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ZUSAMMENFASSUNG
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Auf dem Weg der malignen Transformation emer Zelle bildet die Reaktivierung des
, die aufgrund knitischer
Telomerenverkiirzung begrenzte Teilungskapazitit der Zelle zu iiberwinden und den
Eintritt in die Seneszenz zu verhindern. Da in iiber 85% aller Tumorzellarten eine
Reaktivierung von Telomeraseaktivitit nachweisbar 1st, erscheint Telomerasehemmung
als sinnvoller Ansatz potentieller Anti-Tumor Strategien. Emmige der bislang entwickelten
Telomerasemhibitoren finden ihren Einsatz bereits i klimschen Studien. Die
vorliegenden Daten zu einer Kombination von Telomeraseinhibition und Chemotherapie
zeigen jJedoch hiufig widerspriichliche Ergebmisse beziiglich eines mdglichen
Synergismus. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die genetische Telomeraseinhibition
durch Expression emes domunant-negativen hTERT-Gens (DNhTERT) in den beiden
Ewing Sarkom-Zelllimen STA-ET1 und RM-82 zur Evaluation eines mdglichen
therapeutischen = Konzeptes. Durch DNhTERT  konnte eme  effektive
Telomerenverkiirzung und Reduktion der Telomeraseaktivitit erreicht werden, welche
sich ber STA-ET1 zudem im Proliferationsverlust duBerte. Mit zunehmender Passage
kam es in den dominant-negativ fiir hTERT transfizierten Zellen der Zelllime STA-ET1
zu einer Reaktivierung der Telomerase, ohne Einfluss auf Telomerenlinge und
Proliferationsverhalten. Fiir beide Ewing-Sarkom-Zelllimen konnte nach Ausschaltung

Enzyms Telomerase emen wichtigpen Schnitt

der Telomeraseaktivitit eine Sensibilisierung gegeniiber Doxorubicin nachgewiesen und
erste Hinweise auf eine geringfiigige Sensibilisierung gegeniiber Ifosfanud beobachtet
werden. Fir Etoposid zeigten sich fiir beide Zelllimen divergente Ergebnisse
(Sensibilisierung und Resistenzerhhung). Ebenfalls Hinweise auf emne tendenzielle
Resistenzerh6hung konnten gegeniiber Vincristin gesehen werden.
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1. Einleitung
1.1 Telomerase und Telomere

Seit langer Zeit 1st Telomerase immer wiederkehrend 1m Fokus der Wissenschaft. Unter
anderem 1st es, aufgrund semer Wirkung 1m Bereich der Zellalterung, als Anti-Aging-
Ziel durchaus medienwirksam und 1m Interesse der kosmetischen Pharmaindustrie. Auch
gibt es Studien zur Untersuchung von Telomerase-Aktivierung in der regenerativen
Medizin (Tissue Engineering, Wiederherstellungschirurgie) sowie Hoffoungen auf den
Einsatz zur Behandlung chromischer Erkrankungen wie Arteriosklerose (112). Wichtig 1st
zudem ein weiterer Bereich, in dem die Telomerase emne bedeutende Stellung emnimmt.
Sie 1st in tiber 85% aller Tumorarten zu finden (217), sodass die Vermutung nahe liegt,
dass dieses Enzym emne Schliisselfunktion mnehat, die entartete Zellen sich zu Nutze
gemacht haben, um dem Verlauf von natiirlicher Zellalterung und frithzeitigem Zelltod
zu entgehen. Somut bietet sie ein interessantes Ziel im Bereich zukiinftiger Anti-Tumor-
Strategien beziiglich der Therapie und Detektion von Tumoren.

Um die Rolle der Telomeraseaktivitat in Hinblick auf Zellalterung und Immortalisierung
zu verstehen 1st es wichtig, einen Uberblick iiber den Wirkmechanismus dieses Enzyms
sowle dessen Wirkort, die Telomere, zu erlangen.

1.1.1 Die Telomere — Wirkort der Telomerase
Struktur der Telomere

Gepragt wurde der Begniff der Telomere (griech; telos = tehoc Ende; meros = pepog Teil)
mm Jahr 1938 - 1942 von Mueller und McClintock (156). Telomere sind DNA-Protein-
Komplexe an den Enden der Chromosomen. Sie setzen sich zusammen aus repetitiven
DNA-Sequenzen sowie verschiedenen Protemnen. Je nach Spezies unterscheiden sich die
DNA-Sequenzen in ihrer Linge und Zusammensetzung Sie enthalten GT-reiche
Sequenzen und bestehen bei den meisten Eukaryonten aus emner repetitiven Sequenz von
ca. 6-8 Basenpaaren (bp) (164). In humanen Zellen existiert emne Sequenz von 6 bp
(TTAGGG)n, welche sich eimge tausend Male wiederholt. So werden 5-20 kb m
humanen Zellen beschrieben (60, 172). In anderen Saugetieren, z B. der Maus, findet sich
sogar ein Vielfaches dieser Lange (127).
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Obwohl Telomere hauptsichlich aus doppelstringiger DNA bestehen, besitzen sie
zusitzlich einen einstringigen 3'-Uberhang, welcher ebenfalls GT-reich ist und ca. 30-
250 Nukleotide umfasst (157, 203, 259, 269). Dieser 3'- Uberhang verbindet sich durch
Basenpaarung mut der doppelstringigen Telomeren-DNA und bildet so die typische,
Lasso-ghnliche _ t-loop“-Struktur (Telomeren-loop). Im Bereich der Hybnidisierung des
3’ Uberhang mit der doppelstringigen DNA bildet sich aus dem freien, komplementiiren
Strang der sog. , displacement (d)-loop™ (siche Abbildung 1.1.1-a) (83).

Abbildung 1.1.1-a: Struktur der Telomere. Entstehung der typischen . t-loop/d-loop™ Struktur der
Telomere durch Fusion des 3'Ende (einstringiger Uberhang der Telomeren-DNA) mit der
doppelstringigen Telomeren-DINA mut Hilfe verschiedener Telomerbindungsprotemne u.a. TRF1 und
TRF?2. (aus (178) Lizenznummer: 4067620333079)

Des Weiteren besitzen Telomere die Fihigkeit, sogenannte G-Quadruplex-Strukturen zu
bilden. Hierbei handelt es sich um eine muttels Wasserstoffbriickenbindung, , gefaltete™
Tertidrstruktur aus emer 16-Nukleotid-Sequenz d(GGGTTAGGGTTAGGGT) und 6-
Nukleotid-Sequenz d(TAGGGT) des Telomeren 3°-Uberhangs, welche so gestapelte
Guanosin-Tetraden (G-Quadruplex) bildet (203). G-Quadruplexe schiitzen den 3'-
Uberhang der Telomeren zB. vor Rekombination und der Telomerase-abhingigen
Verlangerung der Telomere. Sie regulieren so die katalytische Aktivitat dieses Enzyms
(150, 199, 203).
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Telomeren-Bindunes-Proteine

In der Stabilisierung/ Entstehung oben genannter Struktur spielen verschiedene Proteine
wie z.B. TRF1 (telomenc-repeat binding factor) und TRF2 eme wichtige Rolle. Diese
beiden binden stabilisierend als Homodimer an die doppelstringige (ds)-DNA der
Telomere (30). TRF1 bewirkt u.a. die parallele Anordnung der Duplexstringe zueinander
(20, 21, 82). TRF2 induziert ein Auftrennen der DNA-Doppelhelix und ihrer
komplementdren Striange und macht so die Invasion des 3° Uberhangs als Voraussetzung
fiir die , t-loop“-Struktur méglich (22). Mit ithrer Funktion als architektonische Proteine
bewirken sie die Struktur der Telomere und dienen als wichtipe Mechamismen der
Telomerenverldngerung. Sie fungieren zudem als negative Regulatoren der Telomerase.
Eine Uberexpression von TFR1 und TFR2 inhibiert die Verlidngerung der Telomere (221,
238).

Ein weiteres wichtiges Protemn m diesem Zusammenhang ist POT1 (protection of
telomeres 1), welches an die ss-DNA der Telomeren bindet (12). Storungen der
Expression von TRF1 und POT1 fithren zur chromosomalen Instabilitit bis hin zu
Zellarrest und —tod (105, 119, 238, 244). Eine gestorte Expression von TRF1 1st bereits
embryonal letal, dies legt nahe, dass TRF1 neben der Telomerenlangenregulation noch
andere wichtige Funktionen hat (121).

TRF1 und TRF2 bilden zusammen mit POT1 und dre1 weiteren Protemnen (TIN2, RAP1,
TPP1) emen Telomer-protektiven Komplex welcher auch Shelterin oder Telosom
genannt wird (62). Uberdies existieren noch zahlreiche Proteine, denen
Regulationsfunktionen innerhalb des Telomerasekomplex/ Telosom nachgesagt werden.
So konnten zum Beispiel durch Lee et al. in ithrer Untersuchung iiber 300, teils noch
unbekannte Proteine, welche in die Telomeraseregulation emngreifen, identifiziert werden
(143, 150).

Funktion der Telomere

Die Funktion der Telomere 1st wielfiltig. Sie schiitzen die Chromosomen vor
enzymatischem Abbau durch Endonukleasen, mdem sie den Enden als sog. ,caps™
anhiegen (61). Durch Bildung der , t-loop*-Struktur bewahren sie die emnstringigen Enden
der Telomere vor der Verwechslung mit DNA-Briichen, sodass Reparaturmechamsmen
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nicht in Kraft treten. Neben dem eben genannten Schutz vor Degradation bietet diese
Struktur ebenfalls Schutz vor Rekombination und Fusion mit anderen Chromosomen
(205). Dariiber hinaus werden den Telomeren noch wichtige Funktionen in Prozessen
mnerhalb des Zellkerns wie Verankerung der Chromosomen in der Kernmatrix
Anordnung des Chromatins und Trennung der Chromosomen wihrend des Zellzyklus
zugeschrieben (81, 128). Eine entscheidende Rolle spielen sie jedoch, imnsbesondere fiir
die Fragestellung dieser Arbeit, beziiglich des Chromosomenreplikationsproblems.

Das Chromosomenreplikationsproblem

Okazaki et al beschrieben 1967 mut den Mechanismen der DNA-Replikation emnen
Grundstein fiir das Chromosomenreplikationsproblem. Hierber verliert, aufgrund der
semikonservativen Replikation, der chromosomale DNA-Strang bei jeder Zellteilung
emige Nukleotide (184, 185). Der Verlust entsteht dadurch, dass die DNA-Polymerase
nach Bindung an den RNA-Primer den Strang (Matrize) nur in 3'- 5° Richtung replizieren
kann, so dass em kontimuerlicher und ein diskontimmuerlicher Strang entstehen (siehe
Abbildung 1.1.1-b). Das Resultat sind die Okazaki-Fragmente, welche durch eine DNA-
Ligase verbunden werden miissen (185).

Abbildung 1.1.1-b: Prinzip der

semikonservativen Replikation
. Nach Auftrenmmg der Doppelhelix
Rty des mutemalen DNA-Szangs durch
Enzym ase t =
Primase den RNA-Primer (tot) an die
beiden DNA-Stringe (hellblau). Die
DNA-Polymerase synthetisiert nun,

TEaisoHmErase

Helikase
S5BP

) Primase

DMA-Polymerase dm.

HN.&-S
Prirm
|||'|'n;r1.

Ckazaki-

filhrender Strang

{Leading strand) verzigerter strang

[lagging strand)

Matrizenstrang 4 ':'-. Fragment h e DNA-Pohmerase
A e _ = @ Primase
. newer Strang -\
. RMA-Prirmr “N

Y

4

DMA- Ligase

beginnend am RNA-Primer, m 3'-
5Richtung (dunkelblau). Dadurch
entstehen ein kontimuerlicher Strang
(.leading strand™) sowie em
diskontinmerhicher Folgestrang
(-lagging strand”). Der Folgestrang
besteht aus +wielen (ca. 1000
Nukleotide langen) Einzelfragmenten
— die Okazaki-Fragmente, welche m
einem weitteren Schrtt, durch die
DNA-Ligase aufgefullt werden.
SSBP: emzelstrangbindendes Protemn
(Abbildung aus(113) )
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An den Enden, den Telomeren, kann die Replikation micht vollstandig stattfinden, da die
Ligase das letzte Stiick micht auffiillen kann, sodass die Chromosomen sich bei jeder
Zellteilung an den 5" Enden verkiirzen Hierdurch entsteht emn Verlust von 50 bis 200
Basenpaaren pro Replikationszyklus (89, 144). In emem gewissen Rahmen ist dieser
Verlust tolerierbar, da zunichst die Telomere _aufgebraucht werden, welche keine
wichtige Erbinformation enthalten. Greift der Verlust jedoch iiber ein kritisches Linut
hinaus, verfillt die Zelle in emne Art Ruhezustand (Seneszenz) und wird spéter apoptotisch
(216). Die mogliche Anzahl an Zellteilungen somatischer Zellen wird auch als Hayflick
limit bezeichnet. Dieser Begniff wurde 1965 von Hayflick et al geprigt (95). Emen
Zusammenhang zwischen der zelluldren Seneszenz und dem Endreplikationsproblem
schafft Olovnikov 1971 nut semer Hypothese, dass der mitotische Verlust der Telomeren-
DNA letztlich z7um Verlust essenzieller Gene und damit zum Zelltod fithren muss (186,
187). Diese These lasst sich im Weiteren u. a. anhand verschiedener Versuche i vitro
(Fibroblastenkultur) bestitigen (2, 89). Aus dem gleichen Gedanken entwickelte sich
1991 das Model der _mitotic clock”, m welchem Telomerenlinge und
Telomeraseaktivitit einen Marker der replikativen Vergangenheit und des proliferativen
Potentials emner Zelle darstellen (90). Die Telomere nehmen mit dem
Endreplikationsproblem einen wichtigen Stellenwert in der Zellalterung ein (144). An

diesem Punkt kommt nun die Telomerase ins Spiel

1.1.2 Strukiur und Funktion der Telomerase

Im Jahre 1985 gelang der Nachweis eines Enzyms in Tetrahymena Zellextrakten, welches
dem replikationsbedingten Verlust der Telomerenenden entgegenwirkt (80). Vier Jahre
spiter entdeckte Morin erstmalig Telomeraseaktivitit in emer humanen Tumorzelllime
(170).

Be1 der Telomerase handelt es sich um emn Ribonukleoprotemn, dessen katalytische
Unteremnheit, die humane Telomerase Reverse Transkriptase (hTERT), zosammen mt
emer RNA Unfereinheit, der humanen Telomerase RNA (hTR oder hTERC), emen
Komplex bildet. Dieser Komplex 1st maBgebend daran beteiligt (249), nach jeder
Zellteilung neu synthetisierte Telomersequenzen an die Chromosomenenden zu fiigen
und so der begrenzten Teilungsfiahigkeit vieler Zellen entgegenzuwirken Auf diese
Weise kann das oben genannte Chromosomenreplikationsproblem iiberwunden werden.
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Im Gegensatz zu hTERT, deren Expression vor allem in Keimzellen und malignen Zellen
gefunden wurde (163, 177), konnte hTR 1 den meisten humanen (embryonalen und
adulten) Geweben nachgewiesen werden (9, 73). Dies lasst darauf schlieflen, dass hTERT
eine bedeutsamere Rolle in der Tumorforschung zukommt.

In spiteren Arbeiten wurde noch eine weitere Komponente als exstentiell fir den
Telomerasekomplex benannt. Das _ hwumane Telomerase-assoziierte Protein-1“
(hTEP1) oder Dyskerin 1st wichtig fiir die Stabilisierung von hTR (45, 145) und bildet
so den dritten Teil des Telomerase-Komplexes.

Neben threm wesentlichen Beitrag (durch Aufrechterhaltung der Telomerenlinge), die
zellulidre Alterung zu iberwinden und die Tumorprogression zu unterstiitzen, sind noch
weitere Telomeren-unabhingige Funktionen beschrieben. So wird der Telomerase eine
(mutochondnal) proapoptotische sowie (nukleir) antiapoptotische Funktion ebenso wie
Einfluss auf den , DNA-Damage Response™ (teils iiber die Hemmung des p53-Pathway),
die Funktionalitdt von Stammzellen i Gewebe (gilt ebenso fiir hTERT) und Regulation
der Gen-Expression (u.a. c-Myc, p21, p53, DNMT1 und NF-«B p65) zugesprochen (47).

Katalytische Untereinheit hTERT

Die katalytische Unteremheit scheint ein Phosphoprotein zu semn, deren Aktivitit ua
durch mehrere Proteinkinasen moduliert wird. Dies wird zB. der Proteinkinase B
(PKB/Akt), PKC und c-Abl zugeschrieben (124, 137, 146). Es wird vermutet, dass
hTERT als funktionell kooperierendes Dimer oder Multimer in vivo vorhegt (14, 45). Der
TERT-Promotor enthilt verschiedene Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren, z B.
fiir c-Myrc, ein die Aktivitit modulierender Transkriptionsfaktor (252, 261). Lokalisiert
wurde das kodierende Gen als single copy auf Chromosom 5p15.33 (36, 125, 163). Im
Vorfeld war bereits emer verstirkte Expression sowie Amphifikation im Bereich von 5p
fiir verschuedene Tumore beschrieben worden (134).

RNA-Untereinheit hTR

Die humane Telomerase-RINA 1st bis 450 Nukleotide lang (73). Sie enthilt eine Sequenz
aus elf Nukleotiden (5-CUAACCCUAAC-3"), welche komplementir zur
Telomersequenz sind. Sie wird Template-Region genannt und dient der reversen
Transkriptase als Matrize, welche repetitive TTAGGG-Sequenzen an das 3' Ende der
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Telomere anfiigt (170). Uberdies besteht sie aus einer zweiten Doméne, welche fiir die
Verankerung mn der katalytischen Untereinheit verantwortlich ist (19). Das kodierende
Gen (single copy) wurde auf Chromosom 3q26.3 lokalisiert (222).

Telomerase-bindende Proteine

Den Komplex der Telomerase bilden neben den zwe:r eben genannten Unteremnheiten
noch weitere Telomerase-bindende Proteme. Ihnen werden u. a. wichtige Funktionen zur
Regulierung des Enzyms nachgesapgt. So mteragieren z B. hStau und L22 mit hTR 1n
vitro (142). Das bereits oben erwihnte, in humanen Zellen identifizierte Protein
hTEP1/Dyskerin (91) agiert ebenfalls mit hTR und hat hier strukturelle und modulierende
Funktionen inne (167). Zunichst wurde es als nicht essentiell fiir die Telomeraseaktivitét
mn vivo und in vitro propagiert (13, 148). In spéateren Arbeiten zeigte sich jedoch, dass es
aufgrund seiner fir hTR wichtigen, stabilisierenden Funktion essentiell 1st und so den
dnitten Bestandteil des Telomerase-Enzymkomplexes bildet (45). Weitere, als essentiell/
regulierend beschriebene Proteine der humanen Telomerase sind hsp90 und p23 (74,
106).

1.1.3 Vorkommen der Telomerase in humanen Zellen

Wihrend der Embryonalentwicklung lasst sich Telomeraseaktivitit in vielen fetalen
Geweben nachweisen (258). Diese i1st im adulten Zustand nur noch i Keimzellen,
peripheren Blutzellen (29, 102) und in emigen wenigen somatischen Geweben wie z B.
epidermalen Keratinozyten nachweisbar, in diesen jedoch auf deutlich nmiedrigerem
Niveau (263). Fiigt man in solche normalerweise Telomerase-negativen Zellen hTERT,
fithrt dies in vitro zu emner Erweiterung der potenziellen Lebensspanne und schiitzt die
Zellen vor dem Eintritt in die Seneszenz (24, 242).

Dass Telomerase i humanen Zellen, micht nur mm Hinblick auf Alterung und
Herauszdgern der Seneszenz, langfristig betrachtet einen hohen Stellenwert hat, ze1gt sich
an Krankheitsbildern wie z B. der x-chromosomalen Form der Dyskeratosis congemta
(DKC), welche sich durch eine Mutation im dkel-Gen (kodiert fiir die Komponente
Dyskerin des Telomerasekomplex) auszeichnet (167). Die klimischen Folgen kénnen sich
schon frithzeitig u.a. in hochregenerativen Geweben mit Knochenmarkversagen und
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Hautverdnderungen duBern. Auch finden sich verkiirzte Telomere mit chromosomaler
Instabilitit und der Gefahr, schon friihzeitig Malipnome zu entwickeln (209).

1.1.4 Regulation der Telomeraseaktivitiit

Die Repulation der Telomeraseaktivitit i1st mmmerwihrender Gegenstand wieler
Forschungsarbeiten. Wiahrend mn der Anti-Agmg-Therapie ihre Aktivierung bzw.
Reaktrivierung 1m Fokus des Interesses steht (93), versucht man in der Anti-Tumor-
Therapie die Hemmung dieses Enzyms selektiv herbeizufilhren. Beiden Strategien i1st
gemeinsam, dass es em sehr breites und be1 Weitem micht endgiiltig entschliisseltes Feld
der Modulationsmoglichkeiten und Angriffspunkte gibt. Letztere geschehen z B. auf der
Ebene der Transkription wie das alternative Splicen und der postranslationalen
Modifikation mittels Phosphorylierung (125, 233, 252). Die folgende Tabelle 1.1 4-a soll
eine kleine Auswahl darstellen. Eine breite Ubersicht gibt die Arbeit von Wojtyla et al.
(254).

Tabelle 1.1.4-a: Regulationsmiglichkeiten der Telomerasealktivitit

Angriffspunkt Mechanismus Effekt Quelle
c-ABL hTERT Phosphorylierung Inhibierend (124)
(Protein-
Tyrosinkinase)
"hEST2Gen  hTERT 1 Hochregulationin Aktivierend G4.163)
Tumorzellen /ektope
Expression
R R Bremeier T Ridienng der T s Ty i
(Protoonkogen) /hsp90A Transkription (Telomeraseaktivitit) 25V
(TERT)
s R van Ry ETR s
(Protein von HPV16) hTERT-Gen
BreRT T R i R e ETRC
Promotor) o. Indirekt  (in Ex-sensiblen 174)
{c-Myc) Geweben)
"pRB hTERT Transkriptionsfaktor ~ Suppression der TA ~ (6,129)
(Onkogen
Retinoblastom)/
INK4A
(cyclin-abh Kinase
Inhibitor p16)
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Angriffspunkt Mechanismus Effekt Quelle
NF-kappa B TERT (Maus) Transknptionsfaktor  Aktivierung der (266)
TERT-Expression (153)
Chromosom 3p  hTERT-Gen Tumorsuppressor-gen  Unterdrackt | 67,159
(3p21.2-3p14 2, Telomeraseaktivitit
3p24 3-3p24.1 und chromosomaler (180)
Weitere) Verlust fiihrt zur 1
hTERT-Expression
Chromosom
10pl5.1
R R T :ﬁﬁ't': .......................... s g
hTERT
 hTERT-a (alpha) ~ WTERT Alternatives ¢ dominant negativer (46,265}
Splicing Inhibitor der TA
5 T.ERT—ﬁ {heta}h R R pramature .................... BT
Splicing Termination und
nonfunkt. Proteine
I1T.ERT—7 ............. } e R s e R gy
Splicing Proteine
ERETRRES T g T n:gR:gLﬂamr PR ST
(1.1.1) Bindungsproteine Telomeraseakfivitit
" Tankyrase [poly- ~ TRF-1 ADP-Ribosylierng ~ Inaktiviert denneg.  @9.107,
(ADP-ribose) - Regulator TFR-1 194, 220)
Polymerase] 1+2
R R R Phusphnryhmmg ......... AktmmmgderTA ....... AT
(Proteinkinasen) 146)
AnmogenehTERT—Pmmomrunklar .......................... h'IERT—Equresmon],{SﬁJ .............
(Prostata- CA in
Vvivo)
RS SRR i pﬁunaler .......... Huchregulaﬁnn ............. Gyg
(Fusionsprotein) Co-Faktor? fAktivierung
HERS N s WRERE G O Tpnons— ..... Fae g
und Raf faktor ERS1 Expression
(Onkoproteine)
LeptthERT(A ....... e Aktmenmg .................. LR
(in MCF-7 und Proteine) STAT3 Transkniption und
Brustkrebszellen) {(Phosphorylienung) Proteinexpression
an hTERT-Promotor
Glalmhmd—hkeZhTERT—Gen ........... T pﬁulMcth}rh ..................... I
(GRHL2) Promotor hTERT-Promotor
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1.1.5 Stellenwert der Telomerase in Tumoren und immortalen Zellen

In idber 85% aller Tumorzellarten findet sich eine Aktivierung der Telomerase
(insbesondere der katalytischen Untereinheit hTERT), ebenso in immortalen Zelllimen
1st s1ie hochaktiv (51, 126, 150). Im Vergleich von embryonalem zu entartetem Gewebe
zeigt sich, dass die Telomere von Tumorgeweben kiirzer sind als die des entsprechenden
embryonalen , gesunden™ Gewebes (203), so dass die Verkiirzung der Telomere 1n frithen
Stadien der Tumorgenese fortzulaufen scheint Aus emne Lkontimuerlichen
Telomerenverkiirzung resultieren imstabile Chromosomenenden, welche wiederum die
Entstehung von entarteten Zellen fordern (60, 94). Dennoch lisst sich, wie bereits
erwihnt, n vielen Tumorgeweben eine hohe Telomeraseaktivitat nachweisen, sodass die
Vermutung naheliegt, dass die Reaktivierung der Telomerase zu emem spiteren
Zeitpunkt der Tumorgenese erfolgt (53, 126).

In Untersuchungen beziiglich Telomeraseaktivitit (TA) zeigt sich ein breites Vorkommen
in vielen Tumorgeweben. Die Ubersichtsarbeiten von Shay und Bachetti et al , sowie
Dhaene et al zeigen eine tabellarische Ubersicht iiber Lokalisationen, Tumorgewebe und
prozentualen Nachweis der Telomeraseaktivitit. Solide Tumore mut deuthicher TA sind
u.a. Nierenzell-, Kolorektal-, Bronchial-, hepatozellulire- und Magenkarzinome; auch in
Melanomen, Basalzellkarzinomen sowie in lymphatischen/ myeloischen Erkrankungen
lasst sich eine sigmifikant erhhte TA nachweisen (66, 217).

Es zeigte sich eme grofie Heterogenitit beziiglich der unterschiedlichen Tumorentititen
emer Lokalisation. So konnte zB. im duktalen und lobuliren Mamma-Ca m 88%
(300/339) TA nachgewiesen werden (101, 215, 225), wihrend diese nur mn 28% (11/40)
der Fibroadenome der Mamma nachzuweisen war (16, 101, 225). Eine spitere Studie
zeigte wiederum 81,8% TA 1n ductalen Carcinoma in situ (DCIS), sodass im Gegensatz
zu der oben genannten Vermutung hier von einer frithen Reaktivierung im Rahmen der
Karzinogenese auszugehen 1st (173).

Auch sind Zusammenhinge zwischen Uberlebensrate und TA beschrieben. So zeigte sich
m emer Studie an Patienten mut telomerasepositiven Magen-Karzinomen eine signifikant
schlechtere Uberlebensrate als bei den telomerasenegativen Kontrollen. Hierber gilt
jedoch auch zu beachten, dass die telomerasepositiven Magenkarzinome zum Zeitpunkt
der Diagnose in emem fortgeschrittenem Stadium und metastasiert waren (100).
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Seneszenz und Immortalisierung

Wie unter 1.1.1 erwihnt, unterliegt jede menschliche Zelle einer begrenzten Anzahl an
moglichen Zellteilungen Ab einem bestimmten Linut verfillt die Zelle in eine
Seneszenz, um weitere Zellteilungen mit der Folge des chromosomalen Verlustes und der
Instabilitat zu vermeiden (133). Die Mechanismen dieser zelluldren Entwicklung sind
vielfiltig und komplex Sie zu verstehen ist jedoch essentiell, um den Prozess, den
entartete Zellen 1m Rahmen der Karzinogenese durchlaufen, nachvollziehen zu kénnen.
Es gelingt ithnen, der replikativen Seneszenz zu entfliehen, um unbegrenzt proliferieren
zu konnen Hierbe1 spielt unter anderem die Stabilisierung der Chromosomen eine
wichtige Rolle (66).

Ist das replikative Linut erreicht und die Zelle in die Seneszenz eigentreten, bleibt sie
weiterhin vital Dieser Zustand 1st daher micht miut dem zellulidren Tod gleichzusetzen,
sondern eher als eme Art | Ruhephase™ zu sehen und wird auch , mortality stage 1% (M1)
genannt (216, 246). Fiur den Emintt m die M1-Phase schemt unter anderem die
Aktivierung  des Tumorsupressorgens p53 (lokalisiert auf Chromosom 17p)
verantwortlich zu sein (155). Durch retrovirale Transfektion mit onkogenen Retroviren
konnte die These in vitro bestitigt werden, dass Genprodukte von p53 und pRB wichtig
sind fiir den Weg mn die M1-Phase (25, 257). Durch Blockierung von p53 und pRB nuttels
viraler Onkogene (zB. SV40 large T-Antigen (TAg) oder HPV E6/E7) kann die M1-
Phase tibersprungen werden (214, 255) und die Zelle sich wieder replizieren. Hierbe: wird
jedoch schnell (nach 30 — 40 Populationsverdopplungen) ein weiteres Stadium (M2)
crisis” oder . mortality stage 2* erreicht (256). M2-Zellen zeichnen sich typischerweise
durch extrem kurze Telomere und chromosomale Instabilitdt aus. Nur wemge Zellen
konnen diesem Stadium mut konsekutivem Untergang/ Zelltod entfliehen (Abbildung
1.1.5 a). Der haufigste Mechanmismus 1st eine Reaktivierung der Telomerase (51, 52, 262)
(siehe 1.1.2 und 1.1.5), iiberdies werden noch alternative Verlangerungen der Telomere
genannt (siehe 1.1.6).

Emne weitere Moghchkeit in die zellulire Seneszenz zu gelangen ist, neben o.g
Telomerhypothese, das ,telomere uncapping™, welches die Zellen, Telomerlingen-
unabhingig, durch Verinderungen in der DNA-Struktur der Telomere und/oder der
telomeren Proteine in die Seneszenz und Apoptose fithren kann (61, 120).

11
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Telomerlinge

(Inkb)
Keimbahnzellen
P el i

ca. 15kb

Stammzellen
Telomerase (+)

ca. 57 kb

v

Hayflick- Crisis Anzahl der Zellteilungen
Limit

Abbildung 1.1.5-a: Prinzip der Telomerhypothese wvon zellulirer Alterung wund
Immortalisierung. Aufgrund der semikonservativen Replikation verhert der chromosomale DINA-
Strang be1 jeder Zellteilung enige Nukleotide. Ist das replikative Limit emer Zelle erreicht, verfillt
sie i eine Art Ruhephase (M1), welcher nach wertteren Zellteilungen zur Krise (M2) mat konsekutivem
Zelluntergang fithrt. Eine Moglchkeit aus dem M2-Stadum auszubrechen 1st die Reaktivierung der
Telomerase, wie es sich Tumorzellen zu Nutze machen kénnen Weitere Zellteilungen sind dann,
ebenso wie beir generell Telomerase-positiven Zellen (z.B. Keimbahnzellen) wieder verlustlos
mdglich. (Abbildung aus (92))

1.1.6 Alternative Verliingerung der Telomeren (ALT- Mechanismus)

Emige Tumore (10-15%) humaner Zellen sowie manche i vitro immortalisierten
Zelllimen stabilisieren ithre Telomeren Telomerase-unabhingig (35). Insbesondere in
Tumoren mesenchymalen Ursprungs scheint diese Phinomen zu existieren (40).

Im Jahre 1995 beschreiben Bryan und Reddel et al. erstmals diesen alternativen
Mechanismus, welcher spater als | ALT pathway* (alternative lengthening of telomeres)
bezeichnet wurde. In ihrer Studie zeigten sich von 35 untersuchten immortalen Zelllimen
15 fir Telomerase negativ (32). Auffillig be1 diesen Zellen war, dass sie heferogene,
teilweise sehr lange Telomere hatten (varuerten zwischen 2-50 kb Liange), wohingegen
Telomerase-positive Zellen typischerweise sehr kurze Telomere haben Eine dhnliche
Beobachtung machten Kim et al bereits 1994 bei zwei immortalen, Telomerase-
negativen SV-40 Zelllinien (126). Mechamismen des | AL T-pathway* lassen sich haufiger
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m nicht-humanen Zelllinien nachweisen, wie zB. be1 .4nopheles gambiae (Mosquito),
ber Drosophila melanogaster oder ber Hefen, sodass zunidchst vermmutet wurde, dass
dieses Phinomen be1 Sdugetieren nur mn vitro zu finden 1st (197). Dennoch folgten
Untersuchungen, die nahe legten, dass in geringerem Mafle auch in vivo ALT be1
humanen Zellen eine Rolle spielt (33, 78, 264). Uberdies konnten Neumann et al. sogar
m nicht-entarteten, somatischen Mauszellen ebenfalls geringfiipe Mengen an ALT-
Aktivitat nachweisen (179). Daneben wird beschrieben, dass ALT und Telomerase in
manchen Tumoren koexistieren (33, 97). Untersuchungen an Hefen zeigen be1 in vifro
herbeigefiihrter Koexistenz dieser beiden Systeme jedoch ein Domimeren der Telomerase
zur Erhaltung der Telomere (122, 228, 250). Auch in einer neueren Arbeit von Queisser
et al. konnte an humanen Oesophagus-Epithelzellen gezeipt werden, dass diese
zellzyklusabhingig zwischen dem [ ALT-pathway*“ (vermehrt in G1/G2-Phase) und
Telomeraseaktivitiat (verstirkt in S-Phase) wechseln und 1m genefisch defimerten
Oesophagus-Karzinogenese-Modell sogar koexistieren konnen Interessanterweise
konnte zusitzlich gesehen werden, dass es mnach Telomerasemnlibition 1n
mmmortalisierten, pre-malignen Oesophaguszellen ebenso wie i1n  genetisch
herbeigefiihrten, maligne transformierten Oesophaguszellen, zu emnem Wechsel auf ALT-
Mechanismen kam (195).

Warum es jedoch in den meisten | AL T-pathway* positiven Zellen zu emnem Fehlen der
Telomerase kommt, ist bislang unklar In einer Arbeit von Bryan et. al zeigte sich, dass
die Sequenz des Telomerase RNA-Gen (hTRC) 1n allen untersuchten ALT-Zellen intakt
und eme Mutation der hTRC daher unwahrschemnlich war (34). Es gibt Arbeiten, die
zeigen, dass der hTRC- und hTERT-Promotor (beide enthalten CG-reiche Sequenzen)
durch verstarkte Methylierung mit konsekutivem Verlust der Expression in das Fehlen
von TA mvolviert sind (64, 65, 103).

Auffilhg sind neben den oben beschriebenen heterogenen, teils sehr langen Telomeren
folgende phanotypische Charakteristika fiir Zellen, die den ALT- Mechanismus nutzen:
In untersuchten Zellen fanden sich ALT-assozuerte PML-Kédrper (, promyelocytic
leukepma bodies™), die sog. APB. In Telomerase-positiven immortalen Zellen sowie
Telomerase-negativen mortalen humanen Zellen konnten APB nicht nachgewiesen
werden. Dennoch enthalten nur ca. 5-10 % der ALT- Zellen auch APB (260, 264), sodass
die genaue Funktion der APB fiir ALT-Zellen noch unklar 1st. APB bestehen u.a. aus
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repetitiven Sequenzen telomerer DNA, deren Bindungsprotemnen TRF1 und TRF2, dem
Replikationsfaktor A sowie der humanen Vamante der m Hefen gefundenen
Rekombinationsfaktoren RADS51 und RADS2 (264).

Es hiegt der Verdacht nahe, dass Rekombination auch eine wichtige Rolle mn den ALT-
Zellen spielt (69). So konnte in einer Untersuchung an Telomerase-positiven und ALT-
positiven humanen Fibroblasten gesehen werden, dass die Summe der Rekombinationen
m beiden Zelllimen wvergleichbar war, es jedoch nur ber den ALT-Zellen nach
pharmakologischer Induktion fragiler Telomere zu einer Zunahme der Rekombination
kam (15). Zudem hat sich gezeigt, dass Mutationen 1m Tumorsuppressor-Gen p53 die
Rate der Rekombination erhéhen (160). Untersuchungen an Zellen von Patienten nut Li-
Fraumeni-Syndrom (Heterozygote p53- Mutation) bestitigen diese Beobachtung, indem
sie emne erhohte Rate an ALT- Zelllimen zeigen (264, 267).

Uberdies konnte emne hohe Dynamik der Telomerenlinge in ALT-Zellen beobachtet
werden, diese reicht von schneller Elongation bis zur rasanten Deletion, welche wiederum
aufgrund der Instabilitit gehauft zur Entwicklung extrachromosomaler Telomeren-
DNA (ECTR- DNA4) fiihrt (175, 182, 232). ECTR- DNA kann linear oder zirkular
auftreten. Die zirkularen Strukturen (, t-circles™) werden gehiuft in ALT-Zellen gefunden
(11, 39). Eine weitere Arbeit zeipt, dass lineare ECTR-DNA bevorzugt mut APBs
assozuert 1st, sodass hier emne protektive Funktion (Schutz vor Reparation bei
Verwechslung mit Doppelstrang-Briichen) vermutet wird (72).

