II1. Einleitung

1. Kolorektales Karzinom

Das kolorektale Karzinom ist, nach dem Bronchialkarzinom beim Mann und nach dem
Mammakarzinom der Frau, die zweithdufigste durch Krebs bedingte Todesursache in den
westlichen Industrienationen [1-3]. Die Erkrankung entsteht vor allem im Kolon und Rektum.
Kolonkarzinome und Rektumkarzinome (gemeinsam ,kolorektale Karzinome* genannt)
entstehen sehr hiufig. Etwa 45 % der kolorektalen Tumore liegen im Rektum, 30 % im Sigma,
12,5 % im Zdkum und Kolon ascendens, 3,5 % im Querkolon, 2 % im Kolon descendens und
jeweils 3 % in der linken und rechten Kolonbiegung, wiahrend Karzinome im Analbereich nur
etwa 1 % aller Darmkarzinome ausmachen (Fig. 1). Die Prdvalenz der Tumore im rechten

Hemikolon ist zunehmend [4, 5].
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Fig. 1: Prozentuale Verteilung der Karzinome in verschiedenen Kolonsegmenten

Der Tumor tritt nur selten vor dem 40. Lebensjahr auf, wobei die Hiufigkeit ab diesem Alter
jedoch stetig ansteigt [1, 3]. In soziodkonomisch weit entwickelten Lindern sind kolorektale
Karzinome héufiger als in Schwellen- und Entwicklungslandern zu beobachten. Risikofaktoren,
die die kolorektalen Karzinome begilinstigen, sind erbliche Veranlagungen, chronisch
entziindliche Darmerkrankungen und ballaststoffarme Erndhrung.

Die Therapie der Wahl ist die Operation. Dabei wird der vom Tumor betroffene Darmteil mit
einem bestimmten Sicherheitsabstand entfernt. Bei Tumoren im UICC-Stadium III und IV wird
ergdnzend eine Chemotherapie, speziell beim Rektumkarzinom auch eine Strahlentherapie

durchgefiihrt. Auch einzelne Metastasen, vor allem in der Leber, kdnnen so behandelt werden.



Die Heilungschancen hdngen vor allem von dem UICC-Stadium des operierten Tumors ab
(Tabelle 1D).

Zur exakten Beschreibung der Tumorausbreitung hat sich die UICC-Klassifikation mit der
TNM-Einteilung und Stadiengruppierung durchgesetzt [6, 7]. Die TNM-Klassifikation definiert
die GroBe des Primértumors (T), die Infiltration und die Ausbreitung in die regiondren

Lymphknoten (N) sowie die Fernmetastasen (M) (Tabelle 1 A-C).

T (Ausbreitung des Priméartumors):

A

TX Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Anhalt fiir Primértumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder in
nicht peritonealisiertes perikolisches oder perirektales Gewebe

T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und/oder

perforiert das viszerale Peritoneum

N (Fehlen oder Vorhandensein und Ausbreitung von regionéren

B Lymphknotenmetastasen):
NX regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO keine regiondre Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in 1 bis 3 regiondren Lymphknoten
N2 Metastasen in 4 oder mehr regiondren Lymphknoten

M (Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen):

MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

MO keine Fernmetastasen

Ml Fernmetastasen

D Stadiengruppierung:
UICC TNM Dukes  5-JUR in %
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium I A T1 NO MO A
B T2 NO MO B, } 80-90

Stadium II T3-4 NO MO B, 60 - 70
Stadium IIT jedes T N1-2 MO Cis 30-40
Stadium IV jedes T jedes N M1 D 5-25
Stadium X keine verwertbare TNM-Dokumentation

Tabelle 1: A-C: TNM-System und D: Stadiengruppierung aus der TNM-Klassifikation nach UICC und
Dukes [8] sowie die dazugehérigen Uberlebensraten [9, 10]. Dukes-Klassifikation, heute obsolet.

Die 5-Jahresiiberlebensrate (5-JUR) aller kolorektalen Karzinome betrigt 50-55 %. Patienten
mit Tumoren im UICC-Stadium I haben eine 5-JUR von ca. 80-90 %, im Stadium II nur noch
60-70 %, im Stadium III 30—40 % und im Stadium IV 5-20 %. Bei Tumoren im UICC-Stadium
IV mit solitiren, RO-entfernbaren Lebermetastasen ist die 5-JUR 25-35 % [10].
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1.1. Atiologie

98 % der kolorektalen Karzinome sind Adenokarzinome, von denen 10 % auf hereditire
Faktoren und 90 % auf exogene Faktoren zurilickgefiihrt werden koénnen. Zu den hereditiren
Pradispositionen zéhlt man die familidre adenomatdse Polyposis (FAP), das Lynch-Syndrom
(HNPCC), das Gardner-Syndrom und das Peutz-Jeghers-Syndrom [11]. Zu den exogenen
Faktoren zéhlen die Erndhrung, die Lebensgewohnheiten, die chronischen entziindlichen

Darmerkrankungen und die iatrogenen Faktoren.

1.1.1. Hereditire Pradisposition

Es sind mehrere vererbbare Gendefekte bekannt, die zu hohem Risiko fiir kolorektale Karzinome
beitragen. Fiir 1015 % aller kolorektalen Karzinome wird ein fest definierter Vererbungsmodus
angenommen. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht iiber die bisher identifizierten Gene und das

verursachte Tumorsyndrom.

Erkrankung Gen Chromosomale
Lokalisation
FAP APC 5q21-22
HNPCC MMR-Gene 2,3,5,7
Gardner-Syndrom APC 5q21-22
Peutz-Jeghers-Syndrom STK11/LKB1 19p13.3
Juvenile Polyposis SMAD4/DPC4 18g21.1
Cowden-Syndrom PTEN/MMAC1 | 10922.3-q24.1

Tabelle 2: Autosomal-dominant vererbbare Kolonkarzinom-Syndrome mit Genlokus [12-24]

1.1.1.1.  Familidre adenomatose Polyposis (FAP)

Die familidre adenomatdse Polyposis ist gekennzeichnet durch Hunderte bis zu mehreren
Tausend im Dickdarm vorhandener Polypen, aus denen sich Karzinome entwickeln kénnen. FAP
ist eine autosomal-dominant vererbbare Erkrankung, verursacht durch eine Punktmutation im
APC-Gen (Adenomatdse Polyposis Coli-Gen) [13, 25, 26]. Die FAP ist zwar nur fiir ca. 1 %

aller kolorektalen Karzinome verantwortlich [27], weist aber eine Penetranz von 90—100 % auf.

