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Einleitung

1. Einleitung

Hippokrates (460-370 v.Chr.) war der Erste, der den Begriff carcinos (griechisch - Krebs) in
Zusammenhang mit einer humanen Erkrankung verwendete. Grund dieser Namensgebung
war fiir ihn die Ahnlichkeit der Struktur von Brustgeschwiiren mit denen des Krustentieres
(Abb. 1.1). Hippokrates differenzierte bereits damals zwischen verschiedenen Arten von
Krebsgeschwiiren: Den benignen Tumor nannte er oncos (griechisch - anschwellend), den

malignen carcinos (griechisch - Krebs).

-

Abbildung 1.1: Die Namensgebung der humanen Krebserkrankung kam auf Grund
struktureller Ahnlichkeit des Brustkrebsgewebes (links) mit dem #uBeren Erscheinungsbild
eines Krebses (rechts) zustande.

Unter der allgemeinen Bezeichnung Krebs werden heute iiber 100 verschiedene
Erkrankungen zusammengefasst. Diese Krankheiten haben gemein, dass sie unabhingig von
threm Ursprung jeden Teil des Korpers (Invasion, Metastasierung) befallen konnen. Die
Metastasierung ist einer der Hauptgriinde fiir den tédlichen Verlauf von Krebserkrankungen.

Krebs ist weltweit eine der hdufigsten Todesursachen. Nach Schéatzungen der WHO ist davon
auszugehen, dass weit iiber 22 Millionen Menschen bereits an Krebs erkrankt sind. Jahrlich
werden mehr als 11 Millionen neue Félle diagnostiziert. 2005 waren weltweit insgesamt 13%
aller Todesfille (7,6 Millionen Tote) auf eine Krebserkrankung zuriickzufithren. Es wird
erwartet, dass die Zahl der jdhrlichen Neuerkrankungen und Todesfdlle in den néchsten

Jahren stetig ansteigt (http://www.who.int/cancer/en/).

Mit knapp 30% ist Krebs in den entwickelten Lédndern nach den Herz-Kreislauf-
Erkrankungen die zweithdufigste Todesursache. Das zunehmende Alter und die damit
verbundene lidngere Exposition gegeniiber Karzinogenen (physikalische, chemische,
biologische) spielen dabei eine wichtige Rolle. Es wird davon ausgegangen, dass rund 40%
aller Krebserkrankungen durch priventive MafBnahmen, wie das Vermeiden des
Tabakkonsums, eine gesunde Erndhrung und ausreichende korperlicher Aktivitét, verhindert

werden konnen.



Einleitung

Die Behandlung von Krebs gestaltet sich auf Grund der hohen Komplexitit und einer
Vielzahl molekularer Ursachen dieser Erkrankung sehr schwierig. Grundvoraussetzung fiir
die Senkung der Mortalitéitsrate bei einer Erkrankung ist neben einer verbesserten Diagnose
vor allem die Neu- und Weiterentwicklung spezifischer Therapien. Dabei ist das Verstdndnis
der molekularen Mechanismen, die den unterschiedlichen Krebserkrankungen zu Grunde

liegen, von essentieller Bedeutung.

1.1  Karzinogenese

Als Karzinogenese wird der komplexe, mehrstufige Prozess bezeichnet, der zur Entwicklung
von Tumoren epithelialen Ursprungs fithrt. Die molekularen Mechanismen, die diesem
Vorgang zu Grunde liegen und ihr Zusammenwirken, sind trotz intensiver Forschung bis
heute nicht vollstandig verstanden (Hanahan und Weinberg, 2000).