Insgesamt 1st der Mechanismus der alternativen Telomeren- Verldngerung komplex und
noch micht vollstindig verstanden, zumal immortale Zellen beschrieben sind, welche
weder bekannte ALT -Merkmale noch TA aufweisen (38, 138), so dass vermutet wird,
dass weitere ALT-Mechanismen existieren (40). Auch gibt es Uberlegungen, dass ALT-
Mechanismen eher der frithen Karzinogenese zuzuschreiben sind und spiter em Wechsel
auf Telomeraseaktivitit erfolgt, wobei es nach Hemmmung der Telomerase durch
Telomerasemhibitoren konsekutiv zu emer Reaktivierung von ALT-Mechamsmen
kommen kann (195).
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1.1.7 Telomerase-Inhibitoren

Einen Uberblick iiber vier unterschiedliche Ansiitze, bei denen die Telomerase als neuer
Angniffspunkt in der Tumorbekimpfung 1m Fokus steht, gibt Tabelle 1.1.7-a. Neben
diesen vier Ansitzen gibt es noch weitere Strategien m priklimscher Erprobung, welche
die Telomeren oder Telomerase als Angriffspunkt sehen. Zu diesen gehoren Telomeren-
/' Telomerase-assoziierte Profeine wie HSP90 (Geldanamycin, Curcumun) und
Tankyrasehemmer (XAV939 und 3-Aminobenzamid (3AB)), welche TRF1 als wichtige
Komponente des Shelterin-Komplexes angreifen (194, 203) , ebenso wie sog. ,.T-
Oligos™, welche als Oligonukleotide, mut Telomer-homologen Sequenzen, direkt
zytotoxisch wirken kénnen und somut Telomerase-unabhingig agieren (55, 208). Emnen
weiteren, neueren Angriffspunkt in der Telomeraseregulation stellen epigenetische
Mechanismen dar, welche zum Beispiel durch didtetischen Einsatz die hTERT-
Expression regulieren sollen (145, 158).

Prinzipiell gilt es be1 der direkten Telomerase-Hemmung zu beachten, dass nut Effekten
aufgrund des phenotypic lag” (die Notwendigkeit kontimuerlicher Zellteilung mmt
konsekutiver Reduktion der Telomerenlinge bis zum Erreichen von vorzeitiger
Seneszenz und Zelltod), eher langfristig bzw. verzégert zu rechnen ist. Daher sollte in
Phase-II-Studien Endpunkten wie  Zeit bis zur Tumorprogression® Vorrang vor
,.objektivierbarer Reduktion der Tumorgrofe” gegeben werden (123).
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Tabelle 1.1.7-a: Angriffspunkte in der Entwicklung von Telomerase-Inhibitoren (modifiziert
nach (123, 203, 218))

Konzept Vorteile Herausfordenung Inhibitoren
(Beispiel)
Immuntherapie
s stimmliert CDE+, - Effekte direkt s Zusitzlich = GV1001(109),
zytotoxische T- verfiighar, chne Hemmung CTL- GRNVACI1/2,
Lymphozyten (CTL) ~phenotypic lag™ suppressiver-Signale Vx-001
gegen hTERT Telomeraze als und Aktivierong von
Antigen-Ziel in = CD4+-T-
85% aller Tumore Helferzellen
zu finden sinnvoll
Gentherapie
+  selektiv zytotoxisch fir direkter Effektauf «  Problem der # Telomelysin,
Tumorzellen durch Zellen, welche Biodistribution, Ad-hTERT-
Expression des Telomerase Monitoring NTR/CB1954,
therapeutischen Proteins exprimieren, daher notwendig hTERTp-
¢ Einbringen unter ohne _phenotypic e Bislang Herstellung HEP/TAA
transkriptionaler lag™ und Einbringen sehr
EKontrolle in den Tomor anfiwendig nnd
Promotor — hTERT oder kostspielig (z.B. fiur
hTERC Studien mit grofien
......................................................................................... Fallzahlen) ..o,
Anfisense (AS)-
OMigonukleotide {ODN5)
¢ direkte Hemmung der sehr Tumor- ~phenotypic lag™ + GENI163L
TA durch spezifisch Downregnlation der (98)
modifizierte/nicht- leichtere Telomeraze- s  2-O-methyl-
modifizierte DNA oder Herstellong Genexpression ist BRNA (133)
RNA mit konsekutiver Fehlen von MDR. nicht gleichrusetzen & PS-ODN
Downregulation ven (Multidrug- mit kompetitiver (153)
hTERTHTERC oder Resistance Hemmung und kann
kompetitiver Hemmung Mechanismen) auch weitere
der hTERC-Template- Nebeneffekte
Region hervormufen
+  Einige Methoden
erzengen schnelle
Zytotoxizitit,
unabhingig von der
Telomerenlange
womall-meolectle -
Inhibitoren kostengiinstig, gut phenotypic lag” « BRACOI19,
+ Modulieren/Hemmen herstellbar, hohe weitere, RHPS4,
innerhalb des Bioverfligharkeit Telomerase- Telomestatin
Signalweges am hTERT- viele unabhingige
Promotors z B. als Angnffspunkte Nebeneffekte durch
G-Quadruplex- innerhalb des Hemmung des
Stabilisatoren oder Signalweges entsprechenden
wihlbar Signalwegs zn
¢  direkte Enzymhemmung gut zuganglich fiir erwarten
wvon hTERT (BIBR.1332) priklinische s  nicht allein + BIBR1532
oder hTERC Studien Telomerase- (190)
spezifische Wirkung
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Zu den unterschiedlichen Ansatzen sind bislang eine grofie Anzahl praklimscher — und

teils

klimscher Studien erfolgt Diesbeziighch wird auf die ausfiihrlichen

Ubersichtsarbeiten von Shay et al. (2008) und Ruden et al_ (2013) verwiesen (218) (203).
Im Folgenden soll lediglich eine kleine Auswahl aktueller oder fiir diese Arbeit relevanter
Studien wiedergegeben werden.

Small-Molecule-Inhibitoren

Brassat et al. (27) zeigten fiir p53-negative BCR-ABL posttive CML-Zelllinien
unter Behandlung mut BIBR1532 (,,Small-Molecule“-Inhibitor), dass trotz
krifischer Telomerenverkirzung kemn Effekt auf Wachstumskinetik oder
Steigerung der Apoptoserate zu erkennen war. Parallel wurde das
Wachstumsverhalten von Zellen mut genetischer Telomerasemhibition (durch
eme DNhTERT-Mutante) beurteilt Hierbei zeigte ein Teil der Zellen, bei
sichtbarer Telomerenverkiirzung, lediglich emnen geringfiigigen
Proliferationsemnbruch, aber letztendlich emn Entkommen aus Seneszenz/M2-
Stadium (Crisis), der andere Teil der Zellen wuchs trotz messbarer
Telomerasemhibition schembar unverandert. Nach retroviraler Transfektion eines
mduzierbaren p53-Vektorkonstruktes in Telomerase-negative CML-Zellen kam
es zum Zellverlust und letzthich vollstindigen Absterben der Zellpopulation. Die
Autoren folgerten, dass funmktionelles p53 vorhanden semn muss, um die
gewiinschte Wirkung der Telomeraseinhibition (kritische Telomerenverkiirzung
mit konsekutivem Zellarest und Apoptose) zu vermutteln.

In weiteren prakhinischen Studien war eine erfolgreiche Telomerasemhibition mt
BIBR1532 abhingig von der ausgewihlten Tumorentitat. So konnte u.a. fiir eine
Zellime vom Lungen-Ca ebenso wie fir p53-negative Zelllimien vom
Fibrosarkom,  Mamma-Ca und  Prostata-Ca  eme  erfolgreiche
Telomerenverkirzung und Proliferationsverlust in hohen Passagen gesehen
werden (58), wahrend in anderen Arbeiten, trotz mtialer Telomerenverkiirzung
durch BIBR1532, fiir das Chendrosarkem und Keimzelltumore kein langerfristig
erfolgreicher Proliferationsverlust erreicht werden konnte (27).
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Antisense-Oligonukleotide

Erst 2014 untersuchten Burchett et. al den Einfluss des Antisense-Ohgonukleotid
Imetelstat (GRIN163L = , lipid-attached phosphorarmdate oligonucleotide®) auf
zehn Pankreaszelllinien in vitro. Es konnte fiir alle gezeigt werden, das Imetelstat
zu emner Hemmung der Telomeraseaktivitit (TA) in den Zellen fithrte, unabhingig
von imitialer Telomerenlinge und TA. Unter chromscher Exposition (zwe1 der
Zelllimen) kam es nach acht Wochen zu einem Proliferationsstopp und be1
weiterer Inkubation letztlich zum vollstindigen Zellverlust. Der Effekt von
Imetelstat war nach Beendigung der Exposition reversibel, so konnte ab der
driften Woche emne Reaktivierung der TA und Verlingerung der Telomere
beobachtet werden (37).

In einer anderen Arbeit wurde fiir AML-Stammzellen zunachst im Vergleich von
TERC-/- (= negativ fiir Template der RNA-Unteremnheit der Telomerase durch
retrovirale Transfektion) und Wildtyp-Zellen in vitro gezeigt, dass die genetische
Deletion von TERC im retroviralen AMI-Maus-Modell Zellzyklusarrest und
Apoptose der leukdmischen Stammzellen (LSC) induzierte, bei nachweisbar
verkiirzten Telomeren. Ebenso konnten in vivo im Xenograft-Modell durch eine
genetische oder pharmakologische (Imetelstat) Inlubition der Telomerase, die
Stammzellen angegriffen, emn Fortschreiten der Leukimie belundert und eine
grofere Latenzzeit zwischen Ende der Chemotherapie und einem Rezidiv erreicht
werden. In vitro und in vivo zeigte sich, dass der erzielte Effekt auf die LSC von
der Anwesenheit von p53 und der Linge der Telomeren abhingig war (31).

Fiir Imetelstat (GRIN16L) sind weitere zahlreiche prdkiinische Studien erfolgt.
So wurde Imetelstat zum Beispiel erfolgreich beim Glieblastom (in vitro und 1im
Mausmodel) getestet und zeigte sich dort synergistisch nut Radio -und
Chemotherapie (154).

In Myelomzellen wirkte GRN163L m vitro und m vivo synergistisch mit dem
Hsp90-Inlibitor 17AAG (212). Auch fiir das Barrett-4deno-Ca konnte dieselbe
Arbeitsgruppe eme effektive Hemmung (in vifro/vivo) zeigen, synergistisch in

Kombination mit Ritonavir und Doxorubicin (213).
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Auch fir das Mamma-Ca konnte in verschieden Studien emne Effektivitit von
GRNI16L beziighch kritischer Telomerenverkiirzung und Abnahme der
Proliferation gesehen werden. So zeigte sich be1 Gellert et al_ fiir das Adeno-Ca
der Mamma in Zellkultur emn Effekt nach einer Latenzzeit von zwer Wochen
Behandlung (77). Emne Wirksamkeit konnte auch beir emmer Studie an
verschiedenen Subtypen des Mamma-Ca (uva. HER2+ und Doxorubicmn-
Resistenz) i vitro/ vivo belegt werden (104). In gleicher Weise konnte in neueren
Arbeiten gezeipt werden, dass Imetelstat beim HER2(+)-Mamma-Ca die TA
CSC- (cancer-stem-cells) und non-CSC-Subpopulationen hemmt sowie Anzahl
und Funktion der Tumor-Stammzellen reduziert. Zudem wurde in dieser Arbeit
em synergistischer Effekt in Kombination mit Trastuzumab (monoklonaler AK
be1t HER2+ Mamma-Ca) beschrieben (136).

Auch 1 der péadiatrischen Onkologie smd Untersuchungen zur
Telomerasehemmung mit Imetelstat erfolgt. So konnte 1n einer Phase-I-Studie zu
Imetelstat und Kindern mit refraktiren oder rezidivierenden soliden Tumoren
(20 Patienten zwischen 12 Monaten und 22 Jahren alt), bei insgesamt guter
Vertraglichkeit, be1 zwe1 Patienten (davon ein Patient nut paraspinalem Ewing
Sarkom) eme partielle Renussion erreicht werden. Die Dosis-limitierende
Wirkung war hier eine Myelosuppression (231).

Fir Imetelstat sind bereits Phase-II-Studien verfiigbar. So zeigte sich be1
Patienten mmt Myelofibrosis ber 21% (7/33) eine komplette oder partielle
Remission. Als unerwiinschte Nebenwirkung entwickelten hierbe: jedoch emige
Probanden eme Myelosuppression. Das Ansprechen war unter Anderem abhangig
vom Mutationstatus (z.B. positiv fiir JAK? Mutation, sowie Nachweis/Fehlen
weiterer typischer Mutationen Myeloproliferativer Neoplasien oder des
Myelodysplastischen Syndroms) und interessanterweise mnicht nut der
urspriinglichen Telomerenlinge korrehiert (227).

Fiir Imetelstat und Patienten nut essentieller Thrombozythimie (10) konnte be1
18/18 Patienten ein Ansprechen auf die Therapie gesehen werden, be1 16/18 sogar
eme komplette Remission. Ein molekularer Respons wurde in 7/8 Fallen (positiv
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fir JAK?-Mutation) erreicht. Die Nebenwirkungen wurden in dieser Studie als
mild bis moderat beschrieben (u.a. Andnmie, Neutropenie und Kopfschmerzen).
Im Gegensatz dazu konnte in emer randomisierten Phase-II-Studie fir das Nichr-
kleinzellige-Lungen-C4 (NSCLC) an 116 Patienten fir Patienten mmt
fortgeschrittenem NSCLC und Ansprechen auf Standard-Therapie keine
Verbesserung beziiglich rezidivfreiem Uberleben gesehen werden. Lediglich fiir
Patienten mut kurzen Telomeren konnte em positiver Trend fiir rezidivireies und
allgemeines Uberleben festgestellt werden (43).

Es sind weitere klimsche Studien zu Imetelstat inituert worden, deren Ergebnisse
noch ausstehen, wie fiir das Multiple Myelom (ChnicalTnials gov Identifier:
NCTO01242930), pddiatrische, refraktire oder rezidivierende Hirntumore
(NCT01836549) und padiatrische, refraktare oder rezzdivierende solide Tumore
oder Lymphome (NCT01273090).

Immuntherapie

Fir das Peptid-Vakzin GV1001 (GM-CSF-adjuvant, stimuliert CD4+-T-
Helferzellen) (109) ist bereits eine Phase-III-Studie fir Patienten nmt lokal
fortgeschrittenem oder metastasierten Pankreas-Ca erfolgt. In dem untersuchten
Kollektiv. von 1062 Patienten (randonmusiert in drei Therapiearme —
Chemotherapie vs. Chemotherapie plus intermittierende Immuntherapie vs.
Chemotherapie plus kontinmerhiche Immuntherapie) konnten jedoch keine
signifikanten Unterschiede beziiglich allgemeinem Uberleben gegeniiber der
Standardbehandlung mit Gemeitabin und Capecitabin gesehen werden (165).
Erfolgreicher scheint GV1001 dagegen in der Behandlung des NSCLC zu sein.
So konnte in einer Phase-II-Studie (38 Patienten) ohne schwerwiegende
Nebenwirkungen nach vier Wochen Behandlung be1 54% und nach acht Wochen
be1 86% eine Immunantwort erreicht werden (194).
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1.1.8 Telomerasechemmung und Chemotherapie

Mit Telomerasehemmung als weiterer therapeutischer Option in der Krebstherapie liegt
es nahe, diese 1n Kombination mit konventioneller Chemotherapie zu betrachten.
Denkbare Ziele wiren synergistische Effekte in der Kombinationstherapie, die
Moglichkeit,  Resistenzmechamismen  mnerhalb  etablierter = Chemotherapie
entgegenzuwirken (1m Sinne emer (Re)-Sensibilisierung gegeniiber dem entsprechenden
Zytostatikum) oder vielmehr die Telomeraseinhibition (als vermutet nebenwirkungsarme
Therapie) in manchen Bereichen als Alternative zur herkémmlichen Chemotherapie zu
verwenden - zum Beispiel in der Langzeittherapie.

Auch hier haben die bislang erfolgten Studien unterschiedliche Ergebnisse
hervorgebracht. Emige sind im Folgenden kurz wiedergegeben.

e So konnten Uziel et al. 2010 in vitro an der Ewing Sarkom-Zelllime SK-N-MC
sowie emer Zelllime des Mamma-Ca und der CML, mit der Kombination von
GRN163 mut Doxorubicin, Vineristin und Cisplatin zeigen, dass die Zellen nach
pharmakologischer Telomerenverkiirzung sensitiver gegeniiber Cisplatin waren,
nicht jedoch gegeniiber Doxorubicin und Vincristin. Als ursachlich herfiir
wurde die Telomerenverkiwzung (durch Inkubation mut GRN163 1n
Langzeitkultur) und micht die Hemmung der Telomeraseaktivitit per se gesehen.
Auch 1n vivo (Mausmodell mit Zellen vom Pankreas-Ca) fiel em synergistischer
Effekt (beziiglich der Tumorgrofe) in der Kombination von GRN163L und
Cisplatin auf, wahrend mut der Kombination von GRN163L und Vincristin keine
Verbesserung erzielt werden konnte. Doxorubicin wurde nicht in vivo getestet
(235).

& Wie bereits oben erwihnt, konnte auch fiir das Barrett-Adeno-Ca in vitro und
zusitzlich in vivo eine synergistische Wirkung i der Kombination von GNR16L
mit Doxorubicin gesehen werden (213).

e Eme ebenfalls synergistische Wirkung von Telomerasemnhibition mut dem

Antisense-Oligonukleotid , 2'-O-MOE* (2'-O-Methoxyethyl-Oligonucleotid) und
Cisplatin zeigten bereits im Vorfeld Chen et al. So kam es unter
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Langzeitinlubition der Telomerase (55d und 65d) mut nachweisbarer
Telomerenverkiirzung fiir die eine Prostata-Ca-Zelllinie (RB(-), p53(+)) zu einer
Sensibilisierung gegeniiber Cisplatin und Carboplatin, nicht jedoch gegeniiber
Etoposid, Doxorubicin und Paclitaxel. Be1 der zweiten getesteten Prostata-Ca-
Zellime (RB(+), p53(+)) konnte fiir kemnes der fiinf Zytostatika eine
Sensibilisierung erreicht werden (42).

Entgegen der oben genannten Untersuchungen ergaben sich in weiteren Studien
folgende Ergebnisse.

An zweir Zelllimen des Cervix-Ca konnte durch retrovirale Transfektion von
»small interfering RINA* (siRINA) eme effektive Telomeraseimnhibition erreicht
werden. So zeigte sich in vitro u.a. eine Verkiirzung der Telomere und Abnahme
der Proliferationsrate und i wvivo (mm Maus-Modell) eme genngere
Kanzerogemtiat. Die Zellen fielen zudem durch eme erhidhte Sensibilitit
gegeniiber ionisierender Strahlung und Zytostatika (Doxorubicin, Etoposid
und Bleomycin), welche Doppelstrangbriiche induzieren, auf. Fir Cisplatin und
Paclitaxel konnte dahingegen keine Steigerung der Wirksamkeit belept werden

(176).

Auch Akiyama et al konnten in CML-Zellen (K562) einen Zusammenhang
zwischen Telomeraseaktivitit und Sensitivitit gegeniiber Doppelstrangbriiche
mduzierender Agenzien (1omisierende Strahlung und Etoposid) sehen. So waren
hTERT-transfizierte K562-Zellen geschiitzt vor Apoptose, hervorgerufen durch
Etoposid oder i1omsierende Strahlung, jedoch nmicht vor den DNA-
Syntheseinhibitoren Cytarabin oder Hydroxyurea (1).

Eine weitere Untersuchung an Chemotherapie-resistenten und -sensiblen AMI -
und Mamma-Ca-Zelllimen, mt dem Telomerase-Inhibitor BIBR1532 zeigte
neben progressiver Telomerenverkirzung und abnehmender Proliferationsrate,
eme Sensibilisierung gegeniiber Melphalan und Etoposid. Emne zunehmende
Sensibilisierung gegeniiber Doxorubicin konnte dahingegen, in Kombination mut
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BIBR1532, nur fiir die Doxorubicin-sensible, nicht aber fiir die Doxorubicin-
resistente Zelllinie demonstriert werden. Auch kam es bei der Doxorubicin-
resistenten Zelllimie micht zur Telomerenverkirzung unter Therapie mut
BIBR1532 und Doxorubicin. Der Synergismus zeigte sich als abhingig von der
Telomerenlinge, da nach Beendigung der Telomeraseimhibition mit z7unehmender
Passage (und Zunahme der Telomerenlange), die Effekte riicklaufig waren (248).

Be1 emer nut unseren Untersuchungen am Ewing-Sarkom vergleichbaren Arbeit
filhrte die retrovirale Transfektion eines DNhTERT-Vektors an der
Neuroblastom-Zelllime SK-N-SH zu nachweisbarer Reduktion der TA und
Verkiirzung der Telomerenlinge Die Zellen waren anschliefend (ahnlich zu oben
genannter Untersuchung am Cervix-Ca von Nakamura et al) senmsifiver
gegeniiber ionisierender Strahlung und Ifosfamid, jedoch zeipten sie eine
Resistenzzunahme gegeniiber Doxorubicin, Etoposid und Cisplatin. Dieser
Effekt konnte i Zellkultur gesehen werden, war nach 24h am starksten und nahm
1m Weiteren bis 96h kontimuerlich ab (251).

Auch Betrachtungen beziiglich der Wirkung bereits etablierter Chemotherapie auf die
Telomeraseaktivitit sind erfolgt.

Fiir den Emsatz von Doxorubicin zeigte sich in verschiedenen Untersuchungen,
dass es beir Deoxorubicin-resistenten Zellen zu emer Steigerung oder
unverinderten Aktivitit der Telomerase kam, wihrend Deoxorubicin-sensible
Zellen 1n therapeutischen Bereichen emne Aktivitdtsminderung der TA aufwiesen.
So komnte zum Beispiel betm Mamma-Ca gesehen werden, dass die
Telomeraseaktivitit in Doxorubicin-resistenten Zellen nach Behandlung mmt
Doxorubicin zunahm (110) bzw. beim Magen-Ca sich Doxorubicin-resistente
Zellen unverindert beziiglich threr TA zeigten, im Vergleich zur Reduktion be1
den Doxorubicin-sensiblen Zellen (268). Ebenfalls eine Reduktion der TA durch
Doxorubicin konnte in toxischen Konzentrationen beim Ewing-Sarkom in vifro
gesehen werden, wihrend es in mcht-toxischen Dosen sogar zu einer
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Altivitatssteigerung der Telomerase kam Auch m wivo konnte eine
voriibergehende (bis 11 Tage) Aktivitiatsminderung festgestellt werden (140).

Emige Studien berichteten fiir Etoposid von eimner Hochregulierung der
Telomeraseaktivitit bei Leukime-Zellllmen (114, 169), Zellllmen des
Neuroblastoms (114) und des Pankreas-Ca (130), welche zeit- und
konzentrationsabhingig waren (248), wohingegen andere Studien (147, 189)
diesen Effekt in Zellkultur nicht bestitigen konnten, jedoch die Beobachtung
teilten, dass es zu emem spiteren Zeitpunkt und nach Ende der Behandlung zu
einer 4dbnahme der TA kam (248).

Kanzawa et al. untersuchten Zusammenhange zwischen Telomeraseaktivitat und
Resistenz gegeniiber Temozolonud (TMZ) beim malignen Gliom. So zeigten sich
Tumorzellen mit einer Resistenz gegeniiber Temozolomud (assoziert mit emem
hohen Level an Alkylguanin-Alkyltransferase —AGT) nach Inkubation mit dem
AGT-Inlibitor O(6)-BG resensibilisiert gegeniiber TMZ be1 gleichzeitiger
Unterdriickung der Telomeraseaktivitit. TMZ sensible Tumorzellen zeigten unter
TMZ-Therapie ebenfalls emne Downregulation von hTERT und damit reduzierte
Telomeraseaktivitat (118)

In diesen Kontext 1st auch die Arbeit von Zhang et al. einzuordnen. Hier konnte
fir den Einsatz von DNA-Methyltransferase-Inhibitoren (DNMTIs) wie 5-
Azacyhidin (5-AZA) ber AMI-Zellen emne Dysfunktion der Telomeren mmt
Downregulation der hTERT-Expression sowie Apoptose gesehen werden.
Analog dazu fiihrte eine Uberexpression von hTERT zu einer abgeschwichten
Wirkung von 5-AZA beziiglich DNA-Schaden, Telomeren-Dysfunktion und
Apoptose (273).

Insgesamt sind die Ergebnisse der hier genannten Arbeiten teils als kontrovers beziiglich

der postulierten Synergismen von Telomerasemhibition und den wverschiedenen
Zytostatika zu sehen, sodass auch die Erklarungen fir Wirksamkeit (z.B.
Schadigungsmechamsmus des einzelnen Zytostatikums), Studienaufbau und
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Unterschiede in Art der Telomerasemnhibition und des behandelten Tumors hinterfragt
werden sollten. Insgesamt 14sst sich sagen, dass die Effektivitit einer Kombination von
Telomerasemhibition und Chemotherapie m signifikanten Bereichen nachgewiesen
werden konnte, die Mechanismen jedoch komplex und bei Weitem noch nicht verstanden
sind, sodass allgememgiiltige Aussagen fiir bestimmte Tumorentititen oder
Zytostatikagruppen nicht zu treffen sind.

Es lasst sich allgemein jedoch feststellen, dass die Telomerase bzw. hTERT, neben der
bekannten Funktion zur Aufrechterhaltung der Telomerenlinge, zu einer Férderung von
Uberleben, Chemoresistenz sowie Invasion und Metastasierung von malignen Zellen
(und zwar unabhingig von der Telomerenlinge) filhren kann (273), sodass sie emen
wichtigen Angriffspunkt in der Onkologie darstellt.

1.2 Das Ewing Sarkom

Das Ewing Sarkom wurde erstmals im Jahre 1921 von James Ewing beschrieben als
rmundzelliger Knochentumor eimnes 14-jadhrigen Madchens und weiterer Fallserien (71).
Aktuell spricht man von der , Familie der Ewing Sarkom Tumore” (Ewing’'s sarcoma
fanuly tumors, ESFT), zu welcher die  klassischen” Ewing-Sarkome der Knochen (ETB
oder EWS), die exfraossiren Ewing-Sarkome (EOE oder aES = atypische ES), die
primitiven (oder peripheren) neuroektodermalen Tumore (PNET) und die Askin-Tumore
der Brustwand gehoren (5, 7, 111).

1.2.1 Epidemiologie

Das Ewing Sarkom 1st der zweithdufigste primire Knochentumor des Kindes- und
Jugendalters und macht dabe:r ca. 40% aller Knochentumore (168) bzw. 10-15% aller
priméren Knochenfumore aus (115). Die jahrliche Inzidenz liegt be1 2,9 -3,3/1.000.000
Emwohner (50). Der mediane Erkrankungsgipfel liegt um das 15. Lebensjahr (230),
zudem wird eme Knabenwendigkeit (1,3:1) nut zunehmendem Lebensalter beschrieben
(151). Eine genetische Pradisposition fiir das Ewing Sarkom i1st bislang nicht bekannt.
Auffilhg 1st jedoch, dass dieser Tumor in der asiatischen sowie der afrikamischen
Bevolkerung deutlich seltener vorkommt als in der weiflen Bevilkerung (96, 200). Als
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mifursichlich hierfir wird va. ein spezifischer Polymorphismus im EGR2-Gen
(kooperiert mit dem Genprodukt der EWS1-FLI-1-Fusion) gesehen (23).
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Abbildung 1.2.1-a: Altersverteilung des Ewing Sarkoms. Mit medianem Altersgipfel um das 15.
Lebensjahr. Aus , Prognostic Factors in Ewmg’s Tumor of Bone: Analysis of 975 Patients From The

European Intergroup Cooperative Ewing s Sarcoma Study Group™ (50)
1.2.2 Atiologie und Lokalisation

Insgesamt 1st die Fanulie der Ewing Sarkome der Gruppe der _ klein-blau-rundzelligen*
Tumore 1m Kindesalter zugehdng, welche sich durch eme mmmunhistochemische und
klimsche Heterogemtiit bei molekularbiologischer Homogenitit auszeichnen (59).

Zu den _klen-blau-rundzelligen® Tumoren zihlen auch das Neuroblastom, das
Rhabdomyosarkom und die Non-Hodgkin-Lymphome (191).

Das Ewing Sarkom enfwickelt sich aus mesenchymalen Stammzellen (MSCs)
mesodermalen Ursprungs oder mit Ursprung aus dem Neuralrohr (85). Fiir die ESFT des
Enochens wird vermutet, dass sie im Markraum des Knochens entstehen, rasch zur Rinde
fortschreiten und dort eine Weichgewebekomponente bilden, wihrend die ESFT des
Weichteilgewebes oft angrenzend zum Knochen (ohne sichtbare, intraossire
Komponente) oder in 1solierten Weichteilgeweben entstehen (193).

Lokalisiert 1st das Ewing Sarkom typischerweise v.a. im Bereich des Beckens und der

langen Réhrenknochen (Femur, Tibia, Fibula und Humerus). Hierbe1 tnitt der Tumor 1m
Gegensatz zum Osteosarkom in der Regel diaphysar und nicht metaphysir auf. Daneben
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1st haufig emn Befall der Brustwand beschrieben. Seltener tritt ein extraossarer Befall im
Weichteilgewebe auf (18, 115, 151).

In ca. 25% der Fille 1st der Tumor be1 Diagnosestellung primir metastasiert (Lunge,
Knochen oder Knochenmark). Eine Metastasierung in Lymphknoten, Leber oder
zentrales Nervensystem ist eher selten (18, 230).

Skull 2%

Humerus  6.0% Chest wall: 16%

Clavicle 1.5%
Skapula 4,0%
Ulna 1.0% Ribs 10.0%
Radius 1.0% Sternum 0.5%
Hand 1.0% Spine 6.0%

Femur 20.0% Pelvis 26.0%

Fibula 8.0% \
Tibia 10.0% Ly Primary metastases
Lumng

Combined
of other
&%

Foot 3.0%

Abbildung 1.2.2-a: Hiufige Lokalisationen des ossiren Ewing Sarkoms. Pnmérer Befall vaa.
diaphysir 1m Bereich der langen Réhrenknochen, sowie des Beckens (18).

1.2.3 Tumorbiologie und Zytogenetik

Zytogenetisch zeichnen sich ESFT durch eine reziproke Chromosomen-Translokation
aus, welche typischerweise emnhergeht mut einer Fusion des EWSR1-Gen (EWS)
(lokalisiert auf Chr22q12) mit einem ETS-Gen. In 90-95% 1st der EWS- Fusionspartner
das FLI1-Gen (1(11:22)(q24;q12)), aus welchem ein EWS-FLI1-Fusions-Onkoprotein
entsteht. Weitere Fusionspartner sind das ERG-Gen (bis 10%) sowie seltener ETV1,
E1AF und FEV (236).
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Dem EWS-ETS-Fusionsprodukt wird emne wichtige Funktion fiir die Entwicklung und
Aufrechterhaltung der malignen Ausdifferenzierung des Tumors zugeschrieben, ebenso
wie die Unterdriickung der zelluliren Seneszenz. Der Ursprung hierfiir soll vor allem in
emer gednderten transkriptionalen Aktivitit liegen (193). Selvanathan et al. konnten
zudem kiirzlich fir EWS-FLI1 zeigen, dass es eine wichtige Funktion im Rahmen des
alternativen SpleiBens (u.a. fiir das TERT-Gen) innehat (211). Dennoch scheint das EWS-
ETS-Fusionsprodukt micht alleine ursichlich fiir die maligne Transformation der Ewing
Sarkome zu sein. Auch sekundire (numerische und strukturelle) chromosomale
Aberrationen werden in {iber 80% der Tumore beschrieben (z.B. Deletion des CDEN2A-
Lokus, Mutationen von p53 oder pRb), deren Verinderungen u.a. einen prognostischen
Einfluss haben (193). In diesen Bereich fillt auch emne Veranderung an Chromosom 1q.
Hier konnte 1n emer Untersuchung von Mackintosh et al. an 105 Ewing Sarkom Patienten
be1 31% emn Zugewinn im Bereich von 1q (1qG) gesehen werden 1qG kodiert unter
anderem fiir das Protein CDT2 (Ubiquitin-Ligase), welches in diesen Tumoren ebenfalls
verstirkt nachgewiesen werden konnte. Es zeigte sich emne deutliche Assoziation von
1gG und hoher Rezidivwahrscheinlichkeit sowie schlechtem allgemeinen Uberleben
(152).

Emne weitere, kiirzlich publizierte Arbeit beschreibt den modulierenden Einfluss von
EWS-FLI-1 auf EGR2 (early groth response 2), emem Gen, das auf Chromosom 10g21.3
lokalisiert 1st und ebenfalls fiir einen Transkriptionsfaktor kodiert, welcher verantwortlich
ist fiir Proliferation, Differenzierung und/ oder Uberleben verschiedener Zelltypen (u.a.
mesodermaler Osteoprogenitorzellen und Schwann-Zellen der Neuralleiste). EWS-FLI-1
fordert die EGR2-Expression, ein Knockdown von EGR2 fithrt zu Hemmung der
Proliferation 1n vitro und fordert eine Regression von Ewing Sarkom Xenografts (85).
Auch schemt fir die EWS-FLI1 vermuftelte, zellulire Transformation beim ES eine
mtakte Expression von IGF1R notwendig zu sem, sodass der IGF1-Rezeptor ebenfalls
ein mteressantes Target in der Therapie des Ewing Sarkoms darstellt (245).

1.2.4 Telomeraseaktivitit beim Ewing Sarkom

Es gibt verschiedene Arbeiten, welche Telomeraseaktivitit (oder hTERT) sowohl n
Tumorproben von Patienten nut primire Ewing Sarkom als auch in Ewing Sarkom
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Zelllimen nachweisen konnten. Der Nachweis von Telomeraseaktivitit lag hierber oft
zwischen 70-100%, mit einem groBen Anteil hoher TA, wie die folgende Tabelle zeigt.

Tabelle 1.2.4-a: Nachweis von TA (oder hTERT) beim Ewing Sarkom (Auswahl an Studien, in
Anlehnung an (193)

Probe/Zelllinie Telomeraseaktivitit (TA) oder hTERT Quelle
(Positive/Untersuchte Proben)

Gewebeproben von ES-Patienten | 100% (7/7) TA (davon bis auf PNET alle hohe TA) (206)
{davon zwei PNET)

Zelllinie PNET (STA-ET1) 100% (1/1) TA (140,

(zusdtzlich auf  Xenograft 210)

etabliert)

Gewebeproben von ES-Patienten | 94% (15/16) TA, davon 66% (10/15) hohe TA 4

{davon eine Lungenmetastase)

Zelllinien PNET 100% (3/3) TA (hochaktiv) (131}

(EN-OH1, GR-OHI1. EEJ-P)

Patienten mit primaren ES 84% (21/25) TA (Gewebeproben) davon 71% hohe TA | (183)

(Gewebe- o. periphere Blutprobe) | 67% (6/9) (periphere Blutproben) davon 56% hohe TA

Zelllinien Ewing Sarkom 100% (2/2) TA hochaktiv (226)

Gewebeproben von ES-Patienten | 78% (24/31) hTERT-Expression (75)

(Biopsie vor Therapiebeginn) (Imumhistochemische Farbung)

Gewebeproben von ES-Patienten | 12,5% (1/8) TA (Primirtumor) (223)
100% (5/5) TA (Metastasen)

Gewebeproben u. Zelllinien von | 70% (21/30) TA (Gewebeproben) (234)

ES-Patienten 00% (9/10) TA (Zelllinien)

Zelllinien Ewing Sarkom 100% (5/5) hTERT-Gen (211}

(TC32, A4573, TC71, STA- | (Im Rahmen einer Arbeit iiber alternatives Spleifien

ET7.2. SKES) durch EWS-FLI1}

Nicht nur als weiteres Anfi-Tumor-Target, sondern auch als Prognosefaktor oder zur
Verlaufsbeurteilung liefert Telomeraseaktivitit emnen interessanten Angriffspunkt. Zwar
konnte bislang fiir das Ewing Sarkoms keine Korrelation zwischen TA des Priméartumors
und Prognose gesehen werden (4, 183), dennoch scheint sie emen Verlaufsparameter
unter Therapie und 1m Follow-Up darstellen zu kénnen (siehe 1.3 4.) (183). Auch konnte
fiir das Ewing Sarkom eine Reduktion der TA durch toxische Dosen von Doxorubicin
(140) und Imatmib festgestellt werden (193), was die Hypothese von TA als
Verlaufsparameter (Ansprechen auf die Therapie) unterstiitzen wiirde.

