hin unter-
sucht haben, fanden eine Rate von 15 % positiven Féllen, Florenes et al. ?°, die insgesamt
97 WTS verschiedener Subtypen analysiert haben, berichten tber eine Rate von 10 %. Diese
Unterschiede lassen sich mdglicherweise auf die histologische Heterogenitat und den differie-
renden Anteil der Tumoren in den einzelnen Malignitdtsgraden der untersuchten WTS-
Patientenkollektive zurtickfiihren. In unseren Untersuchungen war beispielsweise der MDM2-
Genlocus in 36 % der Liposakome amplifziert, das ist etwas hoher als der in der Literatur

angegebene Wert von 29 9 26 28 39 135 157

. Der Anteil an MFH mit einem amplifiziertem
MDMZ2-Gen von 7 % in unseren Untersuchungen war dagegen wesentlich geringer als in fri-
heren Untersuchungen, in denen etwa 20 % der MFH positiv fur die MDM2-Genamplifikation
waren 2% 3% 155 156,159 npje Tatsache, dass in den 4 analysierten RMS keine Amplifikation de-

tektiert worden ist, stimmt mit Daten von Taylor et al. %

Uberein, die in nur 2 von 20 juveni-
len RMS ein amplifziertes MDM2-Gen gefunden haben. Fur die weiteren Sarkomentitaten

sind keine Vergleichswerte aus Literatur bekannt.

Interessanterweise war die Amplifikation des MDMZ2-Gens mit einem geringeren
Tumorgrad verbunden. Wahrend in 58 % der Grad | Tumoren eine Amplifikation aufwiesen,

so waren dies nur 15 % der WTS mit dem Tumorgrad Il und 111 (p = 0,001; *-Test). Ahn-
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liche Befunde wurden von Nakayama et al. *** sowie von Nilbert et a/. *** beschrieben. Die
beiden Arbeitsgruppen konnten in benignen Lipomen und in Liposarkomen eine Amplifi
kationsfrequenz von 30 % nachweisen. In einer multivariaten Cox-Regression erwies sich die
Amplifikation des MDMZ2-Gen als unabhéngiger prognostischer Faktor fur WTS (RR=4,4;
p = 0,17). Die durchschnittliche Uberlebenszeit fir WTS-Patienten mit einem amplifizierten
MDMZ2-Gen betrug 87 Monate, verglichen mit 40 Monaten fur Patienten, deren WTS keine

Genamplifikation tragt ***.

Die Amplifikation des MDMZ2-Gens war in unseren Untersuchungen sehr stark mit einer
hohen MDMZ2-mRNA-Expression verbunden (p = 0,005; 2-Test). In den von Florenes at al.
untersuchten WTS, die ein amplifiziertes MDMZ2-Gen trugen, wiesen alle stark erhdhte
MDM2-mRNA-Mengen auf ?°. Da jedoch ebenfalls in Proben ohne Genamplifikation hohe
MRNA-Level detektiert wurden, ist anzunehmen, dass noch weitere Mechanismen zu einer
verstarkten MDM2-mRNA-Expression beitragen. In friheren Arbeiten konnten wir zeigen,
dass moderat erhohte MDM2-mRNA-Mengen ebenfalls mit einer guten Prognose fir WTS-
Patienten korrelieren *. Der Befund, dass nachweisbare MDM2-mRNA-Mengen mit einer gu-
ten Prognose fir die Patienten verbunden sind, konnte durch andere Arbeitsgruppen unab-
hangig voneinander an Ovarialkarzinomen " und Lungenkarzinomen "* bestétigt werden. In
diesen Arbeiten wurden jedoch keine Angaben zum Amplifikationsstatus des MDM2-Gens

gemacht.

Um die Frage zu klaren, ob es einen Zusammenhang zwischen der MDMZ2-
Genamplifikation, der MDM2-mRNA- und der MDM2-Proteinexpression gibt, wurde die Ex-
pression von MDM2 im Western Blot untersucht. Es stellte sich heraus, dass weder die
Amplifikation, noch die mRNA-Menge mit der im Western Blot detektierten MDM2-
Proteinmenge korreliert. Im Gegensatz zu den Daten, die auf immunhistochemischen Unter-
suchungen beruhen 3! konnte kein Einfluss der MDM2-Proteinmenge im Western Blot auf
das Tumorverhalten oder die Prognose festgestellt werden. Die Ursache kdnnten, wie bereits
erwahnt, die verschiedenen gegen MDM2 gerichteten AK und in der Tatsache liegen, dass in
der Immunhistochemie nur ein qualitativer Nachweis der MDM2-Expression erfolgt. In Stu-
dien von Rieske et al. konnte nur in 8 von 17 WTS mit einer MDM2-Amplifikation auch eine
MDM2-Expression immunhistochemisch nachgewiesen werden '®. Im Gegensatz dazu wur-
de nur in einem geringen Prozentsatz der Falle mit einer MDM2-Proteinexpression gleichzei-
tig eine Genamplifikation gefunden **°. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von Cordon-Cardo
et al. berichtet, wobei hier nur in 6 von 17 MDMZ2-amplifizierten WTS eine MDM2-
Immunreaktivitat detektiert werden konnte #°. Eine Erklarung konnte bislang nicht gefunden.

Es ist jedoch vorstellbar, dass es durch die Genamplifikation zu (mitunter sehr geringen)
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Deletionen im MDM2-Gen kommt 3. Dies kann jedoch Auswirkungen auf die MDM2-
Proteinsequenz bzw. —konformation haben, so dass diese Proteine nicht mehr von den ein-
gesetzten Antikérpern nachgewiesen werden kénnen. In Studien unserer Arbeitsgruppe zeig-
te sich, dass die prognostische Aussagekraft der MDM2-Uberexpression sehr stark vom ver-
wendeten Antikérper abhangig war ** 3!. Des Weiteren konnte die Expression von MDM2-
SpleilRvarianten mit einer unterschiedlichen Translationseffizienz fir diese Diskrepanz zwi-
schen MDM2-Genamplifikation auf der einen und MDM2-Proteinexpression auf der anderen

Seite verantwortlich sein 2.

Die Komplexitat des Einflusses von Alterationen des MDM2-Gen- und -Protein-
expressionsstatus zeigen neue Arbeiten von Millon et al. **, Higashiyama et a/. *** und Polsky
et al. ***. Von Millon et al. wurden 65 Tumoren der Kopf-/Halsregion untersucht. Dabei stellte
sich heraus, dass nur 7 % der Félle ein amplifiziertes MDMZ2-Gen besallen und fur 9 % eine
mRNA-Uberexpression nachgewiesen wurde 3. Bei 47 % der Tumoren und im angrenzenden
Normalgewebe war eine MDM2-Immunreaktivitat nachweisbar. Die MDM2-mRNA-Menge war
in den Tumoren im Vergleich zum Normalgewebe deutlich reduziert, was hauptsachlich auf
eine Verminderung der vom TP53-sensitiven P2-Promotor abstammenden Transkripte zu-
riackzufuhren ist. In diesen Untersuchungen gab es eine signifikante Korrelation zwischen
dem 7P53-Mutationsstatus und einer verringerten MDMZ2-mRNA- und Proteinexpression. Be-
merkenswert ist der Befund, dass eine geringe MDM2-Proteinexpression (in Folge einer
TP53-Mutation) signifikant mit einem héheren Tumorgrad und einer kiirzeren mittleren Uber-

lebenszeit verbunden war **

. In nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen konnte von Higa-
shiyama et al. ein Anteil von 7 % an Proben mit einem amplifizierten MDMZ2-Gen ermittelt
werden '®2. Patienten mit einer MDM2-Proteinexpression (24 %) hatten eine bessere Progno-
se als Patienten ohne nachweisbare Immunreaktivitat. Demgegeniber wiesen Polsky ef al. in
Melanomen nach, dass die MDM2-ProteinUberexpression mit der Tumorgenese dieser Tu-
morart verbunden ist '**. Der héchste Anteil einer MDM2-Uberexpression wurde in invasiven
und metastasierenden Melanomen gefunden. Die erhéhte Expression von MDM2 war auch in
dieser Untersuchung unabhéngig von der Amplifikation des MDMZ2-Gens. Ein amplifiziertes

MDM2-Gen konnte nur in 1 % der Melanomproben detektiert werden *°*.

