2 Literaturubersicht

2.1 Mammatumoren der Huindin

2.1.1 Anatomie und Histologie der Milchdrise

Die Milchdrise (Mamma) des Hundes entspricht einer zusammengesetzten,
modifizierten, apokrinen Schweil3drise, welche sich aus ektodermalen (epithelialen)
Zellen entwickelt. Die Mamma besteht aus 2zwei normalerweise bilateral
symmetrischen Gesaugeleisten, die sich aus je 5 (seltener 4 oder 6)
Mammakomplexen zusammensetzen. Die Komplexe werden ihrer Lage nach als
kranialer thorakaler (T1), kaudaler thorakaler (T2), kranialer abdominaler (A1),
kaudaler abdominaler (A2) und inguinaler (I) Komplex bezeichnet (Evans and
Christensen 1993; Habermehl 1996). Das Drisenparenchym besteht aus
Drisenepithel und Stroma (Calhoun and Stinson 1998). Als Drise ektodermaler
Herkunft wird das Drisenepithel von kontraktilen Zellen, dem Myoepithel und von

einer Basalmembran umgeben (Liebich 2003).

2.1.2 Epidemiologie von Mammatumoren

Mammatumoren stellen mit einem Anteil von bis zu 52 % der Tumorerkrankungen
die haufigste Neoplasie der Hindin dar (Nolte and Nolte 2000; Rutteman, Withrow et
al. 2001; von Bomhard 2001). Der Anteil der Tiere, die an malignen Neoplasien
erkranken, liegt bei 20 bis 40 % aller Tumortrager. Die Entstehung von
Mammatumoren wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst (siehe auch 2.2.4).
Neben dem Alter der Hundinnen spielen der Zeitpunkt der Kastration bzw. die
Kastration per se sowie das Vorkommen und die Art der Laufigkeitsunterdrickung
eine Rolle. Die Anzahl der Trachtigkeiten, Laktationen oder Scheintrachtigkeiten
scheinen keinen Einfluss auf das Mammatumorrisiko zu nehmen (Kessler 2005).

Das Mammatumorrisiko steigt mit zunehmendem Alter, wobei Hiundinnen selten vor
dem vierten Lebensjahr an Mammatumoren erkranken. Gehauft tritt diese
Erkrankung im Alter zwischen sieben und dreizehn Jahren auf (Gottwald 1998; Moe
2001).
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Rassedispositionen werden in der Literatur kontrovers diskutiert und sind aufgrund
der regionalen Bevorzugung bestimmter Rassen nur schwer zu ermitteln (Gormann
2001; Rutteman, Withrow et al. 2001).

Bezlglich der Lokalisation von Mammatumoren wird beschrieben, dass die kaudalen
Drusenkomplexe der Mamma eine deutlich hdhere Inzidenz der Neoplasien zeigen,
als die kranialen Komplexe. Uber 80% der Mammatumoren sind in den inguinalen
und abdominalen Drisenkomplexen zu finden. (Gutberlet, Wey et al. 1998)

Bei bis zu 80% der Hundinnen werden multiple Tumoren gefunden (primare
Multiplizitat), die unterschiedliche histologische Befunde liefern. Sie differieren in
ihrer Dignitat und konnen in einer oder in beiden Mammaleisten nebeneinander
lokalisiert sein (Gutberlet, Wey et al. 1998; MacEwen and Withrow 2001).

Abbildung 1  Fotografie eines Mammatumors bei der Hindin (Noahs Arkive, University of
Georgia)

2.1.3 Atiologie und Pathogenese

In der Literatur werden die Ursachen flr eine neoplastische Entartung der caninen
Mamma kontrovers diskutiert. Laut FERGUSON (Ferguson 1985) ist bei dieser
Erkrankung von einem multifaktoriellen Geschehen auszugehen. Mdgliche Ursachen
sind hormonelle und alimentare Faktoren. Des Weiteren werden Umwelteinflisse
und immunologische Faktoren beschrieben.

Unter anderem werden auch hormonelle Einflisse und genetische Pradispositionen

bei Rassehunden und deren Bedeutung bei der Entstehung von Mammatumoren
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diskutiert. Der Zeitpunkt der Kastration, aber auch die Gabe von Gestagenen zur
Laufigkeitsunterdriickung spielen eine signifikante Rolle bei der Entstehung von
Mammatumoren. Bei Verabreichung von Geschlechtshormonen (die in praxi zur
Laufigkeitsunterdrickung angewandt werden) zeigte sich in unterschiedlichen
Studien sowohl bei hoher als auch bei niedriger Dosierung ein vermehrtes Auftreten
von Mammatumoren. Das Risiko maligner Tumoren steigt besonders bei der
Applikation von Ostrogen-Gestagen-Kombinationen (Casey, Giles et al. 1979;
Misdorp 1991; Rutteman 1992). Nach Untersuchungen von MISDORP erhoht die
hormonelle Laufigkeitsunterdriickung bei der Hindin die Gefahr der Entstehung von
benignen Tumoren der Mamma um etwa 40 %. Jedoch =zeigt die
Laufigkeitsunterdrickung keinen Einfluss auf die Haufigkeit des Auftretens maligner
Tumoren, verglichen mit dem Risiko unbehandelter Hindinnen (Misdorp 1988). Der
Verabreichung von Gestagenen zur Laufigkeitsunterdriickung ist, hinsichtlich des
Risikos der Entstehung von Mammatumoren, eindeutig die Kastration im friihen Alter
vorzuziehen (Rutteman 1990). Bei der Kastration einer Hundin vor der ersten
Laufigkeit sinkt das Mammatumorrisiko auf 0,05 %, bei Kastration nach der ersten
Laufigkeit auf 8 %. Wird die Hindin nach der zweiten Laufigkeit kastriert, so liegt das
Risiko der Entwicklung maligner Mammatumoren bereits bei 26 % (Rutteman,
Withrow et al. 2001). Nach der zweiten Laufigkeit der Hundin scheint der hemmende
Einfluss der Kastration auf das Mammatumorrisiko zu verschwinden (Misdorp 1988).
Die Kastration nach der Diagnose eines Mammatumors hat keinen Einfluss auf die
Uberlebenszeit post operationem, verhindert aber in seltenen Fallen die Entstehung
bzw. Ausbildung weiterer Tumoren in anderen Komplexen (Gutberlet, Wey et al.
1998).

Neben den genannten Faktoren wird eine Vielzahl epigenetischer Phanomene
diskutiert, die die Entstehung caniner Mammakarzinome beeinflussen. Ziel der
vorliegenden Arbeit ist es, einen Beitrag zur Beschreibung einheitlicher, eventuell
.konsistenter” zelluldrer Regelmechanismen im Rahmen der Entstehung caniner

Mammakarzinome zu leisten.

2.1.4 Nomenklatur und Klassifikation

Seit den 70er-Jahren erfolgt die Klassifikation humaner Mammatumoren im
deutschsprachigen Raum gemafl® der Empfehlung der WHO (World Health

Organisation). Die jungste Modifikation der histologischen WHO-Klassifizierung fir

13



Mammatumoren des Hundes und der Katze wurde von MISDORP (Misdorp 1999)
verfasst. Sie bericksichtigt klinische Verlaufsstudien, die, vor allem im Fall von
malignen Tumoren, dem Verhaltnis von Histologie und Prognose eine starkere
Gewichtung geben. So werden die beim Hund haufigsten malignen Mammatumoren
nach steigendem Malignitatsgrad wie folgt benannt:

1. nicht infiltrierendes Karzinom (Basalmembran intakt) , 2. komplexes Karzinom
(2 Zelltypen des gleichen Keimblattes), 3. einfaches Karzinom (1 Zelltyp);
3.1. tubulopapillarer Typ; 3.2. solider Typ; 3.3. anaplastischer Typ, 4. Spezielle
Karzinomformen (Misdorp 1999).

Diese malignen Tumoren bilden die erste der insgesamt drei unterschiedenen
Tumorkategorien (siehe Tabelle 1). Der zweiten Kategorie werden die benignen und
der dritten die nichtklassifizierten Tumoren zugeordnet. Eine vierte Kategorie bilden

Dysplasien und Hyperplasien der Mamma.

14



of Mammary Tumors ‘ L
of the Dog and Cat o

Histological Classification //(mi
s

CANINE
1 Malignant Tumors 2 Benign Tumors
1.1 Noninfiltrating (in situ) carcinoma 2.1 Adenoma
1.2 Complex carcinoma 2.1.1 Simple adenoma
1.3 Simple carcinoma 2.1.2 Complex adenoma
1.3.1 Tubulopapillary carcinoma 2.1.3 Basaloid adenoma
1.3.2 Solid carcinoma 2.2 Fibroadenoma
1.3.3 Anaplastic carcinoma 2.2.1 Low-cellularity fibroadenoma
1.4 Special types of carcinomas 2.2.2 High-cellularity fibroadenoma
1.4.1 Spindle cell carcinoma 2.3 Benign mixed tumor
1.4.2 Squamous cell carcinoma 2.4 Duct papilloma
1.4.3 Mucinous carcinoma
1.4.4 Lipid-rich carcinoma 3 Unclassified Tumors
1.5 Sarcoma
1.5.1 Fibrosarcoma 4 Mammary Hyperplasias/Dysplasias
1.5.2 Osteosarcoma 4.1 Ductal hyperplasia
1.5.3 Other sarcomas 4.2 Lobular hyperplasia
1.6 Carcinosarcoma 4.2.1 Epithelial hyperplasia
1.7 Carcinoma or sarcoma in benign tumor 4.2.2 Adenosis
4.3 Cysts
4.4 Duct ectasia
4.5 Focal fibrosis (fibrosclerosis)
4.6 Gynecomastia
Tabelle 1 Darstellung der histologischen Klassifikation von Mammatumoren des

Hundes gemal WHO-Richtlinien (1999)

2.1.4.1 Epitheliale Tumoren

Epitheliale Tumoren machen mit Abstand den gréRten Anteil caniner
Mammatumoren aus. Ihnen werden alle Tumoren zugeordnet, in deren Strukturen
(papillare, tubulare, alveolare) Drusenepithel differenziert werden kann. Man
bezeichnet sie als Adenome (benigne) oder Adenokarzinome (maligne). Liegen
Drisenstrukturen nur noch zu einem geringen Anteil vor oder fehlen diese ganzlich,
so spricht man von soliden Karzinomen. Anaplastische Karzinome liegen bei
Uberwiegend undifferenzierten Tumoren mit fehlender Drusenstruktur, die sich durch
vorwiegend anaplastische epitheliale Zellen auszeichnen, vor.
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Ist neben sekretorischem Epithel auch Myoepithel neoplastisch entartet, werden die
Tumoren als komplexes Adenom (benigne) bzw. komplexes Karzinom (maligne)
bezeichnet (Gutberlet, Wey et al. 1998; Kessler 2005).