Dass Telomeraseaktivitit im Ewing Sarkom einen hohen Stellenwert zu haben scheint,
ergibt sich zusitzlich aus der Beobachtung, dass das Fusionsprodukt von EWS-FLI-1
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(nachweisbar in 90-95% aller ESFT), durch transkriptionelle Aktivierung zu einer
Hochregulation der hTERT-Genexpression und damit Zunahme der TA fithrt (226). Dies
erklart unter anderem auch den hohen Anteil an Ewing Sarkom Proben mut hoher TA
(siehe Tabelle 1.2 4-a). Fiir ein weiteres Fusionsprodukt (EWS-ER81) konnte ebenfalls
eme Aktivierung von hTERT nachgewiesen werden (75). Ebenso fiihrt c-Myc zu einer
Aktivierung des hTERT-Promoters und c-Myc wiederum wird durch EWS-FLI1 aktiviert
(193). Zudem sind beim Ewing Sarkom, zB. 1im Gegensatz zum Osteosarkom, bislang
deutlich weniger Zellen beschrieben, welche alternative Mechanismen zur Verlangerung
ithrer Telomeren (ALT-Mechanmismus) nutzen (193). So zeigten z. B. Ulaner et al. an 30
Ewing Sarkom Tumorproben (21/30 TA positiv) und 10 Ewing Sarkom Zelllinien (9/10
TA positiv) im Vergleich zu 60 Gewebeproben von Osteosarkomen, dass lediglich in der
emen Telomerase-negativen Zellhmie Hinweise auf ALT (lange, heterogene Telomere)
gesehen werden konnten, jedoch in kemer der 30 Tumorproben Im Gegensatz dazu
fanden sich be1 38 der 60 Osteosarkom Tumorproben Hinweise auf ALT (234).

1.2.5 Klinik

Die Zeit zwischen ersten Symptomen bis zur Diagnosestellung ist oft lang (medianes
Intervall von 2 — 5 Monaten). Ein langeres Zeitintervall 1st haufig mmt hoherem Alter und
emem Primirbefall im Becken assozuert, jedoch nicht mmt Metastasierungsstatus,
chirurgischem Outcome oder Uberleben (23).

Symptome sind abhéingig von der Lokalisation des Priméartumors und dem metastatischen
Befall Erstsymptome sind gewdhnlich Schmerzen m der vom Tumor betroffenen Region,
welche m der Regel aktivitatsbezogen zunehmen, jedoch meist auch nachts persistieren.
Haufig werden die Schmerzen im Zusammenhang mut einem kiirzlich erlittenen Trauma
gesehen Im Weiteren folgt oft eine Schwellung der betroffenen Region Bei1 Befall der
Wirbelsdule oder peripherer Nerven konnen entsprechende Ausfallerscheimungen
hinzukommen. Bei ca. emem Drittel der Patienten zeigen sich Allgemeinsymptome, wie
Fieber bzw. eme B-Symptomatik, welche oft mmt fortgeschrittener oder primir
metastasierter Erkrankung korreliert sind (115).
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1.2.6 Diagnostik und Stadieneinteilung

In der Diagnostik des Prnimértumors steht zunichst die radiologische Diagnostik 1m
Vordergrund (Rontgen nativ in 2 Ebenen, erginzend ggf nativ Computertomographie
(CT) und Darstellung der Primirtumorregion muttels MRT). Dies dient ebenfalls der
weiteren operativen Planung und als Basis fiir die Verlaufskontrollen unter
Chemotherapie. Die Sicherung der Diagnose erfolgt dann durch eine Biopsie mut
entsprechender histologischer Begutachtung und molekularbiologischer Einteilung (67).
Fiir das weitere Staging werden neben der bereits erwihnten radiologischen Diagnostik
noch Rontgen/ CT Thorax, Knochenszintigrafie und/oder FDG-PET-(/ CT),
Knochenmark-Aspiration und Stanzbiopsien aus vom Primartumor entfernten Regionen,
empfohlen. Auch kann be1 Verdacht auf ZNS-Befall eine Lumbalpunktion erfolgen (23,

67).

Eme klassische TNM-Klassifikation wird fir das Ewing Sarkom i der Praxis nicht
angewendet. Es wird der loko-regionale Befull abgegrenzt von einer primdren
Metastasierung in Lunge und /oder Knochen’/ Knochenmark, da diese nmut einer
schlechteren Prognose kormreliert i1st. Auch wird ber lokalem Befall das muitiale
Tumorvolumen in die Stratifizierung mut einbezogen, da die GroBe des Tumors ebenfalls
emen Einfluss auf die weitere Behandlung hat (67).

Abhingig von der Einteilung in entsprechende Risikogruppen der aktuellen
Therapieprotokolle (zB. loko-regionaler Befall = R1; schlechtes Ansprechen auf
Imtialtherapie oder Tumorvolumen > 200ml = R2; primér metastasiert = R3) erfolgt dann
die Einteilung zur weiteren Therapie (siehe Protokoll , EWING 2008 Kapitel 1.3.).

1.3 Therapieoptionen beim Ewing Sarkom

Die Therapie fir das Ewimng Sarkom umfasst eine systemische Kombinations-
Chemotherapie in Verbindung mit chirurgischer Therapie und/oder Strahlentherapie zur
lokalen Tumorkontrolle. Das Therapieregime richtet sich nach der Ausbreitung des
Tumors (loko-regional vs. primir metastasiert vs. rezidivierend sowie dem imitialen
Ansprechen auf die Chemotherapie) und bemnhaltet in der Regel immer eine prioperative
Chemotherapie (chemotherapeutische Induktionsphase) vor weiteren MaBnahmen zur
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lokalen Tumorkontrolle (23). Im Anschluss an die lokale Therapie (Chirurgisch
und/oder Radiatio) folgt dann emne adjuvante Chemotherapie. Bei primirer oder
sekundarer Metastasierung und schlechtem histologischen Ansprechen auf die
konventionelle Chemotherapie 1st eine Hochdosischemotherapie nut nachfolgender
Retransfusion autologer himatopoetischer Stammzellen zu erwigen (67).

Die Therapie erfolgt multizentrisch anhand standardisierter Protokolle m entsprechenden
Kliniken Akfuell wird in Deutschland nach dem Protokoll . EWING 2008 therapiert.
Hierber handelt es sich um emn gememsames Therapieprotokoll verschiedener
europiischer Gesellschaften (CCLG, COG, DCOG, EORTC, GPOH, SFCE, SIAK und
SSG). Die folgende Abbildung zeigt emen Ausschmitt des Behandlungsschemas des
Protokolls , EWING 2008,

Ewing 2008 Therapieschema
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*’i.hblldung 1.2.6-a: Ausschnitt des Behandlungsschemas aus .EWING 2008“. Nach eimner
gememsamen Induktions-Chemotherapie bestehend aus 6 Kursen VIDE (Vincristin, Ifosfammd,
Doxorubicin und Etoposid), folgt die Lokaltherapie (Operation und/ oder Bestrahlung). AnschlieBend
werden die Patienten in dreir Risikogruppen stratifiziert und entsprechend wenter behandelt.
(Abbildung aus (17))
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1.3.1 Chemotherapie

Allgemein werden in der Behandlung des Ewmng Sarkoms vor allem alkylierende
Substanzen (Ifosfamid, Cyclophosphamid) und Antrazykline (Doxorubicin) verwendet.
Auch Eroposid (Topoisomerase-II-Hemmer), .Actinomycin D (interkalierendes
Antibiotikum) und VFincristin (Vincaalkaloid) spielen emne wichfige Rolle. Bei
histologisch  schlechtem  Ansprechen auf die Imtaltherapie sollte eine
Hochdosischemotherapie (HDtx) nut anschhieflender autologer Stammzelltransplantation
erfolgen (67). Das aktuelle Therapieprotokoll sieht hierfir Busulfan und Melphalan
(beides Alkylanzien) wvor. Bei pnmir metastasierter Erkrankung wird die
Hochdosischemotherapie mut Treosulfan und Melphalan durchgefiihrt. Auch fiir das
rezidivierende Ewing Sarkom ist emne HDtx emne Option. Allerdings scheint nur eine
geringe Anzahl der Rezidiv-Patienten davon zu profitieren (196, 245). Als weitere
Agenzien in der Rezidivtherapie haben sich zudem Topotecan (Alkaloid), Irinotecan
(Topoisomerase-Hemmer) und Temozolonud (alkylierendes Zytostatikum) bewizhrt (67).
Vielversprechend scheint dabe: fiir das rekurnierende oder rezidivierende Ewing Sarkom
die Kombination von Irinotecan und Temozoloid zu sem (63-68% Ansprechrate und
progressionsfreies Uberleben von 3 - 8,3 Monate) (245).

1.3.2 Lokaltherapie (Operative-/ und Radiotherapie)

Bei der Lokaltherapie steht zunichst das Ziel der vollstindigen Resektion 1im Gesunden
mittels chirurgischer Intervention im Vordergrund. Be1 lediglich inkomplett resezierbaren
Tumoren sollte zusatzlich emne Bestrahlung erfolgen. Zwar wird die Bestrahlung als
alleimige Therapie (abhingig von Lokalisation und Grife) mit emem héheren Risiko
emes Lokalrezidives beschrieben (67), dennoch scheint zwischen den beiden Therapien
kein Unterschied beziiglich allgemeinem Uberleben zu bestehen. So konnte zum Beispiel
m emer Studie der ,,Children’s Oncology Group™ (465 Patienten) gesehen werden, dass
die Bestrahlung emn hoheres Risiko eines lokalen Rezidives mm Vergleich zur
chirurgischen Therapie barg, sich beim Vergleich des Event-freien-Uberlebens oder des
allgemeinen Uberlebens jedoch kemne Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
ergaben (68). Zusitzlich sollte im Rahmen der Lokaltherapie auch der Entnahmekanal/
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Narbenbereich der vorangegangenen Biopsie mutberiicksichtigt und vollstindig entfernt
werden, um die von Tumorgewebe kontaminierten Bereiche zu dezimieren.

1.3.3 Alternative Therapien

Gerade 1n der Behandlung der pnimir disseminierten oder rekwrrierenden/refraktiren
Ewmng Sarkome sind bislang, unter anderem aufgrund bestehend schlechter
Heilungschancen, weitere Therapieméglichkeiten notwendig.

So pgibt es zum Beispiel in der Behandlung des metastasierten Ewing Sarkoms eine Phase-
II-Studie fiir den Einsatz von Irinotecan (Topoisomerase-Hemmer) (171) oder Ganitumab
(monoklonaler Antikorper gegen IGF1R), welcher ebenfalls fiir das relurrierende Ewing
Sarkom in Erprobung ist. Andere Ansitze/ Studien umfassen weitere monoklonale
Antikorper (Pembrolizumab) oder die Immuntherapie in der Rezidivsifuation (23). Eine
breite und aktuelle Ubersicht iiber alternative/ zusétzliche Therapien beim Ewing Sarkom
gibt die kiirzlich publizierte Ubersichtsarbeit von Vornicova et al. (245). Sie beschreibt
als mogliche, weitere Anti-Tumor-Targets in Erprobung u.a. mTOR (Mammalian target
of rapamyecm), EWS-FLI1, Angiogenesefaktoren (VEGF) und die Telomerase (siehe
auch 1.1.7 und 1.1.8). Auch schemen Bisphosphonate m ESFT-Zelllimen und im
Xenograft synergistisch nut der konventionellen Chemotherapie das Tumorwachstum zu
hemmen (245). Leider zeigt sich insgesamt, dass die bislang angestrebten Ansitze noch
ohne durchschlagenden Erfolg sind, sodass weitere Studien und/ oder
Therapiembglichkeiten notwendig sind. Jedoch wird auch ersichtlich, dass die
zusitzlichen Anti-Tumor-Strategien 1dealerweise m Kombination mut der
konventionellen und etablierten Chemotherapie erfolgen sollten.

1.3.4 Prognose

Insgesamt hat sich die Prognose des Ewing Sarkoms iiber die letzten 35 Jahre (1975-
2010) deutlich verbessert (219). So kam es fiir Kinder (< 15 Jahre) zu emem Anstieg der
5-Jahres-Uberlebensrate von 59% auf 78% und fiir Jugendliche (15- 19 Jahre) von 20%
auf 60%. Neben der allgemeinen Uberlebensrate gibt es natiirlich noch Langzeitfolgen
der Therapie zu beachten, welche ein regelmiBiges Follow-up auch noch Jahre nach
Therapieende notwendig machen (23). Besonders gefihrdete Organe fiir die Entwicklung
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von Langzeitfolgen smnd Herz, Nieren und Gonaden (67). Abhingig von der
vorangegangenen Therapie kénnen auch weitere Organe (z. B. Lunge) betroffen semn oder
Folgen lokoregionaler Therapien aufireten. Die Wahrscheinlichkeit Sekundarmalignome
zu enftwickeln wird in der Literatur mit 1 — 2% beschrieben (vor allem Leukimien und
Sarkome, seltener Karzinome) (67).

Es pibt zahlreiche prognostische Faktoren, welche aufgeteilt werden konnen in Faktoren
vor Therapiebeginn und Ansprechen auf die mitiale Therapie. Die folgende Tabelle gibt
diesbeziiglich einen Uberblick.

Tabelle 1.3.4-a: Prognosefaktoren fiir das Ewing Sarkom (in Anlehnung an (23))

Faktoren yor Therapiebeginn Prognose
Tumorlokalisation  distale Extrenutit +
proximale Extrenmtit +/-
zentral oder Becken -
Tumorvolumen > 100-200 ml und/oder > 8 cm Ausmal -
Alter > 15 Jahre -
Geschlecht Jungen (vs. Miadchen) -
Serum LDH erhoht vor Therapiebeginn -

(zusitzlich mit grofem Primiriumor und Metastasiemmng assoziiert)
Metastasierung (be1 Metastasen generell schlechtere Prognose)

pulmonale Metastasierung bessere Prognose als extrapulmonale Metastasen
Anzahl pulm Metastasen nicht relevant, aber unilateraler Befall besser als bilateral

Metastasen in Knochen und Lunge schlechtere Prognose als isolierter Knochenbefall
Regionale Lymphknotenbeteiligung verschlechtert Prognose

Vorangegangene Malignomtherapie (Ewing Sarkom oder andere) -

Auffillige Zytogenetik -
- 25 Chromosomenverinderungen zum Zeitpunkt der Diagnose
- modale Chromosomenzahl < 50

Nachweisbare Fusionstranskripte m morphologisch unauffalligem KM -

Weitere biologische Faktoren -

- Uberexpression von p53*)

- Expression von Ki67

- Verstirkte Expression der mikrosomalen Glutathion-S-Transferase (GST), da
assoziiert mit verstirkter Resistenz gegeniiber Doxorubicin

*) jedoch in prospektiver Analyse der , Children’s Onkology Group™ an TP53-Mutation
und/oder CDKN2A-Deletion bei Patienten mit Ewing-Sarkom keine Korrelation
beziiglich eventfreiem Uberleben gefunden
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Ansprechen auf die initiale Therapie Prognose

Minimaler/fehlender, sichtbarer Tumor nach priaoperativer Chemotherapie +

Weibliches Geschlecht und jiingeres Alter +
(besseres histologisches Ansprechen auf prioperative Therapie)
Abnehmendes PET-Uptake nach Chemotherapie +

(falls PET-Scan vor und nach Induktionschemotherapie erfolgt)

Schlechtes Ansprechen auf prioperative Chemotherapie -
(erthéhte Gefahr fiir lokales Rezidiv)

Keinen Emnfluss auf die Prognose haben pathologische Frakturen und der Grad der
neuralen Differenzierung des Tumors (in der Histopathologie) (23).

Auch hat sich in zwe1 groBeren, prospektiven Fallserien (141, 236) gezeigt, dass entgegen
fritherer Annahmen eine EWSRI1-ETS (EWS-FLI-I) Translokation nicht muit der
Prognose korreliert 1st (23). Wahrend frither die (am haufigsten vorkommende) Typ-1
EWS-FLI-1 Fusion als prognostischer Vorteil gesehen wurde, konnte dies zuletzt nicht
mehr bestatigt werden Als mdgliche Erklarng hierfir wird emne allgemeine
Verbesserung der Therapie iiber die letzten Jahre gesehen, welche den prognostischen
Nachteil fiir Patienten mit . Non-Typ-1¢ eliminiert hat (236).

Dagegen konnte gezeigt werden, dass die sekundire, genetische Aberration 1qG
(unabhingig wvon den klassischen Parametern) sigmifikant mut einer héheren
Rezidivwahrschemlichkeit und schlechterem allgpemeinen sowie krankheitsfrelen
Uberleben korreliert (152).

Wihrend fiir emmige Tumorarten Telomeraseaktivitit mut einer schlechteren Prognose
assozuert 1st (193, 237), wird der Nachweis von Telomeraseaktivitiit betm Ewing Sarkom
zu Diagnosebeginn bislang als nicht mit der Prognose korreliert beschrieben (75, 183).
Lediglich in einer Studie zeigte sich, be1 nachweisbarer TA 1m Pnméartumor von 12,5%
(1/8) und von 100% (5/5) der Metastasen, eine Korrelation zwischen hoher TA und
schlechterer Prognose (223). Hierber mmss jedoch beachtet werden, dass die TA mut
12,5% der Primirtumoren deutlich unterhalb der Ergebnisse der iibngen Studien lag
(siehe Tabelle 1.2.4-a) (193). Ohali et al konnten allerdings in threr Studie an 31
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Patienten mit nicht-metastasiertem Ewing Sarkom zeigen, dass unter Therapie und 1m
Follow-up eine signifikante Korrelation zwischen hoher TA (gemessen im peripheren
Blut) und schlechterer Prognose bestand (183).

Eine weitere Studie beschreibt den Einfluss der Telomerenlinge auf die Prognose beim
Ewmng Sarkom So konnte in emnem Kollektiv von 32 Patienten nut Ewing Sarkom
gesehen werden, dass kiirzere Telomere zum emen eine verstirkte
Chromosomeninstabilitit aufwiesen und zum anderen kiirzere Telomere sigmfikant mmt
einem schlechteren Uberleben bzw. einer hoheren Wahrscheinlichkeit eines Rezidives
korreliert waren (8).

Auch wenn sich die Prognose des Ewing Sarkoms in den letzten Jahren zunehmend
verbessert hat, ist sie fiir das forigeschrittene, metastasierte Ewing Sarkom weiterhin
sehr schlecht. Hier liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei lediglich 25%, bei refraktiiren
oder rekurrierendem Befall sogar nur be1 knapp 10% (237). Als weitere Risikofaktoren
gelten der Zertpunkt und die Form des Rezidives. So sind Frithrezidive (innerhalb der
ersten zwei Jahre nach Diagnosestellung) ebenso wie kombimerte, systemische Rezidive
(nmut Knochenbeteiligung) nut einer ungiinstigen Prognose vergesellschaftet, wohingegen
Spatrezidive, 1soliert pulmonale oder Lokalrezidive emne bessere Prognose aufweisen
(67).
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Insgesamt muss die Prognose fiir das fortgeschnittene, metastasierte Ewing Sarkom, frotz
steter Verbesserung der onkologischen und clirurgischen Therapiealgorithmen
weiterlun als schlecht bezeichnet werden, sodass neue Therapieoptionen nétig sind, um
diese zu verbessemn.

Da auch beim Ewmg Sarkom in hohem Mafle Telomeraseaktivitit nachweisbar 1st (siehe
1.2 4), erscheint Telomerasehemmung als potentiell sinnvolle Option, z B. als adjuvante
Therapie und / oder im Rahmen emer Erhaltungstherapie.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Konzept der Telomerasehemmung als
adjuvante Therapie zur etablierten Chemotherapie. Aktuell gibt es verschiedene Ansitze
zur Telomerasehemmung (siehe 1.1.7). Auch wenn einige Inhibitoren bereits den Weg in
Phase-II/-ITI-Studien geschafft haben, sind allgemeingiiltige Aussagen noch lange nicht
zu freffen. Vielmehr zeigt sich, dass sich der Nachweis positiver Effekte bei emner
Tumorart nicht zwangsldufig in anderen Tumorentititen reproduzieren lisst. Zwar 1st
Telomerase em Enzym, welches in iiber 85% aller Tumoren nachweisbar ist (150),
dennoch scheint man Mechamismen der Telomeraseinlibition als neue Anti-Tumor-
Strategie (dhnlich der herkémmlichen Chemotherapie) fiir jede Tumorentitit emnzeln
betrachten zu miissen. Speziell fir das Ewing Sarkom sind diesbeziiglich bislang nur
wenige Untersuchungen erfolgt.

Die i Erprobung befindlichen Telomerasemnhibitoren zeigen je nach Ansatzpunkt (siehe
1.1.7 und 1.1.8) unterschiedliche, teils gewiinschte/unerwiinschte Nebeneffekte. Um
Wechselwirkungen zwischen der Substanz zur Telomerasemhibition und des
Chemotherapeutikums moghchst gening zu halten, wurde i dieser Arbeit die
Telomerasehemmung muthilfe eines domunant negativen hTERT-Vektor-Konstruktes
(htDNIN) herbeigefiihrt, zumal sich diese Methode bereits in vorangegangen Arbeiten als
wirkungsvolle Inhibition etabliert hat (251).

Zur besseren Reproduzierbarkeit wurden zwei verschiedene Zelllimen des Ewing
Sarkoms gewihlt (STA-ET1 und RM-82). Um emne zusitzliche Beeinflussung durch die
Vektortransfektion leichter erkennen zu konnen, erfolgten die Versuche parallel an der
entsprechenden (micht-transfizierten) Mutterzellime sowie an Zellen nut einem
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Leervektor (enthielt lediglich das Merkmal der Antibiotikaresistenz) und einem hTERT-
Wildtyp-Vektor-Konstrukt (exprimiert verstérkt hTERT) (siehe 2.1.2). Uberdies wurden
die Zellen, zum Nachweis erfolgreicher Vektortransfektion, beziiglich ihrer
Telomerenlinge (siehe 2.5) und Telomeraseaktivitit (siehe 2 4) untersucht.

Die Zytotoxuztitstestung der transfizierten und micht-transfizierten Zellen beider
Zelllimen (STA-ET1 und RM-82) erfolgte an den wvier fir das Ewmg Sarkoms gut
etablierten Zytostatika Doxorubicin, Etoposid, Vincristin und Ifosfand.

Primires Ziel dieser Arbeit ist die Effektivitit einer Kombination von
Telomerasehemmung und Chemotherapie beim Ewing Sarkom im Smne emnes , Proof
of principle” zu betrachten, um anschliefend eine Aussage treffen zu kénnen, inwieweit
Telomerasehemmung als zusatzliche Therapieoption in Frage kommen kann.

Exphizit sollen folgende Fragen beantwortet werden:

+ Konnte durch Embringen des domunant-negativen hTERT-Vektors (htDNIN) ein
Ausschalten der Telomeraseaktivitat erreicht werden?

e Fiihrte die nut Hilfe des Wildtyp-Vektors (htWTIN) eingefithrte, zusitzliche
ektope Expression von hTERT zu verstarkter Telomeraseaktivitat?

e Wie verhalten sich Telomeraseaktivitit und Telomerenlinge in den
transfizierten/micht-transfizierten Zellen unteremnander bzw. welchen Einfluss
haben sie auf das Proliferationsverhalten der Zellen?

e Welchen Emnfluss hat die Transfektion auf die Zytotoxuzitit gegeniiber
Doxorubicin, Etoposid, Vincristin und Ifosfanud?

e Sind Unterschiede zwischen den beiden Zellimen STA-ET1 und RM-82

beziiglich Zytotoxizitit, Proliferationsverhalten und
Telomerenldnge/Telomeraseaktivitit zu erkennen (transfizierte und mcht-
transfizierte Zellen)?

e Lassen sich anhand der oben genannten Punkte Schlussfolgerungen ziehen,
welche den additiven Effekt emner Kombination von Telomerasehemmung und
Chemotherapie betm Ewing Sarkom belegen?
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2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Zelllinien

Zur Verwendung kamen etablierte, humane Zelllimen von zwe1 verschiedenen Patienten
mit Tumoren aus der Familie der Ewing Sarkome. Es handelte sich um adharent
wachsende Zellen, deren Kultivierung auf Kollagen-beschichteten Zellkulturflaschen
erfolgte.

STA-ET1  etablierte und charakterisierte humane Zelllime aus emem peripheren
neuroektodermalen Tumor emer 13 Jahre alten Patientin mmt
Primirlokalisation im Humerus (3, 135)

(Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. P. Ambros des St. Anna
Kinderspitals in Wien)

RM-82 etablierte und charakterisierte humane Zelllime avs einem Ewimng Sarkom
emnes 8 Jahre alten Patienten, mit Primérlokalisation im Femur (239, 240).
(Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. rer. nat. F. van Valen,
Labor fiir experimentelle Orthopadie in Miinster)

Tabelle 2.1.1-a: Charakteristika der verwendeten Zelllinien (188, 241)

Zelllinie STA-ET1 RM-82

Patient weiblich, 13 Jahre miinnlich, 8 Jahre

Tumorlokalisation Humerus Femur

Klassifikation pNET Ewing Sarkom
(Priméartumor) (Primértumor)

Zytogenetik t(11;22) t(21:22)

EWS-Fusions-Transkript EWSEx7/FLI-1Ex6 EWSEx7/ERGEx6

p53-Mutation wt (Wildtyp) pArg273His

Imunhistochemische +++ 10% +++ 100%

Farbung fiir p53-Protein (stark) (stark)
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2.1.2 Transfizierte Zellen

Um den spezifischen Einfluss von Telomeraseaktivitit auf das Wachstum der Zellen zu
untersuchen, verlangte der Versuchsaufbau vergleichbare Zellen mut emem
unterschiedlichen Aktivititsgrad an Telomerase. Das Prinzip der genetischen Inhibition
von Telomeraseaktivitdt durch emn DNhTERT-Vektor-Konstrukt richtet sich nach den
erfolgreichen Versuchen vorangegangener Arbeiten (88) (202).

So wurden neben den beiden Mutterzelllimen (STA-ET1 und RM-82) transfizierte Zellen
verwendet, welche zusatzlich die katalytische Unteremnheit hTERT in der Wildform
(htWT) ektop exprimierten oder domunant-negativ (htDN) fir hTERT waren. Zur
Selektion erfolglos transfizierter Zellen wurden die Vektoren zusitzlich an einen Vektor
mit Neomycin-/Geneticinresistenz (IN) gekoppelt, welcher zudem auch 1soliert als
Leervektor” emgesetzt wurde. Daraus folgten fiir jeden Versuchsaufbau (pro Zelllinie)
vier , Zell-Entitaten* — Mutterzelle, tWTIN, htDNIN und htTN_

Die transfizierten Zellen wurden uns freundhicherweise aus dem Arbeitskreis von Prof.
C. Poremba (Institut fiir Pathologie, Universitatsklinikum in Disseldorf) zur Verfiigung
gestellt. Im Folgenden sollen die Vektoren und der Mechamsmus der Transfizierung nur
kurz angesprochen werden. Beziiglich emner ausfiihrlichen Beschreibung wird auf die
Dassertation ,, Characterization of Telomerase as Therapeutic Target for the Treatment of
Small Round Blue Cell Tumors™ von Ivonne Braun verwiesen (28).

2.1.3 Die Vektoren

Die transfizierten Zellen beinhalten den refroviralen S11-Vektor (S11-IN). Dieser besteht
aus dem BR322-Riickgrat nut Ampicillin-Resistenz (AmpR), emnem CMV-Promotor,
emer MCS ( Multiple Clomng Site”, welche Erkennungssequenzen fiir
Restriktionsenzyme enthilt) und emer Emtriftsstelle zu den inneren Ribosomen (IRES),
welche als Expressionshinker zwischen dem Gen von Interesse, dem Indikatorgen und
dem Gen fiir Neomycin Resistenz (NeoR) fungiert (28).

Die Herstellung der verschiedenen Vektoren erfolgte mittels Subklonierung der cDNA—
Sequenz aus der ,, Wildtyp-hTERT Mutante” (htWT) und der , Dominant-Negativ-hTERT
Mutante* (htDN) eines zuvor hergestellten S11hTWTIEG- bzw. S11hTDNIEG-Plasnuds
(-IEG steht fiir emn grin fluoreszierendes Protein) mn den S11IN-Vektor. Fiir oben
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genannte S11htTEG-Plasmide wiederum bediente man sich nach selbigem Muster aus
cDNA-Sequenzen der refroviralen Plasmud-DNA-Vektoren , pBABE-puro-WT* bzw.
- PBABE-puro-DN * (28).

Abbildung 2.1.3-a: Vektor
N EcoRI (S1IhTERTIN)-

PCMV LTR Avrll: endogene Schnittstelle
(Restriktionsenzym), EcoRI
Restriktionsendonuklease
(Escherichia coli, Stamm RI),
hTERT: humane Telomerase
Reverse Transkriptase
(katalytische Untereinheit der

~ %hol Telomerase), IRES: internal
ribosome entry site, NeoR:
Neomycin-Resisfenz,, PCMTV
LTR: CMV- long terminal
repeats - Promoter, SFFV-LTR:
spleen focus forming virus - long
terminal repeats - Promotor,
Xhol: Restriktionsenzym
(modifiziert nach (28) - der
SIIhTERTIEG-Veltor ist hier
nicht mit abgebildet)

S11hTERTIN
9264bp

SFFV LTR

Mechanismus der Transfizierung

Prinzip:

Ziel dieser Methode 1st es, stabiles und vererbbares genetisches Material
m das Genom emner neuen Zelle zu mtegrieren (Infektion bzw.
Transduktion), indem man die natiirliche Infektionsmaschinerie der Viren
ausnutzt (44).

Man verwendet einen retroviralen Vektor (sieche 2.13), welcher das
gewiinschte Ziel-Gen enthilt, und fiihrt thn nit der sog. Verpackungszelle
zusammen . Dies sind Zellen, welche emn virusspezifisches Antigen (gag —
group-specific antigen), ein Gen fiir reverse Transkriptase und Integrase
(pol — polymerase) und ein Gen fiir Hiillproteine und Typenspezifitit (env
— Envelope) enthalten. Der Vektor kann nun mut Hilfe emmger
Transkriptions- und Prozessionselemente die Verpackungszelle befallen,
wird in das Genom integriert und die Zelle produziert die neu eingefiihrten
viralen Transkripte. Die so entstandenen Virus-Partikel sind wiederum in
der Lage, die Zielzelle zu infizieren und das Zielgen sowie
Selektionsmarker in das Genom der befallenen Zelle zu integrieren (28).
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Tabelle 2.1.3-a: Transfizierte Vektoren

Vektor Eigenschaften Eingeseizie Zelllinie
S11-IN Neomycin-Resistenz (neoR) STA-ET-1/RM-82
S11-hTDNIN dominant-negativ, neoR STA-ET-1/RM-82
S11-hTWTIN wild-typ. neoR STA-ET-1/RM-82

Zur Generierung dieser retroviralen Partikel wurden 4AmphoPack-293 Zellen mit einem
S11 —Vektor transfiziert, sodass Gene zur Expression von Telomerase m das Genom der
Verpackungszelllinie integriert wurden. Die entstandene Losung wurde mut den
Zielzellen (STA-ET1 und RM-82) zusammengefiihrt und die Zielzellen wurden ebenfalls
mfiziert. Der Vorgang richtete sich nach dem Protokoll des Fugene fransfection reagent
(Roche Diagnostics, Mannheim) (28).

Durch Expression des Neomycin-Resistenzgens (Resistenzgen fiir die Aminoglykoside-
Neomycin, Kanamycin und Geneticin) konnten die genetisch verinderten Zellhimen
nuttels Antibiotikabehandlung nut dem Aminoglykosid Geneticin (G418) selektiomert
werden, sodass nur diejenigen Zellen iiberlebten, deren Transfektion erfolgreich war.

2.1.4 Zytostatika, Lisungen und Reagenzien

Zytostatika

Die in den Versuchen angewandten Konzentrationen der Zytostatika orientieren sich an
klimschen Erfahrungen bzw. den Ergebmissen vorangegangener Zytotoxizititstests

unseres Hauses.

Tabelle 2.1.4-a: Uberblick iiber die angewandten Zytostatika

Iytostatiknm | Doxorubicin Etoposid Ifosfamid® Vincristin
(-hydrochlorid)

Handelsname Adnblastin® Etoposid- Holoxan® Vincnstinsulfat
Hexal® Hexal®

Firma PharmaciaGmbH Hexal AG ASTA Medica AG Hexal AG

(Karslruhe) (Holzkirchen) (Frankfurt) (Holzkirchen)

Molekulargew 580 588,57 2931 9231

(g/mol)

Wirkgruppe Anthracycline Topoisomerase Alkylantien Vinca-Alkaloide
Inhibitor

* - Da unter den Bedingungen der Zelllmltur Ifosfanmnd nicht zu dem aktiven alkylierenden Metaboliten 4-
Hydroxyperoxy-Ifosfamid metabolisiert wird, wirde dieser fiir die Untersuchungen in der Zellkmltur direlct eingesetzt.
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Medien und Seren

Aqua dest

B. Braun Melsungen AG (Melsungen), autoklaviert

Bromphenol- Merck KGaA(Darmstadt)

blau

BSA

Collagen

CHAPS 1x

dem H,O

DMF

DMSO

EDTA

Eisessig

EtOH 70%

FCS

Geneticin

HCL

Proteinstandard, BSA (5 mg/ml), Serva (Heidelberg)

Collagen Typ I, 6mg/ml steril, aus Rattenschwanz, nativ

Cell Concepts GmbH (Umkirch), Art No: Z-17C03-C
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat,
Roche Diagnostics (Mannheim)

hergestellt mmt Milh-Q-UF, Millipore (Eschborn)

N, N-Dimethylformanid, Baker Chemucals (Deventer, Niederlande)

Dimethylsulfoxid, Sigma (Deisenhofen)

Ethylendiamintetraessigsaure, Molgewicht 372.2 g/l,
Sigma (Deisenhofen)

Baker Chemicals (Deventer, Niederlande)

Ethanol 70%, Roth (Karlsruhe)

Foetal Calf Serum, GibcoBRL (Eggenstein)

G418-Sulfat, Invitrogen (Karlsruhe)

(= Salzsaure), Merck KGaA(Darmstadt)
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Isopropanol Roth (Karlsruhe)
100%

Laurylsulfate (= Sodiumdodecylsulfate), Firma Sigma (Deisenhofen)

MTT 3 [4,5-Dimethylthiazol-2 y1]-2,5 diphenyl-terazoliumbromide
Sigma (Deisenhofen)
NaCl (= Natriumchlorid) Molgewicht 58 44g/1; Merck KGaA(Darmstadt)

PBS-Puffer Phosphate-Buffered Salines, pH 7.4 + 0.05
Invitrogen (Karlsruhe), Art No: 10010-056

Rox Standard GeneScan™ 1000 ROX™ STANDARD
Applied Biosystems (Foster City, Califorma U.S A ), Art No: 401098F

RPMI 1640 plus L-Glutamine (2mM)
Medmum Invitrogen (Karlsruhe), Art No: 21875-034

SDS Sodmmdodecylsulphate, Sigma (Deisenhofen)

SodmmCitrat Molgewicht: 294.1 g/l Sigma-Aldrich (Stemnheim)

Tns 0.5M (= Tns(hydroxymethyl)-aminomethan) Molgewicht:121.14 g/1,
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Trypsin 0,5 g Trypsin (1:250), Ltr. PAA Laboratories GmbH, Linz (Osterreich)
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Losungen
Alle unten aufgefihrten Losungen wurden (soweit erforderlich) unter sterilen
Bedingungen hergestellt oder nach Herstellung steril filtriert bzw. autoklaviert.

Collagen- 1,6 ml Collagen verdiinnt auf 0,2 mg/ml mut 48 4 ml 0,1N Essigsdure
Essigsaure

Essigsaure 497,05 ml demuneralisiertes Wasser versetzt mut 2,95 ml Eisessig,
01N steril filtriert bzw. autoklaviert

Gefrierlsg.  fur 5 ml: 2 ml RPMI 1640 (+ L-Glutamine), 2 ml FCS, 1 ml DMSO
Lyse fiir 500 ml: 100 g SDS wurden in 250 ml demineralisiertem H>O und 250
ml DMF unter Verwendung emes Magnetriihrers gelost. Anschlhieflend

iiber Papierfilter in Braunglasflasche filtriert.