Neben TP53 und MDM2 weist der p16™*/p14ARF-Genlocus die haufigsten Veréanderungen
in Tumoren auf. P14ARF, ein Produkt eines alternativen Leserahmens des p16 "
Tumorsuppressorgens *°%, kann an MDM2 binden und auf diese Weise die MDM2-vermittelte
Inhibierung der TP53-Aktivitat verhindern ®2. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an WTS
110, 164. ES

zeigten hinsichtlich des Mutationsstatus des p16™**-Genlocus keine Auffalligkeiten

lagen jedoch bislang keine Daten zur Expression des TSG pI4ARF in WTS vor. In 14 %
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(8 von 57) der WTS-Proben konnte kein Transkript der pZI4ARF-mMRNA nachgewiesen wer-
den. Bemerkenswert war die Tatsache, dass alle Tumoren im Stadium I, aber nur 40 % der
Tumoren im Stadium IV die pI4ARF-mRNA exprimierten (p = 0,007; x*-Test). AuRerdem
konnte gezeigt werden, dass der Verlust der pI4ARF-MRNA-Expression mit einer signifikant
kiirzeren mittleren Uberlebenszeit der Patienten verbunden ist (p = 0,0001; xz-Test, Bartel
et al., Manuskript in Vorbereitung). Da in WTS keine Mutationen bzw. Deletionen des /NK4A-
Genlocus nachweisbar war ***, kénnte die Promotorhypermethylierung *** die Ursache fiir die
fehlende pI4ARF-mRNA-Expression in den WTS-Proben sein. Fur WTS liegen jedoch noch
keine Daten Uber den Methylierungsstatus des p14ARF-Promotors vor. In weiteren Untersu-
chungen sollte daher gepruft werden, ob das ,silencing” des p14ARF-Gens in WTS mit der
Promotorhypermethylierung korreliert. In nur zwei WTS-Proben konnte sowohl der Verlust
der pI4ARF-mRNA-Expression als auch die Amplifikation des MDMZ2-Gens nachgewiesen
werden. Dies deutet darauf hin, dass Alterationen von p14ARF und MDM2 in WTS nur selten

simultan auftreten.

Unsere Ergebnisse zeigen die prognostische Wertigkeit von Alterationen des komple-
xen pl4ARF-TP53-MDM2-Feedback-Loops in WTS. Die Amplifikation des MDMZ2-Gens war

ebenso wie eine erhdhte MDM2-mRNA-Expression

mit einer guten Prognose fur WTS-
Patienten verbunden. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Expression von SpleiRva-
rianten der MDM2-mRNA haufiger in WTS mit einem héheren Malignitatsgrad auftritt. Der
Einfluss auf die Prognose und die mittlere Uberlebenszeit von WTS-Patienten war statistisch
jedoch nicht signifikant. Der Verlust der pl4ARF-mRNA- und Proteinexpression kommt in
WTS vergleichsweise selten vor, ist aber mit einer stark verkirzten Uberlebenszeit verbun-
den. Das Fehlen der pI4ARF-mRNA-Expression erwies sich als negativer, unabhangiger

Prognosefaktor fir WTS (Bartel ef al., Manuskript in Vorbereitung).

5.5 MDM2 als Ziel einer Gentherapie fur WTS

In dieser Arbeit wurde erstmalig die Wirkung von MDMZ2-AS-ODNs auf WTS /n vivo un-
tersucht. Dazu wurden verschiedene AS-ODNs, die gegen die MDM2-mRNA gerichtet waren,
in einem humanen Xenotransplantatmodell im Peritoneum von Nacktratten getestet. Die
Grundlage unseres Klinisch-relevanten Modells sind abdominale und intraperitoneale WTS,
die durch konventionelle Therapieformen (chirurgische Eingriffe, Strahlen- und Chemothera-
pie) schwierig zu behandeln sind. Die peritoneale Tumoraussaat hat auch ohne das Auftreten
von Fernmetastasen einen limitierenden Einfluss auf die Prognose. Daher ist es notwendig,
alternative Therapiekonzepte, wie z.B. Antisense-Therapien gegen das MDM2-Onkogen, flr

diese WTS zu entwickeln.
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Mehrere Arbeitsgruppen haben postuliert, dass die Reduzierung der MDM2-
Proteinmenge, vor allem in Tumoren mit einer Uberexpression von MDM2, vorteilhaft fur die
Behandlung dieser Tumoren sein kdnnte, und haben an einer Vielzahl von Zelllinien /n vitro
die Wirksamkeit eines MDMZ2-AS Therapiekonzeptes nachweisen konnen 8 %1% Erste Stu-
dien zur Behandlung von WTS mittels MDM2-AS-ODNs wurden von Meye et al. ® an der
MDM2-tberexprimierenden Zelllinie US8-93 durchgefuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass
die als Lipidkomplexe applizierten MDMZ2-AS-ODNs sowohl die MDM2-Proteinexpression re-
duzieren als auch das klonogene Uberleben der WTS-Zelllinie stark hemmen konnten. Im
Vergleich mit der parallel behandelten Sense-Kontrolle wurde die Zellkoloniebildungsrate um
bis zu 80 % reduziert (p = 0.002, Student t-Test). Der Einsatz einer neuen Generation von
AS-ODNSs, den so genannten ,mixed backbone ODNs* (MBO), bewirkte sowohl /n vitro als
auch in vivo eine deutliche Reduzierung der MDM2-Proteinexpression % %°, Damit waren spe-
zifische antitumorale Effekte der MDM2-AS-MBOs verbunden. Weiterere Aspekte der MBOs
sind die erhohte Stabilitdt und dass sie im Vergleich zu herkdmmlichen ODNs, /n vivo we-

sentlich weniger Nebenwirkungen aufweisen *"% "%,

In unseren Untersuchungen konnten wir in den Tieren, die mit verschiedenen Dosen
an MDMZ2-AS-ONDs (100 bzw. 200 ug) behandelt wurden, im Vergleich zu den Kontrollgrup-
pen, die mit SE-ODNs bzw. mit physiologischer Kochsalzlésung behandelt worden sind, eine
signifikante Reduzierung der Tumormasse und der Tumorzahl nachweisen. Dies stimmt mit
Ergebnissen anderer Autoren uberein, die ebenfalls Gber eine Verringerung der TumorgroRe,

ein verzdgertes Tumorwachstum und eine langere Lebensdauer von Mausen berichten, die
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Abb. 5-3: Die MDM2-TP53-Interaktion als Ziel einer therapeutischen Intervention (nach Wang et al.go)

A. MDM2 ist ein negativer Regulator der TP53-Funktion. TP53 induziert die MDM2-Expression, z.B. nach
einem DNA-Schaden. MDM2 wiederum inhibiert die Aktivitaten von TP53 durch Komplexbildung und den
Abbau von TP53. Des Weiteren kann eine Uberexpression von MDM2 unabhéngig von TP53 zur Progressi-
on des Zellzyklus, und damit zum Tumorwachstum, fihren. B. Der postulierte Mechanismus einer MDM2-
AS-Therapie. Die Inhibierung der MDM2-Expression fuhrt zu einem Anstieg an freiem, und damit funktionell
aktivem TP53 in der Zelle. Durch die TP53-Aktivitdét kommt es zur Auslésung der Apoptose oder zum Zell-
zyklusarrest. Es wird weiterhin angenommen, dass durch die Reduzierung der MDM2-Proteinmenge in der
Zelle die TP53-unabhangigen Funktionen von MDM2 in Bezug auf das Tumorwachstum inhibiert werden.
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mit MDM2-AS-ONDs behandelt wurden ® %°. Eine Reduzierung der Tumoranzahl dagegen ist

von uns erstmals beobachtet worden (Wurl, P. und Bartel, F., Manuskript eingereicht).