2.1.4.2 Mesenchymale Tumoren und Karzinosarkome

Der Tumor besteht im Falle eines Fibroms oder Sarkoms ausschliel3lich aus
mesenchymalen Anteilen. Diese Tumorformen, bei denen Osteo- und Fibrosarkome
die haufigsten Tumoren darstellen, machen nur etwa 3% der caninen
Gesaugetumoren aus.

Von den Tumoren, die aus epithelialen und mesenchymalen Zellen nebeneinander
bestehen, werden bei der Hindin in den meisten Fallen Fibroadenome (benigne),
benigne Mischtumoren und sehr selten Karzinosarkome diagnostiziert (Kessler
2005).

2.2 Tumorbiologie von Karzinomen der Mamma

Um einen Uberblick Uber die Karzinogenese, d.h. die Entstehungsmechanismen von
Tumoren (Mammatumoren), zu geben, soll im Folgenden auf die Tumorbiologie
eingegangen werden.

Das biologische Verhalten spontaner caniner Mammakarzinome ist mit der
Tumorbiologie spontaner Karzinome der humanen Brustdrise vergleichbar. Daher
lassen sich Ergebnisse humaner Studien zu diesem Thema auf den Hund Ubertragen
(Vail and MacEwen 2000).

Die Entstehung von Tumoren ist immer durch eine unkontrollierte, zellulare

Proliferation begrindet.
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Beispiel Cervix Karzinom

- ] i

B} dhyaplass G cairoTa i 3y I mak) it carcinema
Verlust der undifferenzierte Invasion

Gesund Differenzierung Proliferation

madipnanr 2 g n ire
Gewebeschnitt ™

Pap (Papanicelaou) smear:
Normal Oysplasie Karzinom

Abbildung 2 Tumorentstehung. Morphologie

Im Rahmen der Karzinogenese sind in vielen Fallen drei eng miteinander verkntpfte
biologische Regulationsmechanismen dysreguliert und daher von groRer Bedeutung:
die Regulationsmechanismen des Zellzyklus (1.), der Apoptose (2.) und der
Zelldifferenzierung (3.) (Corn and El-Deiry 2002). In normalen und ausgereiften,
adulten Geweben, die dadurch charakterisiert sind, dass sie sich regelmaRig selbst
erneuern (z.B. Darm-/Lebergewebe), besteht ein dynamisches Gleichgewicht
zwischen Zellproliferation durch mitotische Teilung und Zelluntergang durch
programmierten Zelltod (Apoptose) (Kerr, Wyllie et al. 1972; Meier, Finch et al. 2000;
Evan and Vousden 2001). Beide Phanomene werden durch spezifische, komplexe
Regulationsmechanismen streng kontrolliert (Krammer, Behrmann et al. 1994; Daniel
2000). lhre Bedeutung im Rahmen der Karzinogenese von benignen und malignen
Tumoren wurde in der Literatur vielfach beschrieben (Tsujimoto, Finger et al. 1984;
Vaux, Cory et al. 1988; Burns, Kemp et al. 1991; Yonish-Rouach, Resnitzky et al.
1991; Soengas, Alarcon et al. 1999). Durch die ungehemmte Stimulation von
zellzyklusaktivierenden Signalwegen wird die Entstehung von Tumoren ebenso
gefordert wie durch eine Inaktivierung von den Zelltod (Apoptose) induzierenden
Signalwegen (Wyllie, Bellamy et al. 1999). Maligne Neoplasien im Bereich der
Brustdrise zeigen genannte Stérungen der Proliferations- und/oder der
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Apoptosemechanismen. Haufig folgt auf initiale, transformierende genetische
Ereignisse maligner Tumoren eine Akkumulation weiterer, sekundarer genetischer
Veranderungen, die in der genetischen Instabilitdt des Tumors begrindet ist
(Hoeijmakers 2001). Hieraus resultiert in vielen Fallen ein verstarkter Verlust der
Proliferationskontrolle und fuhrt zu erhdhter Apoptose-Resistenz. Diese
Veranderungen werden im Rahmen der Tumorprogression beobachtet, das heifl3t bei
der Entstehung von epithelialen Tumoren mit hoherem Malignitatsgrad und
Therapieresistenz, zum Beispiel infolge einer Chemo- oder Strahlentherapie.

Die Mechanismen der Karzinogenese sind Thema zahlreicher humaner
Forschungsarbeiten, deren Ergebnisse  sich bisher zum  Tell in
veterindrmedizinischen Studien bestatigen und auf unterschiedliche Spezies
Ubertragen lie3en. Die Grundlage der vorliegenden Arbeitshypothese bilden jedoch
im  Wesentlichen humane Forschungsarbeiten, da die Mechanismen der
Karzinogenese von Mammatumoren speziestbergreifend, insbesondere im Hinblick
auf Caniden, bisher nur unzureichend beschrieben wurden. Des Weiteren ist
bekannt, dass spontane humane und spontane canine Mammakarzinome grole
Ahnlichkeiten in inrem biologischen Verhalten zeigen (Vail and MacEwen 2000).

Bei den meisten, wenn nicht bei allen, humanen Tumoren finden sich Veranderungen
in den Kontrollmechanismen des G1/S-Phasenubergangs des Zellzyklus (Malumbres
and Carnero 2003). Genannte Veranderungen sind insbesondere bei sogenannten
Onkogenen bzw. Tumorsuppressorgenen zu finden (Corn and El-Deiry 2002).
Onkogene ermdglichen den Ubergang einer Zelle in die nachste Zellzyklusphase
(Positivregulation) an den Kontrollpunkten (Checkpoints) des Zellzyklus, wahrend
Tumorsuppressorgene an den Checkpoints den Ubertritt einer Zelle in die nachste
Zellzyklusphase verhindern konnen (Negativregulation). Bei den Cyclin-abhangigen
Cyclinkinase-Inhibitoren (CKls) p21 und p27 handelt es sich um putative
Tumorsuppressoren. Onkogene gehoéren zum Erbgut einer Zelle und werden bei
Einwirkung von Mutagenen aus ihren Vorstufen, den Proto-Onkogenen, gebildet. Sie
fordern den Ubergang von normalem Wachstumsverhalten einer Zelle zum
ungebremsten Tumorwachstum. Tumorsuppressorgene hingegen kodieren Proteine,
die den Zellzyklus und somit die Tumorentstehung kontrollieren. Der Fokus dieser
Arbeit ist auf die Untersuchung der CKlIs p21 und p27 gerichtet, die als putative

Tumorsuppressorgene gelten. Sie sind Thema zahlreicher humanmedizinischer
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Forschungsarbeiten, wurden jedoch speziestbergreifend, besonders im Fall der
Caniden, bisher unzureichend untersucht und beschrieben.

Es ist bekannt, dass CKils eine wichtige Funktion bei der Kontrolle des Zellzyklus
ubernehmen (siehe 2.3). Im Folgenden soll daher auf den Zellzyklus eingegangen
werden, der eine essentielle Grundlage zum Verstandnis der Funktion der CKls p21

und p27 darstellt, welche Thema dieser Arbeit sind.

2.3 Der Zellzyklus

2.3.1 Zusammenfassung

Die Vermehrung einer jeden Zelle setzt die Replikation wesentlicher
Zellkomponenten und die gleichmaRige und vollstandige Weitergabe dieser an zwei
entstehende Tochterzellen voraus (Tessema, Lehmann et al. 2004). Dies erfolgt in
einem streng kontrollierten Prozess, der als Zellzyklus bezeichnet wird. Die
Verdoppelung der DNA als Trager der genetischen Information und ihre
anschlieende Aufteilung in zwei vollstandige Kopien kann als zentraler Vorgang des
Zellzyklus angesehen werden.