1.1.1.2.  HNPCC (Lynch-Syndrom)

Das hereditire kolorektale Karzinom ohne Polyposis (englisch ,,Hereditary Non-Polyposis
Colorectal Cancer, abgekiirzt HNPCC, auch Lynch-Syndrom) ist fiir 5-8 % der kolorektalen
Karzinome verantwortlich [27, 28]. Es handelt sich um eine autosomal-dominant vererbbare
Erkrankung: Eine Mutation in einem der Gene des DNA-Mismatch-Reparatur (MMR)-Systems
(hMLH1, hMSH2, hMSH6, hPMS1, hPMS2) [25, 26, 29] ist fiir etwa 90 % der HNPCC-Fille
verantwortlich (Tabelle 3). In ca. 30 % der HNPCC-Fille findet sich eine Mutation im hMSH2-



11

Gen und zu ca. 60 % im hMLH1-Gen [25, 26, 30]. Weitere Gene des MMR-Systems, die bei
HNPCC mutiert sein konnen, sind hPMSI1, das in 2—7 %, und hPMS2, das in 4-7 % der Fille
Mutationen aufweist. Die Tatsache, dass die Hiufigkeiten in einem breiten Bereich streuen, ist
auf die Untersuchung verschiedener Populationen zuriickzufiihren. Mutationen des hMSH6-Gens

finden sich nur vereinzelt [31]. Die Penetranz der Erkrankung betrégt etwa 80-90 %.

Gen Genort Haufigkeit
hMSH?2 Chromosom 2p21-22 30%
hMLHI Chromosom 3p21.3 60%
hPMS1 Chromosom 2q31-33 5%
hPMS2 Chromosom 7p22 5%
hMSH6 Chromosom 2p16 vereinzelt

Tabelle 3: Hauptverantwortliche HNPCC-Gene [31]
Haufigkeit von Mutationen der Gene des MMR-Systems bei Patientenkollektiven mit Lynch-Syndrom

1.1.1.3.  Gardner-Syndrom

Die Assoziation von FAP, Desmoidzysten und benignen Exostosen wird als Gardner-Syndrom
bezeichnet. Dieses wird autosomal-dominant vererbt und ist mit einer disseminierten
Adenomatose des Kolons, hdufig auch des Magens und des Diinndarms assoziiert. Die Polypen
treten ab dem 10. Lebensjahr auf und haben insbesondere ab der 30. Lebensdekade eine hohe
Tendenz zur malignen Entartung. Alle Patienten mit Gardner-Syndrom erkranken im Laufe ihres
Lebens an Kolonkarzinomen [1, 3]. Das Gardner-Syndrom wird wie die FAP durch eine
Mutation im APC-Gen auf dem Chromosom 5q21-22 verursacht. Die Krankheit wird als
phénotypische Variante der familidren adenomatdsen Polyposis (FAP) interpretiert (d. h., es

besteht ein flieBender Ubergang).

1.1.1.4.  Peutz-Jeghers-Syndrom

Kennzeichnend fiir die relativ seltene (Prdvalenz von 1:120.000) [1, 3] autosomal-dominante
Erkrankung ist das Auftreten von charakteristischen Polypen mit grofen Anteilen an
nichtdysplastischen Epithelzellen im Diinndarm und Pigmentflecken auf den Lippen- und
Wangenschleimhéuten. Bei etwa 60 % der Patienten mit Peutz-Jeghers-Syndrom wurde eine
Keimbahnmutation in dem auf Chromosom 19p13.3 lokalisiertem STK11-Gen nachgewiesen
[32, 33]. Dieses Gen kodiert fiir eine Serin-Threonin-Kinase [19], die als Tumorsuppressor-Gen
vermutlich an  der  Regulation von  Zellteilungs-, Differenzierungs-  und
Signaltransduktionsprozessen beteiligt ist [34]. Gegeniiber der Normalbevolkerung ist bei dieser
Erkrankung das Risiko, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken, deutlich erhoht (etwa 15-

fach). Es liegt jedoch nicht bei 100 %.
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1.1.2. Exogene Faktoren

1.1.2.1.  Erndhrung

Fettreiche [35] und faserarme Nahrung begiinstigen das Auftreten von kolorektalen Karzinomen.
Die Tumorentstehung ist auBerdem mit hdufigem Genuss von stark gesalzenem, gepdkeltem
oder gerduchertem Fleisch assoziiert. Die steigende Inzidenz des kolorektalen Karzinoms hingt
also zum Teil mit den Erndhrungsgewohnheiten zusammen. Eine ballaststoffreiche Kost senkt
dagegen das Karzinomrisiko [36, 37]. Neuere Befunde sprechen fiir eine Vorbeugung von

Kolonpolypen durch Kalzium- und Vitamin-D-Zufuhr [38].

1.1.2.2.  Lebensgewohnheiten
Ubergewicht, Bewegungsmangel [35] und das Rauchen begiinstigen die Erkrankung von

kolorektalen Karzinomen.

1.1.2.3.  Chronische Darmerkrankungen

Zu den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen gehoren die ulzerative Kolitis und der
Morbus Crohn. Diese Erkrankungen sind sich hinsichtlich ihrer Symptombehandlung und
Komplikationen &hnlich. Meist treten sie im Jugend- oder Kindesalter auf. Beim Morbus Crohn
handelt es sich um eine transmurale Entziindung des Darms, die zumeist im terminalen Ileum
beginnt und sich diskontinuierlich im Diinn- und Dickdarm ausbreitet. Bei der ulzerativen Kolitis
handelt es sich um eine chronische Entziindung der Dickdarmschleimhaut, die in der Regel im
Rektum beginnt und sich kontinuierlich nach proximal ausdehnt. Das Risiko, beim Morbus
Crohn an einem Kolonkarzinom zu erkranken, ist vier- bis siebenmal grofer als bei der
Normalbevdlkerung. Bei der ulzerativen Kolitis ist dieses Risiko noch hoher: Nach 25 Jahren

Erkrankungsdauer bekommen 40 % der an Colitis ulcerosa Erkrankten Kolonkarzinome [1, 3].

1.1.2.4.  Iatrogene Faktoren

Ureterosigmoideostomien fithren zu einem nachweislich erhdhten Risiko fiir die Entstehung von
Kolonkarzinomen. 15-30 Jahre nach diesem chirurgischen Eingriff wurde bei 5-10 % der
Patienten ein Kolonkarzinom diagnostiziert. Typischerweise treten diese Tumoren distal der
Implantationsstelle des Ureters im Colon sigmoideum auf, also dort, wo die Mucosa chronisch
dem Faeces und dem Urin ausgesetzt ist [39].

Cholezystektomien und Gastrektomien sollen ebenfalls mit einem erhohten Karzinomrisiko
einhergehen. Der Pathomechanismus bei der Cholezystektomien wird der verdnderten

Gallensekretion und -zusammensetzung zugeschrieben [40].



13

Die Exposition auf radioaktive Strahlung (z. B. bei Therapie des Ovarialkarzinoms) erhoht das

Rektumkarzinomrisiko.

1.1.3  Modell der Mehrschrittkanzerogenese kolorektaler Karzinome

Die Bildung eines Kolorektalkarzinoms erfolgt iiber verschiedene Zwischenstufen, die
morphologisch und molekularbiologisch weitgehend charakterisiert sind. Nach einem Modell
von Fearon, Vogelstein [41] und Kinzler lassen sich histopathologische Verdnderungen der

Akkumulierung bestimmter Genverdnderung zuordnen (Fig. 2).