Eine genaue Erklarung fur die antitumorale Wirkung von MDMZ2-AS-ODNSs in Folge der
Reduzierung der MDM2-Proteinmenge konnte bislang nicht gefunden werden (Abb. 5-3). Es
ist jedoch vorstellbar, dass dadurch auch die TP53-unabhangigen Aktivitaten in Bezug auf
die Tumorentwicklung und —progression von MDM2 inhibiert werden. In vielen Tumoren mit
einem wt-7P53-Gen fuhrt die Verringerung von MDM2 zu einer Erhéhung der TP53-
Proteinmenge und anschlieRend zu Wachstumsarrest und Apoptose ®°. Die Annahme, dass

MDMZ2-AS-ODNs nur in Zellen mit wt-TP53 wirksam sind, konnte bislang nur fir B-Zell-
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Lymphom-Zelllinien 8, jedoch nicht fiir andere untersuchte Zellen '*’, eindeutig bestatigt

werden. Studien von Chen et al. ®

an drei Zelllinien mit wt- 7P53-Genstatus zeigen wieder-
um, dass es nach Behandlung mit MDMZ2-AS-ODNs neben einer deutlichen, dosisabhangigen
Reduzierung der MDM2-Proteinmenge zusatzlich zu einer 6-fachen Steigerung der WAF-1-
Expression kommt (jedoch nicht in einer als Kontrolle mitgefiihrten 7P53-defizienten Zellli-
nie). Die beobachteten Effekte deuten eindeutig auf eine durch die MDMZ2-AS-Behandlung
hervorgerufene TP53-Transaktivierung hin. Auf Grund der Reduzierung der MDM2-
Proteinmenge steigt der Anteil an freiem (und somit funktionellem) TP53-Protein, da dieses
nicht mehr durch MDM2 komplexiert und zur Ubiquitinylierung markiert werden kann.
Chen et al. ® beobachteten in den behandelten Zellen auch eine Apoptoserate von bis zu

80 % nach 24 h, die durch die Aktivierung von TP53 erklart werden kann.

Es ist jedoch auch denkbar, dass die Behandlung von Tumorzellen mit MDMZ2-AS-ONDs
nicht nur den TP53-MDM2-Feedback-Loop stdrt (Abb. 5-3), sondern auch die TP53-
unabhangigen, wachstumsférdernden Aktivitdten von MDM2 /n vivo inhibiert. Aus der Litera-
tur ist bekannt, dass MDM2 auch unabhéngig vom T7P53-Genstatus onkogene Eigenschaften

besitzt:

- Es gibt Hinweise auf einen transformierten Phé&notyp von Tumorzellen in Abwe-
senheit von TP53 "2 und ebenso auf Grund der Expression alternativer Spleivarianten

von MDM2, die nicht in der Lage sind, an TP53 zu binden *2.

- Die Uberexpression von MDM2 fiihrt im Mausmodell zur Tumorentwicklung von
7P53” Epithelzellen ', und TP53-knock-out-Mause entwickeln {iberdurchschnittlich

haufig Sarkome ",

- MDM2 kann unabh&ngig von TP53 an das Rb-Protein sowie die Transkriptionsfak-

toren E2F1 und DP1 binden. So kommt es zur Expression von E2F1-abhangigen Genen

und nachfolgend zu einer Progression des Zellzyklus von der G;- zur S-Phase °® °°
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- MDM2 bildet ebenso mit p73, einem Mitglied der TP53-Familie, Komplexe, und

kann so dessen Funktionen inhibieren (z.B. die Induktion der Apoptose) *°.

- Viele WTS weisen neben einer Mutation des 7P53-Gens eine Uberexpression von
MDM2 auf, woraus geschlussfolgert werden kann, dass beide Proteine Uber voneinan-

der unabhangige Mechanismen zur Tumorprogression beitragen 2 30176 177,

- Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass durch die Behandlung von WTS-
Xenotransplantattumoren mit MDM2-AS-ODNs auch ohne ein funktionelles TP53 die
Tumormasse und die Anzahl der gebildeten Tumoren signifikant reduziert werden kon-
nen. Alle bisher in der Literatur beschriebenen /n vivo Studien mit MDMZ2-AS-ODNs
wurden mit Xenotransplantaten von Zelllinien durchgefihrt, die ein wt-7P53-Gen tru-
gen. In unserer Arbeit ist erstmalig eine Zelllinie (RD) mit einem mutierten 7P53-

Genstatus fur die Untersuchungen verwendet worden.

Die Gesamtmenge an MDMZ2-AS-ODNs, die pro Tier in den Studien von Wang et a/. %
und Tortora et al. ® eingesetzt wurden, betrug etwa 3 mg. In unseren Versuchen konnten
die beschriebenen Effekte (Reduzierung der TumorgréRe und —zahl) mit deutlich geringeren
Dosen (100 bzw. 200 pg je Tier fur eine Woche) erzielt werden. Eine Erklarung kdnnte die
Form der Applikation der AS-ODNs sein. Wahrend die ODNs in den Studien von Wang et al.

% und Tortora et al. ©°

einmal taglich intratumoral injiziert wurden, verwendeten wir osmoti-
sche Minipumpen der Fa. Alzet®. Diese Pumpen gewéhrleisten eine kontinuierliche Abgabe
der MDMZ2-AS-ODNs Uber einen definierten Zeitraum und scheinen daher pharmakokinetisch

vorteilhafter zu sein.

In immunhistochemischen Analysen konnte erwartungsgemaR die verringerte MDM2-
Expression nach der Behandlung der Tumoren mit MDMZ2-AS-ODNs im Vergleich zu den Kon-
trollgruppen nachgewiesen werden. Dieser Effekt war in den Western Blots nach der densi-
tometrischen Auswertung der Bandenintensitaten noch weitaus deutlicher. Der IHC-Nachweis
der MDM2-Epression gelang in den Kontrollgruppen jedoch nur mit einem C-terminalen AK,
wahrend mit einem N-terminalen AK weder in der Positivkontrolle noch in den Tumoren der
einzelnen Behandlungsgruppen eine MDM2-Immunreaktivitdt nachgewiesen werden konnte.
Dies stimmt mit Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe Uuberein, wonach nur der MDM2-
Nachweis mit einem gegen ein C-terminales Epitop gerichteten AK mit der Prognose von
WTS-Patienten korreliert *!. Des Weiteren konnte von Schlott et al. ein C-terminales Frag-
ment des MDM2-Proteins ausschliel3lich auf der Oberflache von Tumorzellen nachgewiesen

17

werden 8. Dies konnte ebenfalls darauf hindeuten, dass der C-Terminus von MDM2 eine