Im Zellzyklus erfolgt die oben beschriebene Zellvermehrung in vier unterschiedlichen
Zellzyklusphasen. Die Replikation der DNA und damit die Verdoppelung des
Chromosomensatzes finden in der Synthese- oder S-Phase statt. Es schliel3en sich
die Trennung der identischen Schwesterchromatide und ihre Verteilung auf zwei
Tochterkerne in der Mitosephase an. Zwischen diesen beiden Phasen liegen zwei
sogenannte Gap-Phasen: die prareplikative G1(Gap1)-Phase und die pramitotische
G2(Gap2)-Phase. Die Mitose ist normalerweise mit der Teilung der Zelle (Zytokinese)
verknupft und wird dann als M-Phase bezeichnet. Die Replikation des Genoms und
die Mitose sind in den meisten eukaryotischen Zellen alternierende und voneinander
abhangige Vorgange. So kann die Mitose erst dann erfolgen, wenn die DNA
vollstandig verdoppelt ist. Umgekehrt kann die Replikation erst nach erfolgter Mitose
erneut initiiert werden. Die geordnete Abfolge des Zellzyklus kann laut HARTWELL
et al.und WEINERT (Hartwell and Weinert 1989; Weinert 1997) durch zwei
alternative Mechanismen sichergestellt werden: Zum einen besteht die Mdglichkeit
einer Substrat-Produkt-Beziehung, indem das Produkt eines Ereignisses das
Substrat eines spater folgenden Ereignisses darstellt. So setzt zum Beispiel die

ausreichende Synthese von Desoxynukleotiden fur die DNA-Replikation eine
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Aktivierung der hierfir notwendigen Enzyme in der spaten G1-Phase voraus. Zum
anderen wird die Abhangigkeit zweier Prozesse, die anderweitig nicht miteinander in
Verbindung stehen, durch biochemische Signalwege erreicht. Diese Signalwege
werden als Checkpoints bezeichnet. So wird beispielsweise am ,DNA replication
checkpoint” sichergestellt, dass die Replikation abgeschlossen ist, bevor die Mitose
eingeleitet wird. Weitere, sogenannte ,DNA damage checkpoints® befinden sich am
G1/S-Zellzyklusphaseniibergang (G1-Phase), am Ubergang von der G2- zur M-
Phase (G2-Phase) und innerhalb der S-Phase (Molinari 2000). Die Initiation der
Replikation wie auch der Beginn der Mitose hangen von der Integritat der DNA ab.
Die ,DNA damage checkpoints® |I6sen bei detektiertem DNA-Schaden den Arrest des
Zellzyklus in der G1- oder G2-Phase aus oder erwirken eine Verlangsamung der S-
Phase. So werden die Beseitigung und die Reparatur von DNA-Schaden ermdoglicht,
bevor diese in der Replikation zu Mutationen fihren oder in der Mitose an
Tochterzellen weitergegeben werden koénnen. Die Gap-Phasen haben weitere
wichtige regulatorische Funktionen. Ist zum Beispiel das GroRenwachstum der Zelle
nicht abgeschlossen oder erhalt sie kein entsprechendes Proliferationssignal, wird
die Zelle den Zellzyklus mit der frihen G1-Phase beenden und in ein Ruhestadium
(Nichtteilungsstadium), die sogenannte GO-Phase Ubergehen. Gleichermalen
verhalt sich die Situation, wenn die Zelle durch ein antimitogenes Signal geschutzt
wird oder kein ausreichendes Differenzierungsstadium erreicht hat (Molinari 2000).
Die Checkpoints leisten somit einen entscheidenden Beitrag zur Aufrechterhaltung
der Genomstabilitat (Weinert 1997; Pruri, MacLachlan et al. 1999).
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Abbildung 3  Der Zellzyklus. In Robbins: Pathologic Basis of
Disease (Cotran, Kumar et al. 1999)

Das Verstandnis der Funktion von Cyclin-abhangigen Cyclinkinase-Inhibitoren und
der Regulation des Zellzyklus (siehe Abbildung 3) durch die CKls p21 und p27 setzt
den Einblick in die Hauptkontroll- und -regulationsmechanismen des Zellzyklus
voraus. Dieser Einblick soll exemplarisch durch die anschlieBende Erlauterung der
einzelnen Zellzyklusregulatoren sowie durch die Kontrollmechanismen am Beispiel

des G1/S-Zellzyklusphasenubergangs gegeben werden.

2.4 Kontrolle und Regulation des Zellzyklus

2.4.1 Allgemeines

Wesentliche Erkenntnisse zur Regulation der Proliferation im Rahmen des Zellzyklus
wurden zunachst in Hefezellen gewonnen, vor allem der Bierhefe Saccharomyces

cervisiae und der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe (Kuntzel, Schulz et al.
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1996; Stern and Nurse 1996; Moser and Russell 2000). Defektmutanten dieser
Eukaryonten flhrten zur Identifizierung der Cycline als Motor des Zellzyklus. Die
Expression dieser Proteine oszilliert. In bestimmten Phasen des Zellzyklus werden
spezifische Cycline hoch- oder herunterreguliert (Hunt 1991). Cycline (Johnson and
Walker 1999) kontrollieren die Enzymaktivitat Cyclin-abhangiger Kinasen (CDK)
(siehe 2.4.2), die Uber die Phosphorylierung von Substratproteinen das Fortschreiten
der Zelle im Zellzyklus koordinieren (Hengstschlager, Braun et al. 1999; Li and Blow
2001). Fir die Entdeckung der Cycline erhielten LELAND H. HARTWELL,
R. TIMOTHY HUNT und PAUL M. NURSE im Jahr 2001 den Nobelpreis fur Medizin
und Physiologie und legten hiermit den Grundstein flr zahlreiche
Forschungsarbeiten, die in den letzten Jahren die Bedeutung des Zellzyklus und der
Zellzykluskontrolle im Rahmen der Karzinogenese untersucht und belegt haben. Die
Beispiele der untersuchten und, besonders im Bereich der Zellzykluskontrolle,
beeinflussten Gene sind so zahlreich, dass die Krebserkrankung mitunter als ,Cell-
Cycle-Disease” (Erkrankung des Zellzyklus) beschrieben wurde (Bartek, Lukas et al.
1999).

Die Kontrolle und die Regulation des Zellzyklus finden an bestimmten Punkten, den
,Checkpoints“ des Zellzyklus, statt. An diesen Kontrollpunkten befinden sich
Signaltransduktionskaskaden mit regulatorischer Funktion, durch welche die
Reihenfolge und der zeitliche Ablauf der Zellzykluspassage vermittelt werden
(Malumbres and Barbacid 2001).

Resultat der Signaltransduktionskaskaden ist auf der einen Seite eine Aktivierung der
Zellzykluspassage, auf der anderen Seite kommt es unter bestimmten Umstanden zu
einer Hemmung und Inaktivierung der Zellzykluspassage und letztlich zur
Ausschleusung der Zelle aus dem Zellzyklus und zur Einleitung der Apoptose
(Massague 2004).

2.4.2 Cyclin-abhangige Cyclinkinasen als Schliisselenzyme der

Zellzyklusregulation

Die Positivregulation und somit das Fortschreiten des Zellzyklus werden durch
Cyclin-abhangige Cyclinkinasen (Cyclin-dependent kinases, CDKs) vermittelt. Sie
stellen die zentralen Elemente des molekularen Kontrollsystems dar, welches den
geordneten und stérungsfreien Ablauf des Zellzyklus sichert (Sherr 1996; Morgan
1997; Planas-Silva and Weinberg 1997; Ekholm and Reed 2000; Pines and Rieder
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2001). CDKs per se sind katalytisch inaktiv und werden im Verlauf des Zellzyklus
phasenspezifisch aktiviert und inaktiviert, wodurch der Ubergang der Zelle in die
nachfolgende Zellzyklusphase ermoglicht wird. Um katalytische Aktivitat zu erlangen,
mussen die CDKs mit einer regulatorischen Untereinheit aus der Familie der Cycline
assoziieren (siehe Abbildung 4) (Massague 2004). So entstehen Komplexe
(Holoenzyme) aus einer katalytischen (CDK) und einer regulatorischen Untereinheit
(Cyclin).

cyclin

cycrin-dépenclent
kinase
(Cclk)

Abbildung 4 Zwei Schlisselkomponenten der Zellzykluskontrolle. Ein Komplex aus einem
Cyclin und einer Cyclin-abhdngigen Kinase Ubernimmt als Proteinkinase
spezifische Funktionen der Zellzyklussteuerung. Ohne sein Cyclin ist die
Cyclinkinase inaktiv (Alberts and Johnson 2002).

Unterschiedliche Cycline Ubernehmen spezifisch flr jede Zellzyklusphase die
regulatorische Funktion. In der G1-Phase kommen die D-Cycline vor, die E- und A-
Cycline in der S-Phase und in der M-Phase die B- und A-Cycline (siehe Abbildung 5)
(Murray 2004).

I

~ ZcyclinD

Cyclin E

Abbildung 5 Phasenspezifitat der Cycline im Verlauf des Zellzyklus
23



Das zyklische Auftreten der Cycline wird einerseits durch transkriptionelle Aktivierung
der Cyclin-codierenden Gene und andererseits durch Ubiquitin-vermittelte

Degradation dieser Proteine gesteuert (siehe Abbildung 6) (Morgan 1996).

trigger mitosis machinery

Mf..dk
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®
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trigger DNA replication machinery

Abbildung 6 Vereinfachte Darstellung der Zellzykluskontrolle. CDKs binden sukzessive
unterschiedliche Cycline, um die unterschiedlichen Abschnitte des Zellzyklus
zu steuern. Die CDK-Aktivitat wird durch die CDK-Degradation determiniert.
Zur Vereinfachung sind nur die S-Phase-Cycline (S-cyclin) und M-Phase-
Cycline (M-cyclin) dargestellt, die jeweils mit einer einzigen Cyclin-abhangigen
Kinase interagieren; die hieraus entstehenden Cyclin-CDK-Komplexe werden
als S-CDKs and M-CDKs bezeichnet (Alberts and Johnson 2002).

Die Cyclin-abhangigen Cyclinkinasen, welche die katalytische Untereinheit der
Holoenzyme darstellen, gehdren zur Serin/Threonin-Proteinfamilie. lhre Aktivitat wird
durch zahlreiche Regulationsmechanismen gesteuert (Lee and Yang 2001). Es
finden CDK-aktivierende Mechanismen (Positivregulationen) und CDK-hemmende
Regulationen (Negativregulationen) statt. Zusatzlich zur Aktivierung der CDKs durch
die Bindung eines phasenspezifischen Cyclins (siehe Abbildung 4, Abbildung 5 und
Abbildung 6) wird ihre Aktivitat durch die Phosphorylierung des sogenannten T-loop-
Threonins durch die CDK-aktivierende Kinase (CAK) (siehe Abbildung 8) erhoht. Des
Weiteren werden die CDKs durch Dephosphorylierungen an bestimmten

Aminosaureresten (Threonin14/tyrosine15) aktiviert (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7 Regulation der CDK-Aktivitat durch inhibitorische Phosphorylierung. Der aktive
Cyclin-CDK-Komplex wird durch die Wee1-Kinase nahe des aktiven Zentrums
phosphoryliert und hierdurch inaktiviert. Durch eine Dephosphorylierung
(durch die Kinase Cdc25) geht der Cyclin-CDK-Komplex wieder in seinen
aktiven Zustand uUber (Alberts and Johnson 2002).