Mutatorgene (hnMSH2, hMLH1)

DNA-Hypomethylierung // \\
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Fig. 2: Modell der Mehrschrittkanzerogenese kolorektaler Karzinome, modifiziert nach[42]

Aus normalem Kolonepithel entsteht durch Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (APC, DCC/DPC4,
p53) und durch die Aktivierung von Proto-Onkogenen (B-Catenin, K-ras) schrittweise ein
metastasierender Tumor. Inaktivierende Mutationen in Genen des MMR-Systems, wie hMSH2 oder
hMLH1, erhéhen dabei durch die resultierende genetische Instabilitdt die Gesamtmutationsrate.

In 8085 % der sporadischen Kolonkarzinome ist das Tumorsuppressorgen APC mutiert [43, 44].
Fiir die Tumorentstehung miissen beide APC-Allele inaktiviert sein: 20-50 % der Darmtumore
weisen einen Verlust des Chromosoms 5q auf, in dem das APC-Allel lokalisiert ist [45, 46]. In
den anderen Féllen bewirken Mutationen im APC den vorzeitigen Translationsstop. Alternativ
konnen Mutationen im B-Catenin-Gen die Tumorentstehung initiieren [47], was in 10 % der
kolorektalen Tumore vorkommt. Das APC-Genprodukt und das B-Catenin sind Teile des

gleichen sog. wnt-Signalweges. Die Mutation im APC oder im [-Catenin-Gen 10st
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Hyperproliferation der Epithelzellen aus, die zundchst zu Adenombildung fiihrt, die liber viele
Jahre unbemerkt bleiben kann.

Eine der Zellen des entstandenen Polypen kann eine zweite Mutation erfahren, z. B. im
Protoonkogen K-ras, was dieser Zelle einen weiteren Wachstumsvorteil verschafft und zur
Bildung eines intermedidren Adenoms fiihren kann. Der Verlust einer Kopie des Chromosoms
18q erfolgt in 73 % der kolorektalen Tumore und ist mit dem Ubergang zum spiten Adenom
verbunden. Tumorsuppressorgene, wie DCC (deleted in colorectal cancer) [48], SMAD2/JV18-
1 und SMAD4/DPC4 (deleted in pancreatic cancer) [49], sind in diesem Chromosom lokalisiert
und wahrscheinlich an der Tumorprogression beteiligt. Die Umwandlung des adenomatdsen
Polypen in ein Karzinom ist zu 75 % mit der Inaktivierung von p53 durch Mutationen oder mit
dem Verlust des Chromosoms 17p assoziiert. Weitere weniger gut charakterisierte genetische

Verdnderungen ermdglichen schlielich die Gewebeinvasion und die Metastasierung des Tumors.

1.2. Standardtherapie
Die etablierten Therapieformen des kolorektalen Karzinoms lassen sich nach ihrer Intention in

kurativ, adjuvant und palliativ unterteilen [50].

1.2.1. Kurative Therapie

Die R0O-Resektion (RO = kein Residualtumor) des Tumors ist die einzige kurative Option beim
kolorektalen Karzinom. Dementsprechend stellt der operative Eingriff die Grundlage der
onkologischen Therapie dar, wobei eine kurativ intendierte Resektion des Tumors grundsitzlich
auch bei metastasierten Tumoren moglich ist. So wird bei R0O-Resektion von bis zu fiinf
Lebermetastasen oder aber bei mehr als fiinf Lebermetastasen, wenn diese durch
Lebersegmentresektion komplett zu entfernen sind, von einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 20—

40 % berichtet [51].

1.2.2. Adjuvante Therapie

Eine adjuvante Therapie nach RO-Resektion des Primértumors wird im Stadium UICC III als
Standard empfohlen und auch fiir das Stadium UICC II diskutiert. Verschiedene
Kombinationsschemata werden eingesetzt, wobei 5-FU (5-Fluoruracil) eine zentrale Rolle spielt.
5-FU gehort zur Substanzklasse der Pyrimidinanaloga. Dabei beruht die zytotoxische Wirkung
auf zwei Mechanismen: Zum einen bildet 5-FU (in der Zelle als aktiviertes 5-

Fluorodesoxyuridinmonophosphat) einen Komplex mit der Thymidilat-Synthetase und
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verhindert so die Bildung von Thymidinnucleotiden. Zum anderen wird 5-FU als
»falsches* Nucleotid in die RNA und die DNA eingebaut [52].

Postoperativ als adjuvante MaBBnahme bei Kolonkarzinomen im UICC-Stadium III gibt man 5-
FU und Folinsdure fiir 6 Monate i. v. (MAYO-Klinik-Schema). Gegenwiértig wird 5-FU mit
Irinotectan oder Oxaliplatin kombiniert. Die Chemotherapie verringert die Rezidivrate insgesamt
um ca. 40 % [10].

Postoperativ als adjuvante MaBBnahme bei Rektumkarzinomen im UICC-Stadium II und III wird
eine kombinierte Radio-Chemotherapie mit 5-FU und Folinséure fiir 6 Monate und 50 Gy
Bestrahlung empfohlen. Gegebenenfalls wird auch eine prioperative (neoadjuvate) Radio-
Chemotherapie bis zu 4 Wochen vor der Operation zur Tumorverkleinerung und zum Erreichen

der Operabilitit (down-staging) veranlasst [10].

1.2.3. Palliative Therapie

Das Ziel der palliativen Therapie ist die Verbesserung der Lebensqualitit des Patienten sowie
eine Verldngerung der Lebenszeit. Die palliative Chemotherapie beruht ebenfalls hauptsédchlich
auf 5-Fluoruracil. Diese besteht aus der Kombination von 5-FU und Folinsdure allein oder mit
Irinotecan oder Oxaliplatin. Verschiedene Schemata wurden hierfiir erprobt. Wéhrend sich die
mit 5-FU erreichbare Ansprechrate von 15 % [53] teilweise verbessern lieB3, konnte eine
signifikante Verlidngerung der 5-JUR dadurch bisher nicht erreicht werden.

Bei isolierter Lebermetastasierung kann durch die direkte Gabe von 5-FU und Folinsdure in die
A. hepatica eine hohere Remissionsrate erzielt und die Uberlebenszeit verlingert werden [54].
Die Therapie wird jedoch von Komplikationen durch den Katheter, durch die Pumpen- oder

Portsysteme sowie durch besondere Toxizitdten bei regionaler Applikation limitiert.

1.2.4. Neuere Chemotherapeutika

Um bei der chemotherapeutischen Behandlung des kolorektalen Karzinoms die Nebenwirkungen
(Myelosupression, Nausea, Hautausschlag, Alopezie) zu reduzieren, wurden weitere Substanzen,
die die Thymidilat-Synthetase hemmen, entwickelt. Tegafur ist dabei eine Vorldufersubstanz, die
im Korper zu 5-Fluoruracil umgewandelt wird. Diese wird zur Wirkungssteigerung in
Kombination mit dem Dihydropyrimidin-Dehydrogenase-Inhibitor Uracil oral verabreicht. Mit
dieser oralen Therapie konnten zwar Nebenwirkungen abgeschwécht werden, doch ergab sich
keine verlingerte Uberlebenszeit im Vergleich zur Standardchemotherapie [55]. Capecitabin ist
ebenfalls ein oral verabreichter Wirkstoff, der auch zu 5-Fluoruracil metabolisiert wird. Dabei

zeigte sich eine geringfiigige Steigerung der Ansprechrate im Vergleich zu einer Therapie mit



16

5-Fluoruracil/Leucovorin [56]. Fiir den Thymidilat-Synthetase-Inhibitor Raltitrexed kann
ebenfalls ein Wirkungsnachweis erbracht werden [57]. Raltitrexed war seltener mit gravierenden
Stomatiden und Leukopenien assoziiert und stellt somit eine attraktive Alternative zur 5-FU/LV-
Therapie dar [58, 59]. AuBlerdem gibt es Wirkstoffe zur Therapie des kolorektalen Karzinoms,
die nicht zu der Klasse der Thymidilat-Synthetase-Inhibitoren zdhlen. Dazu gehort Oxaliplatin,
das synergistische Effekte mit 5-Fluoruracil zeigt, aber auch als Einzelsubstanz wirksam ist [60]

sowie der Topoisomerase-I-Hemmer Irinotecan.