MTT- fiir 50 ml: 250 mg MTT wurden mit 50 ml PBS-Puffer (pH 7.4) gelost
Losung (Aufbewahrung 1m Kiihlschrank unter Lichtschutz)

PBS-EDTA 0,9306 g EDTA wurden nut 5 ml NaOH (1N) genuscht, 500 ml PBS

hinzugegeben, pH-Wert 7.3 eingestellt it konzentrierter HCL (0.1N)

2.1.5 Einmal- Laborbedarf/ Mehrfachartikel

FalconTubes (50 ml) Sarstedt AG&Co (Niumbrecht)

Gefriertubes NUNC (Wiesbaden)

Handschuhe Satin Plus AQL 1,5, SafeSkin GmbH (Neufahrn)

Mikrotiterplatte Multiply®-PCR-Platte 96-Well, Sarstedt AG&Co (Niimbrecht)
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Neubauerplatte

Nylonmembran

0.0025 em?’, 0.100 mm Brand, Deutschland

Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim)

Pipetten, steril, (1ml) Castor, Steripette

Pipetten, steril
(5, 10, 20, S0ml)

Reaktionsgefife

Rontgenfilm

Standard Tips

Whatmann Papier

Zellkulturgefilfie

96-Well-

Zellkulturplatten

2.1.6 Geriite

ABI 3700

Akupipette

Falcon, Becton DickinsonLabware (Franklin Lakes, N.J US.A)

1.5 ml, Eppendorf (Hamburg)

Kodak, Biomax MS, Kodak AG (Stuttgart)

Eppendorf (Hamburg)

Whatmann, Papier Serva (Heidelberg)

T25, Gremner bio-one (Frickenhausen)

Microtest™ 96, Tissue Culture Plate,
Falcon, Becton Dickinson Labware, Art No.: 353072

ABI PRISM 3700 DNA Analyzer
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt durch das Zentrallabor
des Umversitdtsklimkums Miinster)

prpetus-akku, Hirschmann Laborgerite (Ebertstadt)
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Brutschrank Sanyo Industries (Nordlingen)
Heraeus Instruments GmbH (Diisseldorf)
Biotron Labortechnik GmbH (Hilden)
(alle: 5% COn, 37°C)

Blotkammer Pharmacia Biotech Vacu Gene X1 (Freiburg)

Elektrophorese- peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen)
kammer

ELISA-Reader Multiskan Ascent Thermo Labsystems (Helsinki, Finnland)

GENE SCANNER™ Model 362 Fluorescent Fragment Analyzer,
Applied Biosystems (Foster City, Califormia U.S A)

Hybnidisierofen Medizinische Emrichtung der Universitat Miinster,
Anlagen-Nr. 9612250

Mikroskop Carl Zeiss MicroImaging GmbH (Koln)
Photometer Eppendorf Bio Photometer (Hamburg)
Riittler Edmund Biihler, Johanna Otto GmbH (Hechingen)

Thermocycler Biometra, TRIO Thermoblock (Géttingen)

Tischzentrifuge Eppendorf Centnifuge 5417 R (Hamburg)

Werkbank, steril LaminAir HB 2472 Heraeus mstruments (Hanau)

Zentrifuge Megafuge 1.0R, Heraeus Sepatech GmbH (Osterode)
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2.2  Die Zellkultur

Die Zusammensetzung der im Folgenden verwendeten Losungen und Reagenzien ist,
soweit nicht 1m Text direkt einsehbar, dem Matenialtell | Zytostatika, Losungen und
Reagenzien™ (siehe 2.1 4) zu entnehmen.

2.2.1 Zellkultivierung

Nach Aussiedeln der Zellen in die Zellkulturflaschen (Wachstumsflache: 25 em?) erfolgte
die Kultivierung 1n 5 %1ger COz-Atmosphiére be1 37 °C 1m Brutschrank. Als Nahrmedium
diente RPMI 1640, versetzt mit 2 mM Glutanuin und 10 % FCS.

Die transfizierten Zellen erhielten zusitzlich Geneticin in einer Endkonzentration von 500
ug/ml Dies fithrte zur Selektion jener Zellen, welche das Genmatenal der Vektoren
erfolgreich in thr Genom integriert hatten (siehe 2.1.3).

Zur Detektion emner Kontamination erfolgte in regelmiBigen Abstinden eine
Mykoplasmentestung (PCR).

Vor Ermreichen der Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Das alte Medium wurde
abgesaugt, die Zellen nut 0,8 ml Trypsin benetzt und anschlieflend fiir eimige Minuten 1m
Brutschrank inkubiert.

Die so entstandene Zellsuspension wurde resuspendiert und ein Teil, entsprechend dem
angestrebten Teilungsverhiltmis, in eine neue Zellkulturflasche wiberfithrt, um dann mut
frischem Nahrmedium aufgefiillt z7u werden. Das Teilungsverhiltmis nichtete sich nach
der Zelldichte auf dem Flaschenboden und beruhte auf Erfahmnpgswerten.

Fiir die Zellliime STA-ET-1 war z. B. in der Regel ein Tetlungsverhiltms von 1:4 —1:10
(Zellsuspension aus der alten Flasche [ml] : frisches Nahrmedium [ml]) ausreichend,
sodass die Zellen ca. alle 3-4 Tage einer erneuten Zellteilung zugefiihrt wurden.

2.2.2 Collagen-Beschichtung (Coating)

Fiir optimale Haftungs- und Wachstumsbedingungen wurden die Zellkulturflaschen und
Zellkulturplatten (fir den Zytotoxuzititstest) im Vorhinein mut Collagen-Essigsaure
beschichtet.
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Zur Beschichtung der Zellkulturflaschen stellte man unter sterilen Bedingungen ein
Collagengenusch nut 0,1 M HAC (Essigsaure) her, dessen Collagen-Endkonzentration
sich auf 0,2 mg/ml belief. Jede Flasche wurde nut 1,5 ml dieser Collagenldsung benetzt
und fiir 2 Tage unter der Werkbank mnkubiert. Im Anschluss wurde die restliche Losung
abgesaugt und die Flaschen fiir einen weiteren Tag offen unter der Werkbank getrocknet.
Zur Besclichtung der 96-well Platten wurde analog dem oben Beschriebenen
vorgegangen. Es wurden je 50 pul (pro Vertiefung) des Collagengemisches
(Endkonzentration 0,2 mg/ml) auf die Platten pipettiert und diese anschliefend offen fiir
24 h unter der Werkbank getrocknet.

2.2.3 Einfrieren/Auftauen

Zum Emnfrieren der Zellen wurden diese mit 0.8 ml PBS-EDTA aus den
Zellkulturflaschen abgeldst, anschliefend mit 5 ml Medium aufgefiillt und be1 1200 rpm
fiir 5 Minuten abzentrifugiert. Das so entstandene Zellpellet wurde in 500 pl Nahrmedium
aufgenommen_ Danach erfolgte die Zugabe von 500 ul Gefrierlosung. Die Zellsuspension
konnte auf -80°C abgekiihlt nach 24 h in fliissigen Stickstoff (-197°C) tiberfiihrt werden.

Zum Auftauen wurden die Gefriertubes 1m Wasserbad be1 37 °C erwarmt, mut 4-5 ml
RPMI 1640 Medium resuspendiert und fiir 5 Minuten (1200 rpm, 20°C) abzentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Zellpellet unter Zugabe von 5 ml frischem Nihrmedmm in
Kulturflaschen iiberfiihrt. Den transfizierten Zellen beider Zelllimen wiurde zusitzlich je
50 ul Geneticin hinzugefiigt.

2.2.4 Zellpellets

Zellpellets wurden fiir die Versuche zur Telomeraseaktivitit (TRAP-Assay, siehe 2 4)
und Telomerenlinge (Southern Blot, siehe 2.5) erstellt. Um Differenzen in der
Passagehohe zu vermeiden, stellte man sie direkt 1m Anschluss an den jeweiligen
Zytotoxazitatstest her. Hierfiir wurden kultivierte Zellen nut PBS-EDTA gelost, be1 1200
rpm fiir 5 Minuten abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das restliche
Zellgemsch auf Eppendorf —Cups verteilt. Diese wurden nun erneut ber 2000 rpm fiir 3
Minuten zentrifugiert und das Pellet anschliefend be1 -80°C emgefroren.
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2.3 Das in-vitro-Zytotoxizitits-Screening (MTT-Assay)

Prinzip: Der Test musst die Aktivitit mitochondnaler Aldehyd-Dehydrogenasen
lebender Zellen, welche die zugegebene MTT-Losung spalten und so die
Bildung eines blaven Farbstoffes (Formazan) induzieren. Dieser
knistallisiert in den Zellen. Nach Zugabe eines Lyse-Reagenzes kommt es
unter vorsichtiger Riittlung zur Auflésung der Zellmembran und Losung
der Farbknstalle. Die Intensitat der Farblosung 1st direkt proportional zur
Anzahl der lebenden Zellen und dient so als Surrogat fiir die Proliferation.
Ste wird nuttels ELISA-Reader ber emner Wellenlange von 570 nm
(Referenz: 650 nm) gemessen (192).

2.3.1 Aussiedeln der Zellen

Die eingesetzte Zellzahlmenge richtet sich nach den Erfahrungswerten vorausgegangener
Arbeiten unseres Institutes (Wachstumskurven). Pro Vertiefung wurden 5000 Zellen
eimngesetzt.

Nach Abldsen (nut PBS-EDTA) und Abzentrifugieren (1200 rpm fiir 5 mun) der Zellen
aus ihren Kulturflaschen folgte die Zellzahlbestimmung durch Zugabe wvon
Bromphenolblau muttels Zellzahler und Neubauerplatte. Im Anschluss daran wurde durch
Verdiinnung mit Ndhrmedium eine Zellsuspension hergestellt, welche die angestrebte
Zellzahl pro 100 ul entluelt. Hierbei richtete man sich nach der Standardarbeitsanweisung
SOP-MTT doc* der Arbeitsgruppe ,Klimsche Pharmakologie” von Prof J. Boos
(Version 1-2001). Das Aussiedeln erfolgte auf Collagen beschichteten 96-Well-
Zellkulturplatten mut jeweils 100 ul Zellsuspension pro Vertiefung. Um zu gewihrleisten,
dass die verschuedenen Zelllimen einer Versuchsreihe gleichen Bedingungen ausgesetzt
sind, wurde emne Platte in vier Quadranten aufgeteilt, und jeder Quadrant mut einer
anderen Zelllime besiedelt. Pro Zytostatikum sind fiinf Platten angelegt worden.
AnschlieBend fand eme 72-stiindige Inkubation 1m Brutschrank statt.

2.3.2 Imnkubation mit Zytostatikalisung

Nach Aussiedeln der Zellen auf die 96-well-Platten folgte 72 Stunden spiter die
Zytostatika-Inkubation. Hierzu wurden von jeder Zelllime vier Ansitze pro Verdiinnung
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hergestellt, mdem man m jede WVertiefing 100 pl der entsprechenden
Zytostatikaverdiinnung (siehe 2.3 4) pipettierte. Vier weiteren Ansitzen jeder Zelllime
wurden 100 pl Nihrmedmm hinzugefiigt Diese bildeten die Kontrolle (K), um im
weiteren Verlauf zwischen der Zytostatikawirkung und dem Wachstumsverhalten der
unbehandelten Zellen unterscheiden zu kénnen In der folgenden Abbildung ist
beispielhaft eme Belegung wiedergegeben.

L
-

RM-52 | RM-82.

Abbildung 2.3.2-a: Beispiel einer Belegung — EM-82 Versuch mit Etoposid

HM-A2-
DMNIN

s

g
RM-82.
WTIN =

b

Pro Zytostatikum wurden auf diese Weise vier Platten pipettiert. Sie bildeten , Tag 1* —
,-Tag 4“ der Versuchsreihe Der fiinften Platte fiigte man lediglich 100 ul Medium fiir die
Kontrolle (,,Tag 0°) hinzu.

2.3.3 Standardversuchsablauf des MTT-Assays

Nach Zugabe der Zytostatika erfolgte die Bearbeitung der ersten Platte (|, Tag 0°). Hierbe1
folgte man, wie auch in den kommenden vier Versuchstagen, einem standardisierten
Ablauf:

Zugabe von 10 ul MTT-Losung pro Vertiefung

Inkubation fir 3 h im Brutschrank

Absaugen der MTT-Ldsung nuttels Vakuumpumpe

Zugabe von 100 ul Lyse pro Vertiefung

Vorsichtige Schiittelung auf emnem Riittler fiir 15 nun

Messung der optischen Dichte auf dem ELISA-Reader (Wellenlinge 570 nm)

A i o
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Die eben aufgefithrten Schrifte wurden, unter Beibehaltung der gleichen Tageszeit,
analog an den folgenden vier Versuchstagen durchgefiihrt. Auf diese Weise erhielt man
emen Einblick in das Wachstumsverhalten der Zellen unter zytostatischer Behandlung.

2.3.4 Verdiinnungsreihen der Priifsubstanzen

Die Verdimnungsreithen des zu priffenden Zytostatikums wurden zu Beginn jeder
Versuchsreihe mit Hilfe von eingefrorenen Stammlésungen, frisch hergestellt. Dabei ging
man wie folgt vor:

Zundchst wurde die hochste zu ermreichende Konzentration durch Addition des
Nihrmediums zubereitet. Die weiteren, nichst geringeren Konzentrationen erhielt man
durch weitere Verdiinnung. Hierbei war zu beachten, dass die hergestellte Verdiinnung in
der doppelten angestrebten Endkonzentration vorlag, um die Verdinnung der
Priifsubstanz durch das schon auf den Platten befindliche Volumen der Zellsuspension zu
beriicksichtigen. (Endvolumen pro Well: 100 ul Zellsuspension + 100 pl Priifsubstanz)
Die verwendeten Zytostatika (siehe 2.14) wurden, anhand der Ergebnisse
vorangegangener m-vitro-Zytotoxizititstests, n fiinf verschiedenen
Konzentrationsstufen emgesetzt.

Tabelle 2.3.4-a: Eingesetzte Zytostatikakonzentrationen

Zytostatikum Umfang der Priifkonzentrationen
Doxorubicin 0,0005 -5 uM
Etoposid 0,05 —-500 uM
Ifosfanud * 0,01 -100 uM
Vincristin 0,01 —100 uM

 —es wrde der aktive, alkylierende Metabolit 4-Hydroxyperoxy-Ifosfamid verwendet, da unter den Bedingungen der
Zelllultur fosfamid micht direld zo dem zytotoxisch wirksamen 4-Hydroxypercay-Ifosfamid metabolisiert werden
kann
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2.3.5 Ubersicht der Versuchsreihen

In jedem Versuch wurde die Toxizitit der Zytostatika im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen, wie in Abbildung 2.3 2-a abgebildet, fiir die nicht-fransfizierte Zelllime und
die entsprechenden transfizierten Zelllimen nach 24h, 48h, 72h und 96h Stunden
ermuttelt. Pro Zelllime und Messzeitpunkt wurde jede Zytostatika-Konzentration fiir jedes
Zytostatikum viermal getestet (siehe auch Abbildung 2.3 2-a).

Jeder Versuch wurde nut zwe1 Ausnahmen unabhingig voneinander einmal wiederholt.
So wurde jeweils der Versuch nut Ifosfamid be1 den transfizierten und nicht-fransfizierten
Zelllimen von STA-ET1 und der Versuch mut Vinenistin bei den mcht-transfizierten und
transfizierten RM-82 Zelllinien nur emnmal durchgefiihrt.

Die Wiederholungen erfolgten zu unterschiedlichen Zeitpunkten Dies hatte zur Folge
hatte, dass die Zelllinien zum Zeitpunkt der Wiederholungsversuche unterschiedliche
Passagen durchlaufen hatten, was speziell vor dem Hintergrund des Knock-outs der
Telomeraseaktivitit durch die Transfektion mit dem dominant-negativem hTERT-Gen
(Verkiirzung der Telomeren mit jeder Zellteilung) und der ektopen Uberexpression mit
hTERT (Telomerenverlingerung) bei der Bewertung der Ergebmisse beriicksichtipt
werden musste. Die Toxizitdtstests mut den verschiedenen Zytostatika wurden z. T. zum
gleichen Zeitpunkt mut den Zelllimien einer identischen Passage angesetzt. Diese parallel
angesetzten Versuche werden im Folgenden als Versuchsansatz zusammengefasst.
Daraus ergibt sich als Defimtion fiir die im Weiteren verwendete Nomenklatur:

Versuch: s Alle 4 Zelllinien (STA-ET1/RM-82, -htWTIN, -hiDNIN, -htIN)
e Alle 4 Messzeitpunkte (24h, 48h, 72h, 96h)
e 1 Zytostatikum (Doxorubicin/Etoposid/Ifosfanud/Vineristin)
e Alle Zytostatikakonzentrationen mit n=4 (sieche Abbildung
2.3.2-a)
Alle paralle]l durchgefiihrten Versuche
(Fiir STA-ET1: E-I, E-IL E-III bzw. fiir RM-82: R-I, R-II, R-TIT)

Versuchsansatz:

Fiir die emnzelnen Versuchsansitze wurden die Zellen im Vorfeld m der Regel frisch
aufgetaut um sie dann nach erfolgreicher Kultivierung emem neuen Toxiztitstest
zuzufithren. Der Uberschuss an Zellen wurde als Zellpellet firr nachfolgende Versuche
wieder eingefroren (siehe hierzu Kapitel 2.2 3 | Einfrieren/Auftauen™). Dies erklart die
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teils unterschiedlichen Passagen der transfizierten Zellen in den sechs Versuchsansitzen
(STA-ET1 und RM-82). Auch wurde fiir die transfizierten Zellen der Zelllime STA-ET1
m der zweiten Versuchsrethe bewusst fiir die Zellllme STA-ET1-htDNIN die erste
Passage gewidhlt, da fir hohere Passagen eme ungewollte Reaktivierung der
Telomeraseaktrvitit vermutet wurde.

Tabelle 23.5-a pibt eine Ubersicht iiber die in den jeweiligen Versuchsansitzen
angesetzten Versuche nut den jeweiligen Passagen der transfizierten Zelllinien.

Tabelle 2.3.5-a: Ubersicht der Zytotoxizititstests

Pasage der transfizierten

& Zelllinie
= £ 5 Zytostatika
N 2 = Z >
: : ¢
STA-ET1 E-1 Doxorubicin P23 P20 P22
Etoposid - - -
Vincristin = = =
Hydroxype roxy-Ifosfamid - - -
E-ll Doxorubicin Pl P12 P13
Etoposid Pl P12 P13
Vincristin Pl P12 P13
Hydroxype roxy-Ifosfamid - - -
E-lll Doxorubicin - - -
Etoposid P14 P14 P15
Vincristin P14 P14 P15
Hydroxype roxy-Ifosfamid P14 P14 P15
RM-82 Rl Doxorubicin P9 P9 P11
Etoposid P9 P9 P11
Vincristin = = =
Hydroxype roxy-Ifosfamid® P9 P9 P11
R-11 Doxorubicin P13 P12 P14
Etoposid P13 P12 P14
Vincristin = = =
Hydroxype roxy-Ifosfamid P13 P12 P14
R-111 Doxorubicin - - -
Etoposid - - -
Vincristin P10 P10 P12

Hydroxype roxy-Ifosfamid - - -

- In diesem Versuchsansatz wurden 2 Versuche mit Hydroxyperoxy-lfosfamid durchgefiihrt
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2.3.6 Auswertung des MTT- Assay

Die  Erfassung und  Auswertung der Daten  erfolgte mut  dem
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft-Excel™ (Version OfficeXP).

Die Graphen zur Veranschaulichung des Wachstumsverhaltens wurden nut dem
Programm SigmaPlot™ (Version 8.0) realisiert. Neben der graphischen Auswertung
wurde 1m Besonderen die Glso der Versuchsrethen dargestellt.

Bestimmung der Glsp (Groth Inhibition)

Die Glso beschreibt die Konzentration eines Zytostatikums, be1 der es zur 50%igen
Wachstumshemmung der behandelten Zellpopulation im Vergleich zur Kontrolle (K)
kommt. Die GIso wird zu den Inkubationszeiten graphisch dargestellt. Die Kontrolle
entspricht dabe1 emnem 100%igem Wachstum_ In der graphischen Darstellung wird das
prozentuale Wachstum, als Surrogat aus der gemessenen Extinktion, auf die y-Achse
aufgetragen Die Darstellung der GIsg erfolgt als Parallele zur x-Achse, auf welcher die
Zytostatikakonzentrationen aufgetragen sind.

Zur Berechmung der GIS0 wurde die Steigung jeder Wachstumskurve zwischen dem
Wert, bei dem die Wachstumshemmung iiber 50 % betrug (y1, x1), und dem Wert, bei
dem sie unter 50 % lag (y», x2), bestimmt.

Steigungsgleichung: m = (y1-y2) / (X1-X2)
Gradengleichung (aufgeldst zu xs): %3 =[50 -y +(m* x)}/ m

Somut 1st x3 die Zytostatikakonzentraion m pM, ber der eme 50 %-ige
Wachstumshemmung (GI50) der Zellen erreicht wurde (in Anlehnung an (181)).
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2.4 Messung der Telomeraseaktivitiit (TRAP- Assay)

Prinzip:

Der TRAP-Assay (= Telomeric Repeat Amplification Protocol) dient dem
Nachweis von Telomeraseaktivitit nut Hilfe emes PCR-basierten
Detektionssystems. Der Test wurde erstmalig von Kim et al. 1994 etabliert
(126). Der Test beinhaltet dre1 Schritte. Beim ersten Schritt der Reaktion
(,Extension”) fiigt die in den Zellen enthaltene Telomerase die
Telomersequenzen (GGTTAG) an das 3'-Ende eines Oligonukleotids
(TS). Hierdurch entstehen i Abhangigkeit von der enzymatischen
Aktivitat unterschiedlich lange Nukleotidsequenzen. Im zweiten Schritt
(,,Amplifikation*) werden die verlangerten Produkte nuttels PCR. (etabliert
1987 (204)) amphfiziert. Die so entstandenen Produkte kénnen im dritten
Schritt (, Detektion™) mattels Kapillarelektrophorese aufgetrennt werden
(161). Mit entsprechender Software (siehe 2.4.5) konnen nun die
Peakflachen der Telomerenfragmente bestimmt werden, welche
proportional zur Telomeraseaktivitit sind. Die unten gepannten Versuche
erfolgten mit einem modifizierten TRAP-Assay unter Verwendung des
TRAPeze Telomerase Detection Kit™ (Intergen Company, Purchase,
N.Y.USA).

2.41 Proteinisolierung

Voraussetzung fiir die Proteinbestimmung war die Proteimisolierung. Zunéchst nahm man
die Zellpellets (siehe 2.2 4) abhingig von ithrer Grofe m 30-150 ul CHAPS Puffer auf
Das Gemusch wurde 30 Minuten auf Eis gekiihlt. Dies fiihrte zur Lyse der Zellen
AnschlieBend wurden die Proben be1 12000 xg und 4°C fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues RNase freies EppendorfgefiB pipettiert und auf Eis gestellt.
Das Gefal enthielt nun die gelosten Proteine emschliefilich der 1m Weiteren zu
bestimmenden Telomerase.
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2.4.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Im néchsten Schritt erfolgte die Proteinbesttmmung. Hierbei richtete man sich nach dem
Protein Assay RC/DC Protokoll der Firma BioRad (Miinchen).

Prinzip Der Assay basiert auf der Farbreaktion nach Lowry (149). Es handelt sich
um emne kolonmetrische Priifung des Proteingehalts nut Hilfe
reduzierender Agenzien und Detergenzien Im ersten Schritt reagiert die
Protemnlosung nut emer alkalischen Kupferlosung. Dies filhrt zur
Ausbildung von Kupfer-Protemkomplexen, welche in einem zweiten
Schritt durch Reduktion eines Farbindikators (Folinreagenz) zur Bildung
emes blauen Farbstoffes filhren Im Vergleich mit dem eingesetzten
Protemnstandard kann nun muttels ELISA-Reader (Wellenlangenbereich
650 — 750 nm) der Proteingehalt der Probe errechnet werden (253).

In den durch CHAPS-Extraktion gewonnenen Proben wurde der Proteingehalt nuttels
erweiterter Lowry-Methode bestimmt Als Standard diente BSA (emgesetzter
Proteingehalt: 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1,0 mg/ml, 1,5 mg/ml).

Zu jeweils 5 pl von Probe, Standard und Negativ-Kontrolle (CHAPS) wurden 25 ul
Reagenz I hinzugefiigt, der Ansatz kurz gevortext und anschlieflend fiir eine Minute be1
Raumluft inkubiert. Nach Zugabe von je 25 ul Reagenz IT und erneutem Vortexen wurde
das Genusch fiinf Minuten bei 13.000 U/nun zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt
und der Ansatz nach Hinzufiigen von je 25,4 ul Reagenz A kurz gevortext und dann fur
5 Minuten bei Raumtemperatur mkubiert, bis sich das Prazipitat vollstindig gelost hatte.
Zu jedem Ansatz wurden 200 pl DC Reagenz B zugegeben und vorsichtig vermischt.
Jeweils 200 ul des Ansatzes (Proben, Standard und Negativ-Kontrolle) wurden m eine
Mikrotiterplatte iberfilhrt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
photometrische Messung erfolgte am ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 655 nm.
Anhand der Ergebmisse der Protembestimmung konnte durch Verdinnung mmt
denuneralisiertem H>O eine Protemnlosung mut emem Protemngehalt von 25 ng/ul
hergestellt werden.
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2.4.3 Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Als Vorbereitung zur PCR. wurden 23 pl enes Mix mut 2 ul Protemldsung (Proteingehalt
25 ng/ul) mkubiert.

Der Mix bestand aus 2.5 ul 10x TRAP-Puffer, 2.5 ul dNTP's (2 mM), 0.25 ul FAM-
Primer Mix (15 uM; markiert mit einem Fluoreszenzfarbstoff), 0.5 ul TRAP-Primer Mix,
17.05 ul H20 (PCR) und 0.2 ul Taq.

Die Reagenzien wurden, mut Ausnahme der dNTP's, alle aus dem TRAPeze-Kit der
Firma Intergen Company (New York, U.S A ) bezogen. Die dNTP’s (2 mM) sind be1 der
Firma Sigma (Deisenhofen) erhaltlich Alle Pipettierarbeiten wurden auf Eis
durchgefiihrt.

Neben den zu untersuchenden Proben wurde pro PCR-Ansatz eine negativ Kontrolle
(K-) (CHAPS-Puffer statt Proteinlosung), eine fiir TA positive Kontrolle (ET1 oder RM-
82) sowie eine itzemaktivierte Probe (HI) eingesetzt. Be1 der HI-Probe handelte es sich
um eine vormals fiir Telomerase-Aktivitit positive Probe.

Die so entstandenen Proben durchliefen folgendes PCR-Programm:

1. 3 pun be137°C (Erwarmung der Proben)

30 mun be1 30 °C (Telomerase vermuttelte Verlangerung d. TS-Oligonucleotide)
5 min bei 94 °C  (schnelle Erhitzung)

30 sec be1 94 °C (Denaturierung)

45 sec bei 55 °C  (Tempern der Primer) 36 Zyklen
45 sec be1 72 °C (Elongation)

A
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2.44 Fragmentanalyse

Die weitere Verarbeitung erfolgte freundlicherweise durch das Zentrallabor des
Umiversititsklinikkums  Miinster  (Institut  fiir  Klimische  Chemue — und
Laboratoriumsmedizin) mit dem | ABI Prism 3700 ™4

Prinzip Die PCR- amplifizierten Proben wurden nuttels Kapillarelektrophorese
aufgetrennt. Hierzu wurden die DNA-Fragmente durch emen
Fluoreszenzfarbstoff (6FAM) markiert. Dabei handelt es sich um ein
6FAM-markiertes Oligonukleotid, welches komplementir zu den
Telomerase spezifischen Sequenzen war.

Das Prinzip der Kapillarelektrophorese macht sich zunutze, dass kiirzere
Fragmente schneller wandern als ldngere. Die Proben werden aufgetragen
und wandern durch die mit polymergen Gel gefiillten Kapillaren, sobald
eme Spannung angelegt 1st. Erreichen sie das Ende emner Kapillare, werden
sie von emem Argonlaser erfasst, welcher den Farbstoff zum Fluoreszieren
bringt. Eine Kamera zeichnet die Fluoreszenz auf, welche anschlieflend
durch einen angeschlossenen Computer digitalisiert werden kann. Da die
Extinktion der Probe proportional zur enthaltenen Menge an Telomerase-
Olgonukleotiden ist, kann diese anschlieflend als Fluoreszenzintensitit
(FI) angegeben und die Telomeraseaktivitit quantifiziert werden.

Zur Kontrolle lauft ber jeder Probe zusitzlich em vorher defimerter
Standard nut (luer: ,Rox 1000“). Dieser enthilt einen eigenen
Fluoreszenzfarbstoff und erlaubt spater, anhand seiner bekannten Liange,
die GréBe der untersuchten DNA-Fragmente genau zu bestimmen (70).

Zur Vorbereitung pipettierte man auf eme Mikrotiterplatte je 205 ul emnes Mix
(bestehend aus 20 pl H20 und 0.5 pl Rox 1000 Standard) zu 2 ul der PCR-verlangerten
Probe. Fiir den Rox Standard fiigte man analog 20.5 ul Mix zu 2 ul HbO.

Die Platte enthielt neben den zu untersuchenden Proben eine negative Kontrolle (K-),
emne hitzeinaktivierte Probe (HI) sowie den Rox Standard und konnte anschliefend dem
ABI Prism 3700™ zur weiteren Verarbeitung zugefiithrt werden.
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2.45 Auswertung des TRAP-Assay

Die Auswertung der Daten erfolgte muttels Peak Scanner™ Software 1,0 (Applied
Biosystems, Darmstadt) und Microsoft Excel™ (Microsoft, Redmond, U.S.A ).

Aus den Genescan Analyzer produzierten Daten kann nut Hilfe der oben genannten
Software ein Elektropherogramm erstellt werden.

Die blaue Farbe reprisentiert die Telomeraseaktivitit und die rote Farbe den Rox-
Standard. Jeder Peak (Gipfel Spitze) entspricht emem Fragment Eine Telomerase-
positive Probe zeichnet sich durch die typische , Telomerenleiter aus (siehe Abbildung
2.4.5-4).

Im Weiteren kann so die Telomeraseaktivitit zum emnen graphisch dargestellt, zum
anderen anhand der Peakfliache mut folgender Formel berechnet werden:

Relative Telomeraseaktivitit = Fliche Telomerase Peak / Fliche Rox Standard Peak

16000 4
Telomeren- Peak

14000 4

12000 4
g 10000
£
% 2000
E wLelomerenleites™

m; P

4000 4

2000 4

7 .|._ ;._um_ﬂhﬂ_nna?l“”.._. '

0 50 0 150 200 50

Basenpaare [bp]

Abbildung 2.4.5-a: Graphische Darstellung der ., Telomerenleiter” (Bsp. STA-ET1htWTIN)
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2.5 Bestimmung der Telomerenliinge (Southern-Blot)

Prinzip: Der Telo TAGGG Telomere Length Assay (Roche Diagnostics, Mannheim
Art No. 12209136001) ermoglicht die Darstellung der durchschnittlichen
Telomerenlange emer Zellpopulation anhand termunaler
Restriktionsfragmente (TRF). Diese bestehen aus telomerischer und
subtelomerischer DNA. Gewonnen werden die TRF durch den Verdau der
DNA mut Restriktionsenzymen, welche die nicht-telomerische DNA mn
niedermolekulare Fragmente zerschneiden wihrend die Telomere und die
subtelomerische Region intakt bleitben. Die DNA wird durch
Gelelektrophorese aufgetrennt und nuttels Southern Blot auf eine
Nylonmembran tibertragen. Die TRF kinnen direkt mut emner Fluoreszens-
markierten (Digoxigenin = DIG)-, telomer-spezifischen Sonde hybridisiert
und anschliefend nuttels Chemulumineszenz Detektion auf emner Filmfolie
sichtbar gemacht werden. Die durchschmttliche Telomerenlinge wird
anhand des Vergleichs mut emem Langenstandard (DIG-markiert)
ernuttelt (162, 201). Etabliert wurde der Southern Blot erstmalig 1975 von
Edwin M. Southern (224).

2.5.1 DNA-Isolierung

Als Vorbereitung fiir den Langen Assay musste zunéchst die genomische DNA aus den
Zellen 1soliert werden.

Hierzu orientiert man sich an dem Protokoll des Puregene™ DNA Isolierungs Kit (Gentra
Systems, Mineapolis, U.S_A). Die im Folgenden genannten Reagenzien und Lisungen
entstammen dem Puregene™ DNA Isolierungs Kit nut Ausnahme des 100%
Isopropanols und 70% Ethanols (siehe hierzu 2.1.4). Das zu untersuchende Zellpellet
(siehe 2.2 4) wurde in einem Eppendorf Cup mut 600 ul Cell Lysis Solution zu einer
homogenen Losung resuspendiert. Anschhiefiend fiigte man 3 1 RNase A Solution hinzu,
das Tube wurde 25-mal geschwenkt und be1 37 °C fiir 60 min inkubiert. Die Probe wurde
ber Raumtemperatur abgekiihlt, bevor man 200ul Protein Precipitation Solution
hinzugab. Nach 20 sek. Vortexen und 3 nun Zentrifugieren bei 14000 xg wurde der
Uberstand vorsichtig in 600 ul Isopropanol 100% iiberfithrt und 1m Folgenden 50-mal

62



Material und Methoden

geschwenkt, bis emn weifler L[ DNA-Faden“ erkennbar war. Ber 14000 xg auf der
Zentrifuge fiir 1 nun entstand nun ein Pellet, welches emmalig nut EtOH gewaschen,
erneut abzentrifugiert und 15 nmun ber Raumtemperatur unter dem Abzug getrocknet
wurde. In einem letzten Schrft fiigte man 30 ul DNA Hydration Solution (TE Puffer)
hinzu und lie} das Pellet iiber Nacht ber Raumtemperatur trocknen

Der DNA-Gehalt der Pellets wurde photometrisch bei einer Wellenlinge von 260/280nm
gemessen (Eppendorf Bio Photometer, Programm , dsDNA*, Arbeitsgruppe Prof. Boos),
sodass 1m Weiteren rechnerisch die Menge (1n pl) des Pellets besttmmt werden konnte,
welches die fiir den Assay erforderliche Menge von 2 pg DNA enthielt Die so
gewonnene DNA war be1 2 - 8° bis zur weiteren Verwendung lagerbar.

2.5.2 Telomer-Lingen-Assay

Die verwendeten Reagenzien entstammen dem Kit des TeloTAGGG Telomere Length
Assay, nut Ausnahme des 1x TAE-Puffers und des Bromphenolblaus (siehe 2.1 4). Die
Herstellung der Puffer und Losungen ist zum besseren Uberblick direkt am Ende eines
jeden Handlungsabschmttes beschrieben, die herfir verwendeten Reagenzien
entstammen, falls nicht dem Matenalteil (siehe 2.1 4) zu entnehmen, ebenfalls dem Kit.
Die Handhabung der Reagenzien sowie die Pipettierarbeiten fanden auf Eis statt.

DNA Digestion
Durch diesen Vorgang gelang es, mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Hinf-1 und
RSA-1 die nicht-telomerische DNA zu niedermolekularen Fragmenten zu verdauen. Die

telomerische- und subtelomerische DNA wird von den beiden Enzymen nicht erkannt und
bleibt intakt. Diese DNA bildet die gewiinschten Restriktionsfragmente (TRF)(70) .

Zunachst fiillte man 2 pg emer der oben gewonnenen DNA-Proben (siehe 2.5.1) mut
nuklease-freiem H>O (nf-H20) auf emn Endvolumen von 17 pul auf. Diese wurden mut je
2ul digestion buffer 10x und 1 pl Restriktionsenzymen (0.5 pl Hinf I + 0.5 pl Rsa I)
versetzt und inkubiert (120 min, 37 °C).

Analog ging man mit weiteren Proben sowie emner Probe mit bekannt niedrigem DNA-
Gehalt (Control-DNA low, 3.9 kbp) und bekannt hohem DNA-Gehalt (Control-DNA
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high, 10.2 kbp) vor. Gestoppt wurde die Verdauung durch Hinzufiigen von je 4 ul T4E-
Puffer Ix (abweichend vom Protokoll) und kurzes Zentrifugieren

Ix TAE-Puffer 450 ml Aqua dest + 50 ml J0x TAE-Puffer
10x TAE-Puffer 242 g Tris + 1.861 g EDTA auf 400 ml mit Aqua dest auffiillen
und mut Essigsdure auf emen pH-Wert von 8.0 emstellen, danach

auf 500 ml mit Aqua dest auffiillen

Gelelektrophorese

Mit dieser Methode gelang es, die niedermolekularen DNA- Fragmente sowie die TRF,
entsprechend ihrem Molekulargewicht, elektrophoretisch aufzutrennen.

Im Folgenden wurden die Proben in die Taschen eimes etwa 9 x 11 cm grofien Agarosegels
0.8% pipettiert. Als Farbmarker fiigte man zusitzlich 2 ul Bromphenolblau n jede
Tasche. Als Langenvergleich diente ein Mix aus 4 ul DIG molekular weight marker, 12
ul nf~-H>O und 41 loading buffer 5 x (enthilt bereits Bromphenolblau). Je 10 ul dieses
Mix wurden in die Taschen seitlich der beiden #uBersten Proben aufgetragen Der
Molekulargewichtmarker enthielt DNA-Fragmente nut einer Lange von 81 bp bis 21266
bp. Das praparierte Gel wurde in emer Elektrophoresekammer mut TAE-Puffer x 1
platziert und hief be1 100 V fiir ca. 15 mun, bis die Proben aus den slots herauskamen. Im
Anschluss wurde auf 10 V reduziert und die Spannung iiber Nacht (ca 12 h) belassen.

