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Einleitung

1.1 Maligne Gliome

1.1.1 Klassifikation glialer Tumoren

Gliome, also Tumoren, die &hnliche morphologische und immunhistochemische Charakteristika aufweisen wie
Astrozyten, Oligodendrozyten oder deren Vorlduferzellen, machten in der Neurochirurgischen Universitéts-
klinik Bonn im Zeitraum von 1996 bis 2002 etwa 35% der operierten Hirntumoren aus (Simon, unveréffent-
licht). Nach der 2007 iiberarbeiteten WHO-Klassifikation werden aufgrund histopathologischer Kriterien wie
Kernatypien, Mitosen, Gefafiproliferationen und Nekrosen vier Malignitédtsgrade unterschieden. Die WHO-
Grade korrelieren mit dem klinischen Verlauf der Erkrankungen (Kleihues et al., 2007¢; Louis et al., 2007).
Klinisch wichtige Tumoren mit astrozytirer Differenzierung sind das fibrillare, das protoplasmatische und
das gemistozytische Astrozytom (jeweils WHO-Grad II) (von Deimling et al., 2007a), das anaplastische
Astrozytom (WHO-Grad III) (Kleihues et al., 2007b) sowie das entdifferenzierte, hochmaligne, Nekrosen
und Geféproliferationen enthaltende Glioblastom (WHO-Grad IV) mit den besonderen Ausprigungen des
Riesenzellglioblastoms und des Gliosarkoms (Kleihues et al., 2007a). Sonderstellungen nehmen die hoch
differenzierten pilozytischen Astrozytome (WHO-Grad I), die pilomyxoiden Astrozytome (WHO-Grad II)
(Scheithauer et al., 2007) und die seltenen pleomorphen Xanthoastrozytome (WHO-Grad II) ein (Giannini
et al., 2007). Oligodendrogliomen und den aus Anteilen mit oligodendroglialer und astrozytérer Differenzie-
rung bestehenden Mischgliomen lasst sich der WHO-Grad II (Reifenberger et al., 2007b; von Deimling et al.,
2007¢) und deren anaplastischen Pendants der WHO-Grad III zuordnen (Reifenberger et al., 2007a; von
Deimling et al., 2007b). Ependymome leiten sich von Zellen des Ventrikelependyms ab und wachsen meist
langsam (WHO-Grad II) (McLendon et al., 2007d). Es kommen jedoch auch anaplastische Ependymome
(WHO-Grad III) (McLendon et al., 2007¢) und Tumoren mit WHO-Grad I vor (McLendon et al., 2007a,b).
Glioneuronale Tumoren enthalten sowohl Elemente neuronaler als auch glialer Differenzierung (Becker et al.,

2007; Brat et al., 2007; Daumas-Duport et al., 2007; Hainfellner et al., 2007; Nakazato et al., 2007).
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Die Klassifikation von “Glioblastomen mit oligodendroglialer Komponente”, d.h. von malignen glialen
Tumoren, die einerseits die histologischen Merkmale eines Glioblastoms aufweisen, andererseits aber signi-
fikante oligodendrogliale Anteile enthalten, als WHO-Grad IV ist nicht unproblematisch. Diese Tumoren
unterscheiden sich offensichtlich signifikant in Biologie und Prognose von typischen Glioblastomen (Homma
et al., 2006; Kraus et al., 2000, 2001; Louis et al., 2007).

Glioblastome entstehen zum Teil als primére Glioblastome de novo und zum Teil aus niedrigmalignen
Astrozytomen, Oligodendrogliomen bzw. Gliomen allgemein als sekunddre Glioblastome (Kleihues et al.,
2007a; Scherer, 1940). Primére und sekundére Glioblastome unterscheiden sich auch genetisch (Ohgaki und
Kleihues, 2007) (— Seite 12).

1.1.2 Therapie maligner Gliome

Die iiberwiegende Mehrzahl maligner Gliome (WHO-Grade III und IV) ist astrozytir oder gemischt diffe-
renziert (Kleihues et al., 2007a,b; von Deimling et al., 2007b). Auf anaplastische Oligodendrogliome entfallen
nur wenige Prozent (Reifenberger et al., 2007a).

In verschiedenen Studien ergeben sich mediane Uberlebenszeiten fiir Patienten mit anaplastischen Astro-
zytomen von ca. 14-62 Monaten und fiir Patienten mit Glioblastomen von ca. 9-18 Monaten (Nelson et al.,
1985; Salcman, 1980; Salcman et al., 1994; Stummer et al., 2006; Walker et al., 1979; Weller et al., 2003).
Patienten mit Tumoren mit oligodendroglialer Differenzierung iiberleben signifikant langer (Cairncross et al.,
2006; Fortin et al., 2001; Kristof et al., 2002; Kyritsis et al., 1993; van den Bent et al., 2006).

Fir Glioblastome und anaplastische Astrozytome hat sich die operationsmikroskopisch méoglichst kom-
plette Resektion (gross total resection) mit anschlieflender Radiatio als Standardtherapie etabliert (Lacroix
et al., 2001; Stummer et al., 2006; Walker et al., 1980). Der Wert einer priméiren Chemotherapie beim
Glioblastom wurde lange kontrovers diskutiert (Fine et al., 1993; Medical Research Council Brain Tumor
Working Party, 2001; Stewart, 2002). Basierend auf aktuellen Studienergebnissen wird heute das Alkylanz
Temozolomid regelhaft begleitend zur Bestrahlung (Radiochemotherapie) und zur anschliefenden Konsoli-
dierung eingesetzt (Stupp et al., 2002, 2005a, 2006). Temozolomid ist auch beim Glioblastomrezidiv wirksam
(Burton und Prados, 1999; Martikainen et al., 2005; Trent et al., 2002; Yung et al., 2000). Fiir die Wirksam-
keit einer Chemotherapie beim anaplastischen Astrozytom gibt es in der Rezidivsituation gute Belege (Levin
et al., 1990; Wong et al., 1999; Yung et al., 1999). Eine adjuvante Chemotherapie wird kontrovers beurteilt
(Fine et al., 1993; Medical Research Council Brain Tumor Working Party, 2001; Prados et al., 1999; Stupp
et al., 2006).

Patienten mit anaplastischen Oligodendrogliomen profitieren von einer Chemotherapie, z. B. nach dem
PCV-Schema (Procarbazin, CCNU, Vincristin) (Cairncross et al., 1994, 2006; van den Bent et al., 2006)
oder mit Temozolomid (van den Bent et al., 2003a,b).

Positive Effekte einer PCV-Zytostase bei einigen Langzeitiiberlebenden von Glioblastomen sind aber

moglicherweise auch nur Ergebnis einer ungenauen histopathologischen Diagnostik, die einer kritischen Re-
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evaluation nicht standhélt (Kraus et al., 2000; Levin et al., 1990).

1.1.3 Genetik maligner Gliome

Man geht heute davon aus, dass eine maligne Transformation von Zellen durch die Inaktivierung von Tu-
morsuppressorgenen bzw. die Aktivierung von Onkogenen verursacht wird. Tumorsuppressorgene kodieren
Proteine mit zumeist wachstumsregulierendem Charakter. Sie arretieren den Zellzyklus, aktivieren DNA-
Reparaturmechanismen oder induzieren den programmierten Zelltod (Apoptose). Durch Punktmutationen,
Deletionen, Chromosomenaberrationen oder Hemmung der Proteinexpression kénnen sie funktionell inakti-
viert werden. In Gliomen wurden haufig Verluste auf den Chromosomen 1p, 9p, 10, 13q, 17p, 19q und 22q
beobachtet, die zum Allelverlust oder zur homozygoten Deletion von Tumorsuppressorgenen fiithren (Ohgaki
und Kleihues, 2007; Schmidt et al., 2002).

Onkogene hingegen kodieren fiir wachstumsstimulierende Proteine. Haufig sind dies Wachstumsfakto-
ren oder deren Rezeptoren. In Gliomen wurden Amplifikationen des “Epidermal Growth Factor Receptor”
(EGFR) und des “Platelet-derived Growth Factor” (PDGF) bzw. dessen Rezeptors (PDGFR) gefunden (Her-
manson et al., 1996; Louis, 2006; Reifenberger et al., 1994; von Deimling et al., 1993).

Wihrend in niedergradigen Astrozytomen vor allem 22q-Verluste, Aktivierungen des PDGF-Systems und
p53-Inaktivierungen vorkommen, sind fiir den Ubergang zum Grad III Verluste auf den Chromosomen 9p,
13q und 19q oder funktionelle Inaktivierungen der hier kodierten Tumorsuppressorproteine kennzeichnend
(Louis und Gusella, 1995). Zu den fiir Tumoren oligodrendoglialer Herkunft typischen Verlusten auf 1p und
19q kommen beim Ubergang zum Grad III Verluste auf den Chromosomen 9p und 10q hinzu. Insbesondere
bei Oligoastrozytomen werden auch 17p-Verluste beobachtet (Louis, 2006; Reifenberger et al., 1994).

Funktionelle Zielstrukturen solcher chromosomaler Verluste sind offensichtlich die Tumorsuppressorgene
INK4A /ARF und INK4B bei 9p-Verlusten (— Seite 14), Rb bei 13g-Verlusten (Henson et al., 1994), p53
bei 17p-Verlusten (Reifenberger et al., 1994) und PTEN bei Verlusten des Chromosoms 10q (Wang et al.,
1997). Ob bzw. welche Tumorsuppressorgene auf den Chromosomen 1p, 19q und 22q lokalisiert sind, ist noch
unklar.

Die héufigsten Verdnderungen in Glioblastomen sind Amplifikationen des Epidermalen-Wachstumsfak-
tor-Rezeptor-Gens (EGFR) sowie Verluste auf den Chromosomen 10q, 17p und 9p (Labuhn et al., 2001; von
Deimling et al., 1993). EGFR-Amplifikationen und p53-Inaktivierungen scheinen bei Glioblastomen selten ge-
meinsam vorzukommen und definieren somit genetische Subgruppen. Wihrend man EGFR-Amplifikationen
und auch INK4A-Deletionen {iberwiegend in primédren Glioblastomen findet, sind p53-Mutationen und
PDGFR-Amplifikationen typisch fiir aus Astrozytomen hervorgegangene sekundire Glioblastome (Biernat
et al., 1997; Hermanson et al., 1996; Ohgaki und Kleihues, 2007; von Deimling et al., 1993; Watanabe et al.,
1996).
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1.2 Der INK4A /INK4B-Genlokus in der Chromosomenregion 9p21

1.2.1 Alternatives Spleifien am INK4A /ARF-Lokus

Das auf Chromosom 9 in der Region 9p21 lokalisierte zunéchst als MTS1 (multiple tumor suppressor 1) und
inzwischen als INK4A (inhibitor of cyclin dependent kinase 4A) oder CDKN2A (cyclin dependent kinase
inhibitor 2A) bezeichnete Gen kodiert das Tumorsuppressorprotein pl6 (Kamb, 1996). p16 wurde erstmals
1993 als CDK4-Inhibitor, also als negativer Zellzyklusregulator, beschrieben (Serrano et al., 1993).

In manchen Familien mit hereditdren Melanomen segregiert die Erkrankung mit Chromosom 9p-Markern
(Bahuau et al., 1998; Cannon-Albright et al., 1992). Ausgehend von Deletionen auf dem kurzen Arm von
Chromosom 9 konnte durch genetische Analysen in zahlreichen Tumoren, Tumorzelllinien und Familien mit
hereditdren Melanomen dann 1994 INK4A bzw. pl6 als das gesuchte Tumorsuppressorgen bzw. -protein
identifiziert werden (Cannon-Albright et al., 1994; Fountain et al., 1992; Kamb et al., 1994b; Petty et al.,
1993). INK4A-Punktmutationen fanden sich in einer Vielzahl von Familien mit hereditdrem Melanom, aber
auch in einigen sporadischen Melanomen und in zahlreichen Tumorzelllinien (Bahuau et al., 1997; Kamb,
1996; Kamb et al., 1994a).

INK4A kodiert nicht nur fiir p16 mit seinen Exons la, 2 und 3, sondern auch fiir eine bei der Maus
p19/ARF und beim Menschen pl4/ARF genannte Spleifivariante, wobei ARF fiir Alternatives Leseraster
(Alternative Reading Frame) steht. Dieses Protein wird vom dem Zentromer néher gelegenen Exon 14 und
vom gemeinsamen Exon 2 codiert, hat aber aufgrund eines verschobenen Leserasters keinerlei strukturelle
Ahnlichkeit mit dem p16-Protein. Die Transkription von p19/ARF terminiert innerhalb von Exon 2 (Mao
et al., 1995; Stone et al., 1995b). Interessanterweise besitzt auch p19/ARF bzw. pl4/ARF zellzyklusregula-
torische und tumorsupprimierende Eigenschaften. Wahrend die p16-Funktion aber iiber Rb vermittelt wird,

ist Zielprotein von pl4/ARF das Tumorsuppressorprotein p53 (Haber, 1997; Quelle et al., 1995).

1.2.2 Der INK4B-Lokus

In unmittelbarer Nachbarschaft des INK4A /ARF-Lokus wird am INK4B-Lokus das mit p16 strukturell ver-
wandte p15-Protein codiert. 82% der Aminosaurenstruktur von p16 und p15 sind identisch. Auch funktionell
scheinen pl6 und pl5 weitgehend fdquivalent zu sein (Fuxe et al., 2000; Hannon und Beach, 1994; Simon
et al., 1999). Hier ist es wihrend der Evolution offenbar zu einer Genduplikation gekommen (Gilley und
Fried, 2001; Kim et al., 2003), was funktionell wohl den Vorteil einer differenzierten CDK4-Regulation mit

sich bringt.