1.2.4.1.  Oxaliplatin

Oxaliplatin ist ein Platinderivat; seine Wirkung beruht auf Bildung von Querverbindungen (cross
links) zwischen beiden DNA-Stringen, wodurch die DNA-Replikation gehemmt wird.
Oxaliplatin unterscheidet sich von Cisplatin und Carboplatin insbesondere im deutlich
giinstigeren Toxizitétsprofil.

Oxaliplatin wird sowohl als Einzelsubstanz als auch in Kombination mit 5-FU beim
fortgeschrittenen Kolorektalkarzinom angewandt. Als Monotherapie konnte bei 5-FU-refraktéren
Patienten eine Ansprechrate von 10 % und bei unbehandelten Patienten von 23 % erzielt werden
[61]. Wegen des ausgepragten Synergismus in Kombination mit 5-FU wurden bereits in der
frithen klinischen Entwicklung iiberwiegend Kombinationsprotokolle untersucht. Die meisten
klinischen Daten zur Kombination von Oxaliplatin und 5-FU sind von den Arbeitsgruppen von
Lévi und De Gramont publiziert worden. Lévi entwickelte ein chronomoduliertes
Applikationsprotokoll von 5-FU und Oxaliplatin. In mehreren Phase-II- und III-Studien konnten
objektive Remissionsraten um 50 % und ein medianes Uberleben von iiber 15 Monaten bei
insgesamt relativ niedriger Toxizitét erzielt werden. Die Gruppe um De Gramont entwickelte ein
alle 14 Tage zu verabreichendes Kombinationsprotokoll aus Bolus-5-FU und protrahierter 5-FU-
Infusion iiber 48 Stunden mit Oxaliplatin (sog. FOLFOX-Protokoll) und konnte &hnliche
Remissionsraten erzielen, bei allerdings deutlich hoherer Toxizitdt (Diarrhoe, Neurotoxizitét)
wie Lévi.

Eine interessante Eigenschaft von Oxaliplatin ist, dass die Substanz in der Lage ist, bei einem
Anteil von 5-FU-refraktdren Patienten die erworbene 5-FU-Resistenz zu durchbrechen. Klinisch
konnte in mehreren Phase-II-Studien ein solcher Effekt (20-30 % objektive Remissionsraten beti
Patienten mit dokumentierter Progression unter einer 5-FU-haltigen Therapie) nachgewiesen

werden, wenn das bisher verwendete 5-FU-Protokoll beibehalten und mit Oxaliplatin ergédnzt

wurde [62].



17

1.2.4.2.  Irinotecan (CPT-11)

Das Chemotherapeutikum Irinotecan (CPT-11; 7-Ethyl-10-[4(-1-Piperidino)-1-1-Piperidino]-
Carbonyloxy-Camptothecin), ein semisynthetisches Derivat des natiirlichen Alkaloids
Camptothecin, ist ein Topoisomerase-I-(Topo I)-Inhibitor. Das CPT-11 wird durch die
Carboxyesterase in der Leber zu seinem aktiven Metabolit SN-38 verstoffwechselt. Die Funktion
der Topo I ist die Entwindung des DNA-Doppelstranges durch transiente Strangbriiche und
anschlieBende Religation wihrend der DNA-Replikation. SN-38 verhindert die Religationen der
durch die Topo I hervorgerufenen transienten DNA-Strangbriiche. Das Zusammentreffen der
DNA-Strangbriiche mit der sich fortbewegenden  Replikationsgabel fithrt zu
Doppelstrangbriichen und zur akuten Zelltoxizitit. In der vorliegenden Arbeit wurden
morphologische und molekularbiologische Aspekte dieses Prozesses untersucht.

In Phase-II-Studien zeigten sich bei primér unbehandelten Patienten Ansprechraten von 15-22 %
bzw. von 14-24 % bei 5-FU/LV-vorbehandelten Patienten [63]. Die Effektivitdt von Irinotecan
bei 5-FU/LV-Resistenz konnte in kontrollierten Studien eindeutig gezeigt werden. CPT-11 wirkt
mit 5-FU synergistisch und ist daher einer der effektivsten Ergénzungen fiir 5-FU. Die
Responderrate zu 5-FU/Leukovorin (LV) betrdgt 23 %, wohingegen die Responderrate zu der
Kombination von CPT-11/5-FU/LV 41 % betrédgt. Diese Dreier-Kombination wird gegenwiértig
als , first line” Standardchemotherapie fiir Patienten mit metastatischen kolorektalen
Karzinomen empfohlen [64].

Hoffnungsvolle Therapieansitze flir die Zukunft sind die Immun- und die Gentherapie. Sie
befinden sich derzeit aber noch in frilhen Forschungsstadien und werden nur innerhalb von

wissenschaftlichen Studien an speziell ausgewéhlten Patienten erprobt.

2. Zellulire und molekulare Antwort auf die Chemotherapie

Die Chemotherapeutika 16sen Zellreaktionen aus, die sich auf die Proliferation von Tumorzellen
und auf das Uberleben des Patienten auswirken. Eine dieser Zellreaktionen ist der
Zellzyklusarrest, der den Zellen ermdglicht, die beschidigte DNA zu reparieren. Eine zweite
Zellantwort ist die Apoptose. Sie ist ein physiologisches Zelltodesprogramm (programmierter
Zelltod), das durch DNA-Schidigung, aber auch wihrend der Entwicklung ausgelost wird [65-
68]. Die dritte mit Zelltod verbundene Zellantwort ist die Nekrose. Man versteht darunter den
provozierten Zelltod, der eine Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe zur Folge hat.
Eine weitere Zellantwort auf die Chemotherapie ist die Seneszenz (Alterung). Als Seneszenz
bezeichnet man das biologische Phinomen, dass die meisten Zellen von Wirbeltieren nach einer

bestimmten Zahl von Zellteilungen in der Zellkultur ihr Wachstum einstellen. Die mitotische
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Katastrophe ist eine flinfte Art von Zellantwort auf die Chemotherapie. Durch das Unvermdégen,
einen Zellzyklusarrest aufrechtzuerhalten, filhren Zellen eine vorzeitige Mitose durch, die mit
Zelltod endet. Die bekannten molekularen Mechanismen dieser unterschiedlichen Antworten

werden in den folgenden Absétzen ndher erldutert.