Agarose-Gel 0.8 g Agarose (0.8%) gelost in 100 ml TAE-Puffer Ix (Mikrowelle),
anschliefend erkalten lassen

Waschen des Gels

Die folgenden Waschschritte beinhalten die Depurinierung, Denaturierung und
Neutralisierung als Voraussetzung fiir das anschliefiende Blotten. Im ersten Schritt, der
Depurinierung der DNA-Fragmente (HCL solution), werden die Purinbasen der DNA
von threr Desoxyribose gefrennt. Der nichste Schnitt, die Denaturierung, bewirkt eine
Auftrennmung der Doppelstrang-DNA in Einzelstrang-DNA (ssDNA), da nur ssDNA
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geblottet werden kann. Der letzte Schritt, die Neutralisierung, wird bendtigt, um die durch
HCL-solution entstandene Sdure wieder zu neutralisieren (253).

Das fertige Gel wurde in eme Plastikschale gelegt, mit HCI-solution bedeckt und be1
Raumtemperatur (RT) auf emem Schiiftler fiir 10 mun leicht geschwenkt. AnschlieBend
wurde das Gel zwemmalig mmt H,O gewaschen, bevor es 2 x fiir je 15 mun put
Denaturation solution bedeckt bei1 RT auf dem Schiittler inkubiert wurde. Nach erneutem
Waschen nut H>O (2 x) folgte die Inkubation in Neutralization solution (2 x be1 RT unter
leichtem Schwenken).

HCL-solution 0.25 M HCL: 125 ml HCL (1M/1) auf 500 ml mmt Aqua dest.
(Depurination) auffillen

Denaturation 10 g NaOH (0,5 M) Platzchen + 43 8 g NaCL (1,5 M)

solution auf 500ml mit Aqua dest auffiillen

Neutralization 30.29 g Tnis (0,5 M) + 87.66 g NaCl (3 M, ph 7,5) auf 400 ml mat
solution Aqua dest auffiillen, anschl mut konz. HCL pH-Wert von 7.5

emnstellen, danach auf 500 ml mmt Aqua dest auffiillen

Das Blotten

Durch diesen Vorgang konnten die elekirophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente von
dem Agarosegel auf einer Nylonmembran fixiert werden. Die SSC-Lasung lieferte hierbei
den bendtigten hohen Salzgehalt fiir den DNA-Transfer. Nach dem Transfer wurde, zur
Fixierung der iibertragenen DNA, die Nylonmembran auf Whatmann Papier gebacken
(253).

Als Vorbereitung fiir das Blotten fertigte man eine Maske an (Klarsichtfolie), welche in
der Mitte emn Loch aufwies und auf das Gel gelegt die ,slots“ groBenmabig iiberragte,
jedoch 5-10 mm pro Seite kleiner war als das Gel. Des Weiteren bendtigte man eine
Nylon-Membran, welche die Grofie des Gels um 10 mm pro Seite iiberragte (siehe
Abbildung 2.5.2 a). Als Blotvorrichtung diente eme Blotkammer der Firma Pharmacia
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Biotech Vacu Gene XL (Freiburg). Eine zugehorige Matte wurde 1m Vorfeld fiir 10 min
m autoklaviertem H>O getrankt. Ebenso wurde die Nylonmembran kurz gewissert und
danach 1n Neutralization solution emgelegt (10 mun). In die muftlere Vertiefung der
Blotkammer fiillte man Aqua dest und baute die Vorrichtung entsprechend der unten
gezeigten Abbildung auf.

Ararosesel

Nylon Membran

Maske
{Klarsichifolie)

1

Matte (glatte
Seite nach oben)

Abbildung 2.5.2-a: Schematische Darstellung des Blotaufbaus

Beim Anstellen der Vakuumpumpe wurde darauf geachtet, dass die Maske glatt anlag
und sich keine Luftblasen zwischen Maske und Gel befanden. Der Transfer lief be1 55
mbar fiir ca. 90 mun. Wihrenddessen wurde die Geloberfliche nut 20 x SSC benetzt,
sodass das Gel nie austrocknete. Die Nylonmembran wurde auf Whatmann Papier gelegt,
fiir 2 mun 1n der Mikrowelle be1 750 Watt gebacken und 1m Anschluss zweimalig mn 2x
SSC gewaschen und luftgetrocknet. In Folie eingeschwe1Bt war sie so be1 2-8 °C lagerbar.

20xSSC  87.6 gNaCl (3 M) +44.12 g Sodium Citrat (0,3 M, pH 7.0) auf 500 ml mit
Aqua dest auffiillen

2x 8SC 50 ml 20 x SSC auf 500ml nut Aqua dest auffiillen
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Hybridisierune und Chemilumineszenz Deteltion

Eine Prahybridisierung (DIG Easy Hyb) fiihrte dazu, dass die freien Bindungsstellen auf
der Membran blockiert wurden, um ein spdteres unspezifisches Anlagern der Sonden auf
die Membran zu verhindern. In der Hybridisierung band eine Telomer-spezifische Sonde
(., Telomere probe) an die entsprechenden Regionen (TTAGGG/CCCUAA) der
terminalen restriktions-spezifischen Fragmente. Anschlieffend wurde die Membran in

mehreren Waschschritten fiir die Antikérperreaktion vorbereitet. Hierbei handelte es sich

um einen mit Alkalischer Phosphatase gekoppelten Antikorper gegen DIG (Anti-DIG-AP
working solution). Der Antikérper band an die mit der telomerischen DNA hybridisierten,

DIG-markierten Sonden. Nach Zugabe des chemilumineszierenden Substrates CDP-Star
(substrate solution) setzte die Alkalische Phosphatase dieses um, wodurch Photonen

emittiert wurden, welche auf Filmfolie entwickelt werden konnten (253).

Zur Prahybnidisierung wurde die Membran in 18 ml DIG Easy Hyb (vorgewarmt auf 42
°C) 60 mun 1m Schwenkbad ber 42 °C inkubtert. Nach Abgieflen der
Prahybridisierungslosung folgte die Hybridisierung unter Rotation 1m Glaskolben (Ofen,
3 h, 42 °C). Die Hybnidisierungslosung bestandt aus 7.5 ml vorgewarmter DIG Easy Hyb
und 1.5 ul Telomere probe. Nach 3 h wurde die Losung abgegossen und die Membran
zweimalig mat stringent wash buffer I gewaschen (1m Schwenkbad be1 RT fiir je 10 nun )
sowlie zweimalig in vorgewirmten siringent wash buffer II (Schwenkbad, 50 °C fiir je 40
min ). Im Anschluss daran wurde sie mit washing buffer x 1 fiir 5 min be1 RT auf dem
Schiittler umspiilt Dann nut 100 ml blocking solution x I (30 mun , Schiittler ber RT)
sowle anschlieBend mut An#i-DIG-AP working solution (30 min , Schiittler ber RT)
mkubiert. Nach 2 x 15 mun Waschen nut je 200 ml washing buffer x 1 (Schiittler, RT)
wurde die Membran nut 100 ml defection buffer x 1 inkubiert (5 mun , Schiittler, RT).
Dann wurde sie mit der DNA-Seite nach oben auf ein Stiick Whatmann Papier gelegt und
so die Reste des detection buffer x 1 aufgesogen, ohne die Membran austrocknen zu
lassen. Anschhieflend verpackte man sie in eine glatte Klarsichtfolie und gab ziigig etwa
40 Tropfen substrate solution in die Folie, verstrich die Fliissigkeit gleichmafig und
belief diese fir 5 min , bevor man sie in eme neue trockene Folie verpackte. Danach
wurde die Membran mit der DNA-Seite nach oben m eine Filmkassette gelegt. Innerhalb
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der nichsten 30 bis 60 mun wurde in emmer Dunkelkammer eine Filmfolie nmt der
Photonen-enuttierenden Membran belegt und entwickelt.

Anti DIG-AP 100 ml blocking solution x 1 plus 10 pl Anti-DIG-AP
working solution (mut alkalischer Phosphatase gekoppelter Antikorper gegen DIG)

blocking solution x 1 10 ml blocking buffer + 90 ml Maleic acid buffer

stringent 2 x 88C; 0.1% SDS:

wash buffer I 5 ml 10% SDS+ 50 ml 20 x SSC mit Aqua dest auf 500 ml auffiillen
stringent 0.2 x SSC; 0.1% SDS

wash buffer IT 5 ml 10% SDS + 5 ml 20 x SSC mit Aqua dest auf 500 ml auffiillen
10% SDS 5 g Laurylsulfate in 45 ml Aqua dest 16sen

2.5.3 Auswertung des Southern Blots

Die Terminalen-Restriktions-Fragmente (TRF) waren als schwarzer Schmier auf dem
Film erkennbar. Dessen hichste Dichte war der Bereich, der die durchschmittliche TRF
Lange einer Probe widerspiegelte. Durch Vergleich mit dem Molekulargewichtsmarker
(,,DIG molekular weight marker*), welcher DNA Fragmente bekannter Lange enthuelt,
konnte die durchschmiftliche TRF Lange einer Probe direkt abgelesen und so eine
Aussage iiber die Telomerenlinge gemacht werden Zusatzlich konnte emn optischer
Vergleich mit DNA-Proben nmut niedrigem (,,DNA low”) und hohem (,,DNA high®)
DNA-Gehalt erfolgen.

Die Berechnung der Telomerenlinge erfolgte muthilfe des Programms , Telorun™
(http://www4 utsouthwestern edw/cellbio/shay-wright/research/sw_lab methods htm),
wie dort beschrieben. Die fiir die Kalkulation bendtigte Bandendichte (des |, Schmiers™)
wurde mit der ,,Quantity One® 1-D Analysis Software™ (Firma Bio-Rad) bestimmt.
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2.6 Statistische Auswertung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war eine erste Erfassung/Beschreibung méglicher
Unterschiede hinsichtlich der Toxizitdt von Zytostatika bei Ewing Sarkom Zelllinien mmt
unterschiedlichem Status an Telomeraseaktivitat.

In erster Linie sollte untersucht werden, ob sich erkennbare Unterschiede beziiglich des
Wachstumsverhaltens der transfizierten Zellen (fehlende oder verstarkte Expression von
hTERT) zu der micht-transfizierten Mutterzelllime unter Inkubation mit dem gewihlten
Zytostatikum ergeben (MTT-Assay). Auch wurde iiberpriift, ob die gewiinschten
Voraussetzungen beziiglich Telomeraseaktivitit (TRAP-Assay) und Telomerenlinge
(Southern-Blot) in den transfizierten Zellen (-htIN, htDNIN und —htWTIN) bzw. den
Mutterzelllimien STA-ET1 und RM82 gegeben waren.

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte remn deskriptiv mut dem Ziel der
Mustererkennung wund emner moglichen Prionsierung fiir weiterfithrende
wissenschaftliche Arbeiten. Aufgrund der im nachfolgenden Abschmitt erwihnten
Emnschrankung des biologischen Modells wurde diese Art der Auswertung bewusst
gewihlt Im Folgenden i1st daher die Beschreibung der verwendeten Parameter der
deskriptiven Analyse fiir die emzelnen Untersuchungen (MTT-Assay, TRAP-Assay und

Southern-Blot) genannt:

MTT-Assay:

Allemne durch die notwendigen Prozesse der Zellkultur - erneutes Auftauen der Zellen,
Kultivierung bis zum Erreichen der angestrebten Zellzahl als Voraussetzung fiir den
Zytotoxazitatstest (MTT-Assay) - gestaltete sich eme Versuchswiederholung mmt
biologischen Replikaten der fransfizierten Zellen schwierig, da eme veranderte
Passagezahl auch das biologische Modell veranderte.

Daher wurden die jeweiligen Versuche, in welchen an den vier Versuchstagen (24h, 48h,
72h und 96h nach Zytostatikazugabe) die Vitalitit der Mutterzelllime und der
transfizierten Zelllimen (-htIN, -htDNIN und -htWTIN) gemessen wurde, primér einzeln
betrachtet, auch wenn mit Ausnahme von Ifosfamid bei STA-ET1 und Vincristin beir RM-
82, alle Versuche in zeitlichem Abstand wiederholt wurden.
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Eine Wiederholung der Versuche nach unterschiedlichen Passagen erschien aufgrund der
Dynamik von Telomerenlinge und Telomeraseaktivitit in den hiDNIN-transfizierten
Zellen unterschiedlicher Passagen der Zellhme STA-ET1 (siehe 3.1.2 und 3.1.3)
angebracht.

In jedem Versuch wurde bei jeder Zelllinie, zu jedem Untersuchungszeitpunkt, jede
Zytostatikakonzentration vierfach analysiert (siehe Abbildung 2.3 2-a, S. 52). Aus den
Vierfachbestimmungen der Extinktionen (= n der Graphiken im Ergebmisteil) wurden
Mittelwert und Standardabweichung berechnet. Diese Ergebnisse wurden durch den
Vergleich mit den unbehandelten Kontrollen in Prozent umgerechnet mit dem Ziel des
explorativen prozentualen Vergleiches im Rahmen der deskriptiven Analyse. Die
prozentualen Werte bilden die Grundlage der graphischen Darstellungen der einzelnen
Versuche m dem Kapitel 3.2.1 ,,Chemosensitivitiit transfizierter und nicht-
transfizierter Zellen* (S. 94) und dienten auch der Ermittlung der GIsp fiir die einzelnen

Versuche.

In dem Kapitel 3.2.2 | Vergleich der Chemosensitivitit von STA-ET1 und RMS82<
wurden analog die Glso- Konzentrationen der micht-transfizierten Zellen aus den
emnzelnen Versuchen gegeniibergestellt, um mégliche Unterschiede zwischen den beiden

Zelllinen zu erkennen.

Ebenso erfolgte in dem Kapitel 323 ,Vergleich der Chemosensitivitit nach
Transfektion* durch den Faktorenvergleich eine Detektion moglicher Unterschiede zur
potentiellen Mustererkennung fiir die emzelnen Versuche.

Die Feststellung emer Chemosensitivititsinderung durch emen Faktorenvergleich
orientierte sich dabeir an den Ergebmissen emer vorangegangenen Arbeit aus dem
Arbeitskreis (70). Die Faktoren beziehen sich auf die GIsp und setzen fiir jeden einzelnen
Versuch die Glso der fransfizierten Zellen zur Glso der Mutterzelllime mm Bezug. Ein
Faktor = 2 wurde als Zeichen einer Resistenzzunahme und ein Faktor < 0,5 als Zeichen
emer Chemosensibilisierung kategorisiert (siehe Kapitel 323, S.112). Diese
Kategorisierung diente der priziseren Mustererkennung im Rahmen der deskriptiven
Ergebmisanalyse.
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In dem Kapitel 3.1.4 , Proliferationsverhalten der unbehandelten Kontrollen* wurde
das prozentuale Wachstum der unbehandelten Kontrollen (Mutterzellen und transfizierte
Zellen) aus den oben geschilderten Griinden fir jeden MTT-Versuch iiber die vier
Messzeitpunkte 24h, 48h, 72h und 96h betrachtet und graphisch dargestellt, um
Tendenzen fiir verdndertes Wachstum zu erkennen, welche die formulierten Hypothesen
unterstiitzten oder wiederlegten Hier wurden die unbehandelten Kontrollen eines
Versuchsansatzes zusammengefasst, wenn Versuche mit unterschiedlichen Zytostatika
gemacht wurden (siehe Tabelle 23 5-a). Dh wenn, wie in EII die Zytostatika
Doxorubicin, Vincristin und Etoposid getestet wurden, standen unbehandelte Kontrollen
der gleichen Passage aus drei Versuchen mut unterschiedlichen Zytostatika zur
Verfiigung. Aus den gemessenen Exfinktionen pro Versuch (n=4) und den dre1
verschiedenen Zytostatika erhielt man fiir den Versuchsansatz E-II folghch n=12
gemessene Extinktionen. Aus diesen wurde dann Mittelwert und Standardabweichung
berechnet und so die Werte fiir den prozentualen Vergleich (Proliferationsverhalten zu
den Messzeitpunkten 24h, 48h, 72h und 96h 1m Vergleich zur Stunde 0) bestimmt.

In dem anschhefienden Kapitel 3.1.5 ,Verdopplungsraten der Zellpopulation
(Population Doubling)* (S. 90) erfolgte aus den unter 3.1 4 berechneten prozentualen
Ergebnissen die Berechnung der Zeit, die notig war, bis sich die vitalen Zellen in den
unbehandelten Kontrollen verdoppelt hatten (,,Population Doubling™ - Zeitintervall bis
emne Verdopplung der Extinktion erreicht wurde). Die Berechnung erfolgte nach der

Formel:
»Population Doubling“=1LN (2) / ((LOG (x;10) - 2) *2,303/h)
x = Zellwachstum [%] verglichen mit der Kontrolle zum Zeitpunkt Oh

h = Zettinterval pro Versuchstag (24, 48, 72 oder 96h)

Die Ergebmisse wurden tabellarisch fiir jede Zelllime und fiir jeden Versuchsansatz
(jeweils fiir Mutterzelllinie und die emnzelnen transfizierten Zelllinien) gegeniibergestellt.
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Southern-Blot:

Die Auswertung des Southern-Blot zur Bestimmmg der Telomerenlinge erfolgte zum
emen mit der optischen Auswertung und zum anderen durch Berechnung der
Telomerenlinge nuthilfe der TRF (terminalen Restriktionsfragmente) nut dem Programm
Telorun“ wie unter 2.5_3 (S.68) beschrieben.

Die berechneten Telomerenldngen wurden dann fiir jeden Southern-Blot Versuch einzeln
dargestellt und zur besseren Ubersicht in ,,Vergleich der TFR (Passagezahl und
transfizierte Zelle)* (siehe 3.1.2) nach Passagezahl und transfizierter Zellen tabellarisch
gegeniibergestellt. Auch dies diente der Visualisierung und méglichen Mustererkennung.

TRAP-Assay:

Neben der optischen Darstellung der Telomeraseaktivitit anhand emnes
Elektropherogrammes (u.a. mit der typischen , Telomerenleiter) erfolgte die Berechnung
der relativen Telomeraseaktivitit wie unter 245 (S. 61) beschriecben und die so
erhaltenen Daten wurden fiir die einzelnen Zellen gegeniibergestellt.
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3. Ergebnisse
3.1 Charakterisierung der transfizierten Zellen

Im Folgenden soll aufgezeigt werden, welche Auswirkungen die Transfektion auf
Telomerenlinge, Telomeraseaktivitit und Proliferationsverhalten der Zellen hatte. Durch
die Untersuchung der nicht-transfizierten Zelllinien konnte die Variabilitit der Parameter
Telomeraseaktivitiat und Telomerenlinge i beiden Mutterzelllimen gepriift werden.

3.1.1 Telomerenlinge der Zelllinien (TRF)

In der Regel zeigte sich, dass Zellen mit dem htDN-Vektor-Konstrukt kiirzere Telomere
aufwiesen, wohingegen sich Zellen, in denen hTERT ektop exprimiert wurde (htWTIN),
mit deutlich lingeren Telomeren préasentierten. Zudem konnte man ber Zellen mit dem
Leervektor (hfIN) und der entsprechenden Mutterzelllinie eine vergleichbare
Telomerenlinge finden Dies konnte in der optischen Auswertung (Abbildung 3.1.1 a und
b) gesehen werden und stimmte auch be1 der Berechnung der Telomeren-Lange nuthilfe
des Programms , Telorun* iiberemn (Tabelle 3.1.1 a und b).

Fiir die Zelllimie STA-ET1 konnte dieses Verhalten in beiden Versuchen gesehen werden.
Fir die Zelllime RM-82 zeigte sich dies ebenfalls fiir Zellen nut dem htDNIN- und
htWTIN-Vektor. Die Nativzelle (RM-82) wies jedoch, im Vergleich zur Zelle nut dem
Leervektor (RM-82htIN), eine kiirzere Telomerenlinge auf.

Southern-Blot I

Im ersten Southern Blot zeigte die nicht-transfizierte Zelllime (RM-82), im Vergleich mmt
zum Leervektor (RM-82htIN), leichte Unterschiede zugunsten groflerer termunaler
Restriktionsfragmente (TRF) fiir RM-82htIN. Der Wildtyp (RM-82htWTIN) dominierte
mit der grobten Mengen TRF, wohingegen RM-82htDNIN die geringste Menge
Telomeren-DNA aufwies.

Fiir STA-ET1 konnten nahezu gleiche Mengen an TRF fiir die micht-transfizierte Zelle
und die Zelle mit dem Leervektor (STA-ET1htIN) gesehen werden. Als Zeichen langer
Telomeren lag die DNA des Wildtyp (STA-ET1htWTIN) sogar oberhalb der Kontroll-
DNA (,,Control-DNA High*), wihrend die Zelle mit dem donunant-negativ-Vektor
(STA-ET1htDNIN) deutlich geringere Mengen TRF aufwies.
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Tabelle 3.1.1-a: Telomerenlinge im Southern Blot 1. Berechnung muthilfe der termunalen
Restriktionsfragmente (TEF). Angabe in Kilobasenpaare (kbp).

Southern-Blot 1
Zelllinie | RM-82 RM-82ZhtIN RM-82htWTIN RM-82htDNIN
P12 P10 P10
Telomerenlinge | 3.0kbp  4.1kbp 6,2 kbp 2.6 kbp
Zelllinie | STA-ET1 STA- STA-ET1IhiWTIN STA-ET1hiDNIN
ET1hiIN P14 P14 P2
Telomerenlinge | 4.6kbp  4.5kbp 7,5 kbp 3.8 kbp

Abbildung 3.1.1-a: Southern-Blot I zur Bestimmung der Telomerenlinge fiir RM-82 und STA-
ET1. Angabe der Linge der Ternunalen Restriktionsfragmente (TRF) i Kilobasenpaare (kbp).

1: DIG Molecular weight marker 7: STA-ETIhtIN P14- 4.5 kbp

2: RM-82: 3,0 kbp 8: STA-ETIWWTIN P14: 7,5 kbp
3: RM-82htIN P12 4,1 kbp 9: STA-ETIWDNIN P2: 3,8 kbp

4: RM-82htWTIN P10: 6,2 kbp 10: Control-DNA-low: 3,1 kbp

5: RM-82htDNIN P10: 2,6 kbp 11: Control-DNA-high: 5,7 kbp

0: STA-ETI: 4,6 kbp 12: DIG Molecular weight marker
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Southern-Blot IT

Fir STA-ET1 wiesen die nicht-transfizierte Zelle (STA-ET1) und die Zelle mmt dem
Leervektor (STA-ET1htIN) annihernd gleiche Mengen an TRF auf. Der Wildtyp-Vektor
(STA-ET1htWTIN) fiihrte zu emer Verlingerung der Telomeren, wohingegen es beim
domunant-negativen Vektor (STA-ET1htDNIN) zwar zu emer optisch sichtbaren
rechnerisch jedoch mcht deutlichen Verkirzung der Telomere kam.

Auch be1 der Zelllime RM-82 fanden sich sichtbar groBere Mengen an TRF bei dem
Wildtyp-Vektor (RM-82htWTIN). Die dominant-negative Zelle (RM-82htDNIN) wies,
mm Vergleich zum Leervektor (RM-82htIN), geringere Menge an TRF auf, als Zeichen
emer Verkirzung der Telomere durch den DNhTERT-Vektor. Die mcht-transfizierte
Zelle RM-82 wurde 1n diesem Southern-Blot durch eine sehr schwache Signalintensatit
auffallig, gof mmss hier eine zu geringe Probenzufuhr in Betracht gezogen werden.

Tabelle 3.1.1-b: Telomerenlinge im Southerm Blot 2. Berechnung muthilfe der termunalen
Restriktionsfragmente (TRF). Angabe 1 Kilobasenpaare (kbp).

Southern-Blot 2

Zelllinie | RM-82 RM-82htIN RM-82htWTIN RM-82htDNIN

P11 P9 P9
Telomerenlinge | 24kbp  42kbp 7,0 kbp 3,2 kbp
Zelllinie | STA-ET1 STA-ETIhIN STA-ET1IhMWTIN STA-ET1htDNIN
P15 P14 P14
Telomerenléinge | 3.9kbp  4,0kbp 7,0 kbp 3,8 kbp
Zelllinie | STA-ET1 STA-ETIhIN STA-ET1IhMWTIN STA-ET1htDNIN
P22 P20 P23
Telomerenlinge | 42kbp 4.8 kbp 8,7 kbp 3.9 kbp
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Abbildung 3.1.1-b: Southern-Blot I zur Bestimmung der Telomerenlinge fiir RM-82 und STA-
ET1. Angabe der Linge der Ternunalen Restriktionsfragmente (TRF) 1 Kilobasenpaare (kbp).

1: DIG Molecular weight marker
2: STA-ETI: 3,9 kbp

3: STA-ETIMIN P15: 4,0 kbp

4: STA-ETIWWTIN P14: 7,0 kbp
5: STA-ETImDNIN P14: 3,8 kbp
6: RM-82: 2 4 kbp

7- RM-82-hiIN P11: 4,2 kbp

8: RM-82-htWTIN P9: 7,0 kbp

9: RM-82htDNIN P9: 3,2 kbp

10: STA-ETI: 4,2 kbp

11: STA-ETIMIN P22: 4,8 kbp
12: STA-ETIWMWTIN P20: 8,7 kbp
13: STA-ETIWDNIN P23: 3,9kbp
14: Control-DNA-low: 2.9 kbp
15: Conirol-DNA-high: 6,0 kbp
16: DIG Molecular weight marker
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3.1.2 Vergleich der TRF (Passagezahl und transfizierte Zellen)

Um Unterschiede m der Telomerenlinge i Abhangigkeit von Passagezahl und
transfizierter Zelle besser darstellen zu kénnen, wurden die Ergebnisse der Berechnung
der termuinalen-Restriktionsfragmente (TRF) im Folgenden gegeniibergestellt (Tabelle
312a-c).

Vergleich der TRF fiir STA-ET1

Zum einen zeigten sich fiir STA-ET1 vergleichbare TRF fiir die Mufterzelle und die
entsprechende Zelle mit dem Leervektor (STA-ET1-IN P14, 15 und 22). Zum anderen
wurde deutlich, dass die Zelle mut dem htWT-Vektor (P14 und 20) TRF-Mengen im
Bereich des doppelten der Zelle mit dem htDN-Vektor (P2, 14 und 23) aufwies. Fiir STA-
ET1htWTIN P20 war mit emer TRF-Linge von 8,7 kbp der hochste Wert erreicht, im
Vergleich zu 7,0 bzw. 7.5 kbp fiir STA-ET1htWTIN (beides P14), sodass dies als positive
Korrelation von Telomerenlange und Passagenzahl fiir den tWT-Vektor gesehen werden
konnte. Dahingegen fanden sich bei der Zelllmie STA-ET1htDNIN i allen drei
getesteten Passagen (P2, 14 und 23) gleiche Mengen an TRF.

Tabelle 3.1.2-a: Vergleich der terminalen Restriktionsfragmente zur Telomerenlingen-
Bestimmung bei STA-ETI und STA-ET1htIN. Angabe in Kilobasenpaare (kbp). MW = Mittelwert,
VE= Variationskoeffizient

STA-ET1 STA-ET1htIN Passage
Southern-Blot 1 4,6 kbp 45 kbp 14
Southern-Blot 2 3.9kbp 4.0 kbp 15
4.2 kbp 4.8 kbp 22
MW (VK) 4,2 kbp (8,3%) 4,4 kbp (9,1%)

Tabelle 3.1.2-b: Vergleich der terminalen Restriktionsfragmente zur Telomerenlingen-
Bestimmung bei STA-ETIh{WTIN und STA-ET1h{DNIN. Angabe i Kilobasenpaare (kbp). MW
= Mittelwert, VK= Vanationskoeffizient.

STA-ETIhtWTIN Passage | STA-ET1htDNIN Passage

Southern-Blot 1 7.5 kbp 14 3,8 kbp 2
Southern-Blot 2 7.0 kbp 14 3,8 kbp 14
8,7 kbp 20 3,9 kbp 23

MW (VK] 7,7 kbp (11,3%) 3,8 (1,5%)
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Vergleich der TRF fiir RM-82

Fiir die Zelllime RM-82 lagen die terminalen Restriktionsfragmente (TRF) der Zelle mmt
dem Leervektor iiber 1 kbp tiber der Mutterzelllime. Im zweiten Southern Blot fiel der
Wert fiir RM-82 sogar noch geringer aus. Hier muss jedoch (wie bereits in der optischen
Auswertung erwihnt) differentialdiagnostisch zu wemg Ausgangsmaterial (DNA) als
ursidchlich vermutet werden.

Auch fiir die Zelllime RM-82 konnte gesehen werden, dass sich die Zelle nut dem htWT-
Vektor (P9 und 10) mut TRF-Mengen zeigte, die deutlich oberhalb des Doppelten von der
Zelle nut dem htDN-Vektor (P9 und 10) lagen, sodass auch hier eine
Telomerenverlingerung durch WMWTIN bzw. Telomerenverkiirzung durch htDNIN
bestatigt werden konnte. Aufgrund nahezu gleicher Passagenzahl konnte keine Aussage
zur Anderung der Telomerenlinge, in Abhdngigkeit von der Passagenzahl, fiir die
Zelllime RM-82 getroffen werden.

Tabelle 3.1.2-¢: Vergleich der terminalen Resiriktionsfragmente zur Telomerenlingen-

Bestimmung bei RM-82 und RM-82hiIN. Angabe in Kilobasenpaare (kbp). MW = Mittelwert, VK=
Varnationskoeffizient.

RM-82 RM-82htIN Passage
Southern-Blot 1 3,0 kbp 4.1 kbp 12
Southern-Blot 2 2.4 kbp 4.2 kbp 11
MW (VK) 2,7 kbp (15,7%) 4,2 (1,7%)

Tabelle 3.1.2-d: Vergleich der terminalen Restriktionsfragmente zur Telomerenlingen-
Bestimmung bei RM-82h{WTIN und RM-82hiDNIN. Angabe in Kilobasenpaare (kbp). MW =
Mittelwert, VE= Varnationskoeffizient.

RM-82htWTIN Passage | RM-82htDNIN Passage
Southern-Blot 1 6,2 kbp 10 2.6 kbp 10
Southern-Blot 2 7.0 kbp 9 3,2 kbp 9
MW (VK) 0,6 kbp (8,6%) 2,9 kbp (14,6%)
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3.1.3 Telomeraseaktivitit der Zelllinien

Neben den TRF wurde die Telomeraseaktivitat (muthilfe des TRAP-Assays) bestimmt,
um die Auswirkuingen der Transfektion zu charakterisieren. Analog dazu konnte auch
hier die Untersuchung der micht-transfizierten Zelllmen genutzt werden, um die
Vanabilitit des Parameters Telomeraseaktivitit zu priifen.

Hierzu erfolgte zumichst die optische Auswertung, be1 der eine Telomerase-positive Zelle
dies an der typischen blauen , Telomerenleiter erkennen liei. In Rot dargestellt st der
Rox-Standard. Gut sichtbar sind hierbe1 der hohe Telomerenpeak sowie, neben dem Peak
des Rox-Standard, der Peak des internen Standards (Abbildung 3.1.3 a). Anhand dieser
konnte dann 1m nichsten Schritt die relative Telomeraseaktivitit mut folgender Formel
berechnet werden:

Relative Telomeraseaktivitit = Fliche Telomerase-Peak / Fliache Interner Standard

Telomeraseaktivitit der Zelllime STA-ET1

Fiir STA-ET1 konnte durchgehend gezeigt werden, dass die Mutterzelllinie sowie Zellen
mit dem Leervektor (htIN) und Zellen mut dem htWTIN-Vektor eme gut sichtbare
-Telomerenleiter erkennen liefen und somut positiv fiir Telomeraseaktivitit waren.
Beispielhaft ist dies im Folgenden an STA-ET1hfWTIN P12 dargestellt.

. Peak-Rox-Standard
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=000 /

4000

Telomeren-Peak
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Extinktion [FI]

—

Basenpaare [bp]
Abbildung 3.1.3-a: Darstellung der Telomerasealktivitit bei STA-ET1htWTIN P12
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Fir htDNIN-transfizierte Zellen zeigte sich in allen getesteten Zellen eine
Telomerenleiter. Diese fiel nmutunter deuthich schwicher aus als vergleichbare
Darstellungen bei den iibrigen Telomerase-positiven Zellen (Mutterzelllinie oder Zellen
mif dem hiIN- bzw. hiWTIN-Vektor), dennoch muss diese Zelllime ebenfalls als
Telomerase-positiv bezeichnet werden. Mit zunehmender Passagezahl konnte die
Telomerenleiter bei1 STA-ET1htDNIN zunehmend deutlicher dargestellt werden.
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Abbildung 3.1.3-b: Schwache Telomeraseaktivitiit bei STA-ETThtDNIN P1
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Abbildung 3.1.3—c: Deutlichere Telomeraseaktivitiit bei STA-ETThiDNIN P11
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Im Weiteren erfolgte die Berechnung der relativen Telomeraseaktivitit (rel. TA), um
diese fiir Mutterzelllinie und transfizierte Zellen gegeniiberzustellen und Unterschiede
zwischen den verschiedenen Vektor-Konstrukten auf die TA aufzuzeigen.

Fir STA-ET1 und STA-ET1htIN konnten vergleichbare Werte gemessen werden, als
Hinweis darauf, dass der hfIN-Vektor alleine die Telomeraseaktivitat nicht beeinflusst.

Tabelle 3.1.3-a: Telomeraseaktivitit bei STA-ET1

Zelllinie | STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1
Relative 1.8 1,0 1.8 1,3
Telomeraseaktivitat

Tabelle 3.1.3-b: Telomeraseaktivitiit bei STA-ET1htIN. STA-ET1htIN P22 micht auswertbar.

Zelllinie STA-ET1htIN  STA-ET1htiN  STA-ET1htIN  STA-ET1htiN
P12 P13 P15 P22
Relative 1.4 1.0 24 micht

Telomeraseaktivitét auswertbar

Fir STA-ET1htWTIN lagen die Werte fiir Telomeraseaktivitit zwei- bis neunfach tiber
denen der Mutterzelllime bzw. der Zelle mit dem Leervektor. Daraus konnte gedeutet
werden, dass Zellen mut dem htWTIN-Vektor und somut zusitzlich ektoper
Telomeraseproduktion zu verstirkter Telomeraseaktivitat fiihrten.

Tabelle 3.1.3-c: Telomeraseaktivitiit bei STA-ET1htWTIN

Zelllinie | STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1
ht WTIN P11 htWTIN P12 htWTIN P14 htWTIN P20
Relative | 4.4 9.5 8,5 5.6

Telomeraseaktivitat

Nach Transfektion mit dem htDNIN-Vektor zeigten die Zellen eine schwankende
Telomeraseaktivitit. Lediglich in Passage 1 konnte ber nur schwach sichtbarer
Telomerenleiter mut emmem Wert von 0,2 kaum Telomeraseaktivitit nachgewiesen
werden. Insgesamt wurde sichtbar, dass die Zelle in hoheren Passagen sicher Telomerase
positiv wurde, sodass eine Reaktivierung von hTERT vermutet werden musste.
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Tabelle 3.1.3-d: Telomeraseaktivitit bei STA-ETIhDNIN. STA-ET1MDNIN P14 mcht
auswertbar.

Zelllinie | STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1
htDNIN P1 htDNIN P11 htDNIN P14 htONIN P23
Relative | 0,2 1.4 nicht 1.0
Telomeraseaktivitdt auswertbar

Telomeraseaktivitit der Zelllime RM-82

Betrachtete man die Mutterzelllme RMS82 bzw. die entsprechende Zelle mut dem
Leervektor RM82-hiIN, so zeigten sich beide Zelllimen positiv fiir Telomeraseaktivitit.
Erkennbar war dies an der typischen | Telomerenleiter, welche beispielhaft fiir beide
Zelllimen 1im Folgenden an RM-82 dargestellt 1st.
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Abbildung 3.1.3-d: Telomeraseaktivitit bei RM-82

Durch Transfektion mit dem htWTIN-Vektor war ebenfalls in beiden getesteten Proben
deutlich Telomeraseaktivitat nachweisbar.
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Abbildung 3.1.3-e: Telomeraseaktivitit bei RMS2-htWTIN P10

Ahnlich der Zelllinie STA-ET1 war auch RM82-htDNIN nicht ginzlich frei von TA.
Auch hier war die | Telomerenleiter im Vergleich zu den iibnigen Zellen (Wildtyp,
Leervektor und Mutterzelle) schwiacher ausgeprigt, aber dennoch sichtbar.
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Abbildung 3.1.3-f: Telomeraseaktivitiit bei RAMS2-htDININ P9
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Analog erfolgte fiir die Zellime RM-82 (Ausgangs- und transfizierte Zellen) die
Berechnung der relativen Telomeraseaktivitit, um im Vergleich eventuelle Unterschiede
m Abhingigkeit vom Vektorkonstrukt aufzuzeigen.

Fiir RM-82 konnten in zwe1 Versuchen vergleichbare Werte an Telomeraseaktivitat (TA)
bestimmt werden. Die TA fiir RM-82htIN ergab mut 1,6 und 4,8 eine breitere Bandbreite,
war 1m Mittel jedoch ebenfalls der Mutterzelllinie entsprechend.

