HIGHLIGHTS

Der Tumorsuppressor pS3 im Zentrum einer Strategie zur Linderung von
Nebenwirkungen bei der Krebstherapie

Lisa Wiesmiiller*

Instabilitdten im genetischen
Material der Korperzellen (Ver-
dnderung einzelner Nucleotide,
Verlust, Austausch oder Verdopp-
lung von Chromosomen-Segmen-
ten, Fehlen oder Uberzihligkeit
einzelner Chromosomen) kénnen
zur Entwicklung hyperproliferati-
ver Zellpopulationen bis hin zum
Tumor und zur Metastasierung
fithren, wenn im Verlauf dieses
Mehrstufenprozesses Onkogene
aktiviert oder Tumorsuppressoren
inaktiviert werden.l!” Besonders
deutlich wird die Notwendigkeit
fiir die Aufrechterhaltung der ge-
netischen Stabilitdt zur Vermei-
dung von Krebs am Beispiel des
Tumorsuppressor-Proteins p53: In
50-60% aller Krebsarten ist das
natiirliche (Wildtyp-) p53-Gen
durch Mutation oder Deletion
der beiden Allele ausgeschal-
tet.>3] In einer weiteren Fraktion
der Tumore fithren epigenetische
Mechanismen, wie Ausschluss aus
dem Zellkern, beschleunigter Abbau oder Komplexierung
des Proteins, indirekt zur funktionellen Inaktivierung von
p53.4 In zellulédren Stresssituationen kann p53 das Wachstum
in der Zellzyklus-Phase G1 (vor der DNA-Synthese), seltener
auch in S (wihrend der DNA-Synthese) oder in G2/M (nach
der DNA-Synthese) anhalten oder den aktiven Zelltod, die
Apoptose, einleiten (Abbildung 1).5! Apoptose stellt einen
Schutzmechanismus dar, der Zellen nach irreparabler Scha-
digung entfernt und kritisch fiir die Vermeidung maligner
Tumore und fiir den Erfolg chemotherapeutischer Behand-
lungen ist. Die Apoptose beinhaltet ein zelluldres Selbstzer-
storungsprogramm, in dessen Verlauf zelluldre Strukturen
aufgelost und Proteine und Chromosomen durch Proteasen
bzw. DNAsen abgebaut werden. Auf molekularer Ebene
wurden als Signale fiir die von p53 vermittelte Wachstums-
regulation vor allem DNA-Strangbriiche ermittelt, z. B. nach
Einwirkung ionisierender Strahlen. Kinasen wie Atm, die
einen DNA-Strangbruch erkennen, iibertragen Phosphat-
gruppen auf p53.° Die damit verbundene Aktivierung des
p53-Molekiils bewirkt, dass Gene mit p53-Erkennungsse-
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Abbildung 1. Die Rolle von p53 als ,,Wéchter des Genoms*. p53 bewahrt die genetische Integritit in Zellen
withrend natiirlicher Proliferationsphasen durch Uberwachung von Rekombinations- und moglicherweise
auch von Replikationsprozessen. Die Abbildung zeigt weiterhin die intrazelluldren Signalwege, die in
Stresssituationen durch Vermittlung von p53 zum Wachstums-Stop oder zum aktiven Zelltod fiihren.

quenzen angeschaltet werden. Das Produkt des Zielgens
p2IWAT ist ein Inhibitor der fiir G1/S-Zellzyklus-Stadien
spezifischen Kinasen CyklinE:Cdk2 und CyklinA:Cdk2 und
verhindert so die Verdopplung geschidigter DNA.>7 Das
Produkt des 14-3-3-Gens blockiert die Phosphatase Cdc25,
welche fiir die Aktivierung der Cdkl-Kinase am G2/M-
Ubergang benétigt wird. So verhindert das Protein 14-3-3,
dass sich geschidigte Zellen mitotisch teilen. Die Zielgene,
die fiir Todesrezeptoren wie CD95(APO-1/Fas-R) und fiir
einen Antagonisten des antiapoptotischen Faktors Bcl2, Bax,
codieren, vermitteln die Einleitung des aktiven Zelltodes.
Wihrend der letzten Jahre wurde aus mehreren Laboratorien
berichtet, dass p53 {iber seine wachstumsregulatori-
schen Funktionen hinaus an DNA-Reparaturprozessen, ins-
besondere an der Rekombination, aktiv teilnimmt.[! Re-
kombinationsprozesse beinhalten den DNA-Austausch
zwischen zwei Genom-Abschnitten und sind der letzt-
mogliche Reparaturmechanismus, wenn aufgrund von
DNA-Doppelstrangbriichen die fehlende Information durch
Replikation vom komplementdren Strang nicht iibertragen
werden kann. Unter Verwendung spezieller Testsysteme
konnte demonstriert werden, dass p53 die Genauigkeit von
Rekombinationsprozessen kontrolliert, d.h., insbesondere
die Hiufigkeit fehlerhafter Austauschereignisse um ein bis
zwei GroBenordnungen herabsetzt.”) Somit erreicht p53 die
Aufrechterhaltung der Genomstabilitdt wihrend natiirlicher
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Proliferationsphasen und in zelluldren Stresssituationen
durch Aktivitdten sowohl bei der rekombinativen DNA-
Reparatur als auch durch Anschaltung von Wachstumsregu-
latoren.l']