1.2.3 Funktion von p16 und p15

Das p16-Protein hemmt die Bildung zellzyklusphasenspezifischer Cyclin-CDK-Komplexe, die iiber eine Phos-
phorylierung des Retinoblastom-Proteins Rb den Ubergang von der G{-Phase in die S-Phase des Zellzyklus
kontrollieren. p16 bindet an die cyclinabhingigen Kinasen (CDK) 4 und 6 und verhindert so deren As-
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soziation mit D-Cyeclin. Infolgedessen kommt es zu einer verminderten Phosphorylierung des Rb-Proteins
und damit zu vermehrter Bindung von Rb mit E2F-Komplexen, welche in dieser Form hemmend auf die
Expression von Genen wirken, die fiir den G/S-Ubergang benétigt werden (Berger und Bardeesy, 2007;
Haber, 1997; Sherr, 1996). Durch Uberexpression von pl6 konnte experimentell eine Arretierung des Zellzy-
klus in der Gi-Phase erreicht werden (Shapiro et al., 1995). p16 wirkt also wie eine Zellzyklusbremse. Wie
pl6 bindet auch pl5 an CDK 4 und 6 und hat &hnliche zellzyklusregulierende und wachstumshemmende
Funktionen (Fuxe et al., 2000). Die pl5-Expression wird jedoch durch den “Transforming Growth Factor
Beta” (TGF-3) induziert (Hannon und Beach, 1994; Stone et al., 1995a), wihrend pl6 eine wichtige Rolle
bei der Zellalterung zu spielen scheint (Kim und Sharpless, 2006; Krishnamurthy et al., 2004; Zindy et al.,
1997). p16 wird in Zelllinien von nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen und Fibroblasten fiir die Blockade
des Zellzyklus am G;/S-Ubergang als Reaktion auf DNA-Schiden, wie sie zum Beispiel durch Zytostatika-
therapie verursacht werden, bendtigt (Shapiro et al., 1998). Fehlende pl16-Expression ermdglicht also nicht
nur unkontrollierte Zellvermehrung, sondern kann in den genannten Zelllinien auch die Aktivierung von

DNA-Reparaturmechanismen verhindern.

1.2.4 Funktion des p14/ARF-Proteins

Das seit langem bekannte Tumorsuppressorprotein pb3 verhindert ein Fortschreiten des Zellzyklus durch
Induktion der p21/Wafl/Cipl-Expression, kann DNA-Reparaturmechanismen aktivieren und den program-
mierten Zelltod (Apoptose) einleiten (Hickman et al., 2002). p14/ARF wirkt durch Mdm2-vermittelte Inhi-
bitionshemmung indirekt begiinstigend auf die p53-Expression. p53 wirkt seinerseits im Sinne einer Riick-
kopplungshemmung inhibitorisch auf die p14/ARF-Expression (Besson und Yong, 2001; Harris und Levine,
2005; Sherr, 1998, 2001). Entsprechend konnte in Zellen ohne p53-Expression eine erhéhte Expression des
pl4/ARF Proteins bzw. seines Maushomologs p19/ARF gemessen werden (Quelle et al., 1995; Stott et al.,
1998). Zusitzlich scheint pl4/ARF aber auch von p53 unabhéngige wachstums- und zellzyklusregulierende
Funktionen zu entfalten (Ha et al., 2007). Reguliert wird die pl14/ARF-Expression seinerseits durch E2F1,
sodass auch funktionell eine Verbindung zwischen der p16/CDK/Rb- und der pl4/Mdm2/p53-Kaskade be-
steht (Dimri et al., 2000; Gil und Peters, 2006; Lowe und Sherr, 2003). Sowohl am G;/S- als auch am
Gy /M-Ubergang konnte unter pl4/ARF-Uberexpression ein Zellzyklusarrest beobachtet werden (Ivanchuk
et al., 2001; Modestou et al., 2001).

1.2.5 Biologische Bedeutung von p16 und p14/ARF fiir maligne Gliome

Deletionen am INK4A /ARF-Lokus, die zum Teil auch INK4B einschlossen, konnten 1997 als Ursache des fa-
milidren Melanom-Astrozytom-Syndroms (MIM 155755) und weiterer familiar gehduft auftretender Tumoren
des Nervensystems identifiziert werden (Bahuau et al., 1997, 1998). Vor allem in héhergradigen Gliomen spie-
len Deletionen am INK4A /ARF-Lokus und Inaktivierungen der Expression von p16 und pl4/ARF eine wich-
tige Rolle (Louis, 2006). Systematische Analysen an 136 Glioblastomen und 39 anaplastischen Astrozytomen
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zeigten, dass in etwa zwei Drittel aller Glioblastome gleichzeitig Mutationen vorliegen, die zur funktionellen
Inaktivierung der beiden zellzyklusregulatorischen Signalwege (— Seite 13) aus Rb, CDK4 und p16/INK4A
einerseits und p53, Mdm2 und pl4/ARF andererseits fiihren (Ichimura et al., 2000). Am einfachsten ge-
schieht dies durch Kodeletionen der benachbarten INK4A /ARF- und INK4B-Gene auf Chromosom 9p21
(Besson und Yong, 2001; Labuhn et al., 2001). Gelegentlich fiihren Punktmutationen und Deletionen zu mu-
tierten, zum Teil instabilen Transkripten, und in vielen Tumoren hemmt eine Promotor-Methylierung und
eine Chromatinkondensation die Expression von pl6, pl5, pl4/ARF, Rb oder des Og-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase-Enzyms (MGMT) (so genanntes “transcriptional silencing”) (Costello et al., 1996; Esteller
et al., 2000; Fueyo et al., 1996; Merlo et al., 1995; Ohta et al., 2006; Park et al., 2000; Schmidt et al., 1997).
Dabei gibt es Hinweise dafiir, dass Inaktivierungen von MGMT und pl4/ARF praktisch nicht gemeinsam
vorkommen (Watanabe et al., 2007).

In 96% der Glioblastome mit Stérungen von Rb, CDK4, pl6/INK4A oder pl5/INK4B finden sich
auch Verdnderungen von pl4/ARF, p53 oder Mdm2 (Ichimura et al., 2000). Méiuse mit ausgeschalteter
INK4A /ARF-Expression entwickelten vermehrt Lymphome und Sarkome, wihrend Mé&use, bei denen das
Exon 15 inaktiviert und damit nur die Expression von pl4/ARF ausgeschaltet wurde, zusétzlich auch zu
10% Gliome entwickelten (Ivanchuk et al., 2001). Durch Transfer von EGFR-Genen in fir INK4A/ARF
heterozygote Méuse konnten gliomahnliche Lésionen induziert werden. Im Gegensatz dazu war bei Wildtyp-
Tieren und fiir p53 heterozygoten Mausen zusétzlich ein Transfer von CDK4-Genen erforderlich (Holland
et al., 1998).

Hoherer histologischer Grad korreliert bei Astrozytomen mit pl6-Expressionsverlust (Miettinen et al.,
1999), und bei anaplastischen Oligodendrogliomen (WHO-Grad I1I) finden sich ebenfalls hdufiger Stérungen
der p16/CDK4/Rb-Signalkaskade als bei niedergradigen Oligodendrogliomen (Watanabe et al., 2001). In
Untersuchungen von 36 Astrozytomen und 42 Oligodendrogliomen korrelierte in beiden Gruppen ein pl6-
Expressionsverlust mit kiirzerer Uberlebenszeit der Patienten (Miettinen et al., 1999). In Zellkultur und im
Mausmodell begiinstigten zusétzliche INK4A /ARF-Inaktivierungen die Entwicklung von PDGF-induzierten
Oligodendrogliomen und Oligoastrozytomen, und insbesondere pl4/ARF-Expressionsverluste resultierten in
einem hoheren Grad der erzeugten Tumoren (Dai et al., 2001; Tchougounova et al., 2007). Ahnliche Befunde
ergaben sich auch bei durch die Onkoproteine K-ras und Akt induzierten Gliomen (Uhrbom et al., 2002,
2005).

Sowohl in vitro als auch in vivo spielen Inaktivierungen beider von INK4A /ARF beeinflusster zellzyklus-
regulatorischer Signalwege also eine wichtige Rolle bei der Gliomentstehung. Stérungen der INK4A /ARF-
Expression sind insgesamt typisch fiir Gliome der WHO-Grade I und IV.
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1.3 Der Einfluss der INK4A /ARF-Produkte auf die Zytostatika-

sensitivitat von Gliomen

1.3.1 Zytostatikawirkung im Zellzyklus

Einige Zytostatika wirken zellzyklusphasenspezifisch, also nur auf Zellen, die sich in einer bestimmten Pha-
se des Zellzyklus befinden. So wirken Vinca-Alkaloide und Taxane auf die Mikrotubuli der Mitosespindel
und somit hauptséchlich in der M-Phase. Vincristin hemmt zum Beispiel die intrazelluldre Tubulinsynthese
und arretiert die Zellen in der Metaphase der Mitose. Antimetaboliten wie Methotrexat und 5-Fluorouracil
wirken besonders in der S-Phase. Die zytostatischen Effekte von Alkylanzien und Anthrazyklinen sind zell-
zyklusphasenunabhéngig. BCNU und CCNU alkylieren DNA, RNA und Proteine und wirken auf Zellen in
allen Zellzyklusphasen, d. h. auch auf ruhende Zellen, die sich in der Gg-Phase befinden (Keilholz et al.,
2006).

1.3.2 Molekularbiologie

Eine DNA-Schiadigung durch Zytostatika fiithrt bei subletalen Dosen zum Zellzyklusarrest und zumindest
zum Versuch einer Reparatur der eingetretenen Schédigung. Diese Vorgénge werden wesentlich, wie be-
schrieben (— Seite 13), durch die zellzyklusregulatorischen Signalwege p16/CDK/Rb und p14/Mdm2/p53
gesteuert (Ivanchuk et al., 2001). Ein Ziel einer Zytostatikatherapie ist die Induktion des programmierten
Zelltodes (Apoptose) in der Tumorzelle (Hannun, 1997; Makin, 2002). An der Steuerung des programmierten
Zelltodes nehmen verschiedene Proteine teil, zum Beispiel p53 (Li et al., 1998; Zunino et al., 1997), Rb und
E2F (Hickman et al., 2002). p53 kann dabei durch eine Vielzahl unterschiedlicher, zum Teil synergistisch
wirkender, genetischer, metabolischer und physikalischer Stimuli aktiviert werden, was entweder zur Einlei-
tung der Apoptose oder zu einem Zellzyklusarrest fiihrt (Giaccia und Kastan, 1998; Pawlik und Keyomarsi,
2004). Insbesondere scheint eine gleichzeitige p53-Aktivierung durch DNA-Schidden und durch p14/ARF zur
Induktion des programmierten Zelltodes zu fithren (de Stanchina et al., 1998).

Die geschilderten Befunde lassen vermuten, dass auch pl6 und pl4/ARF die Zytostatikawirkung bei

Gliomen beeinflussen kénnen (Cairncross et al., 1998; Mason et al., 1997).

1.4 Fragestellungen der Arbeit

1.4.1 Problematik

Leider kann bisher der individuelle Erfolg einer Zytostatika-Therapie bei Gliomen allein aufgrund histomor-
phologischer Kriterien nicht befriedigend vorausgesagt werden. Molekulargenetische Analysen konnten die
Identifikation von Gliomen ermdglichen, welche auf eine Zytostatikatherapie ansprechen (Hegi et al., 2005;

Ino et al., 2000; Mason et al., 1997; Schmidt et al., 2002; Weller et al., 1998).
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Eine retrospektive Korrelation der Tumorgenetik mit dem klinischen Ansprechen auf eine Zytostase
(Cairncross et al., 1998; Esteller et al., 2000; Hegi et al., 2005; Krex et al., 2007) kann Hinweise auf genetische
Marker liefern, die als positive oder negative Pradiktoren in Frage kommen. Zur Aufklarung der funktionellen
Relevanz einzelner Proteine bieten sich Zellkulturuntersuchungen an.

Die zu Beginn der Arbeit an dieser Dissertation vorliegenden in-vitro-Untersuchungen zur Rolle von pl6
bei der Zytostatikasensitivitit hatten zu widerspriichlichen Ergebnissen gefiihrt (Fueyo et al., 1998; Fukuoka
et al., 1997; Hama et al., 1998; Prabhu et al., 1999; Stone et al., 1996).

Zum Einfluss des pl4/ARF-Proteins auf die Zytostatikasensitivitdt lagen zu Beginn der Arbeit keinerlei

Erkenntnisse vor.

1.4.2 Experimenteller Ansatz

Ausgehend von Vorarbeiten (Simon et al., 1999) wurden fiir die Untersuchungen zum Einfluss von p16 auf die
Zytostatikasensitivitdt die beiden induzierbaren Gliomzelllinien U87+p16tTA und U373+pl16tTA verwendet.
Das dort benutzte von Gossen und Bujard entwickelte induzierbare t TA-System erlaubt, durch den Einsatz
eines Tetrazyklin-abhéngigen Promotors die Expression von pl6 in identischen Zellen durch Variation der
Tetrazyklinkonzentration im Nihrmedium zu regulieren (Gossen und Bujard, 1992).

Beide Zelllinien exprimieren kein endogenes pl6, pl5 oder pl4/ARF, wohl aber Rb-Protein. US7-MG,
die Stammlinie von U87+pl6tTA, exprimiert im Gegensatz zu U373-MG Wildtyp-p53 (Simon et al., 1999).
Die Transfektion von U87+pl6tTA-Zellen mit einem pl4/ARF-Expressionsvektor fiithrt zu einer deutlichen
Tumorsuppression in vitro, bestétigt also die Expression von p53 in diesen Zellen (Koster und Simon, un-
verdffentlicht). Somit konnten zwei unterschiedliche genetische Umgebungen studiert werden.

Fiir die Untersuchungen zum Einfluss von pl4/ARF auf die Zytostatikasensitivitit wurde in Zellen der
pb3-exprimierenden U87-MG-Zelllinie stabil ektopes pl4/ARF transfiziert.

Da einige Zytostatika zellzyklusspezifisch und andere zellzyklusunspezifisch wirken und deshalb ein unter-
schiedliches Verhalten zu erwarten ist, sollte aus jeder Gruppe exemplarisch ein Zytostatikum herausgegriffen
werden. In der zytostatischen Behandlung von Gliomen spielen in der Klinik das aus Procarbazin, CCNU und
Vincristin bestehende PCV-Schema sowie Nitrosoharnstoffe (z. B. ACNU, BCNU) und neuerdings Temozo-
lomid als Monotherapie eine Rolle. Vincristin wirkt als Spindelgift zellzyklusspezifisch in der Mitose-Phase.
Procarbazin, Nitrosoharnstoffe und Temozolomid sind als Alkylanzien alle der zellzyklusunspezifischen Grup-

pe zuzurechnen. Untersucht wurden daher Vincristin und BCNU.
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Materialien und Methoden

2.1 Tumorzelllinien

Die humanen Gliomzelllinien U373-MG und U87-MG und die Zervixkarzinom-Zelllinie HeL.a wurden von der
American Type Culture Collection (ATCC) bezogen. Alle Zelllinien wurden standardméfig in mit 10%igem
Kélberserum (FBS), nicht-essentiellen Aminoséduren, Vitaminen und Antibiotika-Antimykotika angereicher-
tem MEM (minimum essential medium von Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein (Deutschland)) ge-

zlichtet.

2.1.1 Induzierbare Subklone

Mit dem von Gossen und Bujard (Gossen und Bujard, 1992) beschriebenen, Tetrazyklin-kontrollierten Ex-
pressionssystem wurden von Simon et al. Gliomzelllinien mit induzierbarer p16-Expression hergestellt (Simon
et al., 1999). Durch Zugabe von Tetrazyklin zum Nidhrmedium kann die pl6-Expression in diesen Zelllinien
reversibel unterdriickt werden. Als Selektionsmedium fiir die Transfektion des induzierbaren Systems wurde
Neomycin verwendet. In Neomycin- und Tetrazyklin-haltigem Medium, das im weiteren NeoTet oder Sup-
pressionsmedium genannt wird, ist daher keine pl16-Proteinexpression zu erwarten, wihrend in ausschlieflich
Neomycin-haltigem, das analog als Neo oder Anschaltmedium bezeichnet wird, mit einer p16-Expression zu
rechnen ist. Fiir die hier beschriebenen Analysen wurden die Zelllinien U87+pl16tTA und U373+pl6tTA

verwendet.

Charakterisierung des An- und Abschaltverhaltens von U87-+pl6tTA- und U373+ pl6tTA-

Zellen mit induzierbarer pl6-Expression

Zur Analyse des Anschaltverhaltens wurden induzierbare Zellen in NeoTet-Medium ausgesét und 24 Stunden
spater das Medium durch Neo ersetzt und zum ersten Mal Protein isoliert. Nach einer, zwei, vier, acht,
zwolf, 24, 36, 48, 72, 96 und 144 Stunde(n) wurde erneut Protein isoliert. Der Gesamtproteingehalt der

Proben wurde bestimmt, und dquivalente Proteinmengen wurden zur Proteinelektrophorese eingesetzt. Nach
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Abbildung 1: Titrierbarkeit des pl6-Expressionsniveaus in Abhéngigkeit von der Tetrazyklinkonzentration
in U87+pl6tTA-Zellen (HeLa=pl6 exprimierende Zervixkarzinomzelllinie als Positivkontrolle; Tu 583=pl6
exprimierender Tumor als Positivkontrolle; Tet=Tetrazyklin) (Koster und Simon, unveréffentlichte Abbil-

dung)

doppelter Immunoblotfarbung in Western-Blot-Technik mit Anti-p16-Antikdrper lieft sich semiquantitativ die
pl6-Expression zum Zeitpunkt der Proteinisolierung bestimmen.

Zur Analyse des Abschaltverhaltens wurden induzierbare Zellen eine Woche in Neo-Medium kultiviert,
dann (zum Zeitpunkt t= —1d) wurde erstmals Protein isoliert und 24 Stunden spéter das Medium gewechselt
und bei der Hilfte der Kulturschalen durch NeoTet ersetzt. Zu diesem Zeitpunkt (t= 0d), nach zwolf, 24, 36
und 48 Stunden sowie nach drei, vier, sechs, acht, zehn und zwdlf Tagen wurde jeweils in beiden Gruppen
wiederum Protein isoliert. Die Western-Blot-Analyse wurde auch hier nach dem beschriebenen Protokoll

durchgefiihrt.

Abhingigkeit des pl6-Expressionsniveau von der Tetrazyklinkonzentration in induzierbaren

U87+pl16tTA- und U373+ pl6tTA-Zellen

Nach den in der Arbeitsgruppe erhobenen Daten (Simon et al., 1999), bei denen semiquantitativ die pl16-
Expression in U87+pl6tTA- und U373+pl6tTA-Zellen mittels Western-Blot-Analyse in Abh#ngigkeit von
der Tetrazyklinkonzentration im Medium bestimmt wurde, ist in den verwendeten induzierbaren Zelllinien
die pl6-Expression titrierbar (Abbildungen 1, 2 und 3 auf den Seiten 19 und 20).

Bei einer Tetrazyklinkonzentration von 5 - 1075 mg/1 ist in beiden Zelllinien eine ungefihr halbmaxi-
male pl6-Expression zu beobachten. Im Anschaltmedium wurde daher eine geringe restliche Tetrazyklin-
konzentration von 5 - 107¢ mg/ml eingestellt, um ein mittleres p16-Expressionsniveau einzustellen, welches
in etwa mit der pl6-Expression in den als Kontrollen mitgefiithrten Zelllinien HeLa und der U373-MG-
Stammzelllinie vergleichbar ist. Diese enthalten keine INK4A-Mutationen und kénnen daher als Modell

eines pl6-exprimierenden Tumors gelten (Simon et al., 1999).
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Abbildung 2: Titrierbarkeit des (semiquantitativ mit einem digitalen Bildauswerter bestimmten) pl6-
Expressionsniveaus in U87+pl6tTA-Zellen in Abhéngigkeit von der Tetrazyklinkonzentration im Medium
(Késter und Simon, unveréffentlichte Abbildung)
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Abbildung 3: Titrierbarkeit des (semiquantitativ mit einem digitalen Bildauswerter bestimmten) pl6-
Expressionsniveaus in U373+pl6tTA-Zellen in Abhédngigkeit von der Tetrazyklinkonzentration im Medium
(Simon et al., 1999)
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2.2 Zytostatika

Vincristin wurde als “Vincristin Liquid, Lilly” von Lilly, Giefen, bezogen. BCNU (Carmustin) wurde als

“Carmubris” von Bristol-Myers Sqibb, Miinchen, bezogen.

2.3 Western Blot

2.3.1 Verwendete Reagenzien

e Protein-Lysepuffer: 0.25 mM Tris-HC1 (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Nonidet-P-40 (Nonylphenylpoly-
ethylene glycol), 0.02% NaNj, 10 pug/ml Leupeptin, 10 pug/ml Pepstatin A | 200 pg/ml PMSF

e SDS-PAGE-Ladepuffer: 100 mM Tris-HC1 (pH 6.8) plus 4% SDS, 2% Mercaptoethanol, 0.2% Brom-
phenolblau, 20% Glycerin

o Tris-HCl-Puffer fiir Sammelgel 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

o Tris-HCl-Puffer fiir Trenngel 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)

e Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0.5% (w/v) SDS

e Transfer-Puffer: 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 20% Methanol (pH ca. 8.3)
e TBS: 50 mM Tris-HC1 (pH 8.0), 150 mM NaCl

o Tween-TBS: TBS plus 0.1% Tween 20

e Block-Puffer: Tween-TBS (s.o.) plus 5% Trockenmilch (BioRad, Miinchen)

e Antikorper-Puffer: Tween-TBS plus 0.1% Rinderserumalbumin

e Wasch-Puffer: Tween-TBS plus 0.25% Trockenmilch

e BCIP = 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-Phosphat (AP-Substrat)

e NBT — Nitroblautetrazolium

Die Chemikalien wurden bezogen von Sigma-Aldrich, Taufkirchen; Methanol von Merck, Darmstadst.

e Antikorper: monoklonaler Maus-anti-Human-p16-Antikérper (Pharmingen, San Diego, CA, USA), Ziege-
anti-Maus-IgG AP-konjugiert (Jackson, West Grove, PA, bezogen iiber Dianova, Hamburg)
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2.3.2 Verfahren

Die kultivierten Zellen wurden mit Serum-freiem Medium gewaschen, in mdglichst wenig Protein-Lysepuffer
(100 pl pro 3.5-cm-Schale) gesammelt, mit einem Ultraschallhomogenisator unter Kiihlung mit Eis fiir 30 Se-
kunden lysiert und 20 Minuten bei 20 000 g zentrifugiert. Nach der photometrischen Bestimmung der Protein-
konzentration in den Uberstdnden mit Hilfe des Bicinoin-Siure-Assays (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurden
die Proben bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert. Fiir die SDS-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfat /Poly-
Acrylamid-Gel-Elektrophorese) wurden Aliquots entsprechend 30 pg Protein 1:1 mit SDS-PAGE-Ladepuffer
gemischt, zehn Minuten lang bei 90°C denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Zusammen mit einem vor-
gefarbten Molekulargewichtsstandard (Kaleidoscope Prestained Standard, BioRad, Miinchen) wurden die
Proben auf SDS-PAGE-Gele geladen [Sammelgel: 4% AA / Bis-AA (19:1) in 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) plus
1% SDS; Trenngel: 15% AA / Bis-AA (19:1) in 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) plus 1% SDS| und fiir 90 Minuten
bei 60-70 mA elektrophoretisch getrennt. Durch Elektroblotten in Transferpuffer fiir zwei Stunden bei 100
Volt im Kiihlraum wurden sie auf PVDF-Membranen iibertragen. Die Membranen wurden zur Fixierung
der Proteine etwa 10 Sekunden lang mit Methanol behandelt, 15 Minuten an der Luft getrocknet und in
Block-Puffer fiir ein bis zwei Stunden bei Raumtemperatur geblockt. Dann wurden sie iiber Nacht bei 4°C
mit dem monoklonalen Maus-anti-Human p16-Antikorper (1:500 verdiinnt in Antikorper-Puffer) sowie, nach
dreimaligem Waschen mit Waschpuffer, mit dem AP-konjugierten Ziege-anti Maus IgG (1:2000 verdiinnt in
Antikorper-Puffer fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur) inkubiert. Die Banden wurden mit NBT-BCIP un-
ter Sichtkontrolle entwickelt und mit einem digitalen Bildauswerter semiquantitativ analysiert. Als Maf fiir
die relative Bandenstéarke dienten Fliche und Farbintensitdt der Banden, die mit dem Alpha-Innotec-Imager

bestimmt wurden.

2.4 Transfektion von U87-MG-Zellen mit pBabe+pl4/ARF- und
pBabePuro-Vektoren und Ziichtung monoklonaler Subklone

Die Transfektion der Zellen wurde mit Lipofectin (Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein) nach Herstel-
lerangaben unter optimierten Bedingungen durchgefiihrt: 10° Zellen pro 3.5 cm-Schale wurden mit 2-4 pl
Lipofectin und 2 pg (mit Scal linearisierter) pBabePuro-p14/ARF-Plasmid-DNA in 2 ml OptiMEM (Gibco
BRL Life Technologies, Eggenstein) fiir 12-24 Stunden inkubiert. Transfektionen mit dquimolaren Men-
gen pBabePuro wurden als Negativkontrolle benutzt. Zur Regeneration und Vermehrung wurden die Zellen
zunédchst in Normalmedium (MEM) ausgesét. Nach 48-72 Stunden wurden die Zellen in 4 pg/ml Puro-
mycin enthaltendes Selektionsmedium umgesetzt, um die effektiv transfizierten Zellen, welche die fiir die
Puromycin-Resistenz kodierende DNA enthalten, zu selektieren. Aus einzelnen Zellen, die in Puromycin-

Selektionsmedium iiberlebten, wurden monoklonale Subklone geziichtet.
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2.5 RT-PCR

Die Gesamt-RNA wurde mithilfe von Trizol (Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein) isoliert. Mit dem
“SuperScript II Reverse Transcriptase Kit” (Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein) wurde Einzelstrang-
c¢DNA synthetisiert. Die Bedingungen fiir die Polymerase-Ketten-Reaktion wurden mit Hilfe des Optimizer
Kits (Invitrogen, Leek, Niederlande) in Bezug auf pH-Wert, Magnesium-Konzentration und “Annealing”-
Temperatur optimiert.

Eine Standard-PCR enthielt “Optimizer-Puffer F” (pH 9.0) mit einer 2.0 mM Magnesium-Endkonzen-
tration, 0.2-0.5 ng Einzelstrang-cDNA, 0.5-1.0 pmol jedes Primers, 5% DMSO, 0.25mM dNTP’s und 0.2 U
Taq-Polymerase (Boehringer, Mannheim, Deutschland). Als Primer fiir die RT-PCR-~Analyse der p14/ARF-
Expression wurden die Nukleotidsequenzen 5’-GAG TGA GGG TTT TCG TGG TTC-3’ und 5-AGC TCC
TCA GCC AGG TCC AC-3’ verwendet. Es wurden 37 Zyklen mit “Annealing” bei 58°C fiir 40 Sekunden
und mit “Extention” bei 72°C fiir 60 Sekunden durchgefiihrt.

2.6 Klonogenitatsmessung durch MTS-Assay

Von den Mikrotiterplatten wurden die Medien abgesaugt und diese einmal mit OptiMEM gespiilt. Zu den
Zellen enthaltenden Vertiefungen und einer zusétzlichen Reihe als Reagenzienkontrolle wurden 100 pl Op-
tiMEM und 20 pl nach Herstellerangaben angesetzte kombinierte MTS/PMS-Losung aus dem “CellTiter
96© AQueous-Kit” (Promega, Madison, WI, USA) pipettiert. Die Platten wurden zwischen einer und vier
Stunden bei 37°C vor Licht geschiitzt in befeuchteter 5%-COs-Atmosphire inkubiert. Danach wurden die
Reaktionen durch Zugabe von 25 ul 10%iger SDS-Losung gestoppt und in einem Mikrotiterplatten-Leser bei
490 nm die Extinktionen bestimmt. Die mit dem MTS-Assay ermittelten Extinktionswerte représentieren
keine absoluten Zellzahlen, sondern verhalten sich lediglich innerhalb eines Experimentes proportional zur

Zahl der noch lebenden Zellen.

2.7 Vergleich von Zytostatikawirkungen

2.7.1 Voriiberlegungen zur Erstellung von Dosiswirkungsbeziehungen

Um Zytostatikawirkungen in vitro zu vergleichen, bietet sich die Erstellung von Dosiswirkungskurven an,
bei denen die relative Uberlebensrate der Zellen gegen die Zytostatikadosis aufgetragen wird. Im Idealfall
erwartet man sigmoidale Kurven, die auf der Abszisse gegeneinander verschoben sind. Durch die graphische
Bestimmung der halbmaximalen Hemmdosen in diesen Kurven kann diese Verschiebung und damit die
Grofe des Effekts auf die Zytostatikasensitivitdt veranschaulicht werden. Von klinischer Relevanz wire ein
Effekt der im Bereich der erreichbaren Tumorgewebekonzentrationen von Vincristin und BCNU lége, zu
deren Abschétzung vereinfachend die maximal erreichbaren Plasmakonzentrationen herangezogen wurden

(Jackson Jr. et al., 1981; Levin et al., 1978; Newton et al., 1999; Owellen et al., 1977).
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Es sollte ein Dosisbereich beobachtet werden, der die in vivo erreichbare Plasmakonzentration beim Men-
schen einschliefft und in dem mit hoher Wahrscheinlichkeit die halbmaximale Hemmdosis (ID5q) fiir die zu
untersuchenden Zelllinien U373+pl16tTA und U87+pl6tTA liegt. Die erreichbaren maximalen Plasmakon-
zentrationen von Vincristin liegen im Bereich von 4-107% mg/ml (Owellen et al., 1977) und die von BCNU
im Bereich von 2-107% mg/ml (Levin et al., 1978). Bei in-vitro-Sensitivitétspriifungen an Astrozytombiop-
saten konnten bei Vincristinbehandlung halbmaximale Hemmdosen (IDs50) zwischen 107!° und 107¢ mg/ml
gemessen werden. Bei CCNU-Behandlung lagen diese fiir einige empfindliche Tumoren zwischen 10~* und
10~2 mg/ml und fiir die restlichen deutlich {iber der erreichbaren Plasmakonzentration (Morgan et al., 1983).
Vor dem Hintergrund dieser Daten wurde fiir Vincristin ein Bereich von 10~® bis 1072 mg/ml und fiir BCNU
ein Bereich 3-107% bis 3-10~! mg/ml zur Beobachtung gewiihlt, der jeweils in sieben logarithmisch skalierte
Dosisstufen eingeteilt wurde.

Da bei biologischen Prozessen wie dem Zellwachstum eine grofte Streuung zu erwarten ist, wurde pro
Dosisstufe fiir die am Ende ermittelte Zellzahl der Mittelwert von acht Kulturschalen zugrunde gelegt. Bei
sieben Dosisstufen zuziiglich der Nullkontrolle ohne Zytostatikum und der zelllosen Reagenzienkontrolle fiir
den MTS-Assay ergaben sich somit pro Zelllinie und Zytostatikum 72 Kulturschalen. Am einfachsten ist eine
solche Zahl auf 96er-Mikrotiterplatten unterzubringen, die zudem die Méglichkeit bieten, den zur Auswertung
zu verwendenden MTS-Assay sehr effizient ohne zusétzliche Fehlerquellen mit einem Mikrotiterplatten-Leser
abzulesen und zu dokumentieren.

Allerdings ergeben sich durch die Verwendung von Mikrotiterplatten auch Probleme, die direkt aus der
geringen Grofe der einzelnen Vertiefungen resultieren. Zunéchst muss verhindert werden, dass Vertiefungen
zu voll wachsen. Wenn némlich in nur einer Subpopulation (erwartungsgeméfs am ehesten in der zytostatika-
losen Nullkontrolle) ein ungestortes Zellwachstum nicht mehr gewéahrleistet ist, weil das Verhéltnis zwischen
Néhrstoffangebot und Zellzahl nicht mehr optimal ist bzw. die Nahrstoffversorgung von Teilen der Popula-
tion mechanisch behindert wird oder je nach verwendetem Klon Kontaktinhibitionseffekte auftreten, wére
die gesamte Dosiswirkungskurve verfilscht und nicht zu verwenden. Mit brauchbaren Ergebnissen ist also
nur zu rechnen, wenn sich alle im Experiment verwendeten Zellpopulationen von der Aussaat bis zur Aus-
wertung mittels MTS-Assay in exponentieller Wachstumsphase befinden. Die Zeit von der Aussaat bis zur
Auswertung sollte daher so kurz wie moglich gehalten werden. Auferdem muss die Zellzahl, die ausgeséat
wird, fiir jede verwendete Zelllinie einzeln experimentell optimiert werden. Bei zu grofer Zellzahl wird bei
den Subpopulationen mit geringer Zytostatikadosis und insbesondere den Nullkontrollen die exponentielle
Wachstumskinetik verlassen. Wird die Zellzahl zu gering gewéhlt, kann ein bei der Aussaat und bei Medien-
wechseln unvermeidlicher Verlust von lebendem Zellmaterial nicht ausreichend abgefangen werden, und der

gesuchte Effekt wird im Verhé&ltnis zu den gleich bleibenden Stéreffekten und Fehlerquellen zu klein.
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2.7.2 Erstellen eines optimierten Protokolls
Zellverlust durch Medienwechsel

Der unkontrollierte Verlust von Zellmaterial bei jedem Medienwechsel durch Absaugung ist bei 96er-Mikro-
titerplatten betrachtlich. Zur Beurteilung des Zellverlusts als Fehlerquelle wurden jeweils 1000 Zellen von
U373+4pl6tTA und U87+pl6tTA in 80 Vertiefungen ausgesit. Nach 24 Stunden wurde bei der Hélfte der
Vertiefungen das Medium dreimal hintereinander zunéchst mit normalem Pumpensog abgesaugt und dann
erneuert. Nach wiederum 48 Stunden wurden die {iberlebenden Zellen durch MTS-Assay quantifiziert. So-
wohl bei den U373+pl6tTA- als auch bei den U87+pl6tTA-Zellen ging dabei durch die Medienwechsel im
Vergleich zur Kontrollgruppe bis zu 80% des Zellmaterials verloren. Auferdem nahm die Standardabwei-
chung im Verhéltnis zum Mittelwert bei U373+p16tTA-Zellen von 6% auf 20% und bei U87+pl16tTA-Zellen
von 15% auf 29% zu.

Nachdem beim Absaugen die Sogstérke reduziert und im Rahmen der Protokolloptimierung die Zahl der
Medienwechsel auf ein Minimum reduziert wurde, konnten deutlich geringere Streuungen der gemessenen

Extinktionswerte erreicht werden.

Klonogenititseffekte der Zielgene

Fiir beide zu untersuchenden Proteine p16 und pl4/ARF wurde bereits ein wachstumshemmender Effekt auf
Gliomzellen in vitro nachgewiesen. Die Zahl der koloniebildenden Einheiten sank acht Tage nach Aktivierung
der pl16-Expression im induzierbaren tTA-System durch Tetrazyklin-Entzug hochsignifikant gegeniiber den
Kontrollgruppen fiir U373+pl6tTA unter 35% und fiir U87+pl6tTA unter 15% (Simon et al., 1999).

In U87-MG-Zellen konnten drei bis vier Wochen nach Transfektion mit pBabe+pl4/ARF ca. 90% weniger
koloniebildende Einheiten als nach Transfektion mit pBabePuro gezéhlt werden. In Zelllinien mit mutiertem
p53 war der wachstumshemmende Effekt weniger stark ausgepriagt (Simon et al., 1999).

Von Zellen, in denen diese Gene exprimiert werden, ist also ein deutlich geringeres Zellwachstum zu erwar-
ten. Daher wurden die unter Zytostatikabehandlung gemessenen Zellzahlen jeweils prozentual zu Kontrollen

ohne Zytostatikaexposition ins Verhéltnis gesetzt.

Aktivierung des induzierbaren tTA-Systems

Bei den induzierbaren Zelllinien wurde das 2 - 1073 mg/ml Tetrazyklin enthaltende Suppressionsmedium 24
Stunden nach der Aussaat entfernt und in der Gruppe mit pl6-Expression durch Medium mit einer Rest-
Tetrazyklinkonzentration von 5 - 1076 mg/ml ersetzt, sodass eine ungefiihr halbmaximale p16-Expression
eingestellt war (— Seite 19). In der Vergleichsgruppe ohne pl6-Expression wurde wieder Suppressionsmedi-
um zugegeben. Der gesuchte, die Zytostatikawirkung modulierende, p16-Effekt kann erst beobachtet werden,
nachdem sowohl eine ausreichende pl6-Expression erreicht ist als auch die Zytostatikaexposition begonnen
wurde. Der storende wachstumshemmende pl6-Effekt manifestiert sich jedoch unabhéngig von der Zytosta-

tikaexposition mit Beginn der pl6-Expression. Die Zytostatikaexposition sollte daher moglichst zeitgleich
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mit dem Erreichen einer ausreichenden pl6-Expression beginnen, damit einerseits wahrend der gesamten
Expositionszeit pl6 ausreichend exprimiert wird und andererseits der stérende wachstumshemmende p16-
Effekt minimiert wird. Die Zeit bis zum Beginn der Zytostatikaexposition musste daher dem individuellen
Anschaltverhalten (— Seite 29) der induzierbaren Zelllinien angepasst werden.

Wahrend bei U373+pl16tTA nach 24 Stunden eine ausreichende pl16-Expression zu beobachten war, war
das bei U87+pl6tTA erst nach 72 Stunden der Fall (— Seite 29). Entsprechend wurde je nach Zelllinie 24
bzw. 72 Stunden gewartet.

In einem Vorversuch wurden jeweils 7000 Zellen von U87+p16tTA in 36 Kulturschalen und jeweils 4000
Zellen von U373+4pl6tTA in 36 Kulturschalen in Suppressionsmedium ausgesét. Dann wurde pro Zelllinie in
jeweils 24 Kulturschalen dem Zeitplan entsprechend das induzierbare System angeschaltet, wahrend in jeweils
zwoOlf Kulturschalen das Suppressionsmedium nur gewechselt wurde. Nach 72 Stunden bei U87+p16tTA und
24 Stunden bei U373+pl6tTA wurde die Zellzahl durch MTS-Assay verglichen.

Durch die pl6-vermittelte Wachstumshemmung lagen die Zellzahlen bei den pl6 exprimierenden Grup-
pen nach dieser Wartezeit fiir U87+pl16tTA bei 70% der Zellzahlen der p16 nicht exprimierenden Vergleichs-
gruppe. Fir U373+pl6tTA lagen sie bei 73% der Vergleichsgruppe. Die Standardabweichungen lagen dabei

zwischen fiinf und neun Prozent der Mittelwerte.

Zytostatikaexposition und Erholungszeit

Nach der jeweils notwendigen Wartezeit wurde das Medium entfernt und unter Beachtung der erforderlichen
Sicherheitsvorkehrungen durch ein Medium mit Zytostatikazusatz in den gewiinschten Dosisstufen zuziiglich
der Nullkontrolle ohne Zytostatikazusatz ersetzt. Dann musste so lange gewartet werden, bis mindestens ein
Zellzyklus durchlaufen war. Nach der Zytostatikaexposition wurde den Zellen eine Erholungszeit eingerdumt,
damit sich der eigentliche zytostatische Spéateffekt manifestieren konnte. Zellen, die durch den genetischen
Schaden zwar nicht abgetotet wurden, die aber ihre Teilungsfahigkeit verloren hatten, sollten dann im Kol-
lektiv der nach wie vor teilungsfahigen Zellen untergehen. Nach dem Ende der Expositionszeit wurde daher
das zytostatikahaltige Medium entfernt und gegen zytostatikaloses Medium ersetzt. Je langer die Zeit zwi-
schen Beginn der Zytostatikaexposition und der abschliefenden Messung gewéhlt wiirde, desto deutlicher
wiirde sich ein pl6-Effekt auswirken. Andererseits musste die Gesamtexperimentdauer aus genannten Griin-
den (pl6-vermittelte, konzentrationsabhingige Wachstumshemmung, Wachstumseffekte durch zunehmende
Zelldichte) kurz gehalten werden.

Bei U373+pl6tTA liegt in der langsamer wachsenden Gruppe mit pl6-Expression die mittlere Ver-
dopplungszeit und damit die Zellzykluslidnge bei 32 Stunden. Fiir U87+pl6tTA konnten jedoch ca. 70
Stunden gemessen werden (Koster und Simon, unverdffentlicht). Es wurden daher im Rahmen der Opti-
mierung des Protokolls zwei Zeitpldne mit Expositionszeiten von 48 und 96 Stunden bei Erholungszeiten
von jeweils 48 Stunden miteinander verglichen. Bei der ldngeren Expositionszeit war zur Sicherstellung ei-
ner ausreichenden Nahrstoffversorgung nach 48 Stunden ein zuséitzlicher Medienwechsel erforderlich. Im

Ergebnis fiihrte der ldngere Zeitplan zu inakzeptabel groffen Streuungen der gemessenen Zellzahlen, mogli-
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cherweise mitverursacht durch den zusétzlichen Medienwechsel. In den Gruppen ohne p16-Expression konnte
aufserdem bei 96 Stunden Exposition zum Teil ein Vollwachsen der Kulturschalen und somit ein Verlassen
der exponentiellen Wachstumskinetik beobachtet werden. Daher wurde fiir beide Zelllinien ein Zeitplan mit
48 Stunden Expositionszeit und 48 Stunden Erholungszeit gewdhlt. Wahrend der Gesamtzeit von 96 Stunden
durchlief U373+p16tTA nach den vorliegenden Messungen zur Zellzyklusldnge also ungeféhr drei Zellzyklen
und U87+pl6tTA mindestens einen. Die noch teilungsfihigen Zellen miissten also gegeniiber den nicht tei-
lungsfahigen nach 96 Stunden einen Klonogenitétsvorteil um den Faktor acht fiir U373+4pl6tTA und um
mindestens Faktor zwei fiir U87+pl6tTA haben.

Optimierung der auszusienden Anfangskonzentrationen

Nach dem beschriebenen Zeitplan ergab sich fiir die U87+pl16tTA-Zellen von der Aussaat bis zur Messung
mittels MTS-Assay eine Gesamtexperimentdauer von acht Tagen. Bei der Kultivierung unterschiedlicher
Konzentrationen von U87+pl6tTA-Zellen iiber diesen Zeitraum erwies sich eine Anfangskonzentration von
1000 Zellen pro Vertiefung als optimal. Fiir die U373+p16tTA-Zellen konnte analog fiir eine Gesamtexpe-
rimentdauer von sechs Tagen eine optimale Anfangskonzentration von 5000 Zellen pro Vertiefung ermittelt
werden. Bei den U87+pBabePuro(+pl4/ARF)-Subklonen ergab sich eine Gesamtexperimentdauer von fiinf
Tagen, weil kein induzierbares System aktiviert werden musste. Die optimale Anfangskonzentration wur-
de unter Beriicksichtigung der Optimierungsergebnisse fiir U87+pl16tTA und der Verdopplungszeiten der
U87-MG-Stammlinie auf 5000 festgelegt.

Zellen der zu vergleichenden Klone wurden trypsiniert und aufgeschwemmt. Die Konzentration leben-
der Zellen wurde jeweils in drei exemplarisch gewonnenen mit Trypan-Blau gefirbten Proben mit je zwei
Zahlkammer-Fiillungen mikroskopisch bestimmt. Aus dem Mittelwert wurde die fiir die optimale Anfangs-
konzentration notwendige Verdiinnung mit (Selektiv-)Medium errechnet und die Zellsuspension auf Mikro-

titerplatten ausgesét.

Optimierte Protokolle

U373+pl6tTA

Zeitpunkt
Oh Aussaat von 5000 Zellen pro Vertiefung in Suppressionsmedium (NeoTet)
24h Medienwechsel mit Aktivierung des p16-tTA-Systems:
Suppressionsmedium (NeoTet) fiir pl6-aus-Zellen
Anschaltmedium (Neo+5-107% mg/ml Tetrazyklin) fiir pl6-an-Zellen
48h Medienwechsel mit Zytostatikazusatz im jeweiligen Medium
96h Medienwechsel mit zytostatikalosem Medium

144h MTS-Assay
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U87+pl6tTA
Zeitpunkt
Oh Aussaat von 1000 Zellen pro Vertiefung in Suppressionsmedium (NeoTet)
24h Medienwechsel mit Aktivierung des p16-tTA-Systems:
Suppressionsmedium (NeoTet) fiir pl6-aus-Zellen
Anschaltmedium (Neo+5-107% mg/ml Tetrazyklin) fiir pl6-an-Zellen
96h Medienwechsel mit Zytostatikazusatz im jeweiligen Medium
144h Medienwechsel mit zytostatikalosem Medium
168h MTS-Assay

U87+pBabePuro- und U87+pBabe-+pl4/ARF-Subklone

Zeitpunkt

Oh
24h
72h
120h

Aussaat von 5000 Zellen pro Vertiefung in Selektionsmedium (Puro)
Medienwechsel mit Zytostatikazusatz im Medium
Medienwechsel mit zytostatikalosem Medium

MTS-Assay

2.7.3 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse wurde der t-Test fiir unverbundene Stichproben mit einer Irrtumswahrscheinlich-
keit von fiinf Prozent (zweiseitig) eingesetzt. Bei der Vincristintherapie der induzierbaren U373+ pl6tTA-
und U87+pl16tTA-Zellen wurden bei den Konzentrationen 107> und 10~% mg/ml die relativen Uberlebens-
raten jeweils mit und ohne pl6-Expression gegeneinander getestet. Bei der BCNU-Therapie wurde bei den
Konzentrationen 1073 und 3-10~2 mg/ml getestet. Fiir die US7+pBabe+pl4/ARF- und U87+pBabePuro-

Subklone wurden bei den entsprechenden Konzentrationen Mittelwerte der relativen Uberlebensraten der

beiden Gruppen gebildet und gegeneinander getestet.
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Ergebnisse

3.1 Analyse der pl6-Expression in induzierbaren U87-+p16tTA-
bzw. U373+ pl6tTA-Zellen und der pl4/ARF-Expression in
U87+pBabe+pl4/ARF-Subklonen

3.1.1 Zeitliches Profil der p16-Expression in induzierbaren U373+ p16tTA- und
U87-+p16tTA-Zellen nach Tetrazyklinentzug

In U373+pl6tTA zeigte sich acht Stunden nach Anschalten des induzierbaren Systems eine monoton stei-
gende pl6-Expression, die ihr Maximum nach 24 Stunden erreichte (Abbildung 4 auf Seite 29). Fiir
U87+pl16tTA konnte erst nach 72 Stunden eine pl6-Expression beobachtet werden, die ihr Maximum nach
96 Stunden erreichte. Die maximale pl6-Expression lag sowohl bei U373+p16tTA als auch bei U87+pl16tTA
héher als die maximale p16-Expression der als Positivkontrolle mitgefiihrten HeLa-Zelllinie. Die Daten wur-

den vorab verdffentlicht (Simon et al., 1999).
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Abbildung 4: Induktion der pl6-Expression durch Tetrazyklinentzug in U373+pl6tTA-Zellen. 8 Stunden
(h) nach dem Tetrazyklinentzug (tet —) kann eine pl6-Expression nachgewiesen werden, die ihr Maximum

nach 24 Stunden erreicht (Abbildung vorab veroffentlicht in Simon et al., 1999).
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3.1.2 Zeitliches Profil der p16-Expression in induzierbaren U373+ p16tTA- und
U87+p16tTA-Zellen nach erneuter Tetrazyklinzugabe

Neben der Bestétigung des Anschaltverhaltens zeigte sich in der Neo-Kontrollgruppe, dass die p16-Expression
iiber den gesamten Beobachtungszeitraum also mindestens zwolf Tage konstant bleibt. In den in NeoTet
kultivierten U373+pl6tTA-Zellen war zwolf Stunden nach dem Abschalten des induzierbaren Systems eine
verringerte und 36 Stunden danach keine pl6-Expression mehr nachweisbar (Abbildung 5 auf Seite 30).
In den mit NeoTet kultivierten U87+pl16tTA-Zellen war zwolf Stunden nach dem Abschalten eine auf 62%
verringerte, 24 Stunden nach dem Abschalten eine auf 29% verringerte und 72 Stunden nach dem Abschalten

keine pl6-Expression mehr nachweisbar (Abbildung 6 auf Seite 31) (Simon et al., 1999).

C LRl

= = +| = +| = + tet
T | T T
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Abbildung 5: Suppression der pl6-Expression durch Tetrazyklinzugabe in U373+pl6tTA-Zellen. Im Ver-
gleich zu den weiterhin im Medium ohne Tetrazyklinzusatz (tet —) wachsenden Zellen, fiihrt die Zugabe
von 2 pg/ml Tetrazyklin zum Medium (tet +) nach 12 Stunden (h) zu einer verringerten pl6-Expression.
36 Stunden nach Tetrazyklinzugabe (tet +) ist keine p16-Expression mehr nachweisbar (Abbildung vorab
veroffentlicht in Simon et al., 1999).
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Abbildung 6: Semiquantitative Darstellung des zeitlichen Verlaufs der pl6-Expression in U87+pl6tTA-
Zellen ohne Tetrazyklinzugabe (p16 an) und Abschaltverhalten mit Tetrazyklinzugabe zum Zeitpunkt t=0d
(p16 aus)

3.1.3 Nachweis der p14/ARF-Expression auf mRNA-Ebene in den
transfizierten U87+pBabePuro+pl14/ARF-Subklonen

In den Subklonen der mit pBabePuro+pl4/ARF transfizierten Gruppe wurde RNA isoliert, mittels reverser
Transkription in ¢cDNA umgeschrieben und durch PCR amplifiziert. In 13 von 16 Subklonen war dabei
pl4/ARF-cDNA in unterschiedlicher Konzentration nachweisbar. Besonders hoch war die Konzentration in
den Subklonen 7, 10 und 12, die deshalb fiir die weitere Analyse ausgewéhlt wurden. Als Vergleich wurden
die als Kontrolle mit pBabePuro transfizierten Subklone 1, 3 und 4 benutzt, die in puromycinhaltigem
Selektionsmedium gut wachsen.

Ein direkter Nachweis der p14/ARF-Expression auf Proteinebene war mangels kommerziell verfiigbarer

Antikorper nicht moglich.
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3.2 Vergleich von Zytostatikawirkungen in Abhangigkeit vom

pl6-Expressionsniveau in induzierbaren Gliomzelllinien

3.2.1 Behandlung von U373+ pl16tTA-Zellen mit Vincristin

Bei der Vincristinbehandlung von U373+4pl16tTA-Zellen konnte keine wesentliche Modulation der Zytostati-
kawirkung durch die pl16-Expression beobachtet werden. Die Dosiswirkungskurven fiir beide Gruppen waren
im Rahmen der biologischen Streuungen praktisch deckungsgleich. Die halbmaximalen Hemmdosen lagen
um 10~% mg/ml (Abbildung 7 auf Seite 33). Bei den getesteten Dosisstufen 10~ und 10~° mg/ml ergab
sich kein signifikanter p16-Effekt (Abbildung 8 auf Seite 34) (Tabelle 1 auf Seite 32).

Vincristin- Relative Uberlebensraten Relative Uberlebensraten
konzentration | von U373+pl6tTA-Zellen von U373+pl6tTA-Zellen
[mg/ml] ohne pl6-Expression [Z + 03] mit pl6-Expression [T £ 03]
0 1.00£0.11 1.00£0.09

10-8 1.00£0.07 0.96+0.05

1077 0.69+0.06 0.86%0.05

10-¢ 0.62+0.05 0.67+0.07

1075 0.55+0.05 0.61+0.03

104 0.5240.07 0.50+0.05

1073 0.49+0.04 0.4540.04

1072 0.38+0.07 0.38+0.05

Tabelle 1: Relative Uberlebensraten induzierbarer U373+p16tTA-Zellen in Abhéngigkeit von der Vincristin-
konzentration ohne und mit pl6-Expression (t=Mittelwert, oz =Standardfehler des Mittelwertes). Ein signi-

fikanter p16-Effekt ergab sich nicht.
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Abbildung 7: Relative Uberlebensraten induzierbarer U373+pl6tTA-Zellen in Abhéngigkeit von der Vin-
cristinkonzentration ohne (p16 aus) und mit (p16 an) p16-Expression. Die halbmaximalen Hemmdosen lagen
in beiden Fillen im Bereich einer Vincristinkonzentration von 10~* mg/ml. Ein signifikanter p16-Effekt ergab

sich nicht.
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Abbildung 8: Relative Uberlebensraten induzierbarer U373+pl6tTA-Zellen unter Behandlung mit Vin-
cristin bei den Dosisstufen 10~° und 10~* mg/ml ohne (p16 aus) und mit (p16 an) pl6-Expression. Ein
signifikanter p16-Effekt ergab sich nicht.
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3.2.2 Behandlung von U373+ p16tTA-Zellen mit BCNU

Auch bei der BCNU-Therapie von U373+ pl16tTA-Zellen verliefen die Dosiswirkungskurven nahezu deckungs-
gleich. Die halbmaximalen Hemmdosen lagen im sehr hohen Dosisbereich zwischen 0.03 und 0.1 mg/ml
(Abbildung 9 auf Seite 36). Bei den getesteten Dosisstufen von 1072 und 3-10~2 mg/ml ergab sich kein
signifikanter pl6-Effekt (Abbildung 10 auf Seite 37) (Tabelle 2 auf Seite 35).

BCNU- Relative Uberlebensraten Relative Uberlebensraten
Konzentration | von U373+pl6tTA-Zellen von U373+pl6tTA-Zellen
[mg/ml] ohne pl6-Expression [Z £ 03] mit pl6-Expression [T £ 03]
0 1.00£0.09 1.00£0.04

3-1074 1.02+0.06 1.03+0.09

1073 0.99+0.10 0.9940.05

3.1073 0.8940.07 0.88+0.03

1072 0.77£0.12 0.78+0.07

3-1072 0.64+0.14 0.70+0.07

107t 0.04+£0.07 0.271+0.05

3-1071 0.04+£0.00 0.04%0.00

Tabelle 2: Relative Uberlebensraten induzierbarer U373+pl6tTA-Zellen in Abhéngigkeit von der BCNU-
Konzentration (Carmustinkonzentration) ohne und mit p16-Expression (Z=Mittelwert, oz =Standardfehler

des Mittelwertes). Ein signifikanter pl6-Effekt ergab sich nicht.
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Abbildung 9: Relative Uberlebensraten induzierbarer U373+pl6tTA-Zellen in Abhéngigkeit von der
BCNU-Konzentration (Carmustinkonzentration) ohne (pl16 aus) und mit (p16 an) p16-Expression. Die halb-
maximalen Hemmdosen lagen im sehr hohen Dosisbereich oberhalb von 0.03 mg/ml. Ein signifikanter p16-

Effekt ergab sich nicht.
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Abbildung 10: Relative Uberlebensraten induzierbarer U373+p16tTA-Zellen unter Behandlung mit BONU
(Carmustin) bei den Dosisstufen 10~3 und 3-10~3 mg/ml ohne (p16 aus) und mit (p16 an) p16-Expression.
Ein signifikanter p16-Effekt ergab sich nicht.
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3.2.3 Behandlung von U87+pl16tTA-Zellen mit Vincristin

Bei der Vincristin-Therapie von U87+p16tTA-Zellen unterschied sich der Verlauf der Dosiswirkungskurven
in Abhéngigkeit vom pl6-Status deutlich. Wahrend die halbmaximale Hemmdosis ohne p16-Expression zwi-
schen 107® und 10~7 mg/ml lag, lag sie bei pl6-Expression zwischen 10~% und 1072 mg/ml (Abbildung
11 auf Seite 39). Bei den getesteten Dosisstufen 107 und 10~* mg/ml war ein signifikanter p16-Effekt im

Sinne einer Sensitivierung gegeniiber Vincristin zu messen (Abbildung 12 auf Seite 40) (Tabelle 3 auf

Seite 38).

Vincristin- Relative Uberlebensraten Relative Uberlebensraten
konzentration | von U87+pl6tTA-Zellen von U87+pl6tTA-Zellen
[mg/ml] ohne pl6-Expression [Z + oz] mit pl6-Expression [Z + 0z]
0 1.00+0.05 1.00+0.12

10-8 0.8140.06 0.62+0.21

1077 0.65+0.08 0.40+£0.10

1076 0.65+0.08 0.32+0.12

1075 0.65+0.05 * 0.32+0.12

104 0.54+0.07 % 0.23+0.10 %

1073 0.40+£0.05 0.39£0.14

102 0.37+0.04 0.22+0.07

Tabelle 3: Relative Uberlebensraten induzierbarer U87+pl6tTA-Zellen in Abhéngigkeit von der Vin-
cristinkonzentration ohne und mit pl6-Expression (Z=Mittelwert; oz=Standardfehler des Mittelwertes;
x=signifikant bei einem Signifikanzniveau von 5%). Bei den Dosisstufen 1075 und 10~* mg/ml ergab sich

ein signifikanter Effekt im Sinne einer Sensitivierung der Zellen gegeniiber Vincristin durch p16.
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Abbildung 11: Relative Uberlebensraten induzierbarer US7+pl6tTA-Zellen in Abhéingigkeit von der Vin-
cristindosis ohne (pl6 aus) und mit (pl6 an) pl6-Expression (x=signifikant bei einem Signifikanzniveau
von 5%). Die halbmaximale Hemmdosis ohne p16-Expression lag zwischen 10~® und 10~7 mg/ml. Mit p16-

Expression lag sie zwischen 10~* und 10~% mg/ml.
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Abbildung 12: Relative Uberlebensraten induzierbarer U87+p16tTA-Zellen unter Behandlung mit Vincris-
tin bei den Dosisstufen 10~ und 10~* mg/ml ohne (p16 aus) und mit (p16 an) p16-Expression (x=signifikant
bei einem Signifikanzniveau von 5%). Es ergab sich ein signifikanter Effekt im Sinne einer Sensitivierung der

Zellen gegeniiber Vincristin durch p16 bei beiden Dosisstufen.
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3.2.4 Behandlung von U87+pl16tTA-Zellen mit BCNU

Auch bei der BCNU-Therapie schien pl6 einen sensitivierenden Effekt auf die U87+pl6tTA-Zellen zu ent-
falten. Die halbmaximalen Hemmdosen unterschieden sich jedoch um deutlich weniger als eine Zehnerpotenz
(Abbildung 13 auf Seite 42), und bei den getesteten Dosisstufen 1072 und 3:1072 mg/ml war dieser Effekt
statistisch nicht signifikant (Abbildung 14 auf Seite 43) (Tabelle 4 auf Seite 41).

BCNU- Relative Uberlebensraten Relative Uberlebensraten
Konzentration | von U87+pl6tTA-Zellen von U87+pl6tTA-Zellen
[mg/ml] ohne pl6-Expression [T + 0z mit pl6-Expression [Z + oz
0 1.00£0.07 1.0040.26

3-1074 0.95+0.04 0.70+0.14

1073 0.95+0.05 0.77+0.18

3.1073 0.93+0.06 0.65+0.18

1072 0.91+0.09 0.57+0.18

3-1072 0.88+0.05 0.56+0.17

107! 0.4140.06 0.19+0.04

3-1071 0.03+£0.00 0.05+0.01

Tabelle 4: Relative Uberlebensraten induzierbarer U87+pl6tTA-Zellen in Abhéngigkeit von der BCNU-
Konzentration (Carmustinkonzentration) ohne und mit p16-Expression (Z=Mittelwert, oz =Standardfehler
des Mittelwertes). Der gemessene pl6-Effekt im Sinne einer Sensitivierung der Zellen gegeniiber BCNU war

statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 13: Relative Uberlebensraten induzierbarer US7+pl6tTA-Zellen in Abhéngigkeit von der
BCNU-Konzentration (Carmustinkonzentration) ohne (pl16 aus) und mit (p16 an) p16-Expression. Die halb-
maximalen Hemmdosen unterschieden sich um deutlich weniger als eine Zehnerpotenz und lagen im hohen

Dosisbereich oberhalb von 0.03 mg/ml. Ein signifikanter p16-Effekt ergab sich nicht.
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Abbildung 14: Relative Uberlebensraten induzierbarer U87+pl6tTA-Zellen unter Behandlung mit BONU
(Carmustin) bei den Dosisstufen 10~3 und 3-10~3 mg/ml ohne (p16 aus) und mit (p16 an) p16-Expression.
Ein signifikanter p16-Effekt ergab sich nicht.
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3.3 Vergleich von Zytostatikawirkungen in

U87+pBabe+pl4/ARF- und U87-+pBabePuro-Subklonen

3.3.1 Behandlung mit BCNU

Bei der BCNU-Behandlung der ausgewéhlten Subklone 7, 10, 12 mit p14/ARF-Expression (Abbildung 15
auf Seite 45) und 3, 4, 1 ohne pl4/ARF-Expression (Abbildung 16 auf Seite 46) fiel vor allem ein
sehr unterschiedlicher Verlauf der Dosiswirkungskurven der pl4/ARF exprimierenden Subklone auf, deren
halbmaximale Hemmdosen zwischen 3-10~% und 107! mg/ml lag, wihrend die Dosiswirkungskurven der
Kontrollklone mit halbmaximalen Hemmdosen um 10~2 mg/ml relativ #hnlich verliefen. Bei den p14/ARF
exprimierenden Subklonen reagierte Subklon 7 sehr viel sensibler und Subklon 10 deutlich resistenter auf
BCNU, wiihrend Subklon 12 eine Mittelstellung einnahm.

Insgesamt ergab sich fiir die BCNU-Behandlung der U87-Subklone ein uneinheitliches Bild. Bei den
getesteten Dosisstufen 1073 mg/ml (Abbildung 17 auf Seite 47) und 3-1073 mg/ml (Abbildung 18
auf Seite 48) war zwischen den gemittelten relativen Uberlebensraten der pl4/ARF-Subklone und der
Kontrollklone kein signifikanter Unterschied nachzuweisen.

Insbesondere liess sich unter den Bedingungen des plasmidvermittelten Gentransfers kein konstanter
gleichsinniger Einfluss des pl4/ARF-Proteins auf die BCNU-Sensitivitéit aus den Daten ableiten. Auffillig
ist aber, dass in der Gruppe der pl4/ARF exprimierenden Klone die Sensitivitdtsunterschiede zwischen den

Klonen deutlich gréfser waren als bei den Kontrollklonen.
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Abbildung 15: Relative Uberlebensraten von U87+pBabe+pl4/ARF-Subklonen in Abhéngigkeit von der
BCNU-Konzentration (Carmustinkonzentration) (ARF=Subklone, die erfolgreich mit p14/Alternative Rea-
ding Frame transfiziert wurden; sc=subclone). Die halbmaximalen Hemmdosen lagen breit gestreut zwischen

3-10~* und 10~! mg/ml. Beim Vergleich mit den Kontrollklonen (Abbildung 16 auf Seite 46) ergab sich
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Abbildung 16: Relative Uberlebensraten von U87+pBabePuro-Subklonen in Abhéingigkeit von der BONU-
Konzentration (Carmustinkonzentration) (PURO=Kontrollklone, die nur mit Puromycinresistenz transfiziert
wurden; sc=subclone). Die halbmaximalen Hemmdosen lagen alle relativ nah an 10~2 mg/ml. Beim Vergleich

mit den pl4/ARF-Klonen (Abbildung 15 auf Seite 45) ergab sich kein signifikanter p14/ARF-Effekt.
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Abbildung 17: Vergleich der relativen Uberlebensraten von U87+pBabePuro- und U87+pBabe-+pl4/ARF-
Subklonen unter Behandlung mit BCNU (Carmustin) bei der Dosisstufe 10~3 mg/ml (PURO= Kontrollklone,
die nur mit Puromycinresistenz transfiziert wurden; ARF=Subklone, die erfolgreich mit p14/Alternative Rea-
ding Frame transfiziert wurden; sc=subclone). Beim Vergleich der Mittelwerte ergab sich kein signifikanter

pl4/ARF-Effekt.
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Abbildung 18: Vergleich der relativen Uberlebensraten von U87+pBabePuro- und U87+pBabe-+pl4/ARF-
Subklonen unter Behandlung mit BCNU (Carmustin) bei der Dosisstufe 3 - 1072 mg/ml (PURO=
Kontrollklone, die nur mit Puromycinresistenz transfiziert wurden; ARF=Subklone, die erfolgreich mit
pl4/Alternative Reading Frame transfiziert wurden; sc=subclone). Beim Vergleich der Mittelwerte ergab

sich kein signifikanter p14/ARF-Effekt.
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3.3.2 Behandlung mit Vincristin

Bei der Vincristinbehandlung der gleichen Subklone mit und ohne p14/ARF-Expression unterschieden sich
die Dosiswirkungskurven der einzelnen Subklone insgesamt weniger voneinander als bei der Behandlung mit
BCNU (— Seite 44). Die halbmaximalen Hemmdosen lagen fiir alle Klone unabhéngig vom p14/ARF-Status
zwischen 10~7 und 107% mg/ml (Abbildung 19 auf Seite 50) (Abbildung 20 auf Seite 50). Insgesamt
waren alle untersuchten Subklone gegeniiber Vincristin dhnlich sensibel. Ein signifikanter Unterschied der
gemittelten relativen Uberlebensraten bei den getesteten Dosisstufen 107> mg/ml (Abbildung 21 auf
Seite 51) und 10~% ml/mg (Abbildung 22 auf Seite 52) war zwischen den p14/ARF-Klonen und den

Kontrollklonen nicht nachweisbar.
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Abbildung 19: Relative Uberlebensraten von U87+pBabePuro-Subklonen in Abhéngigkeit von der Vincri-
stinkonzentration (PURO=Kontrollklone, die nur mit Puromycinresistenz transfiziert wurden; sc=subclone).
Die halbmaximalen Hemmdosen lagen zwischen 10" und 10~% mg/ml. Beim Vergleich mit den p14/ARF-
Klonen (Abbildung 20 auf Seite 50) ergab sich kein signifikanter p14/ARF-Effekt.
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Abbildung 20: Relative Uberlebensraten von U87+pBabe+pl4/ARF-Subklonen in Abhéingigkeit von der
Vincristinkonzentration (ARF=Subklone, die erfolgreich mit p14/Alternative Reading Frame transfiziert
wurden; sc=subclone). Die halbmaximalen Hemmdosen lagen zwischen 10~7 und 10~% mg/ml. Beim Ver-

gleich mit den Kontrollklonen (Abbildung 19 auf Seite 50) ergab sich kein signifikanter p14/ARF-Effekt.
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Abbildung 21: Vergleich der relativen Uberlebensraten von U87+pBabePuro- und U87+pBabe+pl4/ARF-
Subklonen unter Behandlung mit Vincristin bei der Dosisstufe 10~° mg/ml (PURO=Kontrollklone, die
nur mit Puromycinresistenz transfiziert wurden; ARF=Subklone, die erfolgreich mit pl14/Alternative Rea-

ding Frame transfiziert wurden; sc=subclone). Beim Vergleich der Mittelwerte ergab sich kein signifikanter

pl4/ARF-Effekt.
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Abbildung 22: Vergleich der relativen Uberlebensraten von U87+pBabePuro- und U87+pBabe-+pl4/ARF-
Subklonen unter Behandlung mit Vincristin bei der Dosisstufe 10~* mg/ml (PURO=Kontrollklone, die
nur mit Puromycinresistenz transfiziert wurden; ARF=Subklone, die erfolgreich mit p14/Alternative Rea-
ding Frame transfiziert wurden; sc=subclone). Beim Vergleich der Mittelwerte ergab sich kein signifikanter

pl4/ARF-Effekt.
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Diskussion

4.1 Bewertung der Ergebnisse

4.1.1 Einfluss der pl6-Expression auf die Zytostatikasensitivitdt induzierbarer

U373+pl6tTA- und U87+pl6tTA-Zellen

Zusammenfassend ldsst sich bei den U87-+pl6tTA-Zellen eine Sensitivierung gegeniiber Vincristin durch
p16 und eventuell ein gleichsinniger Effekt gegeniiber BCNU beobachten. Bei den U373+p16tTA-Zellen lésst
sich kein Effekt von p16 auf die Vincristinsensitivitét erkennen. Gegeniiber BCNU sind U373+p16tTA-Zellen
offenbar unabhéngig vom pl6-Status weitgehend resistent.

Ein wichtiges Ergebnis dieser Untersuchungen ist also, dass pl6 die Zytostatikawirkung beeinflussen
kann. Auf der anderen Seite wird die Zytostatikasensitivitdt der beiden untersuchten Zelllinien durch das
in physiologischer Menge exprimierte pl6-Protein unterschiedlich beeinflusst. Ein vom genetischen Kontext
unabhéngiger pl6-Effekt auf die Zytostatikasensitivitdt kann also nicht bestétigt werden.

Ein weiteres Ergebnis ist, dass der die Zytostatikawirkung modulierende Effekt von pl6 vermutlich be-

grenzt ist.

4.1.2 Einfluss ektoper pl4/ARF-Expression auf die Zytostatikasensitivitit von
U87-Subklonen

Erstmalig wurde experimentell auch der Einfluss von pl4/ARF auf die Zytostatikasensitivitit von Gliomzell-
linien untersucht. Aus den Experimenten ergibt sich jedoch kein Hinweis auf einen die Zytostatikawirkung
beeinflussenden Effekt von pl4/ARF, der sich deutlich von den interindividuellen Schwankungen der Sensi-
tivitdt zwischen den genetisch unterschiedlichen, durch Transfektion erzeugten Subklonen abheben wiirde.
Ein wesentlicher, zu weiteren Untersuchungen motivierender Effekt der pl4/ARF-Expression auf die Zyto-
statikasensitivitdt von U87-Subklonen ist aus den erhobenen Daten nicht abzuleiten. Offensichtlich spielen

andere, durch die Transfektion oder anschliefende klonale Selektion zufillig ebenfalls beeinflusste Gene eine
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mindestens ebenso grofie Rolle fiir die Zytostatikasensitivitidt wie p14/ARF.

Interessant ist aber, dass die Sensitivitit der p14/ARF exprimierenden Klone gegeniiber den beiden Zyto-
statika sehr substanzabhéngig ist. Insbesondere Subklon 10 fallt durch besondere Resistenz gegeniiber BCNU
auf und ist gleichzeitig sehr sensibel gegeniiber Vincristin. Subklon 7 hingegen zeichnet sich durch besondere
Sensitivitdt gegeniiber BCNU aus, wiahrend seine Vincristinsensitivitét als zumindest durchschnittlich einzu-
stufen ist. Auch die auffillig grofien Unterschiede bei der BCNU-Sensitivitit der pl4/ARF exprimierenden

Subklone bieten Raum fiir Spekulationen.

4.1.3 Vergleich mit der Literatur
P16 und Zytostatikasensitivitit

In Melanom-Zelllinien konnte eine mehr als 100fach erhohte Resistenz gegeniiber Vinblastin durch einen p16-
induzierten Zellzyklusarrest gemessen werden. Im induzierbaren IPTG-System wurde dort durch kurzzeitige
Induktion der pl6-Expression ein reversibler, durch DNA-Flow-Zytometrie dokumentierter Zellzyklusarrest
in der G1-Phase erreicht. Wahrend dieses Zellzyklus-Arrestes wurden die Zellen mit Methotrexat, Vinblastin
oder Cisplatin behandelt. Es zeigte sich eine signifikant grofsere Resistenz der arretierten Zellen gegeniiber
allen Zytostatika, insbesondere gegentiber Vinblastin (Stone et al., 1996). In Osteosarkomzellen konnte im
auch bei den eigenen Untersuchungen verwendeten induzierbaren tTA-System unter pl6-Expression eine
signifikante Resistenz der Zellen gegeniiber Etoposid und Taxol, nicht jedoch gegeniiber Adriamycin beob-
achtet werden (Prabhu et al., 1999). Das pl6-Expressionsniveau wurde bei beiden Experimenten jedoch nicht
quantifiziert und die Erkenntnisse wohl unter den Bedingungen eines villigen Zellzyklus-Arrestes gewonnen.
Auch in Gliomzelllinien konnte eine erhohte Resistenz gegeniiber Cisplatin und ACNU (Hama et al., 1998)
bzw. Paclitaxel und Topotecan (Fueyo et al., 1998) durch ektope Uberexpression von p16 und einen dadurch
hervorgerufenen Zellzyklusarrest in der G;-Phase beobachtet werden.

Es ist zu unterstellen, dass bei allen vorgenannten Untersuchungen ein unphysiologisch hohes Expres-
sionsniveau des pl6-Proteins zu einem vollstdndigen, reversiblen oder irreversiblen Zellzyklusarrest in der
G1-Phase gefiihrt hat. Zytostatisch behandelt wurden somit wahrscheinlich nicht proliferierende Zellen, was
sich in einer weitgehenden Zytostatikaresistenz niederschlug. Diese Bedingungen bilden aber die Verhéltnisse
im Tumorgewebe in vivo vermutlich nur sehr unvollstdndig ab.

Fiir eine Zelllinie nicht-kleinzelliger Bronchialkarzinome liegen interessanterweise gegenteilige Ergebnis-
se im Sinne einer erhohten Sensitivitat gegeniiber Topoisomerasehemmern durch plasmidvermittelte ektope
Uberexpression von pl16 vor (Fukuoka et al., 1997). Auch in einer Magenkarzinom-Zelllinie konnte durch plas-
midvermittelte ektope pl6-Uberexpression eine erhohte Etoposidsensitivitiit beobachtet werden (Jeong et al.,
2003). Dies konnte einerseits an anderen genetischen Voraussetzungen liegen, andererseits aber auch an der
bei beiden Gruppen verwendeten Technik des plasmidvermittelten Gentransfers, der mit einer im Vergleich
zur Verwendung viraler Vektoren geringeren Transfektionseffizienz und klonaler Selektion einhergeht.

Bei Experimenten, in denen mit ektoper Uberexpression durch Adenovirus- oder plasmidvermitteltem
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pl6-Transfer gearbeitet wurde, konnten auch zuféllige Kollateralverinderungen am Genom zu systematischen
Fehlern durch unkontrollierbare Sekundareffekte gefithrt haben. Bei den eigenen durch plasmidvermittelten
Gentransfer von pl4/ARF in U87-MG-Zellen erzeugten Subklonen fiel ebenfalls ein sehr uneinheitliches
Verhalten in Bezug auf die Zytostatikasensitivitat auf.

Erstmals wurde in der vorliegenden Arbeit ein System mit induzierbarer p16-Expression in Gliomzelllinien
benutzt und auch erstmals das pl6-Expressionsniveau auf eine mittlere Grofe eingestellt. Das verwendete
Modell ist frei von genetischen Seiteneffekten, weil genetisch identische Zellen miteinander verglichen werden,
welche sich lediglich durch das Expressionsniveau des pl16-Proteins unterscheiden. Ferner erlaubt der gewahlte
Ansatz auch, ein mittleres pl6-Expressionsniveau zu analysieren, wie es auch in realen Tumoren vorliegt.
Die Ergebnisse sind daher vermutlich aussagekréaftiger als die bisheriger Untersuchungen.

In der Zusammenschau mit den hier dargestellten Befunden anderer Arbeitsgruppen ergibt sich also,
dass pl6 die Chemosensitivitdt von Gliomzellen beeinflussen kann. Diese Effekte sind aber uneinheitlich
und hiingen mutmaflich von vielen Randbedingungen (z. B. eingesetzte Zytostatika, pl6-Expressionsniveau,

genetischer Kontext etc.) ab.

pl4/ARF und Zytostatikasensitivitit

Wihrend eine mogliche Rolle von pl6 bei der Chemosensitivitdt von Tumoren im Allgemeinen und Glio-
men im Besonderen schon mehrfach Gegenstand von in-vitro-Untersuchungen war, liegen kaum Daten fiir
pl4/ARF vor. Die hier vorgestellte Arbeit untersucht erstmals den Einfluss von p14/ARF auf die Zytostati-
kasensitivitat von Gliomzellen. Dabei fanden sich keine signifikanten Effekte von p14/ARF auf die Zytosta-
tikasensitivitét.

In einer humanen Fibrosarkom-Zelllinie mit induzierbarer p14/ARF-Expression konnte zwar eine ver-
mehrte Resistenz gegeniiber Folsdureantagonisten beobachtet werden, aber in der gleichen Zelllinie ergab sich
kein pl4/ARF-Effekt bei Behandlung mit Cytarabin, Hydroxyharnstoff und Doxorubicin. Nitrosoharnstoffe
oder Vinca-Alkaloide wurden nicht untersucht (Ino et al., 2000). Inwieweit pl14/ARF bei der Chemosensi-
tivitdt von Gliomen eine Rolle spielt, ldsst sich ausgehend von diesen Daten schwer beurteilen. Die eigenen

Ergebnisse lassen aber eher keine relevanten Effekte annehmen.

4.1.4 Mogliche biologische Hintergriinde

Eine mogliche Erklarung fiir die unterschiedliche Modulation der Zytostatikasensitivitdt durch die pl6-
Expression in U373+p16tTA- und U87+pl6tTA-Zellen ist der unterschiedliche Status des p53-Proteins in den
beiden Zelllinien. Dass die apoptotische Reaktion von Tumorzellen auf Zytostatika-induzierte DNA-Schéden
bei Vincristinbehandlung von p53 abhéingig ist, konnte in Melanom-Zelllinien bereits gezeigt werden (Li
et al., 1998). Denkbar wire, dass das physiologisch exprimierte pl6-Protein diese p53-induzierte Einleitung
der Apoptose unterstiitzend beeinflusst, wihrend es in Abwesenheit von p53 diesen Effekt nicht entfalten kann

oder durch seine bremsende Wirkung auf den Zellzyklus sogar protektiv gegeniiber Zytostatikabehandlung
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wirkt. Moglicherweise spielt die Verzahnung der p16/Rb- mit der p14/p53-Kaskade iiber E2F hier eine Rolle.
Eine synergistische Funktion von p16 und p53 bei der Induktion der Apoptose konnte auch in der humanen
Leukémie-Zelllinie K562 bereits beobachtet werden (Rui und Su, 2002). Der ebenfalls unterschiedliche, aber
nicht so deutlich ausgeprigte Effekt der p16-Expression auf die BCNU-Sensitivitédt der beiden Zelllinien wére
mit dieser Hypothese ebenfalls zu erklédren. Dies ist aber nur eine moégliche Interpretation, und ebenso gut ist
auch ein Einfluss anderer Unterschiede im Genom der beiden Zelllinien méglich. Die Vermutung, dass p16 und
moglicherweise auch pl4/ARF nur in Verbindung mit einem Wildtyp-p53-Gen eine gegeniiber Zytostatika
sensitivierende Wirkung entfalten, ist fiir das Verstédndnis der Zellzyklusbiologie und der Pharmakodynamik
von Zytostatika interessant. Insbesondere hohergradige Gliome tragen, wie eingangs erwihnt (— Seite 12),
fast immer Inaktivierungen von p53, pl6 oder von beiden. Eventuell erklart sich so auch die weitgehende
Resistenz dieser Tumoren gegeniiber Zytostatika.

Uber die biologischen Hintergriinde der Ergebnisse zur Zytostatikasensitivitit der mit pl4/ARF-Plas-
miden transfizierten U87-Subklone ldsst sich nur spekulieren, da anders als bei den induzierbaren Zelllinien
iiber das Genom der Subklone nach Transfektion praktisch nur bekannt ist, dass sie p14/ARF exprimieren.
Im Rahmen der Transfektion ist es offensichtlich zu genetischen Verdnderungen gekommen, welche zu einer
Modulation der Zytostatikasensitivitat gefiihrt haben. Insbesondere bei der BCNU-Behandlung der Subklo-
ne sind deutliche Sensitivitdtsunterschiede zu beobachten. Es fallt dagegen auf, dass die mit pBabePuro-
Plasmiden transfizierten Kontrollklone relativ geringe Sensitivitdtsunterschiede aufweisen. Das kann Zufall
sein. Eine mogliche Erklarung wére aber auch, dass p14/ARF im Zusammenspiel mit anderen Genen an der
Vermittlung der Zytostatikawirkung beteiligt ist und dass diese Gene in den Subklonen 7, 10 und 12 bei
der Transfektion unterschiedlich beeinflusst wurden. Hier kimen z. B. wiederum die Zielgene von p14/ARF
wie p53, Mdm2 oder E2F in Frage. Die unterschiedliche Sensitivitéit einiger Subklone gegeniiber den beiden
Zytostatika BCNU und Vincristin konnte damit zusammenhéngen, dass Vincristin zellzyklusspezifisch in der
Mitose und BCNU zellzyklusunspezifisch wirkt. In diesem Fall léige es nahe anzunehmen, dass p14/ARF oder
andere Zellzyklusregulatoren oder ein Zusammenwirken solcher Gene fiir dieses unterschiedliche Verhalten

verantwortlich ist, z. B. indem sie eine Akkumulation von Zellen in bestimmten Zellzyklusphasen bewirken.

4.2 Methodenkritik

4.2.1 In-vitro-Zytostatikasensitivitatstestung

Waihrend eine Zytostatikasensitivitdt von Tumorgewebe in vitro lediglich in etwa 60% der Falle auch mit
einem Ansprechen auf die Substanz in vivo einhergeht, ist eine in-vitro-Zytostatikaresistenz zu 97% mit
einem Nicht-Ansprechen auch in vivo assoziiert (Salmon et al., 1980).

In der klinischen Onkologie spielen in-vitro-Sensitivitéatstests daher fiir die Therapieentscheidung nur eine
untergeordnete Rolle, da anders als in der antimikrobiellen Therapie der positive pradiktive Wert zu gering

ist. Aufgrund des gleichzeitig sehr hohen negativen pradiktiven Wertes sind sie bei der praklinischen Auswahl
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und Bewertung neuer Substanzen aber sehr wichtig (Morgan et al., 1983). Zur genaueren Aufklirung der
Pharmakodynamik von Zytostatika, der zelluldren Reaktion und der genetischen Einflussfaktoren auf die

Wirksambkeit einer Zytostase sind Zellkulturexperimente absolut unverzichtbar (de Stanchina et al., 1998).

4.2.2 Funktionelle Analyse durch Gentransfer und induzierbare Expression

Ektope Uberexpression von Zellzyklusregulatoren oder anderen Genen durch Transfektion ist eine einfa-
che Methode zur groben Analyse ihrer Funktion in der Zelle. Die Ubertragbarkeit der damit gewonnenen
Erkenntnisse auf den lebenden Organismus ist aber eingeschrénkt, da es durch die Transfektion zu unkon-
trollierbaren Kollateralverdnderungen am Genom kommt, deren Folgen kaum abschétzbar sind. Auch das
Niveau der Genexpression ist bei der Transfektion unkontrollierbar und wahrscheinlich héufig unrealistisch
hoch. Im Fall von Zellzyklusregulatoren kann dadurch in vitro ein kompletter Zellzyklusarrest auftreten,
womit die Ubertragbarkeit der Erkenntnisse auf die Situation in vivo sehr fraglich ist. Es bedarf also einer
Uberpriifung der durch Transfektion gewonnenen Erkenntnisse mit weiteren Methoden.

Beim tTA-System besteht die Moglichkeit genetisch identische Zellen miteinander zu vergleichen und
ausschlieflich die Expression des Zielgens durch Zugabe von Tetrazyklin zu modulieren. Eventuelle Te-
trazyklineffekte sind dabei besser kontrollierbar und in ihrer Grofe gut abschétzbar. Aufserdem kann das
Genom der induzierbaren Zelllinien genauer charakterisiert und auf die Expression anderer beteiligter Gene
untersucht werden. Es konnen je nach Anforderungen und Zielsetzung gezielt induzierbare Zelllinien mit
bestimmtem genetischen Kontext ausgewihlt werden (Simon et al., 1999, 2002).

Die Proteinexpression kann auferdem auf eine Gréfsenordnung eingestellt werden, welche in der Natur
physiologisch oder zum Beispiel in Tumorgewebe tatsdchlich vorkommt. Es kénnen sogar unterschiedliche
Expressionsniveaus untersucht und miteinander verglichen werden. Das tTA-System ist daher zur genaueren
Untersuchung der Funktion einzelner Gene in einem sauberen Modell hervorragend geeignet.

Der bei ektoper Uberexpression beobachtete wachstumshemmende Effekt des p16-Gens konnte auch im
induzierbaren System bestitigt werden (Simon et al., 1999). Ein relevanter, die Zytostatikawirkung modu-
lierender Effekt von pl6 dagegen ist bei mittlerem Expressionsniveau im induzierbaren System zumindest
von weiteren Faktoren abhéngig. Da iiber den genetischen Kontext der induzierbaren Zelllinien bereits In-
formationen vorliegen, ergeben sich hier Anhaltspunkte fiir weiterfiihrende Untersuchungen. Gegebenenfalls
kann auch das Genom der induzierbaren Zelllinien noch genauer untersucht werden, um Zusammenhinge
und Wechselwirkungen von pl6 mit anderen Zellzyklusregulatoren, Tumorsuppressorgenen oder Onkogenen

aufzukléaren.

4.3 Mogliche Bedeutung fiir die Klinik: Ausblick

Da die pl6-Expression die Zytostatikasensitivitit der beiden untersuchten induzierbaren Zelllinien unter-

schiedlich beeinflusste, scheint p16 allein als Pradiktor fiir Zytostatikasensitivitét in der Klinik kaum geeignet.



58

Der unterschiedliche genetische Kontext der induzierbaren Zelllinien ist offensichtlich fiir ihre Zytostatika-
sensitivitdt von groferer Bedeutung als die pl6-Expression.

Die sehr uneinheitliche Modulation der Zytostatikasensitivitit durch ektope pl4/ARF-Uberexpression
lasst annehmen, dass auch pl4/ARF isoliert betrachtet keinen systematischen Einfluss auf die Chemosen-
sitivitdt maligner Gliome hat. p14/ARF eignet sich also ebenfalls eher nicht als Chemosensitivitdtsmarker.
Fine inzwischen vorliegende Untersuchung der in-vitro-Sensitivitdt von 56 astrozytéren Tumoren gegeniiber
unterschiedlichen Zytostatika zeigte analog zu diesen Ergebnissen keine signifikanten Verdnderungen der
Sensitivitdt gegeniiber Alkylanzien und Vinca-Alkaloiden in Abhéngigkeit von Deletion oder Mutationen des
pl16-Gens. Lediglich gegeniiber Antimetaboliten, die aber in der klinische Gliomtherapie keine Rolle spielen,
erwiesen sich Tumoren mit p16-Verdnderungen als empfindlicher (Iwadate et al., 2000).

Die Idee, genetische Faktoren zur individuellen Therapieentscheidung in der Onkologie hinzuzuziehen,
ist sicherlich zukunftstrichtig. Falls kleine genetische Untergruppen von Tumoren besser auf eine Zytostase
ansprechen als die breite Masse einer histologisch homogenen Gruppe, kdnnten sie bisher in Studien unterge-
gangen sein. Andererseits konnte die Identifizierung therapieresistenter genetischer Subgruppen Patienten vor
Nebenwirkungen und Risiken einer Zytostase bewahren und dem Gesundheitssystem auch erhebliche Kos-
ten fiir eine nicht wirksame Therapie ersparen. Als Priadiktoren fiir den Erfolg einer PCV-Chemotherapie
von anaplastischen Oligodendrogliomen wurden schon 1998 neben pl6-Deletionen auch kombinierte Ver-
luste auf den Chromosomen 1p und 19q diskutiert (Cairncross et al., 1998), was sich auch in aktuellen
Studien bestétigt hat (Cairncross et al., 2006). Auch bei Langzeitiiberlebenden mit anderen malignen Glio-
men konnten entsprechende Verdnderungen gefunden werden (Ino et al., 2000). Glioblastompatienten mit
Promotormethylierungen des Og-Methylguanin-DNA-Methyltransferase-Enzym-Gens (MGMT) profitierten
besonders von einer Temozolomidtherapie (Hegi et al., 2005; Stupp et al., 2005b).

Méglicherweise eroffnet ein verbessertes Verstdndnis der Molekularbiologie maligner Gliome zukiinftig
auch gentherapeutische Optionen (Gottesman, 2003). Auch eine Kombination von konventioneller Zytosta-
tikatherapie mit einem Gentransfer ist denkbar. Welche Gene oder Signalwege dabei eine entscheidende
Rolle spielen werden, ist noch unklar. Regulatoren von Zellzyklus und programmiertem Zelltod sind aber
aussichtsreiche Kandidaten. Thre Funktion und Interaktion besser verstehen zu lernen, ist daher nicht nur
biologisch interessant, sondern kann schliefslich auch klinische Bedeutung bekommen.

Einleitung von Apoptose oder Reparaturmechanismen als Reaktion auf zytostatikainduzierte DN A-Sché-
den werden von einem komplizierten Netzwerk unterschiedlicher Regulatoren gesteuert (Giaccia und Kastan,
1998; Shapiro et al., 1998). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass mit dem induzierbaren tTA-System und dem
etablierten Protokoll einzelne an diesem Prozess beteiligte Gene auf ihre funktionelle Relevanz untersucht
werden konnen, weil verschiedene Proteinexpressionszustinde in sonst genetisch identischen Zellen mitein-
ander verglichen werden konnen. Der Status weiterer beteiligter Gene in den mit dem tTA-System ausge-
statteten Zelllinien ist dabei bekannt oder kann zumindest tiberpriift werden. Falls notig, weil zum Beispiel
neue beteiligte Gene entdeckt werden, kénnen die induzierbaren Zelllinien auch zu einem spéteren Zeitpunkt

noch genauer genetisch charakterisiert werden. Der Einfluss einzelner Gene auch auf so komplexe Vorginge,
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wie sie bei der Zytostatikatherapie in der Zelle ablaufen, kann so aufgeklart werden.
Wenn funktionelle Analysen der Regulatoren von Zellzyklus und Apoptose mit Erkenntnissen aus Pa-
thologie und Klinik kombiniert werden, kann dies nicht nur das Verstdndnis der Tumorbiologie verbessern,

sondern wird auch die klinische Onkologie entscheidend voranbringen.
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Zusammenfassung

Die Uberlebenszeiten von Patienten mit malignen Gliomen sind nach wie vor unbefriedigend, und der
Erfolg einer Zytostatikatherapie ist mit histomorphologischen Kriterien allein nur schwer vorauszusagen.
Genetische Charakteristika konnten zusétzlich als Prédiktoren fiir eine Zytostatikasensitivitdt dienen. Die
Tumorsuppressorproteine pl6 und pl4/ARF sind als Zellzyklusregulatoren an der zelluldren Reaktion auf
DNA-Schéden beteiligt und koénnten daher die Zytostatikasensitivitit maligner Gliome beeinflussen. Zur
Chemotherapie maligner Gliome werden v. a. Alkylanzien (z. B. Nitrosoharnstoffderivate wie ACNU und
BCNU) eingesetzt, daneben aber auch andere Zytostatika wie das Mitosespindelgift Vincristin als Bestandteil
des PCV-Protokolls. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher der Einfluss von p16 und pl4/ARF
exemplarisch auf die BCNU- und Vincristinsensitivitdt maligner Gliomzellen in vitro untersucht.

In U87+pl6tTA- und U373+ pl6tTA-Zellen mit induzierbarer pl6-Expression liefs sich angesichts wider-
spriichlicher Vorbefunde in der Literatur der p16-Effekt dosisabhédngig und ohne Kontamination durch endo-
genes pl6 evaluieren. Dabei ergab sich bei der Vincristintherapie von U87+pl16tTA-Zellen eine signifikante
Sensitivierung durch pl6. Bei der BCNU-Therapie von U87+pl6tTA-Zellen war der Sensitivierungseffekt
von pl6 nicht signifikant, und in U373+ p16tTA-Zellen konnte weder bei der BCNU- noch bei der Vincristin-
behandlung ein pl6-Effekt auf die Zytostatikasensitivitit beobachtet werden. Fiir die ektope pl4/ARF-
Uberexpression in U87-Zellen konnte kein Effekt auf die BCNU- oder Vincristinsensitivitit nachgewiesen
werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass zumindest p16 die Zytostatikasensitivitdt maligner Gliome
beeinflussen kann. Das verwendete induzierbare t TA-System hat sich als gut geeignet erwiesen, den Einfluss

einzelner Gene auf die Zytostatikasensitivitdt von Gliomzelllinien zu untersuchen.
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