Tabelle 3.1.3-e: Relative Telomeraseaktivitiit fiir EN-82 und EM-82hitIN

Zelllinie | RM-82 RM-82 RM-82htIN RM-82htiIN
P11 P12
Relative | 3.9 3,7 48 1.6

Telomeraseaktivitat

Betrachtet man die TA fiir Zellen mit dem htWT-Vektor, lag diese nut Werten von 4.8
und 5,6 oberhalb der TA der Mutterzelllime (3,7 und 3,9), allerdings schuen, 1im Vergleich
mit der Zelllime STA-ET1, hier die zusitzliche, ektope hTERT-Produktion zu einer
weniger starken Aktivitatssteigerung zu fiihren.

Entsprechend den Beobachtungen der optischen Auswertung waren die Zellen mut dem
htDNIN-Vektor weiterhin Telomerase-positiv, allerdings wurde mmit Werten von 0,3 und
0.4 auch hier eine deutliche Reduktion der TA durch die Transfektion erreicht.

Tabelle 3.1.3-f: Relative Telomeraseakfivitiit fiir RM-82htWTIN und RM-82hiDNIN

Zelllinie | RM-82 RM-82 RM-82 RM-82
ht WTIN P9 htWTIN P10 htDNIN P9 htONIN P10
Relative | 5,6 438 0,3 0.4

Telomeraseaktivitat
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3.1.4 Proliferationsverhalten der unbehandelten Kontrollen

Mit Hilfe des MTT-Assay konnte das Proliferationsverhalten der Vektor-transfizierten
und nativen Zellen untersucht werden. Wie unter 2 3 erwihnt, diente luer die gemessene
Vabilitdt der Zellen als Surrogat fiir die Proliferation, sodass im Weiteren nur von
Proliferation gesprochen wird.

Wihrend im Rahmen der Kultivierung fir beide Zelllimen (STA-ET1 und RM-82)
sowohl fiir die Mufterzellen als auch die transfizierten Zellen gleiche Teilungsraten
gewihlt werden konnten (die Zellen wurden in der Regel alle 3-4 Tage emer Teilung
zugefiihrt), zeigte sich in der genaueren Betrachtung im Rahmen des MTT-Test ein
unterschiedlich dominantes Wachstum fiir transfizierte und nicht-transfizierte Zellen.

Proliferationsverhalten der Zelllinie STA-ET1

Es konnten dre1 Versuchsansatze mut der Zelllime STA-ET1 ausgewertet werden Eine
Ubersicht der einzelnen Versuchsansitze ist Tabelle 2.3 5-a zu entnehmen.
Uberwiegend konnte bestitigt werden, dass im Vergleich zum Wildtyp, der Mutterzelle
und der Zelle mut dem Leervektor, die Zelle STA-ETIhtDNIN das geringste
Proliferationsverhalten zeigte.

Im ersten Versuchsansatz (Abbildung 3.1 4-a) zeigten alle Zellen ein kontimuerliches
Zellwachstuom bis zur Stunde 96. Die ektop hTERT exprinmierende Variante liel mmt
emem 22 4-fachen Anstieg zur Stunde 96 em besseres Wachstum erkennen als die
donmunant negative Vanante (Steigerung um den Faktor 18,2). Die Mutterzelllimie konnte
m diesem Versuch nicht mit ausgewertet werden, da bei fehlenden Zellwachstum eine
Kontamination oder mangelnde Probenzugabe vermutet werden musste.
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Abbildung 3.1.4-a : Proliferationsverhalten der unbehandelten Kontrollen Versuchsansatz E-1.
STA-ETI1WiIN P22 (n=4), STA-ET1WMWTIN P20 (n=4), STA-ETIMDNIN P23 (np=4). (STA-ET1 1st

m diesem Versuch micht auswertbar).

Auch 1m zweiten Versuchsansatz (Abbildung 3.1.4-b) zeigten alle Zellen emn
kontinmerliches Wachstum bis zur Stunde 72. Anschliefend erreichte die Zelle STA-
ET1htDNIN (P1) emne Sathipungsphase mit emnem maximalen Anstieg um den Faktor 4.4
nach 96 h. Die iibngen Zellen wuchsen stetig weiter und erreichten nach 96h das 10-fache
(htWTIN) bis 18-fache (STA-ET1) des Ausgangswertes.
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Abbildung 3.1.4-b: Proliferationsverhalten der unbehandelten Kontrollen Versuchsansatz E-TT.
STA-ET1 (n=12), STA-ET1htIN P13 (n=12), STA-ET1WWTIN P12 (n=12), STA-ET1hDNIN P1

(n=12)
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Eme Dommanz des Wildtyp (STA-ETIWWTIN) konnte ledighch im dntten
Versuchsansatz (Abbildung 3.1 4-c) gesehen werden Alle Zellen lieBen auch nach 96 h
emn stetiges Zellwachstum erkennen, eine Siathpgungsphase wurde nicht erreicht. STA-
ET1htWTIN hatte zur Stunde 96 1m Vergleich zu STA-ET1htDNIN das Wachstum in
den letzten 24h verdreifacht, wahrend die Zelle mit dem Negativ-Vektor lediglich die
doppelte Wachstumsrate erreichte und sonut das schlechteste Wachstum zeipte.
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Abbildung 3.1.4-c: Proliferationsverhalten der unbehandelten Kontrollen Versuchsansatz E-TTT.

STA-ET1 (n=12), STA-ET1htIN P15 (n=12), STA-ET1hiWTIN P14 (n=12), STA-ET1ktDNIN P14
(n=12)

Bei der genaueren Betrachtung der dominant negativen Zelllime fiel ein unterschiedliches
Wachstumsverhalten in Abhangigkeit von der Passage auf (Abbildung 3.1 4-d). In der
niedrigsten Passage (P1) war das geringste Zellwachstum zu vermerken Nach 72h wurde
emn Sittipungsplateau erreicht und es war kemn Proliferationszuwachs mehr zu erkennen
(maximal Anstieg um den Faktor 4,4 nach 96h). Die Zelle der nuttleren Passagen liefl ein
zunehmendes Zellwachstum erkennen mit emnem maximalen Anstieg um den Faktor 8,0
(P14) nach 96h. Demgegeniiber zeigte die Zelle der hochsten Passage (P23) das beste
Wachstum mit einem Faktor von 18,2 zur Stunde 96. Sie erreichte dammt das 4 5-fache
der Zelle in Passage 1.
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Abbildung 3.1.4-d: Proliferationsverhalten STA-ET1htDNIN in Abhiingigkeit von der Passage.
Daten aus den Versuchsansitzen E-I bis E-II. STA-ET1hDNIN P1 (p=12), STA-ET1htDNIN P14
(0=12) und STA-ETIMDNIN P23 (n—=4)

Proliferationsverhalten der Zelllinie RM-82

Es wurden drei Versuchsansitze mit der Zelllinie RM-82 durchgefiihrt. Eine Ubersicht
der einzelnen Versuchsansétze 1st Tabelle 2.3.5 a zu entnehmen

Alle Zellen dieser drer Versuchsansitze zeigten eme kontinmerliche
Proliferationszunahme iiber die gesamte Versuchsdauer. Eine Sathigungsphase wurde
nicht erreicht. Auffillig war hier, im Gegensatz zu der Zelllime STA-ET1, dass die
donmunant negative Varante (RM-82htDNIN) in zwe1 der dre1 Versuchsreithen das stirkste
Wachstumsverhalten aller Zellen erkennen hefl. Auch zeigt sich bei der Zelllinie RM-82
generell em schwacheres Wachstum 1m Vergleich zu STA-ET1, indem der Ausgangswert
ber RM-82 (Stunde 0) sich um den Faktor 3 4 bis maximal 11,9 erhéhte (Stunde 96),
wihrend er be1 STA-ET1 ein 20-faches des Ausgangswertes erreichte.

So zeigte sich im ersten Versuchsansatz (Abbildung 3.1 4-e) bei allen Zellen ein
kontimuerliches Zellwachstum iiber die Versuchsdauer hinaus, ohne Erreichen einer
Sattigungsphase. Das stirkste Proliferationsverhalten war bei der Zelllime RM-
82htDNIN zu erkennen, gefolgt von der Wildtyp-Varante.
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Abbildung 3.1.4-e: Proliferationsverhalten der unbehandelten Kontrollen Versuchsansatz R-1.
RM-82 (n=16), RM-82htTN P11 (n=16), RM-82htWTIN P9 (n=16), RM-82tDNIN P9 (n=16)

Auch 1m zweiten Versuchsansatz (Abbildung 3.1 4-f) konnte bei allen Zellen emn
kontimuerliches Zellwachstum iiber die Versuchsdauer gesehen werden. Das
Wachstumsverhalten dhnelte dem aus dem ersten Versuchsansatz, mut dem stirksten
Zuwachs bei der Zelle RM-82htDNIN, welche nach 96h fast emn 12-faches des
Ausgangswertes erreichte. Das zweitstarkste Wachstum war auch hier ber dem Wildtyp
(RM-82htWTIN) zu erkennen. Die Mutterzelle und die Zelle mit dem Leervektor
wuchsen annihernd mut gleicher Wachstumsgeschwindigkeirt nit emnem maximalen
Anstieg um den Faktor 5,4 (RM-82) bzw. 6,3 (RM-82htIN).
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Abbildung 3.1.4-f: Proliferationsverhalten der unbehandelten Kontrollen Versuchsansatz R-I1.
EM-82 (n=12), RM-82htTN P14 (n=12), RM-82htWTIN P12 (n=12), RM-82h{DNIN P13 (n=12)
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Lediglich im dritten Versuchsansatz (Abbildung 3.1.4-g) zeigte sich nach 96h das starkste
Wachstum bei der Zelle nut dem Leervektor (htIN), gefolgt von dem Wildtyp (htWTIN).
Dieser wies jedoch von 72 bis 96h den grofiten Wachstumszuwachs auf, indem sich die
Zellpopulation nahezu verdreifachte (2,7fach), wohingegen die Zelle mut dem
Leervektor ithre Population zu diesem Zeitpunkt knapp verdoppelt (1,9-fach) hatte. Die
domunant negative Zelle zeigte hier, 1m Vergleich mit den Vorversuchen, emen
geningeren Zuwachs. So hatte RM-82htDNIN zur Stunde 96 den Ursprungswert etwas
mehr als verdreifacht, wahrend RM-82-htIN fast ein Achtfaches erreichte. Eine
Sattigungsphase wurde be1 keiner Zelle erreicht.
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Abbildung 3.1.4-g: Proliferationsverhalten der unbehandelten Kontrollen Versuchsansatz R-
III. RM-82 (n=4), RM-82htTN P12 (n=4), RM-82hfWTIN P10 (n=4), RM-82htDNIN P10 (n—=4)

3.1.5 Verdopplungsraten der Zellpopulationen (Population Doubling)

Im Anschluss wurden die Verdopplungsraten = , Population Doubling™ (Zeitintervall, pro
Versuchstag, bis eme Verdopplung der Extinktion erreicht wurde) beider Zelllinien
gegeniibergestellt, um Effekte der Transfektion auf das Zellwachstum zu erfassen und
danmut die Effekte der Zytotoxizititstestung msgesamt und im Hinblick auf die
Reproduzierbarkeit der Zytotoxizititstestung besser beurteilen zu konnen.
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Fiir die Zelllime STA-ET1 wurden im zweiten und dritten Versuchsansatz vergleichbare
Verdopplungsraten (MW 24,1; Vk 9,7 und MW 25,9; Vk 10,7) iiber die vier Versuchstage
erreicht. Der erste Versuchsansatz konnte fir STA-ET1, aufgrund von ausbleibendem
Zellwachstum iiber die vier Versuchstage, nicht ausgewertet werden (Tabelle 3.1 5-a).
Fir STA-ETIhtIN zeigte sich im ersten Versuchsansatz eme verdnderliche
Verdopplungsrate, mit emer kontimuerlichen Abnahme der Verdopplungszeit mnerhalb
der ersten drer Versuchstage, wihrend beir den iibrigen WVersuchen anndhernd
vergleichbare Werte erreicht wurden (MW 21,3; Vk 8,1 sowie MW 29,0; Vk 15,4 und MW
20,9, Vk 16,1) (Tabelle 3.1.5 b). Diese lagen sonut geringfiigie hoher als die
Verdopplungsraten der Mutterzelle.

Fiir STA-ET1htWTIN konnte nicht gesehen werden, dass die Zellen in kiirzerer Zeit eine
Verdopplung ihrer Extinktion (und somut Populationsrate) erreichten. Vielmehr zeigten
sich Werte dhnlich denen von STA-ET1 und STA-ET1htIN (Tabelle 3.1.5-c).

Be1 der Zelllinie STA-ET1htDNIN war in Passage 1 und 14 sichtbar, dass die Zellen
zunichst deutlich linger brauchten (61,2h bzw. 81,1h am ersten Versuchstag), um eine
Verdopplung ithrer Population zu erreichen. Zwar nahm die Verdopplungszeit mit jedem
Versuchstag weiter ab, lag dennoch 1m Mittel sichtbar iiber den Zeiten der Mutterzelle
und der iibrigen Zellen. Im Gegensatz dazu wurde in Passage 23 emn mut den iibrigen
transfizierten Zellen bzw. der Mutterzelle vergleichbarer Wert erreicht (Tabelle 3.1.5 d).

Tabelle 3.1.5-a: Population Doubling fiir STA-ET1 pro Versuchstag. Angabe in h (Stunden);
MW= Mittelwert, Vk= Vanationskoeffizient; n.a = micht auswertbar

Population STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1 MW (VK)
Doubling [h] Versuch E-I Versuch E-ll Versuch E-IlI
24h na. 273 26,2 26,8 (2,0 %)
48h na. 2472 239 24,1109 %)
72h na. 220 237 22,0(53 %)
96h na. 228 297 26,3 (18,6 %a)
a7 10,7
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Tabelle 3.1.5-b: Population Doubling fiir STA-ET1htIN pro Versuchstag. Angabe mn Stunden
(h); MW= Mittelwert, Vi= Vanationskoeffizient

Population | STA-ETIhtIN ~ STA-ET1htIN  STA-ET1htIN | MW (VK)
Doubling [h] | P13 P15 P22
24h 345 37,1 222 31,3 (25,5 %)
48h 30,6 28.4 23 .4 27,5 (13,4 %)
72h 24.8 27.0 20,3 24,0 (14,2 %)
96h 26,0 272 19.2 24,1 (17,9 %)
MW 20,0 20,0 21,3
VK [%] 4 16,1 8,8

Tabelle 3.1.5-c: Population Doubling fiir STA-ET1htWTIN pro Versuchstag. Angabe in Stunden
(h); MW= Mittelwert, Vi= Vanationskoeffizient

Population | STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1 MW (VK)
Doubling [h] | IWTINP12 ~ htWTINP14  htWTIN P20
24h 35,9 36,2 18,0 30,0 (34,7 %)
48h 32,7 289 252 28,9 (13,0 %)
72h 27.1 30,7 20,1 26,0 (20,8 %)
96h 28.9 245 21.4 24,9 (15,1 %)
MU 30,1 21,2

Tabelle 3.1.5-d: Population Doubling fiir STA-ET1htDNIN pro Versuchstag. Angabe in Stunden
(h); MW= Mittelwert, Vi= Vanationskoeffizient

Population | STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1 MW (VK)
Doubling [h] | htDNIN P1 htDNIN P14 htDNIN P23

24h 61,2 81,1 27.7 56,7 (47,6 %)

48h 65,1 40,6 19.7 41,8 (54,4 %)

72h 35,6 39.6 22,5 32,6 (27,5 %)

96h 449 319 22.9 33,2 (33,3 %)
— — —
26,8 46,0 14.3

Im Gegensatz dazu war be1 der Zelllinie RM-82 keine emheitliche Tendenz innerhalb der
verschiedenen transfizierten Zellen bzw. der Mufterzelle zu erkennen Die
Verdopplungszeit war bei nahezu allen von Tag eins bis Tag vier kontimuerlich
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zunehmend (Tabelle 3.1.5-e bis 3.1.5 g). Insgesamt zeigten sich ber RM-82htDNIN 1m
Mittel die niedrigsten Verdopplungsraten (Tabelle 3.1.5-h).

Tabelle 3.1.5-e: Population Doubling fiir RM-82 pro Versuchstag. Angabe in Stunden (h); MW=

Mittelwert, Vik= Vanationskoeffizient
Population | RM-82 RM-82 RM-82 MW (VK)
Doubling [h] | Versuch R-1 Versuch R-Il Versuch R-Ill
24h 26,6 23.5 38.4 29,5 (26,7 %)
48h 27,1 29,6 493 35,5 (33,7 %)
72h 31,8 348 55,2 40,6 (31,4 %)
96h 36,2 394 542 43,3 (22,2 %)
..... 30,6 31,8 49,3

Tabelle 3.1.5-f: Population Doubling fiir RM-82hiIN pro Versuchstag. Angabe in Stunden (h);
MW= Mittelwert, Vik= Vanationskoeffizient

Population | RM-82htIN RM-82htIN RM-82htIN MW (VK)
Doubling [h] | P11 P12 P14
24h 26,0 181 18,0 20,7 (22,2 %)
48h 32,0 32,1 26,0 30,0 (11,6 %)
72h 41,7 36.4 314 36,5 (14,1 %)
96h 45.4 33,0 36,1 38,2 (16,9 %)
36,3 20,0 27,0
24 27,0 27.8

Tabelle 3.1.5-g: Population Doubling fiir RM-82hiWTIN pro Versuchstag. Angabe in Stunden
(h); MW= Mittelwert, Vi= Vaniationskoeffizient

Population | RM-82 RM-82 RM-82 MW (VK)
Doubling [h] | htWTIN P9 htWTIN P10 htWTIN P12
24h 25,2 26,1 19.1 23,5 (16,2 %)
48h 26,9 30,9 249 27,6 (11,1 %)
72h 29.0 51,0 30,1 30,7 (33,8 %)
96h 322 33.6 33.6 33,1(2,4 %)
! :. | / 10,6 30,7 23.6

93



Ergebnisse

Tabelle 3.1.5-h: Population Doubling fiir RM-32hiDNIN pro Versuchstag. Angabe m Stunden
(h); MW= Mittelwert, Vk= Vanationskoeffizient

Population | RM-82 RM-82 RM-82 MW (VK)
Doubling [h] | htDNIN P9 htDNIN P10 htDONIN P13
24h 18,1 278 15,5 20,5 (31,7 %)
48h 222 38,1 28.5 20,6 (27,1 %)
72h 272 40,9 26,9 31,7 (25,3 %)
96h 30,3 37,7 26,8 31,6 (17,6 %)

3.2 Zytotoxizitiitstestung

Im Folgenden wurde die Zytotoxizitit der wvier fir das Ewimng Sarkom etablierten
Zytostatika Doxorubicin, Etoposid, Ifosfamid und Vincristin an beiden Zelllimen (STA-
ET1 und RM-82) untersucht und die Mutterzellen den Vektor-transfizierten Zellen
gegeniibergestellt. Wie unter 2 3 erwihnt, diente hier die gemessene Viabilitit der Zellen
als Surrogat fiir die Proliferation, sodass im Weiteren nur von Proliferation bzw. dem
Anteil iiberlebender/vitaler Zellen gesprochen wird.

3.2.1 Chemosensitivitiit transfizierter und nichi-transfizierter Zelllinien
3211 Inkubation mut Doxorubicin

Doxorubicin mit STA-ET1

Es erfolgten zwe1 Versuchsreihen mit Doxorubicin (Konzentrationen: 0,0005 uM, 0,005
uM, 0,05 pM, 0,5 pM, 5 pM). In beiden Versuchen konnte gesehen werden, dass eine
Inkubation mit mednigen Zytostatikakonzentrationen (0,0005 pM und 0,005 pM) zur
Steigerung der Proliferation fiihrte, wihrend nach 48h (be1 Inkubation mit 0,05 pM bis 5
UM Doxorubicin) die Hohe der Zytostatika-Konzentration positiv mit einer Abnahme der
Wachstumsrate korreliert war. Die Zytotoxizitit von Doxorubicin im ersten Versuch i1st
nach 48h in Abbildung 3.2.1 a graphisch dargestellt. Es zeigte sich das schwichste
Proliferationsverhalten be1 der , Telomerase-negativen” Zelle (STA-ET1htDNIN P23)

und das stirkste beim Wildtyp STA-ETIWMWTIN P20 (exprimuert zusitzlich ektop
Telomerase). So waren fir die Zellen mut dem htDN-Vektor geringere Mengen an
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Doxorubicin als fiir den Wildtyp notwendig, um den Anteil vitaler Zellen auf 50% (GIsg)
zu reduzieren. Nach 72h war dieses Verhalten nicht mehr sichtbar.

Das Wachstumsverhalten der Mutterzelllme STA-ET1 1st in Versuchsansatz E-I
(vermutlich aufgrund fehlender Zytostatikainkubation) nicht auswertbar und somit nicht
dargestellt.
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Abbildung 3.2.1-a: Zytotoxizitit wverschiedener Doxorubicinkonzentrationen auf das
Zellwachstum nach 48h (Versuchsansatz E-T). STA-ET1hTIN P22 (op=4). STA-ET1hTWTIN P20
(n=4) und STA-ETIhTDNIN P23 (n=4) (STA-ET1 graphisch nicht dargestellf)

Die folgende Tabelle 3.2.1-a pgibt die fir das Erreichen der GIsn erforderlichen
Zytostatikakonzentrationen wieder. Nach 48h lag diese fir STA-ET1htDNIN be1 0,13
UM, wihrend fir den Wildtyp nut 0,25 pM fast die doppelte Menge an Doxorubicin
notwendig war. Zu den iibrigen Zeitpunkten bestand kein Unterschied zwischen den vier

Tabelle 3.2.1-a: Darstellung der Glsp [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz E-I fiir Doxorubicin und STA-ET]1.

Glso [uM] STA-ET1 | STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1
htIN (P22) htWTIN (P20) | htDNIN (P23)
Doxorubicin
24 h na 0,38 037 0.41
48 h na 0,20 0,25 0.13
72 h na 0,03 0,03 0,04
96 h na 0,02 0,03 0,03
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Im zweiten Versuch konnte eme noch deutlichere Sensibilisierung gegeniiber
Doxorubicin fir STA-ET1htDNIN nach 48h gesehen werden. Diese zeigte sich besonders
stark 1m Vergleich zum Wildtyp, welcher deutlich hohere Zytostatikakonzentration zum
Erreichen der Glso bendtigt (Abbildung 3.2.1. b). Zur Stunde 72 und 96 waren keine
Unterschiede mehr erkennbar (nicht abgebildet).

Entsprechend wurde 1m Vergleich der Konzentrationen zum Erreichen der Glsp (siehe
Tabelle 3.2.1-b) nach 48h fiur STA-ET1htDNIN bei1 emer Konzentration von 0,06 pM
emne Reduktion auf 50%vitale Zellen erzielt, wihrend fiir den Wildtyp ein fast 6-faches
der Menge (0,35 pM Doxorubicin) notwendig war.
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Abbildung 3.2.1-b: Zytotoxizitiit verschiedener Doxorubicinkonzenirationen auf das

Zellwachstum nach 48h (Versuchsansatz E-IT). STA-ET1 (n=4), STA-ET1hTIN P13 (n=4), STA-
ETIhTWTIN P12 (p=4) und STA-ET1hTDNIN P1 (n=4)

Tabelle 3.2.1-b: Darstellung der Gls [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz E-II fiir Doxorubicin und STA-ET]1.

Glzo [uM] STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1
htIN (P13) htWTIN (P12) | htDNIN (P1)
Doxorubicin
24h 2.84 0,40 0,45 433
48 h 0.17 0.13 0.35 0,06
72 h 0,04 0,04 0,05 0,04
96 h 0,03 0,03 0,03 0,03
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Doxorubicin mit EM-82

Es erfolgten zwe1 Versuchsreihen mit Doxorubicin (Konzentrationen: 0,0005 uM, 0,005
UM, 0,05 pM, 0,5 pM, 5 pM). In beiden Versuchen zeigte sich iiberwiegend, dass die
Zelllime RM-82htDNIN das schlechteste Wachstum aller Zelllimen unter Inkubation mut
Doxorubicin aufwies.

Im ersten der beiden Versuche, graphisch dargestellt nach 48h (Abbildung 3.2 1-¢), findet
sich der geringste Anteil iiberlebender Zellen be1 der Zelle mut dem DN-Vektor (RM-
82htDNIN. Dies wurde im Weiteren insbesondere in héheren Konzentrationsbereichen
(0,05 — 5 uM) deutlich. RM-82 und RM-82htIN zeigten sich annihernd dhnlich, mit dem
durchschmttlich besten Anteil iiberlebender Zellen, wohingegen der Wildtyp keinen
deutlichen Uberlebensvorteil aufwies.

Dies spiegelte sich in dhnlicher Weise in der Betrachtung der GIso wider. RM-82htDNIN
lag bis 48h (mut 0,04 pM) deutlich unter der notwendigen Menge fiir RM-82 (0,19 pM)
und RM-82htIN (0,16 pM), welche damit ein 4-faches der Doxorubicinkonzentration
benotigten. Allerdings zeigte sich dieses Verhalten auch ber dem Wildtyp (0,05 pM).
Nach 96h fand sich fiir alle Zellen emne nahezu gleiche Glsp, so dass eine Steigerung der
Sensibilitdt gegeniiber Doxorubicin fiir RM-82htDNIN oder RM-82htWTIN nicht mehr

zu erkennen war.
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Abbildung 3.2.1«c: Zytotoxizitiit verschiedener Doxorubicinkonzentrationen auf das
Zellwachstum nach 48h (Versuchsamsatz R-I). RM-82 (n=%), RM-82hTIN P11 (n=4). RM-
82hTWTIN P9 (p=4) und RM-82hTDNIN P9 (n=4)
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Tabelle 3.2.1-c: Darstellung der Glg [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz B-I fiir Doxorubicin und RM-82.

Glzo [uM] RM-382 RM-82 RM-82 RM-82
htIN (P11) htWTIN (P9) | htDNIN (P9)
Doxorubicin
24h 355 0.98 0,62 0,46
48 h 0.16 0.19 0,05 0,04
72 h 0,03 0,12 0,03 0,03
96 h 0,02 0.03 0,02 0,02

Auch 1m zweiten Versuch zeigte sich eme Sensibilisierung der Zelllimen RM-82htDNIN
und RM-82htWTIN gegeniiber Doxorubicin. Diesmal iiber die gesamte Versuchsdauer,
sodass fiir RM-82htDNIN ebenso wie fiir den Wildtyp geringere Zytostatikamengen zum
Erreichen der GIso notwendig waren Die graphische Darstellung erfolgte hier (Abbildung
3.2.1-d) nach 72h.

In der folgenden Tabelle 3 2_1-d sind die Doxorubicinkonzentrationen zum Erreichen der
Glsp angegeben. Hier zeigte sich zum Beispiel, dass nach 48h Inkubation fir diejemigen
Zellen, welche dominant negativ fiir hTERT waren oder hTERT ektop exprimierten,
Konzentrationen von 0,04 puM (RM-82htDNIN) bzw. 0,03 pM (RM-82htWTIN)
ausreichten, um den Anteil vitaler Zellen um 50% zur reduzieren, wihrend fir die Zelle
mit dem Leervektor (RM-82htIN) bzw. die Mutterzelle (RM-82) mut 0,21 pM ein 7-
faches der Menge benétigt wurde.
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Abbildung 3.2.1-d: Zytotoxizitit verschiedener Doxorubicinkonzenirationen auf das
Zellwachstum nach 48h (Versuchsansatz R-II). EM-82 (n=4), RM-82hTIN P14 (n=4). RM-
82hTWTIN P12 (n=4) und RM-82hTDNIN P13 (n—=4)
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Tabelle 3.2.1-d: Darstellung der Glg [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz R-11 fiir Doxorubicin und RM-82.

Glso [uM] RM-82 RM-82 RM-82 RM-82
htIN (P14) htWTIN (P12) | htDNIN (P13)
Doxorubicin
24h 338 1,01 0,80 0,50
48 h 021 021 0.03 0.04
72 h 0,04 0,05 0,03 0,03
96 h 0,02 0,03 0,01 0,01

32.12 Inkubation nut Etoposid

Etoposid nut STA-ET1

Es erfolgten zwe1 Versuchsreithen mit Etoposid (Konzentrationen: 0,05 pM, 0,5 uM, 5
UM, 50 pM, 500 puM). In beiden Versuchen zeigte sich, iiber nahezu die gesamte
Versuchsdauer, der hochste Anteil iiberlebender Zellen bei STA-ET1MDNIN. Deutlich
wurde dies vor allem be1 Zytostatika-Konzentrationen iiber 0,5 M.

Der erste Versuch nut Etoposid 1st in Abbildung 3.2 1-e ber 72h graphisch dargestellt.
Wie an den iibrigen Tagen lag der Anteil iiberlebender Zellen be1 der Zelle nut dem DN-
Vektor (STA-ET1htDNIN) hoher als bei den iibrigen Zelllimen Die Zellen nut dem
Wildtyp-Vektor (STA-ETIhfWTIN) =zeigten ein schwicheres Uberleben unter
Zytostatikainkubation als Zellen mit dem htDN-Vektor, lagen jedoch noch knapp tiber
dem Anteil iiberlebender Zellen mut dem hiIN-Vektor (STA-ET1hiIN) bzw. der
Mutterzelle (STA-ET1).

Dies spiegelte sich ebenso in der Betrachtung der GIso —Konzentrationen wider (Tabelle
3.2.1-e). Die Zelllime STA-ET1htDNIN benttigte nach 48h iiber emn 5-faches (2,18 uM)
der Menge an Etoposid, welches STA-ET1htWTIN benétigte (0,40 M), um die Glso zu
erreichen. Auch nach 96h lag der Bedarf be1 STA-ET1htDNIN (1,76 uM) noch knapp 8-
fach hoher als beim Wildtyp (0,23 pM).
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Abbildung 3.2.1-e: Zytotoxizitiit verschiedener Etoposidkonzentrationen auf das Zellwachstum
nach 72h Inkubation (Versuchsansatz E-II). STA-ET1 (n=4), STA-ET1hTIN P13 (n=4), STA-

ET1hTWTIN P12 (n=4) und STA-ETIhTDNIN P1 (n=4)

Tabelle 3.2.1-e: Darstellung der Glg [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz E-II fiir Etoposid und STA-ETL. STA-ET1htDNIN bei 24h nicht auswertbar (n.a.).

Glso [uM] STA-ET1 |STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1
htIN (P13) htWTIN (P12) | htDNIN (P1)
Etoposid
24h 12,35 27,93 41,76 na
48 h 0,46 0,44 0,40 2,18
72h 0,30 031 0,25 0,50
96 h 0.22 0,30 0,23 1,76

Auch 1m zweiten Versuch (graphisch dargestellt nach 48h in Abbildung 3.2.1-f) LieB
STA-ET1htDNIN iiber 0,5 uM an allen Versuchstagen das starkste Uberleben erkennen.
Dennoch unterschied sich das Wachstumsverhalten von STA-ET1MDNIN deutlich
weniger stark von den anderen Zelllinien als im Vorversuch, sodass die GIsg fiir den DN-
Vektor emen messbaren Bereich zwischen 0,39 uM (48h) und 0,17 pM (72h) umfasste
und damit ein bis zu 2 8-faches des Wildtyp nut 0,28 pM (48h) und 0,06 uM (72h) (siehe
Tabelle 3.2.1-f).
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Abbildung 3.2.1-f: Zytotoxizitit verschiedener Etoposidkonzentrationen auf das Zellwachstum
nach 48h Inkubation (Versuchsansatz E-III). STA-ET1 (n=4), STA-ET1hTIN P15 (n—=4). STA-
ETThTWTIN P14 (n—=4) und STA-ET1hTDNIN P14 (n—=4)

Tabelle 3.2.1-f: Darstellung der Glg [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz E-IIT fiir Etoposid und STA-ET1. STA-ETIMIN und STA-ET1hDNIN bei 24h
micht auswertbar (n.a.).

Glzo [uM] STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1
htIN (P15) htWTIN (P14) | hiDNIN (P14)
Etoposid
24 h 0,85 n.a. 1,65 na.
48 h 0,24 0,34 0,28 0,39
72h 0,10 0,14 0,06 0,17
96 h 0,24 < 0,05 < 0,05 < 0,05
Etoposid mit RM-82

Es erfolgten zwe1 Versuchsreithen mit Etoposid (Konzentrationen: 0,05 pM, 0,5 uM, 5
UM, 50 uM, 500 pM). Zwar zeigte sich i beiden Versuchen iiberwiegend das geringste
Zellwachstum be1 der Zelllime RM-82htDNIN, jedoch lagen die Wachstumskurven aller
Zelllinlen insgesamt sehr dicht beieinander.

Der erste Versuch ist nach 96h graphisch dargestellt (Abbildung 3.2 1-g). Es zeigte sich
(wie an den iibrigen Versuchstagen) RM-82htDNIN am sensibelsten gegeniiber Etoposid.
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Am deutlichsten wurde dies in mittleren Konzentrationsbereichen (0,5 - 5 uM). Das
zweitschwiichste Uberleben fand sich hier bei dem Wildtyp (RM-82htWTIN).

In der Betrachtung der Glso (Tabelle 3.2.1-g) zeigte sich, dass RM-82htDNIN und RM-
82htWTIN nahezu vergleichbare Mengen an Etoposid zum Erreichen der GIso bendtigten.
Nach 24h Inkubation lagen sie mut 2,71 pM (RM-82htDNIN) bzw. 3,34 uM (RM-
82htWTIN) noch deutlich unter RM-82htIN und RM-82, welche mut 14,35 pM (RM-
82htIN) und 18,09 uM (RM-82) emn 4-6 —faches der Zytostatikamenge erforderten. An
den folgenden WVersuchstagen glichen sich die Zytostatikamengen aller Zelllinien
zunehmend an und liefen keine emnheitliche Tendenz mehr erkennen.
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Abbildung 3.2.1-g: Zytotoxizitit verschiedener Etoposidkonzentrationen auf das Zellwachstum
nach 96h Inkubation (Versuchsansatz R-TI). EM-82 (n=4), RM-82hTIN P11 (n=4), RM-82hTWTIN
P9 (n=4) und EM-82hTDNIN P9 (n—4)

Tabelle 3.2.1-g: Darstellung der Glg; [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz R-I filr Etoposid und RM-82.

Glso [uM] RM 82 RM-82 RM-82 RM-82
htIN (P11) htWTIN (P9) | htDNIN (P9)
Etoposid
24h 18,09 1435 334 2,71
48 h 0.37 0.77 0.43 0.37
72h 0.32 0.42 0,31 031
96 h 0.26 0,28 0,24 0,24
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Der zweite Versuch 1st ebenfalls nach 96h graphisch dargestellt (Abbildung 3.2.1-h). In
Konzentrationsbereichen bis 0,5 pM wies RM-82htDNIN hier den geringsten Anteil
iiberlebender Zellen auf und prasentierte sich so am sensibelsten gegeniiber Etoposid.
Dennoch war diese Tendenz an den iibrigen Versuchstagen deuthich wemger stark
ausgeprigt, teilweise lag der Prozentsatz des Wildtyp noch unter der Zelle nmut dem
Negativ-Vektor.
Ahnlich zeigte es sich im Vergleich der GIsp (Tabelle 3.2.1-h). So lag die benétigte Menge
Etoposid nach 48h fiir RM-82htDNIN mut 0.4 pM zwar deutlich unter der von RM-82
(0,72 pM) und RM-82htIN (0,85 uM), dennoch wurden fiir RM-82htWTIN sogar nur

0,36 pM zur 50% Wachstumshemmung benétigt.

Anteil vitaler Zellen
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Abbildung 3.2.1-h: Zytotoxizitit verschiedener Etoposidkonzentrationen auf das Zellwachstum
nach 96h Inkubation (Versuchsamsatz R-II). RM-82 (n=4), RM-82hTIN P14 (n—=4). EM-
82hTWTIN P12 (n—=4) und RM-82hTDNIN P13 (n—=4)

Tabelle 3.2.1-h: Darstellung der Glsp [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz IT fiir Etoposid und RM-82

Gls [uM] RM 82 RM-82 RMS2ht RM-82
htIN (P14) WTIN(P12) | htDNIN (P13)
Etoposid
24h 22 31 4,48 2.75 4,08
48 h 0,72 0.85 0.36 0,40
72h 0,39 0.38 0.28 0.34
96 h 0,30 0,27 0,27 0,11
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3213 Inkubation nut Ifosfanmd

Ifosfanud nut STA ET1

Fiir die Inkubation nut Ifosfanud erfolgte ein Versuch (Konzentrationen: 0,01 pM, 0,1

puM, 1 pM, 10 pM, 100 pM), graphisch dargestellt be1 72h (Abbildung 3.2_1-1).
STA-ET1htDNIN zeigte, ebenso wie STA-ET1htWTIN, be1 Konzentrationen von 1 -100
uM ein schlechteres Uberleben als die Mutterzelllinie und die Zelle mit dem Leervektor.
Bei1 der Betrachfung der Glso bestitigte sich diese Beobachtung. Unter Inkubation mut
Ifosfanud lag der Bereich der bendtigten Ifosfamiddosis fiir STA-ET1hDNIN bei1 4,52
LM bis 17,14 pM und fiir STA-ET1hfWTIN bei 2,62 puM bis 13,55 pM, wahrend fiir
STA-ET1htIN ein bis zu 3-faches der Dosis (6,41 1M bis 41,89 uM) notwendig war.
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Abbildung 3.2.1-i: Zytotoxizitiit verschiedener Ifosfamidkonzentrationen auf das Zellwachstum
nach 72h Inkubation (Versuchsansatz E-III). STA-ET1 (n=4), STA-ET1hTIN P15 (n—=4). STA-
ETThTWTIN P14 (n—=4) und STA-ET1hTDNIN P14 (n—=4)

Tabelle 3.2.1-i: Darstellung der Glsp [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz E-ITT fiir Ifosfamid und STA-ET1.