Den aktivierenden Regulationsmechanismen stehen die negativ regulierenden
Mechanismen gegenuber: 1. die Bindung von Cyclin-abhangigen Cyclinkinase-
Inhibitoren (CKIs) (siehe Abbildung 10), 2. die Dephosphorylierung durch CDK-
assoziierte Proteinphosphatasen (KAP) sowie 3. die Phosphorylierung durch WEE1-
ahnlichen Kinasen (siehe Abbildung 7) (Tessema, Lehmann et al. 2004).

Die Signaltransduktionskaskade wird aktiviert und bremst die Zellzykluspassage,
sobald eine Zellzyklusphase nicht abgeschlossen oder fehlerhaft verlaufen ist
(Paulovich, Toczyski et al. 1997).
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Abbildung 8 Schematische Darstellung der CDK-Aktivierung. Diese Abbildung basiert auf
den rontgenkristallographisch ermittelten Kenntnissen der
dreidimensionalen Struktur von humanem Cdk2. Gezeigt ist die Lokalisation
von gebundenem ATP. Das Enzym wird in drei Stadien dargestellt. (A) Im
inaktiven Zustand, ohne gebundenes Cyclin, das aktive Zentrum wird von
einer Region des Proteins, des sog. ,T-loop“ (T-Schleife: rot dargestellt),
blockiert. (B) Durch die Bindung eines Cyclins kommt es zur Losung des T-
loops vom aktiven Zentrum, wodurch Cdk2 partiell aktiviert wird. (C) Aus
einer weiteren Phosphorylierung des Cdk2 an einem Threoninrest des T-
loops resultiert eine Konformationsdnderung der T-Schleife und das Enzym
erhalt seine volle Aktivitdt. Hierdurch erhalt das Enzym die Fahigkeit, seine
Proteinsubstrate zu binden (Alberts and Johnson 2002).

Die Gegenspieler der Cyclin/CDK-Komplexe stellen die Cyclin-abhangigen
Cyclinkinase-Inhibitoren (CKls) dar. Sie Uben zusatzlich zu den bereits
beschriebenen Mechanismen einen essentiellen hemmenden Effekt auf die Aktivitat
der Cyclin/CDK-Komplexe aus. Bleibt dieser hemmende Effekt der CKls auf die
Cyclin/CDK-Komplexe aus, so zeigen sich elementare Dysregulationen im
Zellzyklusverlauf. Diese Dysregulationen, begrundet in einer fehlenden oder einer
Dysfunktion der CKls (wie p21 und p27), sind in der Karzinogenese epithelialer
Tumoren von grof3er Bedeutung. In der humanmedizinischen Forschung wurde das
pathogenetische Grundprinzip der Cyclin-abhangigen Cyclinkinase-Inhibitoren in
zahlreichen Studien untersucht und beschrieben (Nakayama 1998; Martin-Caballero,
Flores et al. 2001; Philipp-Staheli, Payne et al. 2001; Shibata, Yoshidome et al. 2001;
Choi, Tucker et al. 2003), wahrend dies in der veterinarmedizinischen Forschung
nicht der Fall ist. Ziel dieser Arbeit ist es, einen Beitrag zur Analyse der

pathogenetischen Grundprinzipien der CKIs, insbesondere p21 und p27, in der
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Karzinogenese caniner Mammatumoren zu leisten. Hierzu folgt unter Punkt 2.4.3 die

Charakterisierung der CKls in Struktur und Funktion.

2.4.2.1 Die G1-Phase des Zellzyklus

Zunachst soll jedoch eine Beschreibung der G1-Phase des Zellzyklus folgen. Am
Beispiel dieser Zellzyklusphase sollen die CKls im funktionellen Kontext zu den unter
2.4.2 aufgeflhrten Regulatoren beschrieben und ihre Rolle im Rahmen des
Zellzyklus verdeutlicht werden.

Die G1-Phase des Zellzyklus stellt die einzige Phase dar, in der eine Zelle durch
extrazellulare Proliferationssignale beeinflusst werden kann. Hierzu gehoren
mitogene Signale, die zum Eintritt der Zelle in den Zellzyklus bzw. zu dessen
Fortschreiten fuhren. Des Weiteren sind antiproliferative Signale von Bedeutung,
durch die der Zellzyklus gestoppt wird und/oder die Zelle den Zellzyklus verlasst
(Tessema, Lehmann et al. 2004). Uber das Verlassen des Zellzyklus oder den
Ubergang in die nachste Zellzyklusphase wird am G1/S-Checkpoint entschieden. Er
wird auch als Restriktionspunkt (R-Punkt) bezeichnet. Nach Passage des
Restriktionspunktes nehmen extrazellulare Signale keinen Einfluss mehr auf das
Schicksal der Zelle, und der Zellzyklus wird bis zum Ende fortgesetzt (Sherr 2000).
Die wichtigsten Regulatoren des Zellzyklus stellen die unter 2.4.2 beschriebenen
Familien der Cycline, die Cyclin-abhangigen Cyclinkinasen (CDKs) und deren
Substratproteine (siehe 2.4.2), sowie die Familie der Cyclin-abhangigen
Cyclinkinase-Inhibitoren (siehe 2.4.3) und die Retinoblastom-Familie dar (Gali-
Muhtasib and Bakkar 2002).

Fur die GO-Phase und die fruhe G1-Phase ist eine geringe Aktivitdt von Cyclin-
abhangigen Cyclinkinasen (CDKs) charakteristisch. Diese ist durch eine hohe
Aktivitat von Cyclin-abhangigen Cyclinkinase-Inhibitoren (CKIs) und eine gleichzeitig
niedrige  Cyclin-Konzentration bedingt. Es liegt eine Bindung des
Transkriptionsfaktors E2F am Retinoblastomprotein (pRb) vor, welches ein
Tumorsuppressorgen darstellt (siehe Abbildung 9). Im gebundenen Zustand ist
dieser Transkriptionsfaktor inaktiv. Im ungebundenen Zustand bewirkt E2F die
Transkription seiner Targetgene, welche flr die DNA-Replikation von entscheidender
Bedeutung sind (Molinari 2000). Bei einem adaquaten, extrazellularen
Proliferationssignal erfolgen die Akkumulation von D-Cyclinen (durch vermehrte
Expression und gleichzeitig verminderte Proteolyse) und die Bildung von partiell

aktiven Komplexen (Holoenzyme) aus je einem Cyclin und je einer Cyclin-
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abhangigen Kinase CDK4 bzw. CDKB6. Die entstandenen Holoenzyme werden durch
die Cyclin-aktivierende Kinase (CAK) phosphoryliert und erhalten hierdurch ihre volle
Aktivitat (Vermeulen, Van Bockstaele et al. 2003). Die aktivierten CDK4/6-Cyclin D-
Holonenzyme fuhren durch eine Phosphorylierung des pRb zur Freisetzung des
E2F-Transkriptionsfaktors (siehe Abbildung 9) (Bartek, Lukas et al. 1999; Bartek and
Lukas 2001; Lin, Lin et al. 2001). Hieraus resultiert die Transkription von Proteinen,
die fir den Ubergang in die S-Phase essentiell sind (Gutierrez, Ramirez-Parra et al.
2002). Aktivierte CDK2/Cyclin-E- und CDK4/6-Cyclin-D-Komplexe bewirken
gemeinsam die vollstandige Inaktivierung des pRb (Sherr and Roberts 1999;
Malumbres and Barbacid 2001). Bei fehlendem adaquaten Proliferationssignal durch
antiproliferative Signale oder bei DNA-Schaden wird der G1/S-Checkpoint aktiviert.
Hierdurch kommt es zur Unterbrechung des Zellzyklus. Die Regulatoren des G1/S-
Checkpoints, die den Ubergang einer Zelle in die sich anschliessende
Zellzyklusphase unterbinden koénnen und somit Gegenspieler der Cyclin/CDK-
Komplexe darstellen, sind die Cyclin-abhangigen Cyclinkinase-Inhibitoren (CKls). Es
werden die INK4-Familie (p15™¢*?, p16™42a p18NK4 ynd p19"™%d) und die CIP/KIP-
Familie (p21°P"WAFT p27KP1 und p57KF?) unterschieden (siehe 2.4.3). Die
regulatorische Funktion der INK4-Familie ist auf die G1-Phase beschrankt, wahrend
die CIP/KIP-Familie in allen Zyklusphasen CKI-Funktion ubernimmt (Sherr and
Roberts 1999).
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Abbildung9 Mechanismen des G1/S-Phasenlibergangs. Aktive G1-Cyclin/CDK-
Komplexe (Cyclin D / CDK 4/6) initiieren die Phosphorylierung des pRb.
Durch die resultierende Inaktivierung von Rb kommt es zur Freisetzung des
Transkriptionsfaktors E2F. Dieser aktiviert die Transkription von S-Phase-
Genen sowie des G1/S-Cyclins (Cyclin E) und des S-Cyclins (Cyclin A). Es
bilden sich die G1/S-Cyclin/CDK-Komplexe und S-Cyclin-CDK-Komplexe.
Hierdurch resultiert eine Positiv-Rickkopplung (positive feedback loop),
durch die die Rb-Phosphorylierung induziert wird. Eine weitere positive
Ruckkopplung erfolgt durch den E2F-Transkriptionsfaktor, der die
Transkription des E2F-Gens aktiviert (Alberts and Johnson 2002).