GemiB dieser zentralen und gleichzeitig duflerst komple-
xen Rolle von p53 als Tumorsuppressor avancierte dieses
Protein seit seiner Entdeckung vor 20 Jahren zum wichtigsten
Studienobjekt innerhalb der Krebsforschung. Im Bereich der
Diagnose wird heute mit gentechnischen, mikroskopischen
und biochemischen Verfahren angestrebt, den funktionellen
Status von p53 in Tumoren festzustellen, um den Heilungs-
erfolg durch individuelle Krebstherapien zu steigern.! So
erwiesen sich beispielsweise p53-defiziente Kolonkarzinom-
Zellen als resistent gegeniiber S5-Fluorouracil, einem Hemm-
stoff der DNA-Synthese, jedoch als duflerst empfindlich
gegeniiber Bestrahlung. Insgesamt scheinen je nach p53-
Mutation und Krebstherapeutikum die Beeintrachtigung der
Reparatur oder der Verlust der Apoptose entgegengesetzte
zelluldare Antworten hervorzurufen. Bei der Entwicklung
neuer therapeutischer Strategien wird in der Grundlagen-
und in der klinischen Forschung versucht, in Tumorzellen die
Apoptose-vermittelnden Eigenschaften von Wildtyp-p53 zu
verstirken oder nach Verlust zu rekonstituieren, indem durch
Applikation synthetischer Peptide der Angriff der zelluldren
Proteinabbau-Maschinerie auf p53 blockiert oder die Riick-
faltung von p53-Mutanten zur Wildtyp-Konformation kataly-
siert wird oder dadurch, dass mit adenoviralen oder retro-
viralen Gen-Vektoren Wildtyp-p53 in defiziente Zielzellen
eingeschleust wird."'""*l Die derzeit wohl vielversprechendste
Strategie (klinische Erprobungs-Phasen I und II) wurde von
der Firma ONYX Pharmaceuticals in Richmond (Kalifor-
nien) entwickelt und beinhaltet die zielgerichtete Zerstorung
von Tumorzellen, denen funktionelles Wildtyp-p53 fehlt,
durch virale Lyse.'¥ Hierfiir wurde das Genom eines Ade-
novirus so manipuliert, dass dieser auschlieflich in p53-
defizienten Zellen vermehrungsfahig ist und somit nur die
Krebszellen aktiv abtétet.