Rolle bei der Tumorgenese spielt.
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Uberraschend war dagegen der Befund, dass mit zwei gegen TP53 gerichteten AK in
den mit MDMZ2-AS-ODNs behandelten Tieren kein Nachweis von mt-TP53 gelang. In den
Kontrollexperimenten (SE-ODNs und physiologische Kochsalzlésung) konnte dagegen eine
erhdhte Expression von TP53 nachgewiesen werden. In den Western-Blot-Analysen bestétig-
te sich die signifikante Reduzierung der TP53-Proteinexpression in den mit AS-ODNs behan-
delten Tiergruppen. Es ist bekannt, dass MDM2 an wt- und mt-TP53 binden kann 2%, d.h.
dass eine Reduzierung der MDM2-Proteinmenge in Folge einer Behandlung mit MDMZ2-AS-
ODNSs zu einer Stabilisierung von TP53 filhren kdnnte. In einigen Zelllinien wurde jedoch eine
Stabilisierung von MDM2 durch mt-TP53 beobachtet *"® **°. Eine dieser beschriebenen Zellli-
nien tragt die gleiche Mutation im 7P53-Gen wie die Zelllinie RD, die in unseren /in vivo The-
rapiestudien verwendet worden ist. In den von uns beschriebenen Experimenten wurde
erstmals eine Reduzierung der mt-TP53-Proteinmenge auf Grund einer verringerten MDM2-
Expression nachgewiesen (Wurl, P. und Bartel, F., Manuskript eingereicht). Dies kénnte dar-
auf hindeuten, dass mt-TP53 durch MDM2 stabilisiert wird. Fir die Therapie von Tumorpati-
enten ware die Reduzierung der mt-TP53-Proteinmenge von groller Bedeutung, da etwa

50 % der Tumoren Mutationen im 7P53-Gen tragen '*

, und Mutationen zu einer Stabilisie-
rung von TP53 beitragen kénnen. Dadurch kommt es zu einer Uberexpression von mt-TP53
im Vergleich zu wt-TP53 ', Unsere Ergebnisse zeigen in einem WTS-Xenotransplantat-
modell, dass eine Reduzierung der Tumormasse und der Tumoranzahl durch MDMZ2-AS-
ODNSs unabhangig vom 7P53-Genstatus maglich ist. Dadurch wird die Hypothese unterstitzt,
dass eine MDMZ2-AS-ODN-Therapie in erster Linie in Tumoren, die durch eine MDM2-

Uberexpression charakterisiert sind, erfolgreich ist **’.

5.6 Ausblick

In weiteren Arbeiten sollte in dem vorgestellten WTS-Xenotransplantatmodell unter-
sucht werden, ob durch die Behandlung von WTS mit MDMZ2-AS-ODNs eine Sensitivierung
gegentber konventionellen Therapieformen wie Chemotherapie und Bestrahlung erreicht
werden kann. Erste /in vitro Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe mit einer kombinierten AS-
und Bestrahlungstherapie waren diesbeziiglich sehr viel versprechend *®?. Neue Arbeiten der
Gruppe um Tortora et al. ® zeigen auch einen deutlichen kooperativen Effekt der MBO
AS-ODNs ,,AS2“ mit Topoisomerase I-selektiven und Topoisomerase |l-selektiven Zytostatika
sowie den zwei Tubulin-selektiven Chemotherapeutika Paclitaxel und Taxotere. Sowohl fir
die verwendeten Medikamente als auch fur die AS2-ODNs konnten die Konzentrationen stark

vermindert werden, um den gleichen wachstumsinhibierenden Effekt zu erzielen. Dabei ver-
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starken die AS-ODNs die Effekte einer Vielzahl von Medikamenten Uber verschiedene Mecha-
nismen. So wird z.B. durch die Inhibierung von MDM2 die Apoptose-Induktion der verwende-
ten Zytostatika erhoht (im Normalfall bt MDM2 Uber die Unterdriickung der Apoptose eine

Wachstumskontrolle aus).

Des Weiteren ist geplant, die in dieser Arbeit konstruierten adenoviralen Vektoren zu-
nachst /n vitro im Vergleich mit liposomalen Transfektionssystemen zu testen. Die rekombi-
nanten Adenoviren erlauben eine hohe Expression der MDMZ2-AS-Sequenzen in der Zielzelle.

183 sollte es méglich sein,

Verbunden mit einer héheren Transfektionsrate der Adenoviren
den wachstumsinhibierenden Effekt der MDMZ2-AS-ODNs noch zu verstarken. Obwohl bereits
einige AS-ODNs in klinischen Priifungen eingesetzt werden (Ubersicht in Tamm et al. '**), ist
oft nicht eindeutig geklart, ob die erzielten Ergebnisse explizit auf die Antisense-Wirkung
zurickzufihren sind. Auch in unseren Untersuchungen ist ein Antisense-unabhéngiger Effekt
der eingesetzten ODNs nicht ganz auszuschlielRen, wie der Vergleich der mit MDMZ2-AS- bzw.
MDMZ2-SE-ODNs behandelten Tiere gezeigt hat (Kap. 4.7.2 u. 4.7.3.1). Die Wirksamkeit einer
auf die Reduzierung der MDM2-Proteinmenge ausgerichteten Therapie fur WTS ist jedoch in
dieser Arbeit eindeutig bewiesen worden. Die Schwerpunkte nachfolgender Studien werden
neben der Analyse weiterer MDM2-AS-ODNs auch der Einsatz neuer Techniken zur Trans-
lationskontrolle, wie z.B. RNAiI oder DNAzyme, von MDMZ2 und Apoptose-assoziierten Genen
sein, die fiir die Entstehung und Progression von WTS von Bedeutung sind (z.B. Survivin ***,

Wirl et al., im Druck).

Es konnte gezeigt werden, dass in WTS bis zu 20 verschiedene Transkriptvarianten der
MDM2-mRNA exprimiert werden, ein Grof3teil davon wurde erstmals beschrieben und kdnnte
spezifisch fur WTS sein. Die Funktion der einzelnen Spleivarianten ist bislang nur ansatz-
weise geklart worden. Es ist unklar, ob die Expression von verkirzten Transkripten der
MDM2-mRNA eine Ursache fir die Tumorbildung oder ein weiterer Regelmechanismus der
MDM2-TP53-Wechselwirkung ist. Andererseits ist auch denkbar, dass Spleillvarianten eine
sekundare Erscheinung wahrend der Tumorgenese sind und die Progression zusatzlich be-
schleunigen. Wir konnten jedoch auch mehrere MDMZ2-SpleiBvarianten in Normalgewebe und
in Lymphozyten gesunder Spender nachweisen, so dass ebenfalls eine normale physiologi-
sche Aktivitat denkbar ist. Die weiteren Arbeiten in Bezug auf die MDMZ2-Splei3formen sollten

dazu dienen, die folgenden Fragen zu klaren:

- Welche Mechanismen regulieren die Expression von MDMZ2-Spleiliformen, insbe-
sondere der Variante MDM2-B? Gibt es bestimmte Wachstumssignale, die die Ex-

pression von MDMZ2-SpleilRformen verstarken bzw. inhibieren?
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Die meisten der gefundenen SpleiRformen weist Verluste der TP53-bindenden
Domaéane auf. Des Weiteren fehlen die Bindungsstellen fir weitere Proteine, wie
pl4ARF, MDMX, p300 wu.a. In weiteren Arbeiten sollte durch Ko-
Immunprazipitation gepruft werden, ob die MDM2-Isoformen noch in der Lage
sind, an bestimmte Proteine zu binden. Auflerdem ist es wichtig zu klaren, ob Ki-
nasen wie ATM oder Chk2 potenzielle Serin-/Threonin-Reste zu phosphorylieren

und so die Aktivitat der MDM2-Isoformen zu regulieren.

Wie ist der Status der Expression von MDMZ2-SpleiRvarianten in Normalgewebe?
Vorlaufige Ergebnisse deuten darauf hin, dass alternativ gespleiRte Tranksripte
der MDMZ2-mRNA auch in Normalgewebe exprimiert werden. Es ist nicht geklart,
ob dies eventuell eine Vorstufe der Sarkomentwicklung darstellt, oder ob die ge-
fundenen MDM2-Isoformen eine normale physiologische, bislang unbekannte Ak-

tivitat besitzen.