Das Prinzip der ubrigen Zellzyklusphasen bzw. Zellzyklusphasenibergange ahnelt
dem Prinzip der G1-Phase bzw. dem G1/S-Phasenibergang. Der
Zellzyklusphasenlibergang G1/S spielt jedoch aufgrund der grofen Anzahl
regulatorisch beteiligter Schlisselenzyme und deren moglicher Beeintrachtigung eine
wichtige Rolle in der humanen Karzinogenese (Malumbres and Carnero 2003;
Massague 2004). So liegt es nahe, dass ein auftretender Mangel an oder eine
Dysregulation von hier beteiligten CKls einen proliferativen Effekt ausldsen und bei
Entstehung von humanen sowie caninen Mammakarzinomen eine Rolle spielen

konnten (Massague 2004).

2.4.3 Inhibitorische Untereinheiten Cyclin-abhangiger Kinasen

Als putative Tumorsuppressoren spielen Cyclin-abhangige Cyclinkinase-Inhibitoren
(CKIs) eine elementare Rolle im Rahmen der Karzinogenese epithelialer Tumoren.
Sie nehmen Einfluss auf die Aktivitat Cyclin-abhangiger Kinasen (siehe 2.4.2). Man
unterscheidet bei Saugetieren zwei CKI-Familien anhand ihrer Proteinstruktur, den

29



Wirkmechanismen und der CDK-Spezifitat: die CIP/KIP-Familie und die INK4-
Familie, wobei die INK-Familie an dieser Stelle nur der Vollstandigkeit halber
aufgefuihrt werden soll (siehe Tabelle 2) (Carnero and Hannon 1998; Hengst and
Reed 1998).

Tabelle 2 Tabellarische Darstellung der CDK-Inhibitorfamilien

CIP/KIP-Familie INK4-Familie
Mitglieder p21CIP1NVAF1 p27KIP1 p15INK4b p16INK4a

p57KIP2 p18|NK4C p19INK4d
CDK-Spezifitat fiir CDK1,2,3,4,5,6 CDK 4 und CDK 6
Mechanismus der Bindung an den Bindung an die
Inhibition Cyclin/CDK-Komplex CDK-Untereinheit
Inhibitorische

CDK-Inhibitor-Doméane Ankyrin-Repeats
Struktureinheit

Die beiden Familien der CDK-Inhibitoren bei Saugern unterscheiden sich in ihrer CDK-

Spezifitat und durch ihren Wirkungsmechanismus.

2.4.3.1 Die CIP/KIP-Familie
Eine besonders wichtige Rolle im Rahmen der Karzinogenese epithelialer Tumoren
spielt die Dysregulation der CIP/KIP-Familie der CKls. Zur CIP/KIP-Familie gehoéren

die putativen Tumorsuppressoren p21CPTWAF 7KIP1

und p2 , die durch eine ihnen
gemeinsame konservierte aminoterminale Domane ein breites Spektrum von
Cyclin/CDK-Komplexen inhibieren. Der Inhibitionsmechanismus der CIP/KIP-Familie
wurde durch rontgenkristallographische Untersuchungen am Beispiel von p27
beschrieben. Aus der Bindung von p27 an einen Cyclin-A/CDK2-Komplex resultiert
ein ternarer Komplex, in welchem p27 sowohl mit Cyclin A als auch mit CDK2

interagiert (Russo, Jeffrey et al. 1996) (siehe auch Abbildung 10).
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Abbildung 10 Schematische Darstellung der Inhi-
bition von Cyclin/CDK-Komplexen
durch CKis (hier am Beispiel von p27)
(Alberts and Johnson 2002)

Der aminoterminale Bereich von p27 bindet an Cyclin A, der carboxyterminale p27-
Bereich an die aminoterminale Domane von CDK2. Hieraus resultiert eine
Konformationsanderung. Zusatzlich wird die ATP-Bindungsstelle des Komplexes
durch den Inhibitor blockiert. Ein analoger Inhibitionsmechanismus lasst sich fir p21
im Komplex mit einem Cyclin/CDK-Heterodimer vermuten (Ekholm and Reed 2000).
Durch unterschiedliche GroRen und geringe Sequenzhomologien der CIP/KIP-
Proteine an der carboxyterminalen Domane und hier auftretende Protein-Protein-
Interaktionen oder Modifikationen ist eine spezifische Regulation der Aktivitat der
einzelnen CIP/KIP-Proteine mdglich (Hengst and Reed 1998).

CIP/KIP-Proteine haben zusatzlich zu ihrer Funktion als Inhibitoren auch die
Fahigkeit, CDK-Komplexe zu aktivieren. Sie férdern in vitro die Bildung von
katalytisch aktiven Cyclin-D/CDK4-Komplexen, welche an den Zellzykluscheckpoints
das Fortschreiten des Zellzyklus in die folgende Zyklusphase ermdglichen. Da sie
somit vermutlich als ,Assembly“-Faktoren bei der Bildung von aktiven Cyclin-D/
CDK4(und 6)-Komplexen beteiligt sind, besitzen die CKIs, neben ihrer Funktion als
putative Tumorsuppressoren, ebenso einen onkogenen Charakter. Die CIP/KIP-
Proteine tragen durch zwei weitere Funktionen zur Aktivierung von Cyclin-D/CDK4-
Komplexen bei: LABAER et al. vermuteten, dass sie zur Einschleusung des
heteromeren Komplexes in den Nukleus der Zelle beitragen und gleichzeitig die
Stabilitat der D-Cycline erhdhen (LaBaer, Garrett et al. 1997). Durch eine Studie von
CHENG et al. im Jahre 1999 (Cheng, Olivier et al. 1999) wurde diese Hypothese
bestatigt. Hier konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten von ,Knock-out‘-Mausen,

die weder p21 noch p27 exprimieren, keine detektierbaren Mengen an Cyclin-D/
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CDK-Komplexen aufweisen. Es lasst sich also vermuten, dass die in vitro
gewonnenen Erkenntnisse (s.0.) auch auf die Verhaltnisse in vivo Ubertragen lassen
und die CKls auch in vivo mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Funktion als Assembly-
Faktoren besitzen.

Durch die Rolle der CIP/KIP-Familie beim Cyclin-D/CDK-Assembly kénnen Effekte
anderer Molekile, die z.B. den G1/S-Phasenlbergang kontrollieren, in folgenden
Zusammenhang gebracht werden: In der G1-Phase steigt die Konzentration an
ungebundenen CIP/KIP-Proteinen durch mitogene Stimuli an. Diese l6sen sich von
Cyclin-E/CDK2-Komplexen und binden an Cyclin-D/CDK4-Komplexe. Hierdurch wird
die Aktivierung der bisher inhibierten Cyclin-E-CDK2-Komplexe in der spaten G1-
Phase ermdglicht. Bei sinkendem oder fehlendem mitogenen Signal und Einstellung
der Cyclin-D-Synthese wird dieses latente ,Reservoir® von CIP/KIP-Proteinen
freigesetzt. Durch Bindung der Cyclin-E/CDK2-Komplexe werden diese inhibiert und
es kommt zum Zellzyklusarrest. Dieser Mechanismus wird als ,CKI-Exchange®
bezeichnet und tragt maldgeblich zur Regulation von Cyclin-E/CDK2-Komplexen und
auf diesem Weg zur Kontrolle des G1/S-Phasenubergangs bei (Sherr and Roberts
1999; Ekholm and Reed 2000). Im umgekehrten Fall ist ein fehlender
Zellzyklusarrest Resultat einer Dysregulation des mitogenen Signals bzw. des oben
beschriebenen Regulationsmechanismus. Diese Dysregulation kann einen
proproliferativen Effekt austUben, der in Folge mdglicherweise zellulare
Transformationen und letztlich die Bildung epithelialer Tumoren bedingt.

Aus physiologischer Sicht werden die beiden CIP/KIP-Proteine p21 und p27 als
ubiquitare, negative Regulatoren der Zellzyklusproliferation angesehen. Hierdurch
werden die elementare Rolle dieser CKls in der Kontrolle des Zellzyklusarrests und
somit, im Falle einer Dysregulation, ihr prokarzinogener Charakter verdeutlicht. Die
variable Expression der Inhibitoren in vielen verschiedenen Zellentypen ist die Folge
unterschiedlicher, endogener und exogener, antiproliferativer Signale. p21
Uubernimmt vorwiegend eine Rolle bei der Kontrolle der einzelnen Checkpoints und
der Induktion von Differenzierungsvorgangen (el-Deiry, Tokino et al. 1993; Dulic,
Stein et al. 1998; Medema, Klompmaker et al. 1998; Niculescu, Chen et al. 1998),
wahrend p27 vor allem an der Kontrolle des Restriktionspunktes beteiligt ist (Polyak,
Lee et al. 1994; Toyoshima and Hunter 1994) (siehe Abbildungen 11 und 14).
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Das dritte Mitglied der CIP/KIP-Familie p57, Uber welches bisher auch durch
humane Studien nur wenig bekannt ist, soll hier nur der Vollstandigkeit halber

erwahnt werden.

COK inhibitors

p21  PE7 Cyclin { Dy,
p21 ‘g
iz

Abbildung 11 Regulation des Zellzyklus durch das Zusammenspiel von Cyclin/CDK-
Komplexen und ihre CDK-Inhibitoren. In Robbins: Pathologic Basis of
Disease (Cotran, Kumar et al. 1999).

2.5 Funktionen und Regulation des Cyclin-abhangigen

Cyclinkinase-Inhibitors p21°"F1WAF!