2.1. Die Rolle von p53

Das p53-Tumorsupressor-Protein spielt eine Schliisselrolle in der Regulation von Zellzyklus und
Zelltod. Das p53-Protein ist auch an Zelldifferenzierungen, der DNA-Reparatur, der Seneszenz
(Fig. 10) und der Angiogenese beteiligt [69]. Ungefihr die Hélfte menschlicher Tumore weisen
eine Mutation in p53 auf [70]. Grund der erhohten Préadisposition zur Tumorentwicklung in
Abwesenheit von funktionsfihigem p53 ist das Uberleben dieser defekten Zellen und die
Akkumulation von Mutationen [71].

Wildtyp p53 (p53™) ist ein labiles Protein mit einer kurzen Halbwertszeit. Eine Vielfalt von
Stress-Signalen einschlieBlich DNA-Schiadigung, Hypoxie, Nukleotidverlust, Virusinfektion und
Hitzeschock konnen p53 aktivieren [72-74]. p53 steuert Signalwege, die letztlich zu
Wachstumsarrest und/oder Apoptose fiihren [75, 76].

Die DNA-Schidigung und die daraus folgenden DNA-Strangbriiche 16sen eine Stabilisation und
eine Akkumulation des p53-Proteins aus. Ein wesentlicher Negativ-Modulator flir diesen
regulatorischen Prozess ist das Mdm-2-Protoonkogen, das transkriptionell iiber p53 induziert
wird. Mdm-2 bindet p53 und ist fiir den p53-Abbau {iiber den Ubiquitin-Protease-Weg
verantwortlich. Die Bindung zwischen p53 und Mdm-2 kann durch die Phosphorylierung der
Mdm-2-Bindungsregionen des p53-Proteins unterbunden werden. Diese Phosphorylierung und
die resultierende p53-Akkumulation ist eine Antwort auf die DNA-Schidigung, die iiber die
Kinasen ATM, ATR, Chkl und Chk2 vermittelt wird (Fig. 3).
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Fig. 3: p53-abhdngige Signalwege nach DNA-Schidigung, modifiziert nach [77]

Nach DNA-Schiadigung wird p53 durch ATM-, ATR-, Chkl- und Chk2-Kinase phosphoryliert und
stabilisiert. Die Akkumulation von p53 fiihrt zum Zellzyklusarrest und/oder zur Induktion von Apoptose
[77].

Die durch DNA-Schidigung oder Zellstress induzierte Stabilisierung des p53-Proteins hat zwei
wesentliche Effekte (Fig. 3). Einerseits induziert p53 iiber die Transaktivierung von p21, 14-3-3c,
GADDA45 und iiber die Suppression der Transkription von Cyclin B1- und CDK1-Genen einen
Gi- (Fig. 5) und Gy/M-Arrest (Fig. 6). Andererseits induziert p53 iiber die Aktivierung der
proapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie (Bax, Bak, Puma und Noxa) und iiber die
Unterdriickung der antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie (Bcl-2, Bel-Xp sowie von
IAP (Survivin)) Apoptose. In einigen Fillen kann der p53-abhidngige Apoptoseweg aktiviert

werden, wihrend in anderen Féllen der p53-abhéngige Zellzyklusarrest induziert wird.

2.2. p53-vermittelter Zellzyklusarrest

Die Aktivierung von p53 kann zum Wachstumsarrest sowohl in der G;- als auch in der G,-Phase
des Zellzyklus fithren. Arrest in G; verhindert die Replikation von beschadigter DNA, wéhrend
Arrest in G, die Chromosomentrennung verhindert. p53 kann auch die DNA-Replikation in der
S-Phase arretieren, ein Vorgang, der liblicherweise den frithen G;-Arrest maskiert [78]. Zudem

wird p53 an dem mitotischen Kontrollpunkt beteiligt, der die Endoreduplikation von 4N-Zellen



20

verhindert [79]. Die Fahigkeit von p53™, Zellen an mehreren Kontrollpunkten zu arretieren,
verhindert die Amplifikation von genetischen Verdanderungen. Die Inaktivierung von p53 fiihrt
zu einem Verlust des G;/S-Kontrollpunktes [80], zu einem verminderten G,-Arrest [81] und zur
Aneuploidie und Polyploidie [79]. Die Zellzykluskontrollpunkte sind in den meisten Tumoren

zum Teil oder vollkommen defekt.

2.2.1. Gy/S-Kontrollpunkt

Der G,/S-Kontrollpunkt liegt in der spdten G;-Phase vor der Verdopplung der DNA in der S-
Phase. An diesem Kontrollpunkt wird tiberpriift, ob die DNA intakt und ob Faktoren, die fiir eine
fehlerfreie Verdopplung der DNA in der S-Phase bendtigt werden, in ausreichender
Konzentration vorhanden sind. In diesem Kontrollpunkt erfolgt die Inaktivierung des
CDK2/Cyclin-E-Komplexes [82, 83] durch p21“""WAF (hier als p21 bezeichnet) und/oder
p27"™! (hier als p27 bezeichnet) (Fig. 4).

Zell-Zell- Mangel an
~ Kontakt, Uberlebensfaktoren oder
TGF-B \ eine DNA-Schidigung

CDK4 86|
Q \ Degradiertes

Cyclin D

Fig. 4: Regulation des Eintritts in die S-Phase durch Cyclin und Cyclin-Inhibitoren

Zell-Zell-Kontakt, TGF-B, der Verlust von Uberlebensfaktoren oder der Verlust des Substratkontakts
haben eine Degradation von Cyclin D zur Folge. p21 bzw. p27 stehen dann zur Hemmung von
CDK2/Cyclin-E-Komplexen zur Verfiigung und 16sen den G;-Arrest aus [84].

Eine lang anhaltende Induktion von p21 und p27 durch die Aktivierung des p53 Proteins (Fig. 5)
ist fiir die Erhaltung des G;-Phasenarrestes verantwortlich [85].

2.2.2. p53-vermittelter Gi-Arrest

Das p53-Zielgen, p2l, ist das Schliisselgen im Gj-Arrest. Das p21-Protein hemmt
unterschiedliche Komplexe von Cyclin/Cyclin-abhingigen-Kinasen (CDKs) (Cyclin D/CDK4, 6
und Cyclin A, E/CDK2), die in der Lage sind, das Retinoblastoma Protein (pRb) zu
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phosphorylieren, was zur Freisetzung des S-Phase-fordernden E2F-1-Transkriptionsfaktors fiihrt
[86] (Fig. 4). Zellen ohne p21 zeigen einen aberranten G;-Arrest nach Bestrahlung [87].

Stress

N

Cyeud)

0
i

CDK2
N L
SS
inaktiv aktiv
Gi-Arrest S-Phase

Fig. 5: Induktion von G-Arrest durch p53 [88]

Die Aktivierung von p21 hat eine zentrale Rolle fiir die Vermittlung des G;-Arrestes durch die Inhibition
von mehreren Cyclin/CDK-Komplexen. Als Resultat ist pRb nicht phosphoryliert, und es inaktiviert E2F-
1 iiber die Rekrutierung von HDACI1 (Histondeacetylase).