Es ist bekannt, dass die subzelluldre Verteilung von MDM2 eine entscheidende
Rolle fur dessen Aktivitat, beispielsweise die Ubiquitinylierung von TP53, spielt.
Dafir sind die Kernlokalisations- und Kernexportsequenz von MDM2 erforderlich.
Diese beiden Doménen sind in den nachgewiesenen Spleiformen jedoch nicht
vorhanden. Durch die Transfektion von MDMZ2"-Zellen mit GFP-Fusionsproteinen

soll die Verteilung der MDM2-1soformen in der Zelle untersucht werden.

Die von uns identifizierten MDMZ2-Spleillvarianten sollen in einem Fibroblasten-
Transfomations-Assay eingesetzt werden, um zu prifen, ob diese Isoformen on-
kogene Eigenschaften besitzen und in der Lage sind, NIH3T3-Fibroblasten zu

transformieren.

In weiteren Arbeiten sollte die Frage geklart werden, ob und in welchem Umfang
die in der RT-PCR nachgewiesenen Spleiformen auch translatiert werden. Es ist
geplant, mit Hilfe eines gekoppelten Transkriptions-/Translationssystems die
cDNAs der einzelnen Spleiliformen /n vitro in Proteine umzuschreiben und im
Western Blot zu analysieren. AnschlieRend ist es mdglich, die in vitro translatier-
ten Isoformen und distinkte Banden aus Western Blots von Patientenproben zu
vergleichen. Eine weitere Mdglichkeit bietet die direkte Proteinsequenzierung.
AuBerdem koénnte eine Analyse der Translationseffizienz der mRNA-Spezies und
der Halbwertszeit der MDM2-Isoformen erfolgen. Es ist bekannt, dass sich die
von den beiden Promotoren P1 und P2 abstammenden MDMZ2-mRNA-Transkripte

sehr stark in ihrer Translationseffizienz unterscheiden *’. Es ware in diesem Zu-
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sammenhang auch von grol3er Bedeutung zu wissen, von welchem Promotor die

Transkripte der Spleil3varianten abstammen.

Die Heterogenitat der WTS erfordert weiterhin eine intensive molekulare Charakterisie-
rung der Tumoren. Das Ziel sollte die Erstellung eines ,Fingerabdrucks" spezifischer moleku-
larer Veranderungen mit prognostischer Relevanz sein. Dadurch wird es mdglich sein, einer-
seits das biologische Verhalten eines Tumor exakter vorhersagen zu kdnnen und anderer-
seits neue, innovative Therapiekonzepte zu entwickeln, die konventionelle Behandlungsopti-
onen, wie die chirurgische Entfernung des Tumors, Chemotherapie und Bestrahlung, mit

Antisense- bzw. Gentherapieansatzen verbinden.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit ist eine vergleichsweise seltene, tumorbiologisch jedoch sehr heterogene
Gruppe maligner Tumoren mesenchymalen Ursprung, die humanen Weichsteil-
sarkome (WTS), untersucht worden. WTS sind durch eine grofe histologische und tumorbio-
logische Variabilitdt und eine ausgepragte Strahlen- und Chemotherapieresistenz charakteri-
siert. Daraus resultierte die Notwendigkeit einer umfassenden Analyse von WTS mit dem
Ziel, molekulare Faktoren mit prognostischer Relevanz zu identifizieren und darauf aufbau-
end, innovative Therapiestrategien zur Behandlung von WTS zu entwickeln.

Aus der Literatur und eigenen Vorarbeiten war bekannt, dass Uberexpression des
Onkoproteins MDM2 in WTS mit einer schlechten Prognose fiir die Patienten korreliert % 3.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde in 87 WTS-Proben mit Hilfe einer sensitiven RT-PCR-
Methode die MDMZ2-mRNA-Expression untersucht. Mit Ausnahme von zwei konnte in fast
allen Proben das ,full-length“-Transkript (FL) der MDMZ2-mRNA nachgewiesen werden. In
60 % dieser Falle traten nach der RT-PCR zusatzlich zur FL-mRNA kirzere Banden auf. Die
Analyse eines Groliteils dieser Banden ergab, dass es sich um alternativ oder aberrant
gespleildite Transkripte der MDMZ2-mRNA handelt. Insgesamt konnte in 47 von 85 WTS-
Proben (55 %) die Existenz von MDMZ2-mRNA-SpleiRvarianten eindeutig belegt werden.
Durchschnittlich konnten je WTS-Probe neben der FL-Form zwei Spleiliformen detektiert
werden. Insgesamt gelang es, 12 verschiedene Transkripte der MDM2-mRNA nachzuweisen.
In den untersuchten Rhabdomyosarkom-Zelllinien und juvenilen Rhabdomyosarkomen wur-
den weitere 8 Transkripte detektiert. Von den insgesamt 20 in WTS gefundenen Spleil3-
varianten sind 16 erstmals von uns beschrieben worden. Das Auftreten der MDM2-mRNA-
Transkriptvarainten korrelierte signifikant mit einem hdéheren Tumorgrad. Obwohl das Vor-
kommen der SpleiRformen mit einem hdheren Malignitatsgrad einhergeht, zeigte sich jedoch
kein Einfluss auf das Uberleben der Patienten. In sieben untersuchten Normalgewebeproben
sowie in Lymphozyten gesunder Blutspender konnten ebenfalls MDMZ2-Spleiformen nach-
gewiesen werden. Es ist daher denkbar, dass bestimmte Transkripte zur Bildung und Pro-
gression von WTS beitragen, andere wiederum eine physiologische, bislang unbekannte Be-

deutung haben.

Da sich die Sequenzanalyse der einzelne PCR-Produkte sehr schwierig gestaltete, be-
stand die Notwendigkeit, ein Verfahren anzuwenden, dass deren schnelle und kostengtinsti-
ge ldentifizierung ermdglicht. Zu Beginn der Arbeiten war aus der Literatur keine derartige
Methode bekannt. Daraufhin wurde der so genannte ,Splice Capture Assay“ (SCA) entwi-

ckelt, der die Analyse unbekannter SpleiRformen mit dem Aufbau einer Plasmid-cDNA-
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Bibliothek verknUpft. Durch die Verwendung geeigneter Restriktionsendonukleasen entsteht
fur jede SpleiRform eine Art ,Fingerabdruck®. Dadurch kénnen die Spaltmuster von PCR-
Produkten mit bereits beschriebenen Spleivarianten verglichen und zugeordnet werden. Bei
bisher unbekannten Varianten lasst sich aus der GroRe der Fragmente nach dem Verdau mit

dem Restriktionsenzym die Sequenz der SpleiRvariante sehr genau vorhersagen.

Von 75 WTS-Proben konnte der MDMZ2-Genstatus untersucht werden, von 63 Patienten
stand auch Referenz-DNA von Lymphozyten aus dem peripheren Blut zur Verfliigung. Insge-
samt konnte in 28 % der untersuchten WTS-Proben eine Amplifikation des MDM2-Gens de-
tektiert werden. Einzelne Proben wiesen ein bis zu 12-fach amplifiziertes MDM2-Gen auf. Die
Analyse der Amplifikation des MDM2-Gens in den WTS-Proben ergab, dass das Auftreten der
Amplifikation mit dem Tumorgrad korreliert: wahrend in 9 von 16 Fallen (57 %) der Grad 1-
Tumoren ein amplifiziertes MDM2-Gen aufwiesen, so war dies nur in 9 von 50 (18 %) der
Grad 2 und 3-Tumoren der Fall (p=0,003; x*-Test). Bemerkenswert war, dass die durch-
schnittliche Uberlebenszeit fur Patienten, in deren Tumor keine Amplifikation des
MDMZ2-Gens nachweisbar war, 50 Monate betrug, wahrend Patienten mit nachgewiesener
MDM2-Genamplifikation im Durchschnitt 80 Monate Uberlebten (p=0;07; log-Rank-Test). In
der Cox-Regression zeigte sich, dass der Nachweis einer Amplifikation des MDMZ2-Gens ein
unabhangiger Prognosefaktor fir WTS ist, und dass das Auftreten einer Amplifikation mit

einer besseren Prognose fur WTS-Patienten korreliert.