Funktionen des CKls p21

Bei p21°P"WAF! handelt es sich um den am langsten bekannten CDK-Inhibitor der

CIP/KIP-Familie. Obwohl er einen elementaren Faktor in der Kontrolle des
Zellzyklusarrests und somit in der Karzinogenese epithelialer Tumoren darstellt,
wurde er bisher bei der Spezies Hund nur unzureichend untersucht und beschrieben.
Das Protein wurde beim Menschen aus Cyclin/CDK2-Immunprezipitaten isoliert, als
CDK2-bindendes Protein identifiziert und infolge dessen als CDK-Inhibitor
charakterisiert (el-Deiry, Tokino et al. 1993; Gu, Turck et al. 1993; Harper, Adami et
al. 1993; Xiong, Hannon et al. 1993; Noda, Ning et al. 1994). p21 gilt als Effektor des

Tumorsuppressors p53 und vermittelt dessen tumorsuppressive Wirkung. Es ist an
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der zellularen Antwort dieses Tumorsuppressors auf DNA-Schaden beteiligt. In
p53-positiven Zellen, die gleichzeitig einen erhdohten Gehalt an p21 aufweisen,
kommt es bei DNA-Schaden zum Arrest des Zellzyklus in der G1-, G2- (Niculescu,
Chen et al. 1998) und der S-Phase (Ogryzko, Wong et al. 1997; Radhakrishnan,
Feliciano et al. 2004). Beides gilt nicht fur p53-negative Zellen (el-Deiry, Tokino et al.
1993; Dulic, Kaufmann et al. 1994).

p21 Ubernimmt vor allem wichtige Funktionen im Bereich der Checkpointkontrollen
und ist an der Induktion von Differenzierungsvorgangen beteiligt. Der Verlust der
Checkpointkontrollen wie z.B. durch eine Dysregulation der p21-Expression spielt
eine entscheidende Rolle im Rahmen der Karzinogenese. So wurde beispielsweise
im Rahmen einer Studie bei p21-negativen Mausen eine erhohte Inzidenz spontaner
Tumoren beobachtet und somit gezeigt, dass von einer bedeutenden Funktion des
CKls p21 im Rahmen der Tumorsuppression auszugehen ist (Martin-Caballero,
Flores et al. 2001).

Es resultierte die Fragestellung nach der prognostischen Relevanz der p21-
Expression in der humanen Karzinogenese. Bei Untersuchungen von Patienten mit
primaren superfiziellen Blasenkarzinomen sowie auch p53-negativen Magenkrebs-
Patienten wurde im Studienverlauf bei erhohter p21-Expression eine hdhere
Uberlebensrate festgestellt als bei Patienten mit reduzierter p21-Expression (Migaldi,
Sgambato et al. 2000; Xiangming, Hokita et al. 2000).

Wahrend das p53-Gen eines der am haufigsten mutierten Gene humaner Tumoren
darstellt (Levine 1997), werden Mutationen des p21-Lokus nur selten detektiert
(Hirama and Koeffler 1995; Shiohara, Koike et al. 1997).

Neben den vorhandenen Cyclin- und CDK-Bindungsstellen (s.0.) besitzt p21 auch
eine Bindungsstelle fur PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) im
carboxyterminalen Bereich. Es kann hiermit an PCNA, den Prozessivitatsfaktor der
DNA-Polymerase-Delta, binden, dadurch die Aktivitat des Enzyms in vitro inhibieren
und auf diesem Weg das Zellwachstum hemmen (Rossig, Jadidi et al. 2001). Neben
der Inhibition von Cyclin/CDK-Komplexen konnte der PCNA-Regulations-
mechanismus eine zusatzliche Moglichkeit darstellen, durch die p21 als Antwort auf
DNA-Schaden die Replikation verlangsamt und der Zelle Gelegenheit zur
DNA-Reparatur gibt (Vidal and Koff 2000). Diese Madglichkeit wurde durch
Untersuchungen gestitzt, die zeigten, dass die p21-Stabilitdt durch die Interaktion
mit PCNA erhoéht wurde (Cayrol and Ducommun 1998).
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p21 Ubernimmt zusatzlich zur Funktion als Effektor der p53-vermittelten Antwort auf
genotoxischen Stress eine wichtige Rolle bei der Differenzierung unterschiedlicher
Zelltypen. Wahrend der Embryonalentwicklung wird eine gewebespezifische,
p53-unabhangige p21-Expression beobachtet, die nach Verlassen des Zellzyklus
und vor der Differenzierung der Zellen erfolgt (Macleod, Sherry et al. 1995; Parker,
Eichele et al. 1995).

Zu Beginn der Untersuchungen des CKIls p21 im Hinblick auf die Karzinogenese
humaner Mammatumoren standen zunachst dessen Fahigkeit zur Bindung von
Cyclin-A/CDK2- und Cyclin-D/CDK4-Komplexen und die daraus resultierende
funktionelle Inhibition dieser Komplexe im Vordergrund. Wie eingangs erwahnt,
wurde p21 aus Cyclin/CDK2-Immunprezipitaten isoliert und als CDK-Inhibitor
charakterisiert (Gu, Turck et al. 1993; Xiong, Hannon et al. 1993).
Uberraschenderweise wurden aber auch enzymatisch aktive Cyclin-D/CDK4/6-
p21(p27)-Komplexe und Cyclin-A/CDK2-p21(p27)-Komplexe in Saugerzellen
gefunden (Parry, Bates et al. 1995; Blain, Montalvo et al. 1997; Mahony, Parry et al.
1998; McConnell, Gregory et al. 1999). So zeigte sich in einigen Zellkultursystemen,
dass es bei Zellen, die zur Proliferation stimuliert wurden, in der GO-Phase
gleichzeitig zur Induktion der p21-Expression kam (Li, Jenkins et al. 1994; Noda,
Ning et al. 1994). Des Weiteren wurde berichtet, dass die Mehrheit der CDK4- und
CDK2-Komplexe proliferierender, humaner Fibroblasten mit p21 in assoziierter Form
vorliegt (Harper, Adami et al. 1993; Zhang, Xiong et al. 1993). Aus diesen
Untersuchungen resultierte die Hypothese, dass Cyclin/CDK-Komplexe bei der
Assoziation mit nur einem Molekul p21 weiterhin in aktivem Zustand vorliegen und
erst durch die Bindung von mehr als einem p21-Molekul funktionell inhibiert werden
(Zhang, Hannon et al. 1994; Harper, Elledge et al. 1995; LaBaer, Garrett et al. 1997).
Die Hypothese wurde durch Studien gestitzt, in denen CDK-Komplexe mit Anti-p21-
Antikorpern aus Zelllysaten prazipitiert wurden, welche hiernach katalytische Aktivitat
zeigten. Erst bei einer p21-Zugabe im Uberschuss stellte sich eine reversible
Inaktivierung der Aktivitat der CDK-Komplexe ein (Zhang, Hannon et al. 1994;
Harper, Elledge et al. 1995). Es zeigte sich, dass die Inhibition der Cyclin-D/CDK4-
p21(p27)-Komplexe bei einer 1:1:1-Stochiometrie ausblieb (Blain, Montalvo et al.
1997; LaBaer, Garrett et al. 1997), jedoch im Unterschied hierzu Cyclin-A/CDK2-
Komplexe durch equimolare Konzentrationen an p21 inhibiert werden (Hengst,
Gopfert et al. 1998; Adkins and Lumb 2000). Diese reversible Inaktivierung der
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Cyclin/CDK-Komplexe im Rahmen des Zellzyklus bedeutet eine direkte Steuerung
von pro- als auch antiproliferativen Effekten in epithelialen Zellen.

Neben einer Resistenz der Cyclin-D/CDK-Komplexe gegen die p21-Inhibition wurde
beschrieben, dass durch die Interaktion dieser Komplexe mit dem p21-CIP/KIP-
Protein die Komplexaktivierung vereinfacht wird. Die Komplexaktivierung fuhrt zum
Fortschreiten des Zellzyklus und somit letztlich zur Zellproliferation. p21 tUbernimmt
an dieser Stelle neben der Funktion als CKI eine wichtige Rolle beim Cyclin-D/CDK-
Assembly (LaBaer, Garrett et al. 1997; Cheng, Olivier et al. 1999; Weiss, Joo et al.
2000). p21 zeichnet sich hierdurch mdglicherweise zusatzlich zu seiner

inhibitorischen Funktion durch eine proproliferative Funktion aus.

Requlation der p21-Expression

Die Regulation der Expression von p21 erfolgt auf unterschiedliche Art und Weise,
jedoch vornehmlich auf Transkriptionsebene (Gartel and Tyner 1999). Neben der
Induktion der p21-Expression durch das Tumorsuppressorgen p53 (Dotto 2000)
nehmen auch p53-unabhangige Faktoren Einfluss auf die Expressionsrate. Hierzu
zahlen zum einen expressionsinduzierende Faktoren wie p202, TGF-beta und
dessen Superfamilie sowie STATs (s.u.) und expressionshemmende Faktoren wie
SET, HER2 und Myc. Bei p202 handelt es sich um ein Interferon-induzierbares
Phosphoprotein (Datta, Li et al. 1996), welches die Expression des p21-Proteins p53-
unabhangig induziert (Gutterman and Choubey 1999). Des Weiteren erfolgt eine
p21-Induktion durch Aktivierung des STAT(signal transducers and activators of
transcription)-Signalweges (Chin, Kitagawa et al. 1996; Bromberg and Darnell 2000;
Chen, He et al. 2000).

Eine dritte hochrelevante Mdglichkeit der Induktion der p21-Expression stellt der
TGF-B(Transforming Growth Factor-beta)-Signalweg dar (Datto, Yu et al. 1995). Der
Wachstumsfaktor TGF-3 vermindert die Expression des Onkogens c-Myc (Amati
2001). Durch eine Uberexpression von c-Myc kommt es zu einer Reduktion der
Menge an endogener p21-mRNA und zu einer verminderten Expression eines p21-
Promotor-kontrollierten Luziferase-Reportergens (Claassen and Hann 2000). So
hemmt c-Myc die p21-Expression, wahrend es TGF--vermittelt zu einer
verminderten c-Myc-Expression kommt und hieraus die Aktivierung der p21-
Transkription resultiert. Zur TGF-R-Superfamilie gehdren unter anderem die Bone

morphogenetic proteins (BMPs), durch deren Bindung an TGF-Rezeptoren eine
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Aktivierung der SMAD-Kaskade (Transkriptionsfaktoren) erfolgt und letztlich
ebenfalls Induktion der p21-Transkription resultiert (siehe Abbildung 12) (Moustakas
2002; Haudenschild, Palmer et al. 2004).