Gl [nM] STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1
htIN (P15) htWTIN (P14) | htDNIN (P14)
Ifosfanmd
24h 56,62 41,89 13.55 17,14
48 h 8,07 7.71 6.42 6,32
72h 6.13 7.20 417 344
96 h 5,71 6,41 2,62 452
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Ifosfanud nut RM-82

Es erfolgten zwe1 Versuche fiir die Inkubation nut Ifosfanud (Konzentrationen: 0,01 pM,
0,1 pM, 1 pM, 10 pM, 100 pM). Insgesamt zeigte sich in beiden Versuchen iiberwiegend
der geringste Anteil iiberlebender Zellen be1 der Zelle mit dem Negativ-Vektor (RM-
82htDNIN), gefolgt vom Wildtyp.

Der erste Versuch 1st nach 48h graphisch dargestellt (Abbildung 3.2.1-j). Insbesondere in
Konzentrationsbereichen iiber 1 pM liel RM-82htDNIN den geringsten Anteil lebender
Zellen erkennen, gefolgt vom Wildtyp (RM-82htWTIN), welcher zusatzhich (bis zur
Stunde 48) fiir Ifosfammdkonzentrationen iiber 0,1 uM den hochsten Prozentsatz erreichte.
In der der Betrachtung der Glso (Tabelle 3.2.1 j) fand sich nach 48h (5,98 pM) und 72h
(4,76 M) ein geringerer Wert fiir RM-82htDNIN als fiir RM-82 (7,94 uM nach 48h und
5,75 uM nach 72h) oder RM-82htWTIN (6,40 uM nach 48h und 5,05 pM nach 72h).
Insgesamt lag die Glso aller Zellen jedoch m dhnlichen Konzentrationsbereichen, sodass
sich kein emnheitlicher Unterschied iiber alle vier Versuchstage finden lieB.
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Abbildung 3.2.1-j: Zytotoxizitit verschiedener Ifosfamidkonzentrationen auf das Zellwachstum
nach 48h Inkubation (Versuchsansatz R-TI). EM-82 (0=8), RM-82hTIN P11 (n=8), RM-82hTWTIN
P9 (n=8) und EM-82hTDNIN P9 (n=8)
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Tabelle 3.2.1-j: Darstellung der Glg; [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz R-1 fiir Ifosfamid und EM-82.

Glso [uM] RM-82 RM-82 RM-82 RM-82
htIN (P11) htWTIN (P9) | htDNIN (P9)
Ifosfanmd
24h 45.77 3935 4731 38,83
48 h 7.94 930 6.40 5.98
72h 5.75 7.14 5.05 476
96 h 435 5.65 429 453

Im zweiten Versuch mit Ifosfarmd, graphisch dargestellt nach 48h (Abbildung 3.2 1 k),
konnte emne deutlichere Abnahme der Zellzahl (1m Sinne emer Sensibilisierung gegeniiber
Ifosfanmd) fiir die Zelle nut den DN-Vektor gesehen werden. Der prozentuale Anteil
iiberlebender Zellen lag nach 48h und einer Konzentration von 1 pM be1 66,8%, wihrend
fiir RM-82 noch 91,6% der Zellen vital waren.
In gleicher Weise konnten be1 der Betrachtung der Glso (Tabelle 3.2.1-k) an allen vier
Versuchstagen geringere Konzentrationen fiir die GlIso bet RM-82htDNIN festgestellt

werden.

Anted vitaler Zellan
im Wergleich zur unbehandelten Kontrolle [%]
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Abbildung 3.2.1-k: Zytotoxizitiit verschiedener Ifosfamidkonzentrationen auf das Zellwachstum
nach 48h Inkubation (Versuchsamsatz R-II). RM-82 (n=4), RM-82hTIN P14 (n—=4). RM-
82hTWTIN P12 (n=4) und RM-82hTDNIN P13 (n—=4)
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Tabelle 3.2.1-k: Darstellung der Glg [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz R-11 fiir Ifosfamid und RM-82

Glzo [uM] RM-382 RM-82 RM-82 RM-82
htIN (P14) htWTIN (P12) | htDNIN (P13)
Ifosfanmd
24 h 4584 46,64 44 60 35,31
48 h 3.18 916 6.62 454
72h 536 725 5.79 398
96 h 3.86 3.90 2.42 2,09

3.2.14 Inkubation mut Vincristin

Vincristin mut STA-ET1

Es erfolgten zwe1 Versuchsrethen nut Vineristin (Konzentrationen: 0,01 pM, 0,1 pM, 1
pM, 10 uM, 100 puM). Insgesamt zeigte sich nach 48h bis 96h in beiden Versuchen der
hochste Anteil iiberlebender Zellen bei der Zelle mit dem htDNIN-Vektor. Zudem fiel
auf, dass alle Zelllimen msgesamt sehr chemosensibel waren, so dass die Glsp nach 48h
m beiden Versuchen unterhalb der eingesetzten Zytostatikadosis lag.

Der erste Versuch mit Vineristin an STA-ET1 ist nach 48h (Abbildung 3.2.1 1) graphisch
dargestellt. Die donunant negative Zelle zeigte iiber 48h 1n allen Konzentrationsbereichen
den hochsten Anteil iiberlebender Zellen, gefolgt von dem Wildtyp. Fiir STA-ET1 und
STA-ET1htIN fand sich ein vergleichbares Uberleben. Dieses lag zu jeder Zeit unter den
Zellen mit dem hfWTIN- und hiDNIN-Vektor.

Auch n der Befrachtung der GIsp (Tabelle 3.2.1-1) zeigte sich emne deutliche
Chemosensitivitat aller Zellen gegeniiber Vincristin. Nach 48h lag die Glso bei allen
Zelllimen unter der mummal eingesetzten Zytostatikakonzentration. Somut hieflen sich
kemne Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllimen erkennen.
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Anteil vitaler Zellen
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Abbildung 3.2.1-1: Zytotoxizitiit verschiedener Vincristinkonzentrationen auf das Zellwachstum
nach 48h Inkubation (Versuchsansatz E-II). STA-ET1 (n=4), STA-ET1hTIN P13 (n=4), STA-

ET1hTWTIN P12 (n=4) und STA-ETIhTDNIN P1 (n=4)

Tabelle 3.2.1-1: Darstellung der Gl [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz E-II fiir Vincristin und STA-ETI.

Glso [uM] STA-ET1 | STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1
htIN (P13) htWTIN (P12) | htDNIN (P1)
Vineristin
24 h > 100 <0,01 24.10 30,98
48 h <0.01 <001 <0.01 <001
72 h < 0,01 <0,01 <0,01 <0,01
96 h < 0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Auch 1m zweiten Versuch lag, nach 24h (Abbildung 3.2.1-m), der Anteil iiberlebender
Zellen von STA-ET1MDNIN zwar iiber den iibrigen Zelllimien, der Unterschied fiel
jedoch aufgrund der starken Chemosensitivitat aller Zelllimien 1m Weiteren graphisch
nicht mehr sehr deutlich auf In gleicher Weise konnte ein Vergleich der GIso nicht
erfolgen (Tabelle 3.2.1-m).
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Abbildung 3.2.1-m: Zytotoxizitit verschiedenmer Vincristinkonzentrationen auf das

Zellwachstum nach 24h Inkubation (Versuchsansatz E-IIT). STA-ET1 (n—=4), STA-ET1hTIN P15
(n=4), STA-ETIhTWTIN P14 (n=4) und STA-ET1hTDNIN P14 (n=4)

Tabelle 3.2.1-m: Darstellung der Glg [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz E-III fiir Vincristin und STA-ET1.

Glso [uM] STA-ET1 |STA-ET1 STA-ET1 STA-ET1
htIN (P15) htWTIN (P14) | hiDNIN (P14)
Vineristin
24 h < 0,01 < 0,01 <0,01 <0,01
48 h < 0,01 < 0,01 <0,01 <0,01
72 h < 0,01 < 0,01 <0,01 <0,01
96 h < 0,01 < 0,01 <0,01 <0,01

Vincristin mit RM-82

Es erfolgte ein Versuch mit Vincristin (Konzentrationen: 0,01 pM, 0,1 uM, 1 puM, 10
UM, 100 pM). Die Ergebmisse sind nach 96h graphisch dargestellt (Abbildung 3.2.1-n).
Der prozentuale Anteil iiberlebender Zellen zeigte sich fiir alle transfizierten Zellen
gleich. Die micht-transfizierte Mutterzelllimie RM-82 wies, be1 emer Konzentration von
0,01 uM Vineristin, mit 15,1% noch ein besseres Uberleben auf, wihrend die Anzahl der
transfizierten Zellen sich maxumal um 1% belief. In héheren Konzentrationsstufen war
kemn Unterschied mehr zu erkennen. Dieses Verhalten zeigten die Zellen, ausgenommen
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nach der Inkubationszeit von 24h (graplisch micht abgebildet) nut inhomogenem
Uberleben innerhalb der verschiedenen Zytostatikakonzentrationen und Zelllinien, an
allen Versuchstagen.

Be1 der Betrachtung der Glso (Tabelle 3.2.1-n) zeigte sich diese fiir alle Zellen unterhalb
der klemnsten angewandten Vincristinkonzentration, sodass ein Unterschied zwischen den

einzelnen Zellenvarianten so nicht zu benennen war.
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Abbildung 3.2.1-mn: Zytotoxizitit verschiedener Vincristinkonzentrationen aunf das
Zellwachstum mach 96h Inkubation (Versuchsansatz R-IIT). RM-82 (n—=4), EM-82hTIN P12
(n=4), RM-82hTWTIN P10 (n=4) und RM-82hTDNIN P10 (n=4)

Tabelle 3.2.1-n: Darstellung der Gls [in pM] zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (24-96h).
Versuchsansatz R-II1 fir Vincristin und RM-52.

Glsg [uM] RM-82 RM-82 RM-82 RM-82
htIN (P12) htWTIN (P10) | hiDNIN (P10)
Vineristin
24 h 0,02 <0,01 <001 <001
48 h <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
72 h <0.01 <001 <001 <0.01
96 h <0.,01 <0,01 <0,01 <0.,01
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3.2.2 Vergleich der Chemosensitivitit von STA-ET1 und RM-82

Es wurde die Chemosensitivitit der beiden Ewmg-Zelllimen STA-ET1 und RM-82
anhand emner Gegeniiberstellung der Glso der nativen Zelle und der Zelle mut dem
Leervektor (STA-ET1htIN und RM-82htIN) verglichen. Bei zwei Teilversuchen eines
Zytostatikums erfolgte die Berechmung der Glsp aus dem Mittelwert der emnzelnen
Teilversuche.

Unter der Inkubation mit Doxorubicin zeigten RM-82 und RM-82-IN nach 24h noch
emen hoheren Zytostatikabedarf als STA-ET1 und STA-ET1-IN. Nach 48h ergab sich
zwischen den beiden Zelllinien kem deutlicher Unterschied mehr.

Tabelle 3.2.2-a: Vergleich der mittleren GlIsy [pM] von STA-ETI/STA-ET1hiIN und RM-
82/FEM-82htIN unter Inkubation mit Doxorubicin. Glsp (be1 zwei Teilversuchen) als Mittelwert
(MW) mit Standardabweichung (SD) angegeben.

Doxorubicin | STA-ET1 | STA-ETIhIN | RM-82 RM-82htIN
(P13,22) (P11, 14)
24 h 284 0.41 (SD 0,05) 346 (sD0,12) | 0,99 (SD 0,02)
48 h 0,17 0.15 (SD 0,04) 0,18 (sD 0,03) | 0,20 (SD 0,01)
72 h 0,04 0,04 (SD<0,01) | 0,04 (SD0,01) | 0,09 (SD 0,05)
96 h 0,03 003 (SD<0,0) | 0,02 (SD<0,01) | 0,03 (SD <0,01)

Unter Inkubation nut Etoposid erscheint an allen vier Versuchstagen die Zelllime STA-
ET1 leicht chemosensibler als RM-82. So wurde z.B. nach 72h fiir RM-82 mehr als das
Doppelte der notwendigen Dosis von STA-ET1 bendtigt, um eme 50%ige
Wachstumshemnmung zu erreichen.

Tabelle 3.2.2-b: Vergleich der mitileren GlIz [pM] von STA-ET1/STA-ET1hiTN und RM-
82/FM-82htIN unter Inkubation mit Etoposid. Die Glsp ist (be1 zwe1 Teilversuchen) als Mittelwert
(MW) mit Standardabweichung (SD) angegeben.

Etoposid STA-ETI1 STA-ET1htIN | RM-82 RM-82htIN
(P13, 15) (P11, 14)
24h 6,60 (SD 8.13) |na. 20,20 (SD 2,98) | 9,41 (5D 6,98)
48 h 0,35(sp0,16) | 039 (sD0,07) |0,55(5D0.25 | 0,81 (SD0,06)
72 h 0,20 (sD0,14) |023¢sD0,i2) | 0,35 (SD0.05 | 040 (SD0,03)
96 h 023 ¢spo01) |017 (D018 |028(SD003) | 0,27 (SD0,0I)
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Fiir Ifosfanud ergibt sich i den ersten drei Versuchstagen kein deutlicher Unterschied
zwischen STA-ET1 und RM-82. Lediglich nach 96h zeigen sich RM-82 (3,86 uM) und
RM82-htIN (3,90 uM) geningfiigig chemosensibler als STA-ET1 (5,71 uM) und STA-
ET1htIN (6,41 uM).

Tabelle 3.2.2-c: Vergleich der mittleren Glsy [pM] von STA-ETL/STA-ETIhiIN und RM-

82/RM-82htIN unter Inkubation mit Ifosfamid. Die Gls; 15t (be1 zwei Teilversuchen) als Mittelwert
(MW) mit Standardabweichung (SD) angegeben.

Ifosfamid STA-ET1 STA-ET1htIN | RM-82 RM-82htIN
(P15) (P11, 14)
24 h 56,62 41,89 45,80 (SD 0,73) | 41,78 (SD 4.24)
48 h 8.07 7.71 8.02 (SD 0,16) | 9.26 (SD 0,16)
72 h 6,13 7.20 5,62 (SD0,26) | 7,18 (SD0,11)
9 h 5,71 6,41 419 (SD 0,45) | 5,06 (SD 1,23)

Fir Vincristin wurde bei STA-ET1 und RM-82 die GI50 micht erreicht, sodass eine
Aussage beziiglich unterschiedlicher Chemosensibilitit zwischen den beiden Zellreithen
nicht getroffen werden kann (keine Tabelle dargestellt).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Zelllime STA-ET1 unter Inkubation mut
Etoposid iiber die gesamte Versuchsdauer und unter Inkubation mit Doxorubicin bis 24h
genngfiigig chemosensibler als RM-82 war. RM-82 wies hingegen fiir Ifosfanud nach
96h eine stirkere Chemosensibilisierung im Vergleich zu STA-ET1 auf

Emn deutlicher Unterschued zwischen STA-ET1 und RM-82 konnte jedoch 1n kemner der
Versuchsrethen fiir Doxorubicin, Etoposid, Ifosfamid oder Vineristin gesehen werden.

3.2.3 Vergleich der Chemosensitivitiit nach Transfektion

Im Folgenden wurde die Chemosensitivitidt nach Transfektion beurteilt. Es sollte zum
emen gezeigt werden, ob emne Transfektion der Nativzelle mit dem htDNIN- bzw.
htWTIN-Vektorkonstrukt oder dem Leervektor (hiIN) zu einer Anderung der
Chemosensitivitit im Vergleich zur micht transfizierten Zelle fiihrte, und zum anderen, ob
msbesondere zwischen dem Wildtyp und der domunant-negativen-Mutante eimn
Unterschied beziiglich der Chemosensitivitat zu finden war.
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Hierzu wurde die X-fache Anderung der Glsq betrachtet, berechnet aus dem Quotienten
der Glsp der transfizierten Zelle zur Glsp der Mutterzelllinie. Ein Faktor > 2 wurde als
Resistenzzunahme gedeutet, ein Faktor < 0,5 als Zeichen emner Chemaosensibilisierung
und orientierte sich damit an die Ergebmisse aus einer vorangegangenen Arbeit unseres
Hauses (70).

3231 Inkubation mut Doxorubicin

STA-ET1 nut Doxorubicin

Zusammengefasst lieB sich in beiden Teilversuchen nach 48h erkennen, dass das DNIN-
Vektorkonstrukt die Zelle tendenziell chemosensibler und das WTIN-Vektorkonstrukt sie
tendenziell resistenter gegeniiber Doxorubicin machte.

Im ersten Teilversuch konnten der Wildtyp und das Negativ-Vektor-Konstrukt lediglich
m Bezug zur Zelle nut dem Leervektor gesetzt werden, da die Mutterzelle in diesem
Versuch (wie unter 3.2.1.1 erwihnt) nicht ausgewertet werden konnte.

Zwar zeigte sich nach 48h STA-ET1htDNIN (Faktor 0,6) als deutlich chemosensibler als
STA-ET1htWTIN, deren Faktor mut 1,3 mehr als doppelt so hoch war, STA-ET1ht{DNIN
blieb dabei jedoch noch knapp unter dem Cut-off von 0,5.

Tabelle 3.2.3-a: X-fache Anderung der GI50 der htWTIN- und htDNIN- transfizierten Zellen
im Vergleich zur Zelle mit dem Ieervekior STA-ET1hitIN. Versuchsansatz E-I mit Doxorubicin.
STA-ETIMWTIN (P20) und STA-ETIWMDNIN (P23), STA-ETIhtIN (P22). STA-ET1 nicht
auswertbar. Emn Faktor = 2 =zeigte emme Resistenzzunahme, em Faktor = 05 ene
Chemosensibilisierung.

Doxorubicin STA-ETIhMWTIN | STA-ET1htDNIN
(P20) (P23)
24 h 1.0 1.1
48h 1,3 0,6
72h 1.0 1.1
96 h 1.1 1.4

Im zweiten Teilversuch fiel nach 24h eine Chemosensibilisierung fiir STA-ET1htIN und
STA-ET1htWTIN auf, welche so im weiteren Versuchsablauf nicht mehr zu sehen war.
Auch hier zeigte sich nach 48h eme deutliche Resistenzzunahme fiir den Wildtyp
gegeniiber Doxorubicin (Faktor 2,0) be1 emer sichtbaren Chemosensibilisierung fiir STA-
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ET1htDNIN (Faktor 0,4). Nach 72h und 96h lagen die Faktoren der dre1 transfizierten
Zellen 1n vergleichbaren Bereichen.

Tabelle 3.2.3-b: X-fache Anderung der GIS0 der tramsfizierten Zellen im Vergleich zur
Mutterzelle STA-ET1. Versuchsansatz E-II mit Doxorubicin. STA-ET1, STA-ET1ktIN (P13),
STA-ET1hfWTIN (P12) und STA-ET1hDNIN (P1). Ein Faktor > 2 zeigte eine Resistenzzunahme,
em Faktor < 0,5 eine Chemosensibilisierung.

Doxorubicin STA-ET1htIN STA-ET1htWTIN | STA-ET1htDNIN
(P13) (P12) (P1)
24h 0,1 0,2 1.5
48 h 0,7 2,0 0,4
72 h 0.9 1.1 0.9
96 h 1.0 0.9 0.9
BEM-82 mit Doxorubicin

Im ersten der beiden Teilversuche zeigte sich nach 24h fiir RM-82htIN, RM-82htWTIN
und RM-82htDNIN eme deutliche Chemosensibilisierung gegeniiber Doxorubicin. Am
starksten konnte dies, beim domunant negativen
Vektorkonstrukt gesehen werden. Nach 48h Inkubation =zeigte
Chemosensibilisierung nur noch beir RM-82htWTIN und RM-82htDNIN. Nach 72h und
96h war diesbeziiglich kemn deutlicher Effekt mehr zu sehen. Die Zelle mut dem
Leervektor war insgesamt resistenter als RM-82htWTIN und RM-82htDNIN. Sie lag
nach 72h emnmahg (Faktor 3,8) sogar oberhalb des cutoff.

mit emem Faktor von 0,1,

sich eine

Tabelle 3.2.3-c: X-fache Anderung der GI5S0 der transfizierten Zellen im Vergleich zur
Mutterzelle RM-82. Versuchsansatz R-I mit Doxorubicin. RM-82, EM-82hiIN (P11). EM-
SEhtWT]N(PB]deM 82DNIN (P9). Ean Faktor = 2 zeigte eme Resistenzzunahme, ein Faktor <
0.5 eine Chemosensibilisierung.

Doxorubicin | RV-82htIN RM-82htWTIN | RVM-82htDNIN
(P11) (P9) (P9)
24h 0,3 02 0,1
48 h 12 0,3 0,3
72h 38 0.9 0.9
96 h 15 0,9 1,0
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Auch 1m zweiten Teilversuch heB sich die verstiarkte Chemosensibilitat nach 24h fur alle
drer Zelllimen, bzw. nach 48h lediglich noch fir RM-82htWTIN und RM-82htDNIN
nachweisen. Der Wildtyp wies eme Sensibilisierung auch noch nach 96h auf.

Tabelle 3.2.3-d: X-fache Anderung der GIS0 der tramsfizierten Zellen im Vergleich zur

Mutterzelle RM-82. Versuchsansatz R-II mit Doxorubicin. RM-82, RM-82htIN (P14), EM-
B82htWTIN (P12) und RM-82h{DNIN (P13). Ein Faktor = 2 zeigte eine Resistenzaunahme, ein Faktor

= 0.5 eine Chemosensibilisiernung.
Doxorubicin RM-82htIN RM-82htWTIN RM-82htDNIN
(P14) (P12) (P13)
24 h 0,3 0,2 0,1
48 h 1,0 0,1 0,2
72h 1.4 0,8 0,7
96 h 1.6 0,5 0.6

3232 Inkubation nut Etoposid

STA-ET1 nut Etoposid
In beiden Teilversuchen mit Etoposid wiesen die transfizierten Zellen internuttierend eine
zunehmende Chemoresistenz auf. Dies wird insbesondere bei der Zelle mit dem
donunant-negativen-Vektorkonstrukt deutlich.

Im ersten Teilversuch war nach 24h fiir alle drei1 transfizierten Zelllinien eine vermehrte
Chemoresistenz zu verzeichnen Am deuthichsten trat dies nach 24h mit einem Faktor von
39 4 be1 STA-ET1hDNIN hervor und heB sich auch nach 48h (Faktor 4,7) und 96h
(Faktor 7.9) noch weiter nachweisen. Fiir STA-ET1h{IN und STA-ET1htWTIN konnte
nach 48h, 72h und 96h keme Verinderung 1m

Sensibilisierung/Resistenzzunahme gegeniiber Etoposid gesehen werden.

Tabelle 3.2.3-e: X-fache Anderung der GI50 der transfizierten Zellen im Vergleich zur
Mutterzelle STA-ET1. Versuchsansatz E-IT mit Etoposid. STA-ET1, STA-ET1hiIN (P13), STA-
ET1IWWTIN (P12) und STA-ETIWDNIN (P1). Emn Faktor > 2 zeigte eme Resistenzzunahme, em
Faktor =< 0.5 eme Chemosensibilisierung.

Sinne einer

Etoposid STA-ET1hIN STA-ET1htWTIN | STA-ET1htDNIN
(P13) (P12) (P1)
24 h 2.3 3.4 39,4
48 h 0.9 0.9 4,7
72 h 1.0 0.8 1.6
96 h 13 1,0 7,9
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Auch 1m zweiten Teilversuch fiel nach 24h eine Resistenzzunahme fiir STA-ET1htDNIN
(Faktor 5,5) und etwas schwicher auch fiir STA-ET1htIN (Faktor 4,6) auf. Der Wildtyp
blieb mit einem Faktor von 1,9 knapp unterhalb der cutoff-Grenze.

Nach 72h zeigte sich STA-ET1hMWTIN, im Vergleich zur Nativzelle, sensibler fiir emne
Behandlung mit Etoposid (Faktor 0,5). Nach 96h konnte dieser Effekt dann bei allen dre1
transfizierten Zelllimen (Faktor 0,2) gesehen werden.

Tabelle 3.2.3-f: X-fache Anderung der GIS0 der tramsfizierten Zellen im Vergleich zur
Mutterzelle STA-ET1. Versuchsansatz E-ITT mit Etoposid. STA-ET1, STA-ET1htIN (P15), STA-
ET1IhtWTIN (P14) und STA-ET1hDNIN (P14). Ein Faktor = 2 zeigte eine Resistenzzimahme, em
Faktor < 0.5 eme Chemosensibilisierung.

Etoposid STA-ET1htIN STA-ETIMtWTIN | STA-ET1htDNIN
(P15) (P14) (P14)
24 h 4.6 1.9 5.5
48 h 1.4 1,2 L6
72 h 1.3 0,5 1,7
96 h 0,2 0,2 0,2
RM-82 mit Etoposid

Unter Inkubation nut Etoposid waren RM-82htWTIN und RM-82hiDNIN, 1m Vergleich
zur Nativzelle, nach 24h deutlich chemosensibler. Die Zelle mit dem Leervektor wies
nach 48h emmalig eme sichtbare Chemoresistenz auf. Im Weiteren konnten keine
Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelllinien mehr gesehen werden.

Tabelle 3.2.3-g: X-fache .:’i.ndernng der GIS0 der transfizierten Zellen im Vergleich zur
Mutterzelle RM-82. Versuchsansatz R-I mit Etoposid. RM-82, EM-82htIN (P11), RM-82htWTIN
(P9) und EM-82hiDNIN (P9). Ein Faktor > 2 zeigte eine Resistenzzunahme, ein Faktor < 0.5 eine

Chemosensibilisierung.

Etoposid RM-82htIN RM-82htWTIN | RM-82htDNIN
(P11) (P9) (P9)
24 h 08 0,2 0,1
48 h 2.1 13 1.0
72 h 13 1.0 1.0
96 h 1.1 0,9 0,9
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Abhnlich z7um Vorversuch waren alle drei transfizierten Zellen nach 24h (bzw. fiir RM-
82htWTIN und RM-82htDNIN bis 48h) chemosensibler gegeniiber Etoposid. Fiir RM-
82htDNIN zeigte sich dieser Effekt auch noch nach 96h.

Tabelle 3.2.3-h: X-fache Anderung der GIS0 der tramsfizierten Zellen im Vergleich zur
Mutterzelle EM-82. Versuchsansatz R-II mit Etoposid. RM-82, RM-82hiIN (P14), RM-82htWTIN
(P12) und RM-82htDNIN (P13). Ein Faktor = 2 zeigte eine Resistenzzimahme_ ein Faktor < 0.5 eine

Chemosensibihisierung.

Etoposid RM-82htIN RM-82htWTIN | RM-82htDNIN
(P14) (P12) (P13)
24 h 0,2 0,1 0,2
48 h 12 0,5 0,5
72 h 1.0 07 0,9
96 h 0.9 0,9 0,4

3233 Inkubation nmt Ifosfanmd

STA-ET1 mut Ifosfanmd

Nach 24h fiel im Faktorvergleich der transfizierten Zellen fiir die Zelllimen STA-
ETIMWTIN (Faktor 0.2) und STA-ET1htDNIN (Faktor 03) eine Zunahme der
Sensibilitdt gegeniiber Ifosfanud auf. Auch nach 96h zeigte sich der Wildtyp erneut
chemosensibler unter Inkubation mut Ifosfammud. Ansonsten konnte keine Anderung im
Sinne einer Sensibilitits-/oder Resistenzzunahme der transfizierten Zellen 1m Vergleich
zur Nativzelle STA-ET1 gesehen werden.

Tabelle 3.2.3-i: X-fache Anderung der GI50 der transfizierten Zellen im Vergleich zur
Mutterzelle STA-ET1. Versuchsansatz E-TTT mit Ifosfamid. STA-ET1, STA-ET1htIN (P15), STA-
ETIWWTIN (P14) und STA-ET1hDNIN (P14). Ein Faktor = 2 zeigte emne Resistenzzimahme, em
Faktor < 0.5 eme Chemosensibilisierung.

Ifosfamid STA-ET1htIN STA-ET1htWTIN | STA-ET1htDNIN
(P15) (P14) (P14)
24 h 0.7 0,2 0,3
48 h 1.0 0.8 0.8
72h 12 0,7 0,6
96 h 1.1 0,5 0.8
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RM-82 mut Ifosfanmd

Unter Inkubation mut Ifosfanud konnte in beiden Teilversuchen das gleiche Verhalten
bestitigt werden. Die Transfektion bewirkte keme erkennbare Anderung im Sinne einer
Sensibilisierung oder Resistenzzunahme gegeniiber Ifosfand.

Tabelle 3.2.3-j: X-fache Anderung der GIS0 der tramsfizierten Zellen im Vergleich zur
Mutterzelle RM-82. Versuchsansatz R-I mit Ifosfamid. RM-82 EM-82htIN (P11), RM-82htWTIN
(P9) und EM-82WMDNIN (P9). Ein Faktor > 2 zeigte eine Resistenzzunahme, ein Faktor < 0.5 eine
Chemosensibilisierung.

Ifosfamid RM-82htIN RM-82htWTIN | RM-S2htDNIN
(P11) (P9) (P9)
24h 0.9 1,0 0,8
48 h 12 0.8 0,8
72h 1.2 0.9 0,8
96 h 1.3 1,0 1,0

Lediglich im zweiten Teilversuch kam es fiir RM-82htDNIN nach 96h einmalig zu einer

Chemosensibilisierung

(Faktor

welche

Reproduzierbarkeit als nicht reprisentativ zu werten 1st.

jedoch aufgrund  fehlender

Tabelle 3.2.3-k: X-fache Anderung der GIS0 der tramsfizierten Zellen im Vergleich zur
Mutterzelle RM-82. Versuchsansatz R-II mit Ifosfamid. RM-82, RM-82hiIN (P14), EM-
B82htWTIN (P12) und RM-82h{DNIN (P13). Ein Faktor = 2 zeigte eine Resistenzzunahme, ein Faktor

= 0.5 etne Chemosensibilisierung.
Ifosfamid RM-82htIN RM-82htWTIN RM-82htDNIN
(P14) (P12) (P13)
24h 1.0 1,0 0.8
48 h 1,1 0,8 0,6
72 h 1.4 1,1 0,7
96 h 1.0 0,6 0,5
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3234 Inkubation mut Vincristin

STA-ET1 mut Vincristin

Im ersten der beiden Teilversuche lag die GI50, unter Inkubation mit Vinenistin, fiir alle
vier Zelllinien nach 48h unterhalb der eingesetzten Zytostatika-Konzentrationen (< 0,01
uM). Im zweiten Teilversuch zeigte sich dieses Verhalten bereits nach 24h fiir alle
transfizierten- sowie micht-transfizierten Zellen. Lediglich in der graphischen Darstellung
beider Versuche erschienen die transfizierten Zellen geringfiigig chemosensibler als
STA-ET1, eme GI50 wurde jedoch nicht erreicht.

Aufgrund dessen konnte fiir Vineristin an der Versuchsreithe mut STA-ET1 kein
Faktorvergleich erfolgen.

RM-82 nut Vincristin

Auffilhpg war hier, dass alle dre1 transfizierten Zelllimen (Wildtyp, domunant-negativ
Vektorkonstrukt und Leervektor) unter Inkubation mmt WVincristin em nahezu
unverindertes Verhalten zeigten Nach 24h war im Vergleich zur Nativzelle bei allen eine
Chemosensibilisierung (Faktor 0,4) zu erkennen. Im Weiteren verluelten sich die Zellen
nicht auffillig unterschiedlich zur mcht-transfizierten Mutterzelllime.

Tabelle 3.2.3-1: X-fache Anderung der GI50 der transfizierten Zellen im Vergleich zur
Mutterzelle RM-82. Versuchsansatz R-III mit Vincristin. RM-82, RM-82htIN (P12), RM-

82htWTIN (P10) und RM-82htDNIN (P10). Ein Faktor > 2 zeigte eine Resistenzzunahme. ein Faktor
= 0.5 eine Chemosensibilisiernung.

Vincristin RM-82htIN RM-82htWTIN RM-82htDNIN
(P12) (P10) (P10)
24h 0.4 0,4 0,4
48 h 0,7 0,7 0,8
72 h 0.7 0,8 0.8
96 h 1.2 12 12
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4. Diskussion

Im Rahmen der malipnen Transformation einer Zelle bildet die Reaktivierung des
Enzyms Telomerase emnen wichtigen Schritt, die begrenzte Teilungskapazitit der Zelle
zu iberwinden und den Eintritt in die Seneszenz zu verhindern (66, 249).

In iber 85% aller Tumorzellarten ist emne Reaktivierung von Telomeraseaktrvitit
nachweisbar (126, 150). Daher erscheint Telomerasehemnming als smnvoller Ansatz
potentieller Anti-Tumor Strategien. Zusatzlich bietet Telomerasehemmung den Vorteil,
nahezu selektiv gegen Tumorzellen zu wirken, da sie in nicht-entarteten Zellen lediglich
m Keimzellen, peripheren Blutzellen und emmgen wemigen somatischen Geweben
nachweisbar 1st (102) und dort zudem auf deutlich niedrigerem Niveau exprimiert wird
(263). Auch weisen Tumorgewebe kiirzere Telomere auf als entsprechende | gesunde*
Gewebe mit natiirlichem Vorkommen an Telomerase (203).

Betrachtet man den Weg der Telomerasehemmung iiber eine kontinmerliche
Telomerenverkirzung zur chromosomalen Instabilitdt und letztendhich Zellarrest und
Zelltod (133), 1st der Emsatz von Telomeraseinhibition primir in der Langzeittherapie
oder 1n der Kombination mit schneller wirksamen Substanzen (z.B. Zytostatika) zu sehen.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Konzept der genetischen Telomeraseinhibition in
Kombmation mut etablierter Chemotherapie (Doxorubicin, Etoposid, Ifosfanud und
Vineristin) an den beiden Ewing-Sarkom-Zelllimen STA-ET1 und RM-82 erprobt
werden, um em mégliches therapeutisches Konzept zu evalmeren.

4.1 Telomeraseaktivitit beim Ewing Sarkom

Wiahrend fiir das Osteosarkom 50% der Tumore auf den ALT-Mechamismus zur
Verlangerung der Telomeren zurickgreifen (108), hegt der Nachweis wvon
Telomeraseaktivitit (TA) beim Ewing Sarkom in der Regel zwischen 70-100% des
untersuchten Materials (4, 75, 131, 140, 183, 206, 210, 211, 223, 226, 234). Auffillig ist
zudem ein besonders hoher Anteil an Proben nut hochaktiver Telomeraseaktivitit (4, 131,
183. 206, 226).

Unterstiitzend dazu machten Takahashi et al. die Beobachtung, dass das Fusionsprodukt
von EWS-FLI-1 (nachweisbar in 90-95% aller ESFT) durch transkriptionelle Aktivierung
zu emer Hochregulation der hTERT-Genexpression und danut Zunahme von TA fiihrt
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(226). Fiir ein weiteres Fusionsprodukt (EWS-ER81) konnte ebenfalls eine Aktivierung
von hTERT nachgewiesen werden (75). Ebenso fithrt c-Myc zu emer Aktivierung des
hTERT-Promoters und wird wiederum durch EWS-FLI1 aktiviert (193).

Dennoch sind fir das Ewmng Sarkom bislang nur wemge Studien zur
Telomerasemhibition erfolgt Thompson et al. konnten in einer Phase-I-Studie fiir das
Antisense-Oligonukleotid Imetelstat (GRN163L) ber Kindern mut refraktiren oder
rezidivierenden soliden Tumoren, bei einem Patienten mut paraspinalem Ewing Sarkom
und emem Patienten mit Osteosarkom eine partielle Remussion erreichen (231). Auch
Uziel et al. wiesen unter anderem an der Ewing Sarkom-Zelllime SK-N-MC durch die
Kombmation von GRN163 mit Doxorubicin, Vineristin und Cisplatin nach, dass die
Zellen nach pharmakologischer Telomerenverkiirzung sensitiver gegeniiber Cisplatin
waren, nicht jedoch gegeniiber Doxorubicin und Vineristin. Als ursiachlich erfiir wurde
jedoch die Telomerenverkiirzung (durch Inkubation mit GRN163 in Langzeitkultur) und
nicht die Hemmung der Telomeraseaktivitit per se gesehen (235). Beim Osteosarkom
filhrte eine Behandlung nut Imetelstat (Zelllmen und Xenograft) zur Abnahme von
Telomeraseaktivitat, Telomerenlinge und Proliferationsverhalten bzw. Tumormasse.
Dieser Effekt konnte in Kombination mut dem HSP90-Inhibitor Alvespimycin noch
weiter gesteigert werden (108).