Des Weiteren wurde in den WTS-Proben auch die Expression des Tumorsuppressorgen
pl4ARF sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene untersucht. Acht der 57 untersuchten
WTS (14 %) wiesen einen Verlust der pZ4AR~mRNA-Expression auf. Wahrend alle Tumoren
(100 %) im Stadium 1 die pI4ARFmRNA exprimierten, so waren dies im Stadium 4 nur
40 % (2 von 5, p=0,007, x*-Test). Der Verlust der p14AR~mRNA-Expression war signifikant
mit einer kiirzeren mittlere Uberlebenszeit der Patienten verbunden. Diese betrug 11,5 + 3,1
Monate, im Vergleich zu 67 = 7,6 Monaten fur Patienten, in deren Tumor die pZ4AR~mRNA
nachgewiesen worden ist (p=0,0001, log-Rank-Test). Die Cox-Regressionsanalyse zeigte,
dass die Expression der pI4ARFmRNA eine prognostische Bedeutung fur WTS-Patienten
besitzt.

Einen weiteren Schwerpunkt meiner Arbeit bildete die Durchfuhrung von MDMZ-
Antisense-Therapiestudien im nu/nu-Rattenmodell. Ziel der Versuche war es, die aus
Arbeiten mit Zellkulturen gewonnenen Erkenntnisse, dass durch die Behandlung mit MDM2-
Antisense-Oligonukleotide (AS-ODNs) das Zelliberleben um bis zu 80 % reduziert werden
kann, auf ein Tiermodell zu Gbertragen. Dazu wurden verschiedene AS-ODNSs, die gegen die

MDM2-mRNA gerichtet waren, in einem humanen Xenotransplantatmodell im Peritoneum
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von Nacktratten getestet. Grundlage unseres Klinisch-relevanten Modells sind abdominale
und intraperitoneale WTS, die durch konventionelle Therapieformen (chirurgische Eingriffe,
Strahlen- und Chemotherapie) schwierig zu behandeln sind. Daher ist es notwendig, alterna-
tive Therapiekonzepte, wie z.B. Antisense-Therapien gegen das MDMZ2-Onkogen, fur diese
WTS zu entwickeln. Zur Etablierung des WTS-Xenotransplantatmodells wurde die RMS-
Zelllinie RD verwendet. Da die RD-Zellen nur ein mutiertes 7P53-Allel aufweisen (das zweite
Allel ist deletiert), war es moglich, den Effekt von MDM2-AS-ODNs ohne den Einfluss von wt-
TP53 zu untersuchen. Durch die Verwendung osmotischer Minipumpen, die in das Perito-
nuem implantiert wurden, war die kontinuierliche Abgabe der MDMZ2-AS-ODNs Uber eine

Woche hinweg gewahrleistet.

In zwei unabhangigen Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass die Behandlung
von Xenotransplantattumoren der Zelllinie RD mit MDMZ2-AS-ODNs zu einer signifikanten
Reduzierung der Tumormasse um bis zu 71 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
fahrt. ErwartungsgemaR war in den Tumoren der mit MDMZ2-AS-ODNs behandelten Tiere die
MDM2-Proteinmenge reduziert. In der immunhistochemischen Analyse war nur in den mit
physiologischer Kochsalzlosung behandelten Gruppen eine MDM2-Immunreaktivitdt nach-
weisbar. Die quantitative Auswertung der MDM2-Proteinexpression im Western Blot ergab
ebenso eine signifikante Verminderung der MDM2-Proteinmenge in den Tumoren, die mit
MDMZ2-AS-ODNs behandelt worden sind. Uberraschenderweise war in den Tumoren durch
die Behandlung mit MDMZ2-AS-ODNs zusatzlich auch die mt-TP53-Proteinmenge sowohl in
der immunhistochemischen Farbung als auch im Western Blot reduziert. Somit konnte erst-
mals ein Einfluss der MDMZ2-AS-ODNs uber eine Verringerung der MDM2-Proteinmenge auf
die Expression bzw. Stabilitat von mt-TP53 nachgewiesen werden. Unsere Ergebnisse zeigen
in einem WTS-Xenotransplantatmodell, dass eine Reduzierung der Tumormasse und der
Tumoranzahl durch MDMZ2-AS-ODNs unabhangig vom 7P53-Genstatus moglich ist. Auf Grund
der Tatsache, dass bis zu 50 % aller Tumoren Mutationen des 7P53-Gens aufweisen, sind

diese Befunde von allgemeiner Bedeutung fir die Therapie von Tumorerkrankungen.

Darauf aufbauend sollen kiinftige Experimente zeigen, ob durch andere Applikations-
wege, wie z.B. mit Hilfe des in dieser Arbeit konstruierten Adenovirus, oder durch Kombina-
tion mit konventionellen Therapieformen, wie Chemotherapie und Bestrahlung, eine Verstéar-
kung des Effekts der MDMZ2-AS-ODNs auf das Tumorwachstum erreicht werden kann. Des
Weiteren ist geplant, die Funktion der verschiedenen MDMZ2-SpleiRvarianten in Bezug auf die

Entstehung und die Progression insbesondere von WTS eingehend zu analysieren.
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8 Anhang

8.1 Sequenz der MDM2-cDNA (Genbank-Accesion-No. NM_002392)

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

gcaccgcgceg
gcaagaagcc
cagccaggag
gagagt ggaa

aaggaaact g

cacagattcc
tattaaagtc
ttggccagt a
gttcaaat ga
ggaaaat at a
act caggt ac
accttgtaca
ctacctcatc
gt gaacgaca
tggctctgtg
ggacgccatc
at caggattc
aagattat ag
aagttact gt

tttccttage

cacattgcaa
at aaagggga
ttgatgttcc

aaaat gat ga

catcaacttc
- MDMVR -
aagaaaccca

agcttggcetg
gagcccgagg
caccgt ccct

tgatccccga

gggagtcttg
VDIV
aATG gcaat

agctt cggaa
tgttggtgca
tattat gact
tcttctagga
taccatgatc
at ct gt gagt
agagcttcag
t agaaggaga
aagaaaacgc
t gt aat aagg
gaat ccggat
agtttcagat
ccttagtgaa
gt at caggca

t gact att gg
NVDM?
cagat gttgg

aat ct ct gag
tgattgtaaa

t aaaattaca

tagt agcatt

agacaaagaa

cttctggggce
ggcggecgeg
ccccggatta

ggcccagggc

agggaccccc

accaacat gt

caagagaccc
caaaaagaca
aaacgatt at
gatttgtttg
t acaggaact
gagaacaggt
gaagagaaac
gcaattagtg
cacaaatctg
gagatatgtt
cttgatgctg
cagtttagtg
gaaggacaag
ggggagagt g

aaat gcactt

gcccttegtg
aaagccaaac
aaaact at ag

caagcttcac
atttatagca

gagagt gt gg

cttgtgtgat ttgtcaaggt cgacctaaaa

Fortset zung Sequenz NDM2- cDNA

ct gt gt ggcc
acccctctga
gt gcgt acga
gtcgtgcttc

gact ccaagc

t ggtt agacc
cttatactat
at gat gagaa
gcgt gccaag
t ggt agt agt
gtcaccttga
cttcatcttc
agacagaaga
atagtatttc
gt gaaagaag
gt gt aagt ga
tagaatttga
aact ct caga
atacagattc

cat gcaat ga

agaat t ggct
t ggaaaact ¢
tgaatgattc
aat cacaaga
gccaagaaga
aatctagttt

at ggttgcat

ctgtgtgtcg
ccgagat cct
gcgcccagtg
cgcagt agt c

gcgaaaaccc

aaagccattg
gaaagaggt t
gcaacaacat
cttctctgtg
caat cagcag
aggt gggagt
acatttggtt
aaat t cagat
cctttcettt
cagt agcagt
acat t caggt
agt t gaat ct
t gaagat gat
attt gaagaa