——————( BMP ———
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Abbildung 12 Schematische Darstellung der p21-Induktion durch BMP

Einen negativ regulierenden Effekt auf die p21-Aktivitdt (bt neben dem oben
beschriebenen c-Myc auch das sogenannte SET aus. Es handelt sich hierbei um ein
Onkoprotein, das durch die Bindung an die carboxyterminale Region von p21 den
inhibitorischen Effekt von p21 auf Cyclin-E/CDK2-Komplexe aufhebt (Estanyol,
Jaumot et al. 1999). Einen weiteren Negativregulator von p21 stellt HER2/neu
(HER2) dar (Zhou, Liao et al. 2001). HER-2-vermitteltes Zellwachstum setzt die
Aktivierung von Akt, einer Serin-Threonin-Proteinkinase, voraus, welche mit p21
assoziiert und dieses an Threoninresten phosphoryliert. Aus der Threonin-
Phosphorylierung resultiert die cytoplasmatische Lokalisation von p21 (Zhou, Liao et
al. 2001; Winters, Leek et al. 2003). Diese Lokalisation von p21 unterbindet die
inhibitorische Funktion des CKIls, wahrend im Nukleus lokalisiertes p21 als Inhibitor
fungiert. Neben HER2 beeinflusst auch Calmodulin die nukleare oder
cytoplasmatische Lokalisation von p21 (Taules, Rodriguez-Vilarrupla et al. 1999;

Rodriguez-Vilarrupla, Jaumot et al. 2005).
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Abbildung 13 Mechanismen der Positiv- und Negativregulation der p21-Aktivitat

Biologische Effekte der p21-Expression bzw. -Lokalisation

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass eine Uberexpression von p21 das Wachstum
und die Entstehung von Mammakarzinomen (Shibata, Yoshidome et al. 2001),
Lungenkrebs (Joshi, Chen et al. 1998) und Prostatakrebs (Eastham, Hall et al. 1995)
unterdruckt. Diese Studien deuten auf die mdgliche Relevanz und Anwendbarkeit
des p21-Inhibitors in der Krebstherapie hin (Yang, Perkins et al. 1995).

Die Lokalisation von p21 scheint hierbei eine bedeutende Rolle in der Prognose von
Krebserkrankungen zu spielen. Im Fall der cytoplasmatischen Lokalisation wirkt p21
antiapoptotisch und verhindert den Zellzyklusarrest (Heliez, Baricault et al. 2003). So
deuten eine cytoplasmatische Lokalisation als auch eine hdhere Expression an
Gesamt-RNA (Yang, Klos et al. 2003) von p21 im Fall der Brustkrebserkrankung auf
eine schlechtere Prognose in Verbindung mit geringerer Uberlebensrate und
erhdhter Rezidivgefahr hin (Winters, Leek et al. 2003).

Im Jahre 1998 beschrieben RITT et al. zum ersten Mal einen Zusammenhang
zwischen dem Fehlen des CDK-Inhibitors p21 und einer neoplastischen Erkrankung
beim Hund (Ritt, Wojcieszyn et al. 1998). Einige Untersuchungen zur Expression von
p21 an der Spezies Hund ergaben, dass bei caninen Neoplasien selten eine
Reduktion oder ein kompletter Verlust von p21 vorkommen (Koenig, Bianco et al.

2002). In anderen Studien konnte sogar ein Anstieg der p21-Expression in
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Korrelation mit einem ansteigenden Malignitatsgrad gezeigt werden (Wu, Hayashi et
al. 2004). In mehreren Untersuchungen an der Spezies Hund wurde auf die
entscheidende Bedeutung der Lokalisation des Proteins im  Nukleus
beziehungsweise im Cytoplasma der Zelle und den damit im Zusammhang
stehenden Funktionsunterschied des CDK-Inhibitors hingewiesen (Ritt, Mayor et al.
2000; Koenig, Bianco et al. 2002; Wu, Hayashi et al. 2004). Die cytoplasmatische
Akkumulation von phosphorylietem p21 verhindert einen Zellzyklusarrest,

wohingegen nukleares p21 einen Zellzyklusarrest bedingen kann.

2.6 Funktionen und Regulation des Cyclin-abhangigen

Cyclinkinase-Inhibitors p27<"*"

Funktion des CKls p27
Der Cyclin-abhangige Cyclinkinase-Inhibitor p27 wird wie auch p21 aus

physiologischer Sicht als ubiquitarer, negativer Regulator der Zellzyklusproliferation
angesehen. Hierdurch werden die elementare Rolle von p27 in der Kontrolle des
Zellzyklusarrests und somit, im Falle einer Dysregulation, dessen prokarzinogener
Charakter verdeutlicht.
Verschiedene Arbeitsgruppen entdeckten nahezu zeitgleich p27""" und dessen
inhibitorische Funktion in G1-arretierenden Zellkulturen (Hengst, Dulic et al. 1994;
Polyak, Lee et al. 1994; Slingerland, Hengst et al. 1994; Toyoshima and Hunter
1994). Das Protein ist N-terminal zu 42 % identisch zu p21 (Polyak, Lee et al. 1994;
Toyoshima and Hunter 1994). p27 wurde auf genetischem Weg als Cylin-D1-
bindendes Protein identifiziert (Toyoshima and Hunter 1994). In proliferierenden
Zellen wird p27 periodisch exprimiert. Die p27-Konzentration erreicht ihr Maximum
wahrend der G1-Phase, fallt mit dem Eintritt der Zellen in die S-Phase stark ab und
halt ein niedriges Niveau, bis die Zellen die nachste G1-Phase erreichen (Hengst,
Dulic et al. 1994; Hengst and Reed 1996; Millard, Yan et al. 1997). Des Weiteren
wird p27 durch eine breite Palette antiproliferativer Signale in zahlreichen
unterschiedlichen Zelltypen induziert (Hengst and Reed 1996). So akkumuliert p27
zum Beispiel in Zellen, die nach dem Entzug von Wachstumsfaktoren oder durch
Kontaktinhibition den Zellzyklus verlassen und quieszent werden. Die
Kristallographie am Beispiel von Cyclin-A/CDK2/p27-Komplexen lasst erkennen,
dass p27 sowohl Cyclin A als auch CDK2 bindet (Russo, Jeffrey et al. 1996). p27
schiebt sich selbst tief ins katalytische Zentrum des Cyclin/CDK-Komplexes und
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inhibiert auf diese Weise kompetitiv dessen Aktivierung durch ATP. Eine stabile
Assoziation von p27 mit (in diesem Fall) Cyclin-A/CDK2-Komplexen setzt intakte
Cyclin- und CDK-Bindungsstellen voraus. Tatsachlich kommen p27-Mutanten vor,
die Veranderungen an einer dieser Bindungsstellen aufweisen und somit keine
Komplexe binden konnen. Diese p27-Mutanten sind nicht in der Lage, die
Akkumulation von Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel E2F/p130 zu induzieren
und hierdurch die Hemmung der Transkription der E2F-Targetgene (z.B. Cyclin A,
Cyclin E) zu inhibieren (Shiyanov, Hayes et al. 1997). Ebenso wie im Fall von p21
wird vermutet, dass die Inhibition der Kinaseaktivitat von der p27-Stéchiometrie in
Cyclin/CDK-Komplexen abhangt. Zahlreiche experimentelle Daten weisen darauf hin,
dass die intrazellulare p27-Konzentration eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des

Restriktionspunktes spielt:
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Abbildung 14 Darstellung des Restriktionspunktes des Zellzyklus. In Robbins: Pathologic
Basis of Disease (Cotran, Kumar et al. 1999)

(@) In quieszenten, nicht proliferierenden Mausfibroblasten ist der Grofteil der
Cyclin-E/CDK2- und der Cyclin-A/CDK2-Komplexe mit p27 assoziiert, so dass deren

Inhibition hier auf p27 zurickzufuhren ist (Coats, Flanagan et al. 1996).
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(b) Die Uberexpression von p27 in Mausefibroblasten fuhrt zu deren Zellzyklusarrest
in der G1-Phase (Polyak, Lee et al. 1994; Toyoshima and Hunter 1994). Ein solcher
Anstieg der p27-Konzentration wurde in unterschiedlichen G1-arretierten Zelltypen
(Ratten-, Mausfibroblasten, Makrophagen, B-Lymphozyten) nachgewiesen (Kato,
Matsuoka et al. 1994; Polyak, Lee et al. 1994; Poon, Toyoshima et al. 1995;
Resnitzky and Reed 1995; Coats, Flanagan et al. 1996; Ezhevsky, Toyoshima et al.
1996).