2.2.3. Gy/M-Kontrollpunkt und p53-vermittelter G,-Arrest

Der Gy/M-Kontrollpunkt liegt in der spaten G,-Phase. Am G,/M-Kontrollpunkt wird verhindert,
dass die Mitose vor Beendigung der DNA-Replikation beginnt oder sich eine weitere
Verdopplung der DNA anschlie8t. Es verhindert auch die Mitose, wenn ein Replikationsfehler
oder eine DNA-Schiadigung vorhanden ist [89].

Am Ende der DNA-Replikation regulieren die Komplexe CDK1/Cyclin B1 und CDK1/Cyclin A
den Verlauf der G,- und M-Phase des Zellzyklus [90, 91]. Nach der Bindung von Cyclin B1 an
CDKI1 wird die Kinaseaktivitdt durch die CDK1-Phosphorylierung reguliert. Der Eintritt in die
Mitose ist aufgrund der Aktivierung von CDK1 durch die Dephosphorylierung sowohl am Thr-
14 als auch am Tyr-15 von der dualen spezifischen Phosphatase Cdc25C gewdhrleistet [92, 93].
Eine zellulire Antwort auf die DNA-Schéddigung ist die Aktivierung der ATM- (ataxia
telangiectasia mutated) und der ATR- (ataxia telangiectasia related) Kinasen, die die Chkl- und
Chk2-Kinasen phosphorylieren und somit aktivieren [94-96] (Fig. 5). Die beiden Kinasen Chkl
und Chk2 inaktivieren Cdc25C durch die Phosphorylierung am Ser-216 [97, 98]. Die Cdc25C-
Phosphorylierung ermoglicht eine Bindung am 14-3-3c-Protein [99, 100]. Das an das 14-3-3c-

Protein gebundene Cdc25C-Protein wird in das Zytoplasma transportiert und damit aus dem
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Nukleus entfernt. CDK1 bleibt im phosphoryliertem Zustand im Nukleus inaktiv und die Zellen
werden somit in der G,-Phase arretiert [101] (Fig. 6).
Die gleichzeitige Aktivierung von p53 kann den G,-Arrest aufrechterhalten. Dies wird von p21

vermittelt, indem es die Aktivitidt des CDK1/Cyclin B1-Komplexes hemmt (Fig. 6).

CDK1/Cyclin BI
14-3-3c = 14-3-3¢ + CDK1/Cyclin BI
,,,,,,,,, e S s ST . Zytoplasma
Nukfeus
DNA- T
i CDK1/Cyclhin BI
o / J 21 )
ATM Iranscrnpnon i- e P = P Cde25C E
\IR, ‘ e B wewn B®E | 5
CDK1 + Cyclin Bl =====1CDKVCyclin Blf =—== | CDKV/Cyclin BI {CDK1/Cyclin BI | e
Gadd45  inaktiv T v Cde2sC imaktv \jr\
_ Chk2 W
Chkl 14-3-30
! +
P ¢
Cde25C = Cde25C
G2/M arrest

Fig. 6: Signale, die zur Induktion und der Aufrechterhaltung des DNA-schidigungsinduzierten G,/M-
Arrestes fiihren [101]

2.2.4. Mitotischer Kontrollpunkt

Der mitotische Kontrollpunkt gewihrleistet, dass es withrend des Uberganges von der Metaphase
zur Anaphase zu einer gleichmédBigen Verteilung der Chromosomen auf die Tochterzellen
kommt.

Dieser Kontrollpunkt inhibiert den Eintritt in die Anaphase. Erst wenn alle Chromosomen
korrekt mit je einem Mikrotubuli von jedem Pol der bipolaren mitotischen Spindel verbunden
sind, erfolgt die Trennung der Chromosomen. Der Kontakt zwischen Chromosom und
Mikrotubuli findet in der Zentromer-Region des Chromosoms statt. Diese Region wird als
Kinetochor bezeichnet, um das die Proteine konzentriert sind. Wenn keine Verbindung zu den
Mikrotubuli besteht oder ein Mangel an Spannung im Kinetochor herrscht, sind in den

Kinetochoren Sensorproteine vorhanden, wie MAD1, MAD2, MAD3, BUB1, BUB3, Survivin
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und hMpsl1, welche die Aktivierung des APCs (4dnaphase Promoting Complex) und damit den
Abbau von mitotischen Regulatoren, wie Securin und Cyclin B, inhibieren. Erst die Dissoziation

dieser Proteine von den Kinetochoren fiihrt zur Initiierung der Anaphase [102] (Fig. 7).

*Mangel an Mikrotubulin-Bindungen
*Mangel an Spannung im Kinetochor

+ ————_
aktiviert
Mitotischer Kontrollpunkt | 4|

aktiv

Schwester-
chromatid

Zentromer mit
Kinetochor

/<\ Mitotischer_

Spindelapparat
Kohisin-

Komplexe

Metaphase Anaphase

R

Fig. 7: Mitotischer Kontrollpunkt

Die Schwesterchromatiden der Metaphasenchromosomen sind iiber den Kohisin-Komplex miteinander
verbunden [103, 104]. Die Kohdsion der Metaphasenchromosomen ist auf die zentromere Region
(Kinetochor) begrenzt. Sind alle Kinetochore der Chromosomen bipolar mit dem mitotischen
Spindelapparat verbunden, wird der mitotische Kontrollpunkt aufgehoben. Die Kontrollpunkt-
Komponenten Mad2 bzw. BubR1 geben den APC-Komplex frei, der dann in der aktivierten Form die
Securin-Polyubiquitinylierung vermittelt. Der Proteasom-vermittelte Abbau des ubiquitinylierten
Securins hat die Aktivierung der Separase zur Folge. Die aktive Separase spaltet die SCC1 (subunit of
cohesion complex 1, Kohdsinuntereinheit) und leitet somit die Anaphase ein [105]. In der Folge werden
die Schwesterchromatiden durch den mitotischen Spindelappart zu den entgegensetzten Spindelpolen
gezogen.

Der Verlust der p53-Funktion fithrt zur chromosomalen Instabilitit, abnormer
Zentrosomduplikation und Aneuploidie. Dies deutet, dass p53 eine Rolle in der Kontrolle von
Zentrosomduplikation und normaler chromosomaler Teilung spielt [79, 106, 107]. Obwohl der
mitotische Kontrollpunkt p53-unabhingig ist, werden einige Reaktionen auf den mitotischen

Spindelschaden von p53 beeinflusst [79, 108].
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2.3. p53-vermittelte Apoptose

Die Apoptose wird durch charakteristische morphologische und biochemische Verdnderungen
definiert, darunter die Aktivierung von Cystein-Aspartyl-Proteasen (Caspasen). Es existieren
zwei Signalwege, die zur Aktivierung der Effektor-Caspasen fiihren. Einer davon ist der
extrinsiche Weg (Fig. 8), der von den plasmamembranstidndigen Rezeptoren vermittelt wird, wie
Fas, dem Todesrezeptor, auch als APO-1 oder CD95 bekannt. Fas ist ein transmembrandrer
Rezeptor, der zu der TNF (Tumor Nekrose Faktor)-Rezeptor Superfamilie gehort.