Obwohl sich die Prognose des Ewing Sarkoms iiber die letzten Jahre zunehmend
verbessert hat (219), so ist das Langzeifiiberleben im Vergleich mit der gemeinsamen
Prognose aller onkologischer Erkrankungen mm Kindes- und Jugendalter noch
unterdurchschmitthch (116). Dies lisst alternative/zusitzliche Therapien zur etablierten
Chemotherapie wichtig erscheinen Insbesondere vor dem Hintergrund der erwihnten
Exastenz hoher Telomeraseaktivitit beim Ewing Sarkom kénnte die Telomeraseinhibition
einen sinnvollen therapeutischen Ansatz darstellen.

4.2 Telomerase-Inhibitoren

Um sich Telomerasehemmung als potentielle Anti-Tumor-Strategie zu Nutze machen zu
konnen, stehen verschiedenen Mechamsmen zur Verfiigung. Diese reichen von , Small-
molecule“-Inlibitoren (zB. G-Quadruplex-Stabilisatoren), welche mnerhalb des
Signalweges am hTERT-Promotor modulieren oder hTERT direkt hemumen (190), tiber
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Antisense Oligonukleotide (direkte Hemmung der Telomeraseaktivitit durch
modifizierte DNA/RNA) (98) bis zur Hemmung Telomerase-assozilerter Proteine wie
HSP90 oder Tankyrasehemmer, welche TRF1 als wichtige Komponente des Shelterin-
Komplexes angreifen (108, 203). Weitere erfolgreiche Strategien in Erprobung umfassen
die Immuntherapie (durch Stimulation CD8&+, zytotoxascher T-Lymphozyten gegen
hTERT und Aktivierung CD4+ T-Helferzellen) (109) sowie die Gentherapie (selektiv
zytotoxisch gegeniiber Telomerase produzierender Zellen durch Expression des
therapeutischen Proteins) (203). Auch epigenetische Ansitze werden diskutiert, welche
zum Beispiel durch didtetischen Eimnsatz die hTERT-Expression regulieren sollen (145,
158).

Eimige der erwihnten Substanzgruppen haben ihren Einsatz bereits in Phase-I/TI-Studien
gefunden. Insbesondere fiir das Antisense-Oligonukleotid Imetelstat (GRIN163L)
konnten vielversprechende Ergebmisse im Bereich hamatologischer Erkrankungen
(essentielle Thrombozytimie und Myelofibrose) erzielt werden, so wurde teilweise eine
partielle oder komplette Renussion bei den Patienten erreicht (10, 227). Im Gegensatz
dazu konnten Chiappori et al fiir Imetelstat beim mcht-kleinzellipen-ILungen-Ca
(NSCLC) ledighch fiir Patienten mmt initial kurzen Telomeren einen positiven Trend fiir
rezidivfreies und allgemeines Uberleben feststellen, ein signifikanter Unterschied konnte
jedoch micht gesehen werden (43). Weitere klimsche Studien sind fiir padiatrische,
refraktire oder rezidivierende Hirntumore (48) und padiatrische, refraktire oder
rezidivierende solide Tumore oder Lymphome (84) imtuert, deren Ergebmisse sind
allerdings noch ausstehend.

In der Immuntherapie lieferte der Einsatz des Peptid-Vakzins GV1001 (aktiviert u.a.
CD4+ T-Helferzellen gegen hTERT) bei Patienten nut lokal fortgeschrittenem oder
metastasierten Pankreas-Ca (Phase-III-Studie) keine Verbesserung fiir allgemeines
Uberleben gegeniiber der Standardbehandlung (165). Erfolgreicher scheint GV1001
dagegen in der Behandlung des NSCLC zu sein. So konnte bei einer Phase-II-Studie eine
Verbesserung der Immunantwort erreicht werden (194).

Insgesamt 1st festzustellen, dass die vorliegenden priklimschen und klimschen Daten zu

Telomerasemhibitoren wund deren Einsatz bei hamatologischen/onkologischen
Erkrankungen abhiingig vom eingesetztem Inhibitor und der Tumorart unterschiedliche
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Ergebmisse hiefern Daher ist es wichtig, Telomeraseinhibition fiir jede Tumorentitit
1soliert zu betrachten.

4.3 Genetische Telomeraseinhibition durch DNhTERT

Das Phosphoprotein hTERT (humane Telomerase Reverse Transkriptase) ist die
katalytische Unteremheit der Telomerase (270). Ihre Expression erfolgt vor allem in
Keimzellen und malignen Zellen (163, 177). Dies lasst darauf schlieBen, dass hTERT
emne bedeutsamere Rolle mn der Tumorforschung zukommt als der RNA-Unteremnheit
hTR, welche i den meisten humanen (embryonalen und adulten) Geweben
nachgewiesen werden kann (9, 73).

Fiir das Ziel der priklimischen Evaluation von Telomeraseinhibition beim Ewing Sarkom
wurde fiir diese Arbeit die genetische Telomeraseinhibition mittels retroviraler
Transfektion emes domunant negativen hTERT-Vektor-Konstruktes (DNhTERT)
gewihlt Diese Methode konnte bereits von mehreren Arbeitsgruppen erfolgreich
angewendet werden. Hahn et al konnten zeigen, dass es durch Expression der mutierten
katalytischen Untereinheit (DNhTERT) zur Hemmung der Telomeraseaktivitit und
Reduktion von Telomerenlinge und Proliferationsverhalten bis hin zum Zelltod kam
(Zelllinten von Kolon-/Mamma- und Ovanal-Ca und immortalisierte embryonale
Nierenzellen). In vivo zeigte sich zudem an immundefizienten Nacktmausen, dass die
Expression von DNhTERT zum Verlust der Fahigkeit fithrte, Tumore auszubilden (88).
Auch andere Arbeiten bestitigen dieses Verhalten i vitro und tetlweise i vivo (271) be1
Zelllmen eines Epidermoidtumors sowie immortalisierten embryonalen Nierenzellen
(272), ber Leukidmue-Zelllimen (27, 63, 202) und Zelllimen vom hepatozelluldrem
Karzinom (271) und Neuroblastom (251).

Um 1n der vorliegenden Arbeit den Einfluss der Kombination von Telomeraseaktivitit
und Chemotherapie zu untersuchen, verlangte der Versuchsaufbau vergleichbare Zellen
mit emem unterschiedlichen Aktivititsgrad an Telomerase. Es erfolgte an den beiden
Telomerase-positiven Zelllimien STA-ET1 und RM-82 die retrovirale Transfektion eines
donmunant-negativen hTERT-Vektors (htDNIN), eines Wildtyp-Vektors (htWTIN) und
emnes Kontrollvektors (hfIIN) (siehe 2.1.1 und 2.1.2).
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In Uberemnstimmung mit den Ergebnissen der oben genannten Arbeiten konnte fiir die
beiden Ewing Sarkom Zelllmen bestitigt werden, dass Zellen nmut dem dominant-
negativen-Vektor-Konstrukt kiirzere Telomere aufweisen und Zellen, in denen hTERT
ektop exprimiert wird (Wildtyp) deutlich lingere Telomere. Zusitzlich zeigte sich be1
STA-ET1 fir den Wildtyp emne positive Korrelation von Telomerenlinge und
Passagenzahl Auch konnte fir STA-ET1 be1 Zellen mut dem Kontrollvektor und der
entsprechenden Mutterzelllime eme vergleichbare Telomerenlinge als Beweis dafiir
gesehen werden, dass der Einfluss auf die Telomerenlénge durch das Transgen und nicht
durch den Mechamsmus der Transfektion besiimmt wurde.

Beziiglich der Telomeraseaktivitit konnte in beiden Zelllimen durch das Wildtyp-
Transgen eine verstirkte Telomeraseaktrvitit gesehen werden. Dass diese ektope
Expression von hTERT fir die Zellen micht toxisch ist und zur Steigerung der
Telomeraseaktivitit fithrt, konnte in gleicher Weise an der urspriinglich Telomerase-
negativen Neuroblastom-Zelllime CHLA-90 gezeigt werden, welche nach Transfektion
mit dem Wildtyp-Vektor Telomeraseaktivitat aufwies (28).

Die Expression des dominant-negativen Vektors bewirkte, in Konkordanz nmt den
Ergebmissen anderer Autoren (195), auch in unseren Versuchen immitial eme deutliche
Abnahme der Telomeraseaktivitat und fithrte interessanterweise be1 STA-ET1 in hoheren
Passagen jedoch zu einem Wiederanstieg der Telomeraseaktivitit in Bereiche, die mut der
nicht-transfizierten Zelle vergleichbar waren Dies deutet darauf hin dass es nach
langerer Kultivierung zu einer Reaktivierung von Telomeraseaktivitit kam, und deckt
sich mit den Beobachtungen in Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen (27, 63, 202).
Eme moghche Hypothese fiir die Reaktivierung 1st, dass die genetische
Telomerasehemmung emen starken selektiven Nachteil fiir urspriinglich Telomerase-
positive Tumorzellen darstellt, sodass die induzierte chromosomale Instabilitit und
Telomeren-Dysfunktion zur positiven Selektion der Klone mut gennger Expression des
donmunant-negativen hTERT-Transgen fiihrt (63, 202). Unterstiitzt wird diese Vermutung
von der Erkenntms, dass die Integration des Transgens emer biologischen Verteilung
folgt, sodass verschiedene Klone emner Population das mutfierte Genprodukt
unterschiedlich stark exprimieren konnen (26).
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Trotz zunehmender Telomeraseaktivitit wies STA-ET1 fiir Zellen nut dem domunant-
negativen Vektor-Konstrukt in allen dre1 getesteten Passagen die gleiche Telomerenlinge
auf. Unter der Hypothese, dass die knitische Telomerenverkiirzung die Schliisselfunktion
des synergistischen Effektes von Telomeraseinhibition und Chemotherapie ist, kann
STA-ET1, fir Zellen mit dem donunant-negativen Vektor, dennoch als erfolgreich
transfiziert angesehen werden und mut in die Auswertung der Zytotoxizititstestung mt

emngehen.

Betrachtet man das Proliferationsverhalten der Zelllime STA-ET, war dieses fiir Zellen
mit dem donunant-negativen Vektorkonstrukt am schwichsten ausgepragt. Auffallig war
jedoch eme positive Korrelation von Passagenzahl (P1, P14 und P23) und
Proliferationsverhalten. So wurde einzig in Passage 1 emn Proliferationsstopp mut
Plateauphase erreicht. Dies 1st insbesondere vor dem Hintergrund interessant, dass es, wie
hier bereits beschrieben, 1m Laufe der Kultivierung zu emer Zunahme der
Telomeraseaktivitit ber STA-ET1 mut dem dominant-negativen Vektor kam Das
Proliferationsverhalten von STA-ET1 (domunant-negativer Vektor) in frither Passage
deckt sich mit den Ergebmissen anderer Arbeitsgruppen (27, 88, 202). Dennoch kann
gesagt werden, dass die domunant —negativ transfizierte Zelllime STA-ET1 in allen
Passagen ein schlechteres Proliferationsverhalten als die iibrigen transfizierten und die
nicht transfizierte Zelllime aufwies.

Im Gepensatz dazu konnte trotz erfolgreicher Telomerenverkirzung und deutlich
reduzierter Telomeraseaktivitit bet RM-82 fiir Zellen mit den dominant-negativen Vektor
kemn Proliferationsnachteil erzeugt werden. In einer vergleichbaren Arbeit zum
Neuroblastom zeigte eme urspriinglich Telomerase-positive Zelle nach erfolgreicher
Transfektion ein vergleichbares Verhalten (70). Ob eine Begriindung hierfiir in der Latenz
zwischen Telomerenverkirzung und erst spiter folgendem Proliferationsembruch in
hoheren Passagen zu sehen 1st (70) oder unterschiedliche zytogenetische Merkmale (siehe
2.1.1) der beiden Ewing-Sarkom- Zelllimen STA-ET1 und RM-82 ursachlich fiir das
differente Proliferationsverhalten sind, sollte in weiteren Studien evaluiert werden, da ein
Einfluss auf eine erfolgreiche Telomerasemhibition so micht sicher auszuschlieBen 1st.
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4.4 Telomeraseinhibition und Chemotherapie

Die wielversprechenden priklimschen Ergebnisse zur Telomerasemnhibition sind in
klimschen Studien oft enttiuschend, sodass gerade neue Anti-Tumor-Strategien in
Kombmation miteinander und vor allem m Kombination mut der konventionellen
Chemotherapie 1m Fokus stehen sollten (245).

In dieser Arbeit konnte fiir die Zelllinie STA-ET1 nach 48h bei Zellen mit dem dominant-
negativen Transgen (DNhTERT) eine Sensibilisierung gegeniiber Doxorubicin erreicht
werden und fir Zellen mut dem Wildtyp-Transgen eine Resistenzsteigerung. Am
deutlichsten war der Effekt in niedrigen Konzenfrationsbereichen der Zytostatika zu
erkennen. Uber 48h Inkubation hinaus konnte kein Unterschied mehr beobachtet werden.
Auch fiir RM-82 zeigte sich bis 48h eine Sensibilisierung fiir Zellen mit dem dominant-
negativen Transgen, allerdings war dies auch beim Wildtyp zu beobachten.

Eme Sensibilisierung gegeniiber Doxorubicin unter Telomeraseinhibition wurde
ebenfalls fir das Cervix-Ca (176) sowie fiir Doxorubicin-sensible Zellinien vom
Mamma-Ca gesehen (248), nicht jedoch fiir das Prostata-Ca (42) oder das Neuroblastom.
Hier fiihrte das Emnbringen emes DNhTERT-Transgens sogar zu einer Resistenzzunahme
gegeniiber Doxorubicin (251).

Lanvers-K. et al. konnten n vitro zeigen, dass Doxorubicin in toxischen Dosen zu einer
Reduktion der Telomeraseaktivitit beim Ewing Sarkom fiihrte, in micht-foxischen Dosen
sogar zu emer Aktivititssteigerung (140). Auch m unserer Untersuchung fiihrte die
Doxorubicin-Inkubation bei einer der beiden Ewing Sarkom Zelllinien (STA-ET1) im
niedrigsten Konzentrationsbereich (0,0005 pM) zu emnem proliferationssteigernden
Effekt Am deutlichsten war dies ber dem Wildtyp (nut hoher Telomeraseaktivitit) und
am schwichsten bei Zellen mit dem domunant-negativen Transgen in Passage 23
(reduzierte Telomeraseaktivitit) bzw. nahezu ohne proliferationssteigernden Effekt in
Passage 1 (kaum Telomeraseaktivitit) zu erkennen Daraus ergibt sich die Hypothese,
dass die Kombination von Telomeraseinhibition und Doxorubicin dazu dienen kénnte,
die klimsch eingesetzte Menge Doxorubicin zu reduzieren (um potentielle
Nebenwirkungen der zytostatischen Therapie geringer zu halten), ohne die eben
beschriebene Aktivititssteigerung der Telomerase mn medrigen Konzentrationsbereichen

zu riskieren.

126



Diskussion

Fir STA-ET1 unter Inkubation mmt Etoposid fiel maBgeblich eine Resistenzzunahme
seitens der Zellen nit dem dominant-negativen Transgen auf. Der Wildtyp und die Zellen
mit dem Kontrollvektor zeigten ein heterogenes Bild mnerhalb zweier unabhingiger
Versuche und iber die pgesamte Versuchsdaver mut Sensibilisierung und
Resistenzzunahme gegeniiber Etoposid, sodass keine klare Aussage beziiglich einer
Effektivitiat gemacht werden kann Fiir RM-82 kam es primir zu einer Sensibilisierung
gegeniiber Etoposid fiir Zellen mit dem dominant-negativen Transgen und vereinzelt fiir
den Wildtyp.

Diese divergenten Ergebnisse decken sich mut den Resultaten anderer Autoren, die
ebenfalls teils sensibilisierende Einfliisse beschrieben (Cervix-Ca, Mamma-Ca, CML)
(176, 248) oder emne Resistenzentwicklung gegeniiber Etoposid (Neuroblastom) (251)
bzw_ eme ausbleibende Sensibilisierung (Prostata-Ca) beobachteten (42).

Fir das Zytostatkum Ifosfanud zeigte sich fir beide Zelllimien eme Tendenz zur
Sensibilisierung fiir Zellen mit Expression des donunant-negativen Transgens. Diese war
nur sporadisch sichtbar und bedarf weiterer Priifung, entspricht jedoch der Beobachtung
von Wesbuer et al, welche beim Neuroblastom eine sigmfikante Sensibilisierung
gegeniiber Ifosfanud unter genetischer Telomeraseinhibition beobachten konnten (251).

Fiir die Inkubation mit Vincristin konnte zummindest be1 einer der beiden Zelllimen (STA-
ET1) fiir Zellen nut dem domunant-negativen Transgen eine Resistenzerhohung gesehen
werden. Allerdings lag die GI50% (Zytostatikamenge zum Erreichen emer 50%igen
Wachstumshemmung) in allen Versuchen unterhalb der mummal eingesetzten
Zytostatikadosis, sodass ebenfalls keme sichere Aussage getroffen werden kann_ In eimner
Arbeit von Uziel et al. an der Ewing Sarkom-Zelllime SK-N-MC konnte lediglich eine
ausbleibende Sensibilisierung gegeniiber Vincristin  unter pharmakologischer
Telomerasemhibition beobachtet werden (235).

Insgesamt konnte vereinzelt emne Steigerung der Zytostatikawirkung wnter Telomerase-

Hemmung beobachtet werden. Die Ergebmisse sind jedoch substanzspezifisch und
konnen zudem innerhalb desselben Tumors in unterschiedlichen Zelllimen varueren.
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Dies zeigt sich anhand der Ergebmisse dieser Arbeit (z.B. fiir Etoposid an STA-ET1 und
RM-82), aber auch 1m Vergleich mit anderen Studien. So bewirkte die pharmakologische
Telomerasemhibition (mut GNR16L) bei der Ewmg-Sarkom-Zellliile SK-N-MC, 1mm
Gegensatz zu unseren Ergebnissen, zwar eine Sensibilisierung gegeniiber Cisplatin, nicht
jedoch gegeniiber Doxorubicin und Vinenistin (235).

Daraus ergibt sich die Frage, ob Unterschiede innerhalb emner Tumorentitit durch die
molekularbiologischen/zytogenetischen Charakteristika der Zelllimen zu erklaren sind
oder die Methodik der Auswertung zu hinterfragen 1st. Uziel et al sehen als ursiachlich
fiir eme Sensibilisierung gegeniiber Cisplatin be1 SK-N-MC die Telomerenverkiirzung
(durch Inkubation mit dem Antisense-Oligonukleotid GRN163 in Langzertkultur) und
nicht die Hemmung der Telomeraseaktivitat per se. Sie konnten zeigen, dass die kurzen
Telomere zur Entwicklung von sog. ,Telomerschaden-induzierten-Foe1* (TIFs) mut
MNachweis von yH2AX (Histon-Marker fiir DNA-Schiden) fihrten Die zelluldren
Reparaturmechanismen wurden durch Cisplatin zusitzlich effektiv behindert, nicht aber
durch Etoposid (235). Jedoch konnte in unseren Amnalysen unter effektiver
Telomerenverkiirzung be1 der Zelllinie RM-82 eine auffillige Sensibilisierung gegeniiber
Etoposid sowie be1 STA-ET1 und RM-82 gegeniiber Doxorubicin gezeigt werden, sodass
noch weitere Substanz- und Zelllimen-spezifische Mechamismen als ursdchlich fiir die
Sensibilisierung in Frage kommen miissen.

Auch die Frage emer Relevanz des p53-Mutations-Status wurde in anderen Arbeiten
untersucht. Im Gegensatz zu emer beschriebenen p53-Mutation be1 der Zelllime RM-82
(pArg273His), weist STA-ET1 fiir p53 den Wildtyp auf Eimpge Autoren sehen als
ursdchlich fiir emne ieffektive Telomeraseinhibition eine p53-Mutation, welche dazu
fithrt, dass Zellen nut dysfunktionalen Telomeren micht in emne Seneszenz/Apoptose
iiberfilhrt werden konnen (27, 203). Unterstitzend dahingehend wirkt unsere
Beobachtung des ausbleibenden Proliferationsverlustes ftrotz  erfolgreicher
Telomerasemhibition ber RM-82 (p537) im Gegensatz zu STA-ET1 (p53™). Dennoch
zeigten sich sowohl fir RM-82 als auch STA-ET1 vergleichbare Sensibilisierungen
gegeniiber Doxorubicin und Ifosfamud, sodass der Effekt zumundest fiir unsere
Kombimation von Telomeraseinhibition und Chemotherapie als nicht relevant erscheint.
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4.5 Risiken und Grenzen der Telomeraseinhibition

Auch wenn Telomerase in iiber 85% aller Tumore nachweisbar 1st und danut emn wet
verbreitetes Ziel mn der Anti-Tumor-Therapie darstellt, so 1st micht zu vernachlissigen,
dass sie msbesondere auch in Keimzellen und peripheren Blutzellen nachweisbar ist,
wenn auch auf deotlich mnilednigerem Aktivititsniveau (263). Zwar wird
Telomerasemhibitoren 1m Allgemeinen eme hohe Spezfitit vorausgesapgt, doch sind
gerade oben genannte Zelllimen unter etablierter Chemotherapie besonders gefahrdet.
Der bislang den grofiten Erfolg versprechende pharmakologische Inhibitor Imetelstat
zeigt sich insbesondere bei Patienten mmt essentieller Thrombozythimie sowie
myelodysplastischem Syndrom effektiv. Betrachtet man nun die Nebenwirkung der
Thrombozytopenie unter Therapie mit Imetelstat und die Tatsache, dass i der
megakaryozytaren Zelllinie relativ medrige Level an Telomerase vorliegen, wird
verstandlich, dass gerade diese Zelllinie besonders sensibel auf Imetelstat reagiert (6).
Trotz dagegen ausbleibendem klimschen Erfolg von Imetelstat beim NSCLC konnten die
Autoren eine positive Tendenz fiir die Tumoren mut der geringsten Telomerenlinge
beobachten (43). Dies veranlasste zum emen Arndt et al. zu der Schlussfolgerung, dass
die Messung der Telomerenlinge ein sinnvolles MaB zur Bestimmung des Ansprechens
unter Therapie sein konnte (6), und sollte zum anderen Anlass dazu geben, die
Kombimation unterschiedlicher Telomerasinhibitoren zur Steigerung der Effektivitat mmt
folglich schnellerer Telomerenverkiirzung in Erwigung zu ziehen Ein Beispiel ierfiir
1st die bereits erwdhnte Kombination von Imetelstat mut dem HSP90-Inhibitor
Alvespimycin in emer priklinischen Studie betm Osteosarkom Erfolg versprach (108).
Auch eme protrahierte Telomeraseinlibition in krankheitsstabilen Phasen als
,.vorbereitende* Telomerenverkiirzung sollte erprobt werden, kommt jedoch vor diesem
Hintergrund auch micht fiir jedes Patientenkollektiv bzw. insbesondere fir rasch
fortschreitende Tumore in Frage.

Ein weiterer wichtiger Punkt 1st, dass es emnige Tumorzellen schaffen, dem Mechanismus
der Telomerasehemmung zu entfliehen. So konnte auch in unserer Arbeit gezeigt werden,
dass es be1 STA-ET1 fiir Zellen mit dem dominant-negativen Transgen (DNhTERT) im
Verlauf zu emner Reaktivierung von Telomeraseaktivitit kam Dies duBerte sich in unserer
Untersuchung noch micht in emner Verdnderung der Telomerenlinge Ob eine lingere
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Kultivierung zu emem spéateren Zeitpunkt zu emer Telomerenveranderung gefiihrt hitte,
miisste in weiteren Untersuchungen gezeigt werden. Dies wire insbesondere interessant
um eine mogliche Relevanz der Telomerasereaktivierung besser emordnen zu kénnen. In
unseren Versuchen zeigte die Zelllime STA-ET1 zwar firr Zellen nut dem dominant-
negativen Transgen mit zunehmender Passage/Telomeraseaktivitit eme Zunahme der
Proliferation, dennoch proliferierten die Zellen msgesamt weiterhin schlechter als die
iibrigen transfizierten Zelllimen/Mutterzelllime, sodass die Telomerasehemmung
dennoch als effektiv zu bezeichnen war. Wie bereits oben erwahnt machten auch andere
Arbeitsgruppen  die  Beobachtung emer vermmuteten  Reaktivierung  der
Telomeraseaktivitat. Sie folgerten, dass m spiten Passagen die Expression von
DNOhTERT nicht mehr effizient genug 1st, um die intrinsische hTERT-Expression
kompetitiv zu unterdriicken (27, 63).

Ein weiteres Problem der Telomerasemnhibition ist ein méglicher Wechsel auf ALT-
Mechanismen (Alternative Verlingerung der Telomeren) zur Aufrechterhaltung der
Telomerenlinge. So konnten Queisser et al in ihrem Modell der Osophagus-
Karzinogenese zeigen dass Telomeraseaktivitit und ALT-Mechanismen zellzyklus-
abhingig alternieren konnen (195), und unterstiitzen dammt die Beobachtungen anderer
Arbeitsgruppen (33, 97). Zusatzlich konnten sie zeigen, dass Zellen nach genetischer
Telomerasemhibition auf ALT-Mechamismen wechselten (ua. Nachweis typischer
heterogener, langer Telomere und PML-Korperchen) (195). In unserer Arbeit ergab sich
diesbeziiglich bei stabil kurzen Telomeren innerhalb des dominant-negativen hTERT-
Kollektives kein Anhalt. Dennoch sollten hieriiber weitere Beobachtungen unter langerer
Kultivierungszeit erfolgen.

Positiv erschemnt vor dem Hintergrund eines méglichen Wechsels auf ALT-
Mechanismen, dass viele Autoren eine ziigige Reversibilitit der Telomeraseinhibition
nach Absetzen der Therapie beschreiben (248), sodass e zeitlich begrenzter Einsatz der
Telomerasehemmer eine Option sein kénnte, dieses Problem zu umgehen

Letztlich sollte noch erwidhnt werden, dass emn Verlust von Telomeraseaktivitit zur
genetischen Instabilitit der dysfunktionalen Telomere fithren kann, welche neben dem
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erwiinschten Ziel der Apoptose der Tumorzellen die Gefahr birgt, die Entstehung hoher
entwickelter aggressiver Tumoren zu unterstiitzen (70, 87).

4.6 Limitation der angewandten Methodik

Obwohl der TRAP-Assay als hochsensitiv und , Gold-Standard” zur Bestimmung der
Telomeraseaktivitit gilt, schemnt er dennoch gering fehleranfillig zu sein und aufgrund
von PCR-Artefakten zu einer Unterschatzung der Telomerasehemmung fiihren zu konnen
(6). Auch stellt sich die Frage, ob be1 emner biologischen Verteilung der Integration des
Transgens (verschiedene Klone einer Population exprimieren das mutierte Genprodukt
unterschiedlich stark) (26) das Kollektiv der dem TRAP-Assay zugefiihrten Zellen dem
tatsdchlichen Telomerasegehalt der gesamten Zellpopulation entspricht Um zu
validieren, ob die hier gemessenen Unterschiede beziiglich der Telomeraseaktivitit
zwischen den dominant-negativen Zellen ber STA-ET1 und RM-82 durch Fehlmessung
bedingt sind oder wie vermutet durch die Reaktivierung der Telomerase be1 STA-ET1
(trotz ausbleibender Verinderung der Telomerenldnge), miisste in alternativen
Aktrvitatsbestimmmungen (6) oder grofleren/wiederholten Stichproben untersucht werden.

Des Weiteren stellt sich die Frage, mmwiefern die Telomerasemhibition generell die
zytostatische Wirkung der etablierten Behandlung schwiachen kann Es konnte gezeigt
werden, dass Zellen mut dem domunant-negativen Vektorkonstrukt reduziert
proliferierten. Auch wiesen Zellen mit dem donunant-negativen Transgen be1 STA-ET1,
m Vergleich nut den iibrigen Zellen, die langste Zeit zur Verdoppelung der
Gesamtpopulation (, Population Doubling*) auf. Wenn man die Tatsache betrachtet, dass
der Wirkmechamsmus der meisten Zytostatika darauf zielt, gerade die verstarkt
proliferierenden (Tumor-)Zellen anzugreifen, erscheint das Ziel, den Proliferationszyklus
der Tumorzellen zu reduzieren, kontraproduktiv. Allerdings zeigte die zweite Ewing-
Sarkom-Zelllime RM-82, mut nachweisbar reduzierter Telomeraseaktivitat be1 Zellen mut
dem donunant-negativen Transgen trotz STA-ET1 dhnlicher Sensibilisierung gegeniiber
Doxorubicin keine Abnahme der Proliferation und kein wverlingertes Population
Doubling, sodass fiir unseren Versuchsaufbau der Einfluss des Proliferationsverhalten auf
die Zytostatikawirkung vermutlich micht relevant 1st.
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4.7 Ausblick

Das Konstrukt der Telomerasehemmmung als sehr spezifisches und nahezu
allgegenwirtiges Ziel in der Tumortherapie schemt verlockend. Obwohl seit der
Entdeckung des Enzyms Telomerase vor mehr als 30 Jahren, nach ersten praklimschen
Erfolgen effektiver Telomeraseinhibitoren, emmige dieser Inhibitoren bereits in klimischen
Studien evaluiert wurden, bleibt der erhoffte grofie Durchbruch weiterhin aus.

In der vorliegenden Arbeit zeigen die Untersuchungen an den beiden Ewing-Sarkom-
Zelllimen STA-ET1 und RM-82, trotz effektiver Telomerenverkiirzung und (zumindest
mitialer) Reduktion der Telomeraseaktivitdt muttels genetischer Inhibition durch einen
refroviralen domunant-negativen hTERT-Vektor, divergente Ergebmisse beziiglich
Proliferationsverhalten und Ansprechen auf die zytostatische Therapie. Es zeigt sich, dass
die Antwort auf Telomeraseinhibition micht nur zwischen verschiedenen Tumorarten
unterschiedlich ausfillt, sondern auch mm zwei Zelllinien derselben Tumorentitét
verschieden ausfallen kann.

Idealerweise sollten geeignete Marker existieren, welche ein mégliches Ansprechen auf
die Therapie detektierbar machen, bevor Telomeraseinhibitoren einen sicheren Einsatz in
klimschen Studien finden, Diese miissten iiber die grundsitzliche Bestimmung der
Telomerenlinge und Messung von Telomeraseaktivitit hinansreichen und kénnten z B.
einen positiven p53-Status umfassen bzw. weitere zytogenetische Marker, deren Emnfluss
bislang noch unbekannt zu sein scheint und Gegenstand weiterer Forschung sein sollte

Von Bedeutung ist in jedem Fall, dass Einfliisse zwischen Telomeraseaktivitat und
Chemotherapie bestehen, deren Erkenntmsse i die onkologische Therapie mit einfliefen
sollten. So spielt Telomeraseaktivitit bei manchen Erkrankungen schon jetzt eine
nachgewiesene Rolle als prognostischer Marker oder in der Entwicklung won
Chemotherapieresistenzen (118, 193, 237). Auch wenn speziell fiir das Ewing Sarkom
bislang kein sicherer Zusammenhang zwischen Telomeraseaktivitdt und Prognose gezeipt
werden konnte, so beobachteten Ohali et al. in ihrer Studie an 31 Patienten mit micht-
metastasiertem Ewing Sarkom dass micht beir Diagnose (Primirtumor), aber unter
Therapie und mm Follow-up emme sigmfikante Korrelation zwischen hoher
Telomeraseaktivitit und schlechterer Prognose bestand (183). Zusammen mut der
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Beobachtung, dass unter anderem Doxorubicin zu einer Reduktion von TA fithren kann
(140), dieser Zustand auf Doxorubicin-resistente Zellen jedoch haufig mcht zutrafft (110,
268), ergibt sich, dass Patienten mit Tumoren schlechter Prognose, bei schlechtem
Ansprechen auf zytostatische Therapie und zunehmender Telomeraseaktivitit, von
zusatzlicher  Telomerasehemmung  profitieren  kénnten  bzw.  wielmehr
Telomerasemhibition eme Moglichkeit semn kann, Chemotherapie-Resistenzen zu

verringern.

Eine weitere wichtige Frage konnte sein, inwiefern der weitere Fokus auf Funktionen von
hTERT auBerhalb der Telomerenlinge gerichtet werden sollte. Allgememn lasst sich
sagen, dass die Telomerase, neben der bekannten Funktion zur Aufrechterhaltung der
Telomerenléinge, zu einer Forderung von Uberleben, Chemoresistenz sowie Invasion und
Metastasierung von malignen Zellen (und zwar unabhingig von der Telomerenlinge)
fithren kann (176, 207, 273). Vor diesem Hmtergrund erscheinen msbesondere hTERT
und Dyskerin (die dnitte essentielle Komponente des Telomerasekomplex) attraktiv (6).
In Hinblick auf hTERT wiirde sich unser priklimsches Modell der genetischen
Telomerasemhibition muttels dominant-negativen hTERT-Vektor (DNhTERT) ebenfalls
eignen, um Effekte der \TERT-Inhibition 1n frithen Kultivierungsphasen (auBerhalb emner
fortgefiihrten Telomerenverkiirzung) zu beurteilen. In diesem Fall wiirde auch eine
Reaktiviering von Telomeraseaktivitdt, wie ber STA-ET1 (DNhTERT) in spiten
Passagen beobachtet, in den Hintergrund treten und so die Linutation unseres Modells

relativieren.
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5. Zusammenfassung

Auf dem Weg der malignen Transformation einer Zelle bildet die Reaktivierung des
Enzyms Telomerase emmen wichtigen Schntt, die aufgrund  krifischer
Telomerenverkiirzung begrenzte Teilungskapazitit der Zelle zu iiberwinden und ein
Eintreten 1 die Seneszenz zu verlundern. Da m iiber 85% aller Tumorzellarten eme
Reaktivieung von Telomeraseaktivitit nachweisbar 1st, erscheint die Hemmung dieses
Enzyms als smnvoller Ansatz potentieller Anti-Tumor Strategien. Emmge der bislang
entwickelten Telomeraseinhibitoren finden ihren Einsatz bereits mn klinischen Studien.
Auch beziiglich der Kombination von Telomerasemnhibition und Chemotherapie liegen
Daten fiir emige Tumorarten vor, zeigen jedoch haufig widerspriichliche Ergebnisse
beziiglich eines méglichen Synergismus von Telomerasehemmung und zytoreduktiver
Therapie.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die genetische Telomeraseinhibition durch Expression
emes dominant-negativen hTERT-Gens (DNhTERT) in den beiden Ewimng Sarkom-
Zelllimen STA-ET1 und RM-82 zur Evaluation emes moglichen therapeutischen
Konzeptes. Durch DNhTERT konnte eine effektive Telomerenverkirzung und
Reduktion der Telomeraseaktivitét erreicht werden, welche sich bei STA-ET1 zudem 1m
Proliferationsverlust duferte. Mit zunehmender Passage kam es in den dominant-negativ
fir hTERT transfizierten Zellen der Zellime STA-ET1 zu emer Reaktivierung von
Telomeraseaktivitit, ohne Einfluss auf Telomerenlinge und Proliferationsverhalten der
Zellen zu nehmen Fiir beide Ewing-Sarkom-Zelllimen konnte nach Ausschaltung der
Telomeraseaktivitit eine Sensibilisierung gegeniiber Doxorubicin nachgewiesen und
erste Hinweise auf eine geringfiipige Sensibilisierung gegeniiber Ifosfamuid beobachtet
werden. Fiir Etoposid zeigten sich fiir beide Zelllimen divergente Ergebnisse
(Sensibilisierung und Resistenzerhohung). Ebenfalls Hinweise auf eine tendenzielle
Resistenzerh6hung konnten gegeniiber Vincristin gesehen werden.

Aus den vorliegenden Untersuchungen geht hervor, dass durch die Hemmung der
Telomeraseaktivitit in Telomerase-positiven Ewing-Sarkom-Zelllinien die Zytostatika-
Toxizitdt je nach Zytostatikum durchaus gesteigert werden kann Basierend auf den
gemachten Beobachtungen erscheint vor allem die Kombination von Telomerase-
Hemmung und Doxorubicin vielversprechend fiir weitere Untersuchungen.
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Zusatzlich weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die Antwort auf Telomeraseinhibition
nicht nur zwischen verschiedenen Tumorarten, sondern auch in zwe1 Zelllinien derselben
Tumorentitdt unterschiedlich ausfallen kann Zwar gibt es Hinweise auf molekular-
/zytogenetische Merkmale der Zellen, welche emne effektive Telomeraseinhibition
beeinflussen konnen, jedoch sind ber Weitem noch nicht alle beteihigten Mechamsmen
bekannt und sollten ebenfalls Gegenstand weiterer Untersuchungen semn.
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