(c) Die Reduktion der intrazellularen p27-Menge verhindert, dass Fibroblasten von
Nagern quieszent werden und erhéht so den Proliferationsindex. Darlber hinaus
zeigen diese Fibroblasten eine verklrzte G1-Phase (Coats, Flanagan et al. 1996;
Rivard, L'Allemain et al. 1996). Ein solcher Phanotyp wird ansonsten bei
Uberexpression von G1-Cyclinen beobachtet und unterstreicht so die CDK-
Inhibitorfunktion von p27 (Quelle, Ashmun et al. 1993; Resnitzky, Gossen et al. 1994;
Ohtsubo, Theodoras et al. 1995; Resnitzky and Reed 1995). Die Konzentration der
p27-Expression wahrend der G1-Phase spielt eine kritische Rolle bei der
Entscheidung zwischen Proliferation oder dem Ubergang in die Ruhephase des
Zellzyklus (Nichtteilungsphase, Quieszenz). Dies wurde durch die Analyse von p27-
negativen Mausen bestatigt. In zwei Studien wurde das p27-Gen vollstandig deletiert
und in einer weiteren Studie durch eine verkirzte p27-Mutante ohne CDK-
Inhibitordomane ersetzt (Fero, Rivkin et al. 1996; Kiyokawa, Kineman et al. 1996;
Nakayama, Ishida et al. 1996). Alle drei Mausstamme zeigten den gleichen
Phanotyp, der durch eine gendosisabhangige Zunahme der Korpergrofle, eine
generelle Unfruchtbarkeit weiblicher Mause und Taubheit gekennzeichnet war.
Letztere wurde durch die ungehemmte Proliferation der Haarzellen des Corti-Organs
in adulten Mausen verursacht (Chen and Segil 1999; Lowenheim, Furness et al.
1999). Offenbar ist durch das Fehlen von p27 bei einer Reihe von Zelltypen die
Fahigkeit beeintrachtigt, wahrend der Individualentwicklung (Ontogenese) aus dem
Zellzyklus in die GO-Phase uberzutreten (Vidal and Koff 2000).

Die Ergebnisse der Untersuchungen an Mausfibroblasten lielen sich an
embryonalen Stammzellen bestatigen. Die Stammzellen sind jedoch durch
alternative Mechanismen der CDK-Regulation in der Lage, ein Fehlen von p27 zu
kompensieren (Coats, Whyte et al. 1999)

Als negativer Regulator der CDK-Aktivitat wahrend der G1-Phase liegt es nahe

anzunehmen, dass p27 eine Rolle als Tumorsuppressor spielt. Dies erschien jedoch
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lange Zeit zweifelhaft, da homozygote inaktivierende Mutationen des p27-Gens
selten gefunden wurden (Kawamata, Morosetti et al. 1995; Morosetti, Kawamata et
al. 1995; Pietenpol, Bohlander et al. 1995; Spirin, Simpson et al. 1996). p27 ist daher
kein Tumorsuppressor im klassischen Sinn (Knudson 1971). In humanen Tumoren
werden jedoch haufig auffallend geringe Mengen an p27 detektiert, welche mit hoher
histologischer Aggressivitat und hoher Patientensterblichkeit korrelieren (Slingerland
and Pagano 2000). Sowohl p27-negative als auch p27-heterozygote Mause, die mit
y-Strahlung oder chemischen Karzinogenen behandelt werden, zeigen im Vergleich
zu identisch behandelten ,normalen“ Mausen eine erhohte Rate an Tumoren. p27
wurde daher als ,haplo-insufficient tumorsuppressor® bezeichnet (Fero, Rivkin et al.
1996). Die beschriebenen Ergebnisse weisen auf die zentrale Bedeutung des p27-

Levels im Rahmen der Karzinogenese hin.

Transkriptionelle Requlation der p27-Expression

Die intrazellulare Menge an p27 kann auf verschiedenen Ebenen reguliert werden.
Dieses spiegelt die Fahigkeit des Inhibitors wider, diverse mitogene und
antiproliferative Signale in die Zellzykluskontrolle zu integrieren. Eine transkriptionelle
Induktion von p27 wurde z.B. bei der Differenzierung von Monozyten/Makrophagen
aus ihren Vorstufen (Liu, Lee et al. 1996; Inoue, Kamiyama et al. 1999) beobachtet.
Eine weitere transkriptionelle Induktion von p27 zeigte sich in Fibroblasten, die als
Antwort auf einen niedrigen Sauerstoffpartialdruck (Hypoxie) in der G1-Phase
arretieren (Gardner, Li et al. 2001).

Die Zellantwort auf mitogene Stimuli setzt eine strenge Regulation von p27 voraus,
zu der unterschiedliche Mechanismen bzw. Faktoren beitragen (siehe Abbildung 15).
Die Regulation von p27 wird z.B. durch das Tumorsuppressorgen PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome TEN) vermittelt. Dieses
Tumorsuppressorgen stellt eines der am haufigsten inaktivierten Gene bei
verschiedenen Krebserkrankungen wie Hirntumoren, Brust-, Prostata-, Gebarmutter-
und Hautkrebs dar (Simpson and Parsons 2001). Es fuhrt zu einer erhdhten
Expression von p27 (Li and Sun 1998; Gottschalk, Basila et al. 2001). PTEN erhoht
die p27-Konzentration durch die Hemmung des Onkoproteins SKP2, welches eine
wichtige Komponente der p27-Ubiquitinase darstellt (Mamillapalli, Gavrilova et al.
2001).
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Des Weiteren wird die Transkription von p27 durch die sogenannten Forhead
Transkriptionsfaktoren AFX, FKHR und FKHR-L1 (Medema, Kops et al. 2000) sowie
durch das VHL (Von Hippel-Lindau)-Protein (lvan and Kaelin 2001; Kondo and Kaelin
2001) induziert.

Neben der Positivregulation der p27-Aktivitat wird diese durch verschiedene Signale
negativ reguliert. Hierzu gehort beispielsweise die p27-Promotormethylierung, wie sie
bei malignen Melanomen beobachtet wurde (Worm, Bartkova et al. 2000), ebenso
wie die Regulation durch das Onkogen c-Myc (Vlach, Hennecke et al. 1996). C-Myc
vermittelt die Sequestrierung von p27 durch die Induktion von Cyclin D1 und D2
(Bouchard, Thieke et al. 1999; Perez-Roger, Kim et al. 1999). Eine transkriptionelle
Repression der p27-Genexpression durch das Onkogen C-Myc wurde in einer Studie
von Yang im Jahre 2001 beschrieben (Yang, Shen et al. 2001).

Des Weiteren zeigte sich bei vielen Krebsformen wie Darm-, Brust-, Magen- und
Lungenkrebs eine Uberexpression von HER2 bei gleichzeitig verminderter
Expression von p27 (Slamon, Godolphin et al. 1989; Slamon 1990). In einer anderen
Studie wurde eine Korrelation zwischen verminderter p27-Expression und einer
HER2-Uberexpression bei primaren Mammakarzinomen beschrieben (Newman, Xia
et al. 2001).

Posttranskriptionelle Regulation von p27

Weiterhin fuhrt HER2 zu einer verminderten Proteinstabilitdt von p27 und ist ebenso
an der Verlagerung des p27-Proteins aus dem Nukleus in das Zytoplasma beteiligt.
Die zytoplasmatische Lokalisation tragt scheinbar zusatzlich zur Proteindegradation
bei (Yang, Zhou et al. 2000).

In glatten Gefallmuskelzellen wird die p27-mRNA-Synthese im Fall der
Zellstimulation durch den Wachstumsfaktor PDGF (platelet derived growth factor)
vermindert induziert (Servant, Coulombe et al. 2000). In einigen untersuchten
Szenarien gehen Veranderungen der p27-Menge jedoch nicht mit einer Veranderung
der p27-mRNA-Konzentration einher (Hengst, Gopfert et al. 1998). Die regulierte
Translation der p27-mRNA und der regulierte Abbau des p27-Proteins wurden als
Mechanismen identifiziert, die der Oszillation von p27 wahrend des Zellzyklus und
seiner Akkumulation in quieszenten Zellen zugrunde liegen (Pagano, Tam et al.
1995; Agrawal, Hauser et al. 1996; Hengst and Reed 1996; Millard, Yan et al. 1997).
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So findet im Gegensatz zu p21 ein Grofteil der Regulation von p27 neben der
transkriptionellen Regulation auch posttranskriptionell, im Rahmen des Ubiquitin-
vermittelten Proteasom-Degradationssignalwegs (-mechanismus), statt (Pagano,
Tam et al. 1995). Eine niedrige p27-Expression, die bei einer Reihe von
unterschiedlichen Krebserkrankungen beobachtet wurde, ist moglicherweise die
Folge eines verstarkten Ubiquitin-vermittelten p27-Abbaus. Beispielsweise konnte
gezeigt werden, dass bei hochgradig malignen Colonkarzinomen im Vergleich zu
Colonkarzinomen geringerer Malignitdt eine hohe  Aktivitat der p27-

Abbaumechanismen vorliegt (Loda, Cukor et al. 1997).
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Abbildung 15 Mechanismen der Positiv- und Negativregulation der p27-Aktivitat

p27 wurde im Rahmen der caninen Karzinogenese, insbesondere der Karzinogenese
von Mammatumoren, bisher nur unzureichend untersucht. Es finden sich nur wenige
Forschungsarbeiten, die diesen Themenkomplex behandeln. Die ersten
Untersuchungen zu p27 im Rahmen caniner Krebserkrankungen finden sich im
Zusammenhang mit caniner Stammzell-Leukamie (Huss, Theis et al. 1999). Im Jahr
2001 untersuchten SAKAI et al. immunhistochemisch das Expressionsprofil von p27
in caninen Hauttumoren unterschiedlicher Dignitat (Sakai, Yamane et al. 2001).
p27 wurde hier die Fahigkeit zugeschrieben, die Zellproliferation bei der

Differenzierung von Zellen caniner Haut zu unterdricken.
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Des Weiteren konnte durch eine Studie an caninen Histiozytomen und
Mastzelltumoren immunhistologisch gezeigt werden, dass es in der Pathogenese
dieser Art von Tumoren beim Hund zu einem frihzeitigen Verlust von p27 oder
einem Ausbleiben der Expression des Proteins kommt (Wu, Hayashi et al. 2004).

Ziel dieser Arbeit und der Untersuchung caniner Mammatumoren ist es, die
Expressionsprofile von p27 (und p21) zu untersuchen und somit unter anderem
einen Beitrag zur phylogenetischen Vergleichbarkeit der einzelnen Spezies im

Rahmen der Karzinogenese dieser Art von Tumoren zu leisten.
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