Die einzelnen Stufen der Karzinogenese reflektieren die progressive Transformation einer
gesunden humanen Zelle zu einer hoch malignen Tumorzelle (Hanahan und Weinberg, 2000;
Renan, 1993). FEin charakteristisches Merkmal dieses Prozesses ist die sequenzielle
Anhdufung von Mutationen und chromosomalen Aberrationen, die eine Verdnderung der
Proteinausstattung (das Proteom) der betroffenen Zellen zur Folge haben (Bishop, 1991;
Vogelstein und Kinzler, 2004). Die Akkumulation genetischer Verdnderungen verursacht eine
Deregulation komplexer Signalwege, welche u.a. den Zellmetabolismus, den Zelltod und die
Zellproliferation steuern (Vogelstein und Kinzler, 2004). Durch die permanente Aktivitit
mitogener Signale und den Ausfall regulatorischer Mechanismen der Proliferation,
Differenzierung und Apoptose, kommt es zu einem unkontrollierten zelluliren Wachstum.
Dies ist ein charakteristisches Merkmal von Tumorzellen. Formal ist das Modell der
Tumorentstehung analog zur Darwinschen Evolutionstheorie. Gesunde humane Zellen
erhalten durch genetische oder epigenetische Modifikationen einen Wachstumsvorteil, der zur
Umwandlung in eine Tumorzelle fiihrt (Foulds, 1954; Nowell, 1976). Die Endstufe dieses
Prozesses wird als Krebs bezeichnet. Es muss dennoch festgehalten werden, dass die grof3e
Mehrheit der téglich entstehenden Mutationen in der chromosomalen DNA erkannt und
beseitigt werden, zum programmierten Zelltod fithren und/oder keinen Wachstumsvorteil
bieten, sondern viel mehr nachteilig sind.

Nach heutigem Wissen werden sechs essentielle Verdnderungen der Zellphysiologie
postuliert, die fiir die Initilerung und Aufrechterhaltung eines malignen Wachstums
verantwortlich sind: (1) Induktion autokriner Wachstumssignale, (2) Apoptose-Resistenz, (3)

2
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Sensitivitdtsverlust  gegenliber = wachstumsinhibierenden  Signalen, (4)  verstirkte
Angiogenese/Neoangiogenese, (5) Gewebeinvasion/Metastasierung und (6) ein
uneingeschrianktes Replikationspotential (Hanahan und Weinberg, 2000).

Im Bezug auf diese physiologischen Prozesse spielen zwei Klassen von Genen eine besondere

Rolle (Vogelstein und Kinzler, 2004; Vogelstein et al., 2000):

1. Proto-Onkogene
2. Tumor-Suppressor-Gene
Mechanismen, die der Transformation einer gesunden Zelle zu Grunde liegen, werden an
bereits differenzierten, meist transformierten Zellen untersucht. In den letzten Jahren gewinnt
jedoch die Hypothese, dass die Bildung der Tumore von einer Subpopulation spezialisierter
Zellen aus der Tumormasse, den Krebsstamm- oder Progenitorzellen, ausgeht, immer mehr an
Bedeutung. So konnte bereits Ende der 90er Jahre bei Leukdmien und kiirzlich fiir
verschiedene solide Tumore (Brust-, Kolon-, Prostata-, Pankreas- und Kopf-Halskarzinome)
gezeigt werden, dass die Fahigkeit Karzinome in vivo zu etablieren von einer solchen
Subpopulation ausgeht (Al-Hajj et al., 2003; Dalerba et al., 2007a; Juang et al., 2007; Ricci-
Vitiani et al.,, 2007; Richardson et al., 2004; Wang und Dick, 2005). Krebsstammzellen
solider Tumore zeichnen sich durch die Expression spezifischer Marker (CD44, CD133,
CD166, BMI-1, EpCAM) und die Féhigkeit zur Selbsterneuerung und Differenzierung, ergo
Merkmale embryonaler Stammzellen, aus (Dalerba et al., 2007b; Reya et al., 2001;
Richardson et al., 2004). Man geht davon aus, dass es auch in diesen Zellen zu Mutationen in
den zwei oben genannten Genklassen kommt und somit zur malignen Transformation.
Mutationen in bereits differenzierten Zellen, die auf Grund dessen einen stammzelldhnlichen
Phénotyp annemen, stehen ebenfalls zur Diskussion (Brabletz et al., 2005). Theodor Boveri
postulierte bereits 1912 in einer wegweisenden SCIENCE-Publikation, dass die meisten
Tumore klonalen Ursprungs sind (Boveri, 1912). Diese klonale Theorie ist im Einklang mit
der Auffassung von Krebsstammzellen als Initiator von Tumoren, da Stammzellen in der
Lage sind phénotypisch verschiedene Vorlduferzellen zu bilden und somit die Heterogenitét
von Tumoren bedingen konnen. Analog zu normalen Stammzellen konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass es in Tumorstammzellen zu epigenetischen Verdnderungen kommt (Vogelstein
und Kinzler, 2004; Widschwendter et al., 2007), welche beispielsweise durch verstirkte
DNA-Methylierung zu einer malignen Verdnderung fiihren (Widschwendter et al., 2007).
Diese initialen Beobachtungen bediirfen selbstverstindlich noch weiterer Untersuchungen,