Der zweite, intrinsische (mitochondriale) Weg (Fig. 8) wird durch das Austreten von Cytochrom
C aus dem Mitochondrium ausgeldst. Stress wie die DNA-Schiadigung kann den intrinsischen

Apoptoseweg aktivieren.
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Fig. 8: Aktivierung des intrinsischen und extrinischen Apoptosewegs

Im Gegensatz zur Nekrose lduft bei der Apoptose ein genetisch gesteuertes Programm ab. Es
sind in der Regel nur einzelne Zellen betroffen und diese reagieren auf Signale von innen, auch
wenn sich die Ausloser des Signals auBlerhalb der Zelle befinden. In der Anfangsphase
schrumpfen Zellkern, Cytoplasma und Mitochondrien. Die Zellmembran bleibt jedoch
unbeschidigt, sodass keine Entziindungsreaktion hervorgerufen wird. Infolge des sinkenden

Zellvolumens verliert die Zelle ihren Kontakt zu den Nachbarzellen und tritt in eine als Zeiose
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bezeichnete Phase ein. Wéhrend der Zeiose verdichtet sich das Chromatin und wird fragmentiert.
SchlieBlich zerfillt die Zelle in membranumschlossene apoptotische Korperchen (apoptotic
bodies), die von Nachbarzellen oder Makrophagen aufgenommen werden. Die resorbierten
Vesikel werden durch Lysozyme biochemisch aufgeschlossen und auf diese Weise werden die
Reste der abgestorbenen Zelle vollstindig wiederverwendet.

Als Transkriptionsfaktor apoptosefordernder Gene (Bax, Bad, Bak, Bid, APAF-1, Puma, Noxa)
sowie transkriptioneller Repressor von Uberlebensgenen (Bcl-2, Bcl-X;) kann p53 den
programmierten Zelltod induzieren [109]. In etwa 60 % der Kolonkarzinome, die p53-
Mutationen aufweisen, fehlen diese Apoptosesignale nach DNA-Schiadigung. Die Inaktivierung
des p53-Signalweges sowie der vor- und nachgeschalteten Regulatoren ist nicht nur fiir die
Entstehung von Tumoren, sondern auch fiir die Entwicklung von Therapieresistenzbildungen

von zentraler Bedeutung.

2.4. Nekrose

Zellen konnen durch Nekrose (,,Mord*) oder Apoptose (,,Selbstmord*) sterben. Bei der Nekrose
gehen Zellen durch duBlere Einfliisse, z. B. durch Verbrennungen, Vergiftungen, Strahlung oder
mechanischen Verletzungen, zugrunde. Diese fiihren in groBeren Bereichen des Gewebes zur
Kondensation der Kernsubstanz und zum Anschwellen der Zellorganellen. Die Folge ist das
Platzen der Zelle durch Schidigung der Plasmamembran, wodurch Stoffe aus dem Zytoplasma
freigesetzt werden, die die Makrophagen anlocken und damit eine Entziindungsreaktion
hervorrufen. Ein Beispiel fiir die Nekroseauslosung ist der Sonnenbrand. Die durch die UV-
Strahlen der Sonne geschiddigten Zellen schwellen an und platzen, und die mit der

Entziindungsreaktion einhergehende Hautrdtung ist als Sonnenbrand bekannt.

2.5. Seneszenz

Im Gegensatz zu einem voriibergehenden Zellzyklus-Stopp stellt zellulire Seneszenz einen
terminalen Wachstumsblock dar, der seneszente Zellen irreversibel aus dem Pool sich aktiv
teilender Zellen eliminiert. Zugrunde liegender Mechanismus dieser ,,mitotischen Uhr* ist die
progressive Verkiirzung und schrittweise Deprotektion der Chromosomenenden bei jeder
Zellteilung [110, 111]. Phinotypisch von replikativer Seneszenz ununterscheidbar ist die akut

induzierbare und daher vorzeitige Seneszenz (DNA-schiddigungsinduzierte Seneszenz) (Fig. 9).
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Fig. 9: Schliisselereignisse wihrend der replikativen und der DNA-schddigungsinduzierten Seneszenz
[112]

Im Falle der replikativen Seneszenz reguliert PML (Promyelozyten-Leukdmie-Genprodukt) p53 iiber die
Azetylierung von p53 [113, 114]. Bei der DNA-schadigungsinduzierten Seneszenz wird p53 iiber die
pl4-Induzierung mit folgender Mdm-2-Degradierung stabilisiert. Aktiviertes p53 aktiviert p21, das
Zellzyklusarrest in seneszenten Zellen induziert [115, 116]. Die Aktivierung von p53 und p2l in
seneszenten Zellen ist nur transient. Das Proteinniveau von p53 und p21 sinkt nach der Etablierung des
Wachstumsarrestes, wodurch pl16 hochreguliert wird. pl6 ist mdglicherweise fiir den Erhalt des
Wachstumsarrestes in seneszenten Zellen verantwortlich [116, 117].

Diese Telomer-unabhédngige Form der Seneszenz kann durch zelluldren Stress wie aktivierte
Onkogene (Ras, Raf) oder DNA-Schéidigung ausgelost werden [118-122]. Da seneszente
Fibroblasten ein charakteristisches Genexpressionsprofil aufweisen [123] und mit -
Galaktosidase mit saurem pH-Optimum (pH 6,0) (Seneszenz-assoziierte-B-Gal-Aktivitat, SA-B-
Gal) einen biochemischen Marker exprimieren, der in sich teilenden Zellen (und auch in Zellen,
die in Go-Phase sind) nicht gefunden wird [124], wurde angenommen, dass DNA-
schidigungsinduzierte Seneszenz dhnlich wie Apoptose ein spezifisches, genetisch kodiertes
Stress-Programm darstellt. In Kultur bleiben seneszente Zellen metabolisch aktiv [124] und
weisen ein grofles Volumen und vakuolenreiches Zytoplasma auf. Wiahrend replikative

Seneszenz als ein weithin akzeptierter biologischer Zustand des hohen Zellalters nach
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ausgeschopftem Teilungspotential gilt [125], wird das Konzept der DNA-schiddigungsinduzierten
Seneszenz kontrovers als Kultur-Artefakt mit unbekannter Signifikanz in vivo diskutiert [126].
Es wird zwar eine Akkumulation SA-B-Gal-positiver Zellen in Gewebsproben élterer Menschen
gefunden [124], doch ist unklar, inwieweit seneszente Zellen durch Phagozytose rasch
abgerdaumt werden konnen. Zwar ist mittlerweile klar, dass p53 und die p16, Rb, ARF, p15 und
das PML (Promyelozyten-Leukdmie-Genprodukt) eine entscheidende Rolle in der genetischen
Kontrolle von DNA-schidigungsinduzierter Seneszenz spielen [113, 127-130], doch sind
Stimulus-Effektor-Kaskaden und Querverschaltungen analog zu Apoptose-Programmen fiir das
,.Seneszenz-Netzwerk® bisher noch unbekannt.

Im Gegensatz zu proapoptotischen mitogenen Onkogenen gibt es Onkogene, die bevorzugt akute
Seneszenz als zelluldres Fehlerschutz-Programm auslosen. Onkogenes Ras gilt als Prototyp eines

Onkogens mit seneszenter Koaktivitét [118].