aat gaat ccc

t cct gaagat
aacacaagct
cagagagt ca
aagt gaagac
t gt gaaagag
gcccctt aat

t gt ccat ggc

gaaagat gga
gctgctttcg
ccct ggeccg
agtccccgtg
cggat ggt ga

gt aaccacct

cttttgaagt
cttttttatc
attgtatatt
aaagagcaca
gaat cat cgg
gat caaaagg
t ct agaccat
gaattatctg
gat gaaagcc
gaat ct acag
gattggttgg
ct cgact cag
gaggtatatc
gat cct gaaa
ccccttccat
aaagggaaag
gaagagggct

tgtgttgagg

tattctcagc

gccat t gaac

aaaacaggac



1681

1741

1801

1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

2341

Normalschrift:

kursiv:

atcttatggc ctgctttaca

tat gt agaca accaattcaa

aagagaatta tatatttcta

cacat at at ¢ aaagt gagaa
tgacctactt tggtagtgga
catcctttac accaactcct
ttggtttttt ttttcttaaa
agaccgagtc ttgctctgtt
agctctgecc tccecegggtt
tacagtcatc tgccaccaca
accgtgttag ccaggat ggt

caaagt gctg ggattacagg

t gt gcaaaga
atgattgtgc
act at at aac

aat gcct caa
at agt gaat a
aattttaaat
tatgtatatg
acccaggctg
cgcaccattc
cct ggct aat
ctcgatctcc

cat gagccac

kodierender Bereich der MDM2-mRNA

agct aaagaa
taacttattt
cctaggaat t

ttcacat aga
cttactataa
aatttctact
acattt aaat
gagt gcagt g
tcctgectca
tttttgtact
tgacctcgtg

cg

nichttranslatierter Bereich der MDM2-mRNA

Fettdruck: Primersequenzen

GroRbuchstaben:
- MDMZ

Sense-Primer (5" — 3')

~ MDMB -:  Antisense-Primer (5’ — 3)

aaggaat aag ccctgcccag
ccccTAG tg acctgtctat

e---- MDMLO ----
tagacaacct gaaatttatt

tttcttctct ttagtataat
tttgacttga atatgtagct
ctgtcttaaa tgagaagtac
gtaacttatt attttttttg
ggtgatcttg gctcactgca
gcctcccaat tagcettggec
tttagtagag acagggtttc

at ccgcccac ctcggectcce

Startkodon (ATG) bei nt 312; Stoppkdon (TAG) bei nt 1786



8.2 Genbank-Eintrage der bisher veroffentlichten MDMZ2-Spleil3varianten

1.

10.

11.

FB55:

FB30:

FB29:

FB28:

FB26:

FB25:

EU2:

PM2:

Accession-No.: AF385327

Homo sapiens MDM2 variant FB55 (MDM2) mRNA, complete cds, alternatively
spliced

Accession-No.: AF385326

Homo sapiens MDM2 variant FB30 (MDM2) mRNA, complete cds, alternatively
spliced

Accession-No.: AF385325

Homo sapiens MDM2 variant FB29 (MDM2) mRNA, complete cds, alternatively
spliced

Accession-No.: AF385324

Homo sapiens MDM2 variant FB28 (MDM2) mRNA, complete cds, alternatively
spliced

Accession-No.: AF385323

Homo sapiens MDM2 variant FB26 (MDM2) mRNA, complete cds, alternatively
spliced

Accession-No.: AF385322

Homo sapiens MDM2 variant FB25 (MDM2) mRNA, complete cds, alternatively
spliced

Accession-No.: AJ278978

Homo sapiens mRNA for p53-binding protein (MDM2 gene), alternatively spli-
ced variant EU2

Accession-No.: AJ278977

Homo sapiens mRNA for p53-binding protein (MDM2 gene), alternatively
spliced variant PM2

I1S1: Accession-No.: AJ278976

KB2:

Homo sapiens mRNA for p53-binding protein (MDM2 gene), alternatively
spliced variant 1S1

Accession-No.: AJ278975

Homo sapiens mRNA for p53-binding protein (MDM2 gene), alternatively
spliced variant KB2

DS2: Accession-No.: AJ276888

Homo sapiens non-productive mRNA for p53-binding protein, alternatively
spliced variant DS2 (MDM2 gene)



8.3 Zusammenfassung klinischer und molekularer Daten der WTS-Patienten

Tab. 8-1: Zusammenfassung der klinischen und moleukaleren Daten der WTS-Patienten

Schliissel Tumor- Gesch verst. UZT Grad Stad SpleiR MDM2- ARF TP53/Actin  MDM2/Actin

art® Ampl

24/92 Fibro m nein 31 1 12 ja ja 0,37 0,03
47/92 Lipo w ja 38 3 32 ja nein 0,00 0,00
48/92 Fibro m nein 94 2 22 ja ja 0,00 0,00
54/92 MFH w nein 63 3 31 ja 0,00 0,01
59/92 Lipo w nein 23 2 22 nein nein 0,00 0,06
1/93 Lipo w nein 58 1 12 ja 0,00 0,19
2/93 MFH m nein 60 3 31 nein nein 0,00 0,04
7/93 andere w ja 11 3 32

20/93 LMS w ja 25 1 12 nein ja 0,09 0,01
23/93 Fibro m nein 104 1 12

5/94 MFH m nein 20 3 31 nein nein 0,06 0,00
11/94 syn m nein 124 2 22 nein ja 0,26 0,41
28/94 neuro w ja 16 3 32 ja nein 0,08 0,01
45/94 MFH w ja 57 3 32 ja nein 0,31 0,00
1/95 neuro m nein 4 2 22 ja 0,73 0,00
12/95 LMS w nein 10 2 22 ja ja 0,07 0,00
16/95 MFH w nein 31 2 22 ja

23/95 Lipo m nein 1 12 ja ja 0,03 0,00
37/95 NB m ja 3 42 ja 0,53 0,00
11/96 neuro w ja 14 3 32 nein 0,02 0,00
Lz1 MFH w nein 63 2 22 ja nein ja

Lz2 MFH w ja 7 3 32 ja nein ja

LZ3 Lipo w ja 68 2 22 nein ja ja 0,00 0,70
Lz4 Fibro m nein 94 2 22 nein nein ja

LZ5 LMS w ja 23 3 32 ja nein ja

LZ6 neuro m nein 35 2 21 nein nein ja

Lz7 MFH m ja 26 2 22 nein nein 0 0,07 0,15
Lz8 nein ja ja 0,05 0,29
LZ9 Lipo w nein 38 1 12 ja ja ja 0,00 0,12
LZ10 Lipo m nein 35 2 22 nein nein ja 0,04 0,02
Lz11 Lipo m ja 11 2 22 nein nein ja 0,40 0,14
Lz12 nein nein 0,14 0,08
LZ13 RMS ja 2 3 42 ja nein ja 0,40 0,16
LZ14 Fibro w nein 34 1 12 nein nein 0 0,18 0,00
Lz15 syn m nein 57 2 22 ja nein ja 0,18 0,09
LZ16 ja nein ja 0,01 0,02
Lz17 Lipo w nein 37 1 12 ja nein 0,02 0,05
LZ18 9 m 13 2 41 ja nein ja 0,06 0,05
LZ19 nein ja ja 0,05 0,00
LZ20 MFH w ja 3 3 32 ja nein ja 0,10 0,005
Lz21 Lipo m nein 37 1 12 nein nein ja 0,00 0,04
Lz22 nein nein ja 0,52 0,12
Lz23 MFH w ja 6 3 32 nein nein ja 0,15 0,07
Lz24 neuro w nein 31 2 22 nein nein ja 0,01 0,05
Lz25 Lipo m nein 35 1 12 nein ja ja 0,00 0,01
LZ26 Lipo w nein 23 1 12 nein nein ja 0,00 0,03