um verifiziert zu werden.
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Ein beeindruckendes Merkmal von Krebsstammzellen ist die hohe Effizienz der
Tumorbildung in vivo. Im Falle von CD133 als Marker wurde experimentell bewiesen, dass
50.000 CD133-negative Zellen in einem Maus Xenotransplantationsmodell nicht tumorigen
sind, wihrend 200 CD133-positive Zellen ausreichen, um einen Tumor zu bilden (Beier et al.,
2007).

Im Zusammenhang mit Stammzellen, Tumorstammzellen und Tumorentwicklung spielen -
Catenin-APC- (‘adenomatosis polyopsis coli’) vermittelte Signale und der WNT-Signalweg
eine besondere Rolle. Der WNT-Signalweg ist in Stammzellen aktiv und fiihrt durch die
Aktivierung von (-Catenin iliber TCF/Lef zur Induktion spezifischer Zielgene. Dies hat
wiederum eine Stimulation der Proliferation und eine Inhibition der Apoptose dieser Zellen
zur Folge (Hoppler und Kavanagh, 2007). In differenzierten Zellen ist der WNT-Signalweg
inaktiv. In diesen Zellen bindet APC das p-Catenin, welches durch die Glykogen-Synthase-
Kinase 3 (GSK3) phosphoryliert und somit zur Degradation durch das Proteasom markiert ist.
Des Weiteren kommt es zu einer Wechselwirkung von (3-Catenin mit Cadherinen, die eine
zentrale Rolle bei Zell-Zell-Interaktionen und der Migration von Zellen spielen. Mutationen
in APC und p-Catenin, die in Tumoren hdufig auftreten, filhren zur Aufhebung der
beschriebenen Regulation und somit zur unkontrollierten Proliferation und Inhibition der

Apoptose der Tumorzelle (Hoppler und Kavanagh, 2007; Katoh und Katoh, 2007).

1.1.1 Proto-Onkogene

Proto-Onkogene sind an der Regulation von Zellwachstum und Differenzierung beteiligt. Die
Umwandlung von Proto-Onkogenen in genuine Onkogene, i.e. eine Deregulation ihrer
Funktion, ist eine treibende Kraft der Karzinogenese. Ursachen fiir diesen molekularen
Schalter konnen Genmutationen, Genamplifikationen, chromosomale Translokationen oder
retrovirale Insertionen sein (Yamamoto, 1993) (Temin, 1990). Diese konnen das Gen selbst
und dessen regulatorische Signalwege betreffen. Es kommt zu einer verdnderten
Genregulation und zu einer erhohten Aktivitit der Genprodukte. Damit verbunden ist hdufig
eine  unkontrollierte  Zellproliferation,  Dysregulation des  Zellwachstums und
Dedifferenzierung. Diese Mutationen bezeichnet man als ,,gain of function mutation®.
Beispiele fiir Proto-Onkogene sind Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren [z.B. PDGF-
Rezeptor, c-erb-B (EGF-Rezeptor), c-erb-B2 (Her2/c-neu)], Transkriptionsfaktoren (z.B. c-
Myc, Fos/Jun, NF-kB), nukleare Rezeptoren (Thyroid- und Steroid-Hormon-Rezeptoren),

intrazelluldre Signaliibertrager (Src, Ras, Raf, STAT1 und 3), Zellzyklusregulatoren (Zykline)
4
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und Gene, die an der Apoptose beteiligt sind (Vogelstein und Kinzler, 2004; Vogelstein et al.,
2000).