2.6. Mitotische Katastrophe

Die Bezeichnung ,,mitotische Katastrophe® beschrieb urspriinglich die Zelltodart, bei der die
Zellen durch eine Uberproduktion der cyclinabhiéingigen Kinasen Cdc-2 in Hefen bzw. CDK1 in
Saugerzellen zur Mitose gezwungen werden [131]. Inzwischen wird jeglicher Zelltod, der durch
eine Mitoseaberration hervorgerufen wird, mit diesem Terminus beschrieben. Morphologisch
tritt die mitotische Katastrophe durch die Bildung von aberranten Mitosen und
Mikronukleationen in Erscheinung. In nichtverdnderten Zellen wird die Schwelle von der G-
Phase in die M-Phase der Mitose nur dann {iberschritten, wenn eine unbeschidigte DNA vorliegt.
Dieses Uberschreiten, das zur Auflosung der Kernmembran, zur Trennung der Zentrosomen, zur
Spindelausbildung und zur Chromosomenkondensation fiihrt, wird durch die Aktivierung des
CDKI1/Cyclin-Komplex bewerkstelligt [132-134]. Liegt jedoch ein Defekt des Gs-
Kontrollpunktes vor, tritt die Zelle verfriiht in die M-Phase ein. Im Falle einer beschéddigten bzw.
noch nicht reparierten DNA fiihrt dies schlielich zum Tod der Zelle durch die mitotische
Katastrophe.

Zwei Unterarten von mitotischer Katastrophe konnen unterschieden werden. Erstens kann die
mitotische Katastrophe die Zellen wéhrend der Metaphase auf einem p53-unabhingigen Weg
toten, wenn die Kontrollpunktkinase Chk2 inhibiert ist. Zweitens kann die mitotische
Katastrophe nach versagter Mitose und wéhrend der Aktivierung des Polyploiden-
Kontrollpunktes in einem teilweise p53-abhingigen Weg auftreten [135]. Unter diesen
Bedingungen sterben Zellen als Ergebnis der Aktivierung von Caspasen und der mitochondrialen

Membranpermeabilisation, d. h. durch Apoptose. Durch die Verhinderung der mitotischen
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Katastrophe iiber die Pravention der Aktivierung der Caspasen und/oder der mitochondrialen
Schidigung wird gezeigt, dass diese Form von Zelltod ein Sonderfall der Apoptose darstellt. Die
Suppression der mitotischen Katastrophe begilinstigt die asymmetrische Teilung und die
Entstehung von aneuploiden Zellen [135].

Die DNA-schadigungsinduzierte mitotische Katastrophe und Apoptose kann auch ungekoppelt
vorkommen. Beipielsweise konnen Zellen eine mitotische Katastrophe erfahren und eine
Aktivierung von Caspase-2 aufweisen [135], ohne dass DNA-Fragmentierung nachweisbar ist
[136]. Apoptose kann iiber Bel-2 [137] oder Caspase-9 [138] inhibiert werden, ohne Inhibition
des mitotischen Zelltods. Es wurde deshalb argumentiert, dass die mitotische Katastrophe
grundsitzlich verschieden von der Apoptose sei, weil die Suppression von Apoptose iiber die
Uberexpression von Bcl-2 nicht zur Hemmung, aber zur Verstirkung des Zelltodes durch die
Formation von vermehrtem Mikronuklei fiihrt [137].

Mitotische Katastrophe kann auch durch Fusion von mitotischen Zellen mit Interphase-Zellen in
der S- oder G;-Phase induziert werden als Folge einer vorzeitigen Induktion von Mitose vor
Vollendung der S- oder G,-Phase [135]. Die Uberduplikation von Zentrosomen oder der
Misserfolg von Zentrosomen, sich der Duplikation zu unterziehen, mit daraus folgendem Fehlen

der Chromosomenteilung [139] kann ebenfalls zur mitotischen Katastrophe fiihren [135].

3. Cyclin D1 und hMpsl1

3.1. Die Rolle von Cyclin D1

Cyclin-D1-Protein in Verbindung mit CDK4 oder CDK6 phosphoryliert und inaktiviert das Rb-
Protein und fordert damit die Passage durch die G;-S-Phase des Zellzyklus (Fig. 5).
Amplifikation oder Uberexpression von Cyclin D1 spielt eine zentrale Rolle in der Entwicklung
von menschlichen Tumoren einschlieflich Parathyroidea-Adenome, Mammakarzinome,
Kolonkarzinome, Lymphome, Melanome und Prostatakarzinome [140]. Von den drei D-Typ-
Cyclinen, die jeweils an CDK binden kénnen [141], ist die Cyclin-D1-Uberexpression mit der
menschlichen Tumorgenese und der zelluldren Metastasenentwicklung verbunden [140]. Cyclin
DI zeigt auch CDK-unabhingige Funktionen. Es bindet an und reguliert die Aktivitdt von
Transkriptionsfaktoren, Koaktivatoren und Korepressoren, die die Histon-Azetylierung und
Deazetylierung regulieren. Die neueren Daten zeigen, dass Cyclin D1 den zelluldren
Metabolismus und die Fettzelldifferenzierung regulieren kann [140].

Viele Onkogene, u. a. mutiertes Ras [142] bzw. B-Catenin [143, 144], induzieren transkriptionell

die Cyclin-D1-Expression. Viele Studien deuten an, dass Cyclin D1 ein potenzielles Zielgen fiir
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die Therapie des Kolonkarzinoms sein konnte: Mduse mit reduzierter Cyclin-D1-Expression

weisen eine reduzierte Pradisposition zur gastrointestinalen Tumorgenese auf [145].

3.2. Die Rolle von hMps1 im mitotischen Kontrollpunkt

hMps1, auch bekannt als PYT/TTK, ist eine dual spezifische Tyrosin und Serin/Threonin-Kinase
[146-149]. hMpsl ist mit APC (Anaphase Promoting Complex) assoziiert [150]; ihre
Suppression 19st eine vorzeitige Mitose aus [150, 151]. hMpsl ist in der Mitose
hyperphosphoryliert und somit aktiv und dephosphoryliert, wenn die Zellen die Mitose verlassen
[150]. Die Dephosphorylierung von hMps1 leitet den Eintritt der Zelle in die Anaphase ein. In
den Zellen, die in Metaphase arretiert sind, bleibt hMps1 hyperphosphoryliert. Die Aktivierung
vom mitotischen Kontrollpunkt fiihrt zur Lokalisation von hMpsl im Kinetochor [150, 151].
hMpsl ist fiir die Rekrutierung und Retention von aktiven CENP-E (Kinesin-&hnliches Protein)
am Kinetochor erforderlich, das fiir die Kinetochor-Assoziation mit MAD1 und MAD2
notwendig ist [152]. Eine Funktion fiir die nicht-Kinetochor-assoziierte Form von hMps1 wurde
postuliert. Die nichtassoziierte hMps1-Kinase bindet mit APC/C [150]. Eine weitere Funktion
von hMpsl-Kinase ist die Zentrosomenduplikation [150, 153], obwohl diese Funktion
kontrovers diskutiert wird [151, 154].
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