Tab. 8-1: Fortsetzung

Schliissel Tumor- Gesch verst. UZT Grad Stad SpleiR MDM2- ARF TP53/Actin  MDM2/Actin

art Ampl
Lz27 MFH w nein 34 2 22 nein nein ja 0,01 0,00
LZ28 RMS w ja 8 3 41 ja 0,04 0,01
Lz29 RMS m ja 18 3 32 ja nein nein 0,00
LZ30 Lipo w ja 18 2 22 ja nein nein 0,97 0,19
Lz31 Fibro m ja 96 2 21 nein nein ja
Lz32 Fibro m ja 96 2 21 ja ja ja 0,38 0,04
Lz33 MFH m nein 25 3 32 ja nein ja 0,46 0,00
Lz34 RMS w ja 3 3 42 0 nein ja 0,18
Lz35 LMS w ja 26 2 22 0 nein nein 0,83 0,01
LZ36 Lipo w nein 31 1 12 ja ja ja 0,89 0,00
LZ37 MFH w ja 25 3 31 nein ja ja 0,28 0,00
Lz38 syn w nein 105 2 21 ja nein ja 0,36 0,00
Lz45 MFH m ja 80 2 21 nein
Lz46 neuro w nein 30 1 21 ja ja ja 0,43 0,27
Lza7 Lipo m ja 19 3 31 ja nein ja 0,22 0,11
Lz48 Lipo m nein 32 1 21 nein ja ja 0,58 0,22
Lz49 LMS w nein 30 2 42 ja nein ja 0,51 0,14
LZ50 neuro m nein 30 1 21 ja ja 0,17 0,08
Lz51 NB m nein 29 2 22 ja nein ja 0,61 0,19
Lz52 Lipo w ja 18 2 22 ja nein ja 0,00 0,16
Lz53 Lipo m nein 27 1 11 nein nein ja 0,02 0,03
Lz54 LMS m nein 3 32 ja ja ja 0,56 0,08
Lz55 NB m ja 9 2 42 ja nein nein 0,70 0,31
LZ56 Lipo w ja 32 2 22 ja ja 1,61 0,24
Lz57 MFH w nein 24 3 32 ja nein ja 0,28 0,19
Lz58 RMS w nein 26 3 32 ja nein ja 0,00 0,03
Lz59 Lipo w nein 26 1 12 nein ja ja 0,00 0,35
LZ60 LMS w nein 37 2 22 ja nein ja 0,01 0,84
Lz61 Lipo m nein 24 1 12 ja nein ja 0,44 0,08
Lz62 nein
LZ63 LMS w 1 44 2 22 0,78 0,01
LZ64 MFH m nein 30 3 32 0,62 0,13
Lz65 andere m ja 2 3 42 0,00 0,00
LZ66 LMS w nein 37 3 31 0,24 0,09
LZ67 NB m nein 86 2 22 0,69 0,30
Lz68 MFH w nein 14 3 32 ja nein
LZ69 ja nein
LZ70 LMS m nein 16 2 22 nein nein
Lz71 LMS w nein 13 1 12 \Y nein
Lz72 15 nein nein
Lz73 MFH w nein 12 3 32 ja nein
LZ74 ja
LZ75 ja ja ja
LZ76 LMS w nein 15 2 22 nein ja nein
Lz77 Lipo m nein 16 2 22 nein nein ja
Lz78 MFH m nein 50 3 32 nein ja ja
Lz79 LMS m nein 12 3 32 ja nein ja
LZ80 syn w nein 107 2 22 nein ja



8 Verschlisselung der klinischen Daten
Schlissel: interne Schlusselnummer des Patienten
Tumorart: -  Lipo — Liposarkom
- Fibro — Fibrosarkom
- MFH — malignes fibréses Histiozytom
- neuro — neurogenes Sarkom
- RMS - Rhabdomyosarkom
- Leio — Leiomyosarkom
- syn — synoviales Sarkom
- NB — Neuroblastom
Gesch — Geschlecht: m — mannlich, w — weilblich
verst. — wahrend der Beobachtungszeit am Tumor verstorben: ja/nein
UZT - Uberlebenszeit des Patienten in Monaten
Grad — Grading des Primartumors
Stad — Stadium des Primartumors
Spleil — MDMZ2-mRNA-Spleildvariante(n) nachgewiesen: ja/nein
MDM2-Ampl — Amplifikation des MDM2-Gens
ARF — p14ARFmRNA-Expression nachgewiesen: ja/nein
TP53/Actin: Verhéltnis der Intensitaten der TP53- und der Actin-Bande im Western Blot

MDM2/Actin: Verhaltnis der Intensitaten der MDM2- und der Actin-Bande im Western Blot



8.4 Zusammenfassung der MDMZ2-AS-Therapiestudien

Tab. 8-2: Zusammenfassung der Daten der Versuchsreihe 1

Tier-Nr. Therapie Tiergewicht (g) Tumormasse (g) Tumorzahl
1 100 pg MDM2-AS 219 12,2 3
2 100 pg MDM2-AS 182 5,8 3
3 100 pg MDM2-AS 183 2,82 1
4 100 pg MDM2-AS 192 1,5 4
5 200 pg MDMZ2-AS2 167 6,8 5
6 200 pg MDMZ2-AS2 180 5,2 4
7 200 pg MDMZ2-AS2 179 5,8 6
8 200 pg MDMZ2-AS2 212 6,5 5
9 bidest 226 4,16 3
10 bidest 182 5,5 4
11 bidest 207 6,96 3
12 bidest 202 5 5
13 100 pg SE-ODN 210 13,6 2
14 100 pg SE-ODN 195 14,7 2
15 100 pg SE-ODN 184 8,24 6
16 100 pg SE-ODN 184 15,4 2




Tab. 8-3: Zusammenfassung der Daten der Versuchsreihe 1

Tier-Nr. Therapie Tumormass Tumorzahl MDM2/Actin TP53/Actin
17 AS 100 pg 1,25 4 1,87
2/7 AS 100 pg 0,71 3 0,11 0,42
3/7 AS 100 pg 1,16 3 0,02 0,39
a/7 AS 100 pg 1,08 2 0,02 0,42
5/7 AS 100 pg 0,63 2 0,02 0,48
6/7 AS 100 pg 0,5 2 0,03
777 AS 100 pg 2,16 1 0,21
8/7 AS 200 pg 0,17 1 0,01
9/7 AS 200 pg 1,34 3 3,33
10/7 AS 200 pg 0,25 1 0,22
11/7 AS 200 pg 0,92 4 1,48
12/7 AS 200 pg 0,3 2 0,08
13/7 AS 200 pg 1,3 3
14/7 AS 200 pg 1,24 2 0,78
2217 SE 100 pg 3,2 2 2,43
23/7 SE 100 pg 1,95 5 0,22 1,86
24/7 SE 100 pg 1,07 5 1,86
25/7 SE 100 pg 2,36 3 0,08 2,18

26/7 SE 100 ug 0,15 2

39/7 phys. Kochsalz. 2,4 3 3,37
40/7 phys. Kochsalz 2,8 4 0,03 9,07
41/7 phys. Kochsalz 4,7 5 0,46 3,26
42/7 phys. Kochsalz 1 4 0,19 1,06
43/7 phys. Kochsalz 2,3 6 0,24 2,68

8 TP53/Actin: Verhaltnis der Intensitaten der TP53- und der Actin-Bande im Western Blot
MDM2/Actin: Verhaltnis der Intensitaten der MDM2- und der Actin-Bande im Western Blot
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