Anhand des Beispiels des Proto-Onkogens c-myc wird deutlich, wie komplex die
Auswirkungen einer funktionellen Anderung des Molekiils in Bezug auf die Transformation
sein konnen. Der Transkriptionsfaktor c-Myc nimmt eine zentrale Rolle bei der Zellzyklus-
und Wachstumsregulation ein (Adhikary und Eilers, 2005; Amati et al., 1998; Dang, 1999)
und ist in einer Vielzahl von Tumoren iiberexprimiert (de la Guardia et al., 2001; Liao und
Dickson, 2000). Die erhdhte Expression von c-Myc hat Auswirkungen auf viele Aspekte der
Tumorzellbiologie, unter anderem auf die Zellproliferation, Zelldifferenzierung,
Metastasierung und die genomische Instabilitdt. Das c-myc Gen kann durch unterschiedliche
direkte und indirekte Ereignisse zum Onkogen werden: (i) Punktmutationen, die dazu fiihren,
dass post-translationale Modifikationen fehlschlagen (Bahram et al., 2000; Foley und
Eisenman, 1999), (ii) chromosomale Translokation von Chromosom 8 auf Chromosom 14 in
die direkte Nachbarschaft des Transkriptionsverstirkers des Gens der schweren
Immunglobulinkette, die eine verstdrkte Transkription in B-Zellen zur Folge hat, oder (iii)
durch Deregulation von Molekiilen der Signalwege, die wiederum fiir die Regulation von c-
Myc verantwortlich sind. Ein prominentes Beispiel fiir eine funktionelle Deregulation eines c-
Myc regulierenden Proteins ist der EGF-Rezeptor (D1 Fiore et al., 1987; Vogelstein und
Kinzler, 2004). Durch Mutation des EGF-Rezeptors, die eine Uberexpression des Rezeptors
oder eine ligandenunabhédngige Dimerisierung zur Folge haben kann, kommt es zur
konstitutiven Aktivierung und dadurch zu einer verstiarkten c-Myc-Expression (Coughlin et
al., 1985). Weitere Signalwege, die an der c-myc Aktivierung beteiligt und in Tumoren héufig
dereguliert sind, umfassen den Wnt-, Ras/Raf/MAP-Kinase-, Jak/Stat- und NFxB-Signalweg,
sowie den des transformierenden Wachstumsfaktor-f§ (Clevers, 2004; Henriksson und

Luscher, 1996; Liu und Levens, 2006).

1.1.2 Tumorsuppressor- und DNA-Reparaturgene

Tumorsuppressorgene haben wie Protoonkogene regulatorische Funktionen. Es handelt sich
hierbei um Transkriptionsfaktoren oder um Proteine, mit Funktion bei der
Zellzyklusregulation. Eine Deletion oder Mutation fiihrt zu einem Funktionsverlust des
Tumorsuppressors. Voraussetzung fiir den vollstandigen Aktivitdtsverlust ist, dass die
entsprechenden Gene auf beiden Chromosomen inaktiviert werden (Haber und Harlow,
1997). In manchen Fillen kann jedoch schon die Mutation eines Allels zu einer starken

5
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Einschrinkung der Funktion fiihren. Man bezeichnet diese Art der Mutationen auch als ,,/oss
of function mutation* (Hanahan und Weinberg, 2000). Die Inaktivierung dieser Genprodukte
hat einen Verlust der transkriptionellen Regulation der Zielgene und meist eine Verdnderung
der Regulation des Phaseniibergangs im Zellzyklus und des Zellwachstums zur Folge. Die
bekanntesten Beispiele fiir Tumorsuppressorproteine sind das Retinoblastomaprotein (Rb)
und p53 (Chen et al., 1990).