Theoretisch sollten die gleichen Funktionen, die Wildtyp-
p53 die Eliminierung von Tumorzellen ermoglichen, auch
supprimiert werden konnen, um normales Gewebe vor der
zerstorerischen Wirkung von genotoxischem Stress zu be-
wahren. Mit dem Ziel, eine entsprechende Strategie zur
Linderung der Nebenwirkungen von Radio- und Chemothe-
rapien fiir Patienten mit Tumoren ohne funktionelles Wild-
typ-p53 zu entwickeln, durchsuchten Komarov und Mitarbei-
ter in ihrer kiirzlich in Science publizierten Arbeit!'” eine
Bibliothek von 10000 synthetischen Verbindungen nach
Inhibitoren von Wildtyp-p53. Fiir das Auswahlverfahren
verwendeten die Autoren die Mé&use-Fibroblasten-Zelllinie
ConA, die Wildtyp-p53 enthilt und in die das bakterielle Gen
fiir f-Galactosidase (lacZ) in Kombination mit einer syn-
thetischen DNA-Erkennungssequenz fiir p5S3 eingeschleust
worden war.["] Diese DNA-Kombination ermdglichte es, 14 h
nach Behandlung der Zellen mit dem Cytostatikum Doxoru-
bicin die gesteigerte Aktivitit des zelluldren pS3-Proteins als
transkriptioneller Transaktivator nachzuweisen. Ein Farbum-
schlag des f-Galactosidase-Substrates X-Gal nach Blau in den
Zellkulturen der 96-Loch-Platten zeigte die Anschaltung des
lacZ-Genes durch p53 an, ein Ausbleiben dieser Farbung die
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Inhibierung dieser Aktivitdt durch die *NH,
jeweils zugesetzte Chemikalie. Eine S/U\N/\“/©/
wasserlosliche Verbindung mit einer = o
relativen Molekiilmasse von 367 be- Br
wirkte die deutlichste Beeinflussung
und erhielt deswegen als ,,p fifty three
inhibitor” die Bezeichnung Pifitrin o
(PFTa; Abbildung 2). In Konzentra- ;
tionen von 10 um unterdriickt PFTa IZOthlaZOI_}yl)_l_P to-
ylethanon-hydrobro-
zu mehr als 90 % die von p53 abhén- mid).
gige Genaktivierung nach Applikati-
on von Doxorubicin (<0.4 uygmL™")
oder nach UV-Bestrahlung (<25Jm™2). Erwartungsgemif
wirkte PFToa auch inhibitorisch auf die transkriptionelle
Transaktivierung chromosomaler Gene mit p53-Erkennungs-
sequenzen und auf nachgeschaltete biologische Prozesse,
namlich je nach Zell- und DNA-Schadens-Typ auf die Ein-
leitung des Stillstandes im Zellzyklus oder auf die Apoptose.
Der Vergleich von Zellen mit unterschiedlichem p53-Status
belegte jeweils die p53-Abhingigkeit der PFTa-Effekte. Die
antiapoptotische Wirkung von PFTa konnte mit einer Le-
bendzell-Fiarbetechnik und anschlieBender quantitativer Aus-
wertung am Mikrotiterplatten-Lesegerit fiir geeignete tumo-
rigene Zellen (C8) demonstriert werden. Nach UV-Bestrah-
lung oder Doxorubicin-Applikation wurden bis zu 90 % der
Zellen durch PFTa-Behandlung vor dem Zelltod geschiitzt,
fiir die Chemotherapeutika Etoposid, Taxol und Ara C ergab
sich ein maximal zweifacher protektiver Effekt. Die PFTa-
vermittelte Hemmung der Fiahigkeit von p53, nach y-Be-
strahlung den Stillstand des Zellzyklus in der G1-Phase
einzuleiten, wurde durch Fluorescence-activated-Cell-Sorting
(FACS)-Analysen fiir ConA-Fibroblasten demonstriert. Nach
Farbung der zelluliren DNA mit einem Fluoreszenzfarbstoff
kann mit dieser Methode durchflusszytometrisch der DNA-
Gehalt in Einzelzellen gemessen und somit der Anteil der
Zellen einer Population, die sich in Stadien vor oder nach der
DNA-Verdopplung befinden, bestimmt werden.

Zur Klirung der Frage, auf welcher Stufe des Signal-
iibertragungsweges, der von DNA-Schiden ausgelost wird,
die Wirkung von PFTa einzuordnen ist, wurde alternativ zur
Schadensinduktion Wildtyp-pS3 mit einem Gen-Vektor in
p53-defizienten Zellen (Saos-2) produziert. Da PFTa unter
diesen Bedingungen weiterhin die von p53 eingeleitete
Apoptose unterdriickte, muss der Inhibitor p53 nachgeschal-
tet sein. Eine Beeinflussung des Aktivierungszustandes von
pS3 durch verdnderte Modifikationsmuster, vor allem durch
Phosphatgruppeniibertragungen, konnte nach gelelektropho-
retischer Auftrennung der p53-Proteine in zwei Dimensionen
nach Ladung und Masse weitgehend ausgeschlossen wer-
den. Die der transkriptionellen Transaktivierung von p53-
Zielgenen zugrunde liegende Bindung an bestimmte Erken-
nungssequenzen wird ebenfalls nicht von PFTa beeintréch-
tigt, da die Bildung hochmolekularer Komplexe aus radio-
aktiv markierten DNA-Sonden und p53 gleichermaf3en fiir
Proteine aus unbehandelten wie aus PFTa-behandelten
Zellen in der Polyacrylamidgel-Elektrophorese nachgewiesen
wurde. Als einzige Verdnderung nach PFTa-Gabe beobach-
teten die Autoren die Abnahme der zelluldren p53-Menge,
insbesondere in den Zellkernen, wie aus Immunoblots

Abbildung 2. Chemi-
sche Struktur von Pi-
fitrin a  (2-(2-Imino-
4,5,6,7-tetrahydroben-
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(Detektion von Proteinen mit spezifischen Antikdrpern nach
Gelelektrophorese und Membrantransfer) abzulesen war.
Unklar blieb bislang, ob dieses Phdnomen auf eine vermin-
derte Neusynthese von p53 zuriickzufiihren ist, auf eine
erhohte Instabilitdt des Proteins oder auf einen gestorten
Import in den Zellkern.