Das Rb-Protein ist ein transkriptioneller Ko-Regulator des Zellzyklus, welcher durch den
Grad der Phosphorylierung reguliert wird. Die Phosphorylierung erfolgt durch Komplexe aus
Zyklinen und zyklinabhidngige Kinasen (CdKs), iiber die Rb mit der Regulation des
Zellzyklus verbunden ist. Hypophosphoryliertes Rb bildet mit dem Transkriptionsregulator
E2F und der Histondeacetylase (HDAC) einen Komplex (Ferreira et al., 2001). Durch diese
Wechselwirkung wird die E2F-vermittelte Aktivierung von Genen, die fiir den Ubergang von
der GI- in die S-Phase des Zellzyklus und die Proliferation der Zellen essentiell sind,
gehemmt. Die Hyperphosphorylierung von Rb durch Zyklin E/ CDK2-Komplex, fiihrt zur
Freisetzung von E2F und somit zur Aktivierung spezifischer Zielgene, wie beispielsweise
Zyklin A/E, E2F und c-myc (Cooper und Whyte, 1989). Die Aktivierung des Zyklin E Gens
hat zwei positive Riickkopplungseffekte zur Folge: Zum einen kommt es zu einer verstarkten
Hyperphosphorylierung des Rb-Proteins und somit zu dessen Inaktivierung, zum anderen hat
die erhohte Zyklin E-Bildung die Phosphorylierung von p27Kip1, einem Inhibitor des Zyklin

Kl wird eine

E/CDK-Komplexes zur Folge. Durch die Phosphorylierung von p27
Ubiquitinilierung und anschlieBende Degradation des Inhibitors und folglich eine Erhéhung
der Zyklin E/CDK-Aktivitit ermdglicht (Herrera et al., 1996; Weinberg, 1995). Die
Inaktivierung des Rb-Proteins durch Mutation im Rb-Gen, Deregulation der Rb-
Phosphorylierung oder die Bindung des Rb-Proteins durch virale Oncoproteine (z.B. humanes
Papilomayirus (HPV) E7-Protein) fiihrt zur dauerhaften Aktivierung von E2F (Weinberg,
1995). Als Folge werden die DNA-Replikation und die Zellproliferation kontinuierlich
aktiviert (DePinho, 1998; Matsushime et al., 1994). Die Inaktivierung des Rb-Proteins fiihrt
zu unkontrollierten Phasen-Ubergiingen im Zellzyklus und einer erhdhten Proliferation
(Hanahan und Weinberg, 2000; Sherr, 1996).

Eines der am hiufigsten mutierten Gene ist das Tumor-Suppressorgen p53 (Harris, 1996). Zu
den Krebsarten, in denen am héufigsten p53-Mutationen detektiert werden, gehdren Kolon-,
Brust-, Oesophagus-Karzinome und Melanome (Chino et al., 2001; Harris, 1996; Kastrinakis
et al.,, 1995; Varley et al., 1991). Das p53-Gen kodiert fiir einen der vielseitigsten

Tumorsuppressoren. Das Protein besteht aus drei funktionellen Doménen (Cho et al., 1994).
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Die N-terminale Transkriptionsaktivierungsdoméne besitzt Phosphorylierungsstellen (Ser',
Ser””), die unter anderem von einer DNA-abhingigen Serin/Threonin-Kinase genutzt werden.
Die zentrale DNA-Bindedoméne ermoglicht die Interaktion des p53-Proteins mit der Ziel-
DNA und verursacht dadurch eine Aktivierung der Transkription des Zielgens. Durch eine
Wechselwirkung mit viralen Onkoproteinen, z.B. E6 des HPV, kann die p53-vermittelte
Zielgenhemmung aufgehoben werden (McMurray und McCance, 2004). Die C-terminale
regulatorische Domine beinhaltet eine zweite Phosphorylierungsstelle sowie ein
Kerntranslokationssignal (Cho et al., 1994). In gesunden Zellen wird p53 bei Schidigung der
DNA durch Phosphorylierung aktiviert, mit dem Ziel die DNA-Reparatur zu ermoglichen und
eine Proliferation von Zellen mit mutiertem Genom zu verhindern (Giaccia und Kastan,
1998). In diesem Zusammenhang spielt die p53-