Um die Anwendbarkeit von PFTa beim Schutz vor
toxischen Nebenwirkungen von Krebstherapien zu priifen,
wurden im néchsten Schritt Experimente am lebenden Tier
durchgefiihrt. Méausen zweier Zuchtstimme wurden intrape-
ritoneal 2.2 mg PFTa pro kg Korpergewicht injiziert, an-
schlieBend mit 8 Gy ionisierender Strahlung behandelt und
die Uberlebensrate, das Korpergewicht und Gewebsverin-
derungen 100 Tage lang beobachtet. Innerhalb dieses Zeit-
raums wurde vollstdndiger Schutz vor dem Strahlungs-indu-
zierten Tod durch PFTa festgestellt, bei gleichzeitig geringe-
rem Gewichtsverlust als ohne Vorbehandlung. Letzterer
korrelierte mit verminderter Apoptose in den bestrahlten
Geweben, was mit einer Farbetechnik zur mikroskopischen
Darstellung von Chromosomenbriichen gezeigt wurde (,,TU-
NEL-Assay*“). Interessanterweise entdeckten die Autoren in
den Miéusen keinerlei Tumoren bis zu sieben Monate nach
Bestrahlung und Wirkstoff-vermittelter Inaktivierung von
pS3.

Es ist unumstritten, dass p53 ein zentraler Faktor bei der
Aufrechterhaltung der Genomstabilitit und damit bei der
Unterdriickung von Krebs ist.’] In diesem Licht erscheinen
die vielversprechenden Daten von Komarov und Kollegen
geradezu unglaublich: Wieso fiihrt der Funktionsverlust in
p53-Null-Méiusen innerhalb von sechs Monaten zur Entste-
hung bosartiger Tumore, wéhrend die p53-Inaktivierung
durch PFTa trotz zusétzlicher DNA-Schiddigung durch ioni-
sierende Strahlen keinerlei entartetes Zellwachstum nach sich
zieht 211 'Wurden die Versuchstiere nicht lange genug
beobachtet, oder war die Zahl der Tiere (30) zu gering?
Langzeitstudien mit mehreren tausend Versuchstieren schei-
nen unumginglich zu sein, dhnlich wie dies nach der lebhaften
Diskussion um die umstrittenen Versuche beziiglich der
Nebenwirkungen eines Schneeglockchen-Gens in gentech-
nisch veréinderten Kartoffeln angestrebt wird.['’] Der schein-
bare Widerspruch zwischen PFTa-vermittelter pS3-Inaktivie-
rung und fehlender Krebssuszeptibilitdt konnte jedoch mit
der Multifunktionalitét des Tumorsuppressors erkldrt werden.
Obwohl PFTa, wie von Komarov et al.l®l gezeigt wurde, die
Wachstums-regulatorischen Funktionen von p53 unterdriickt,
besteht in Analogie zum Verhalten bestimmter pS3-Mutanten
die Moglichkeit, dass diese Verbindung keinen Einfluss auf

die Uberwachung von DNA-Reparaturprozessen durch p53
hat.l'% 18] In der Tat lieB bereits das Fehlen von Tumoren bei
p21-Null-Méusen wie auch bei einem Teil der Miuse mit der
transkriptionell inaktiven Mutante p53(135Val) vermuten,
dass andere Mechanismen als die Wachstumsregulation zur
Tumorsuppression durch p53 beitragen miissen.['> 2 Sollten
DNA-Reparaturstudien und griindliche Analysen beziiglich
moglicher Mutationen oder genomischer Umordnungen in
Geweben nach kombinierter PFTa- und Strahlenexposition
belegen, dass PFTa gezielt die p53-abhidngige Selbstzersto-
rung chemo- oder radiotherapierter Zellen verringert, gleich-
zeitig aber nicht zu einer Destabilisierung des Genoms fiihrt,
konnte diese Entdeckung die Lebensqualitit von Krebs-
patienten in Zukunft tatsdchlich verbessern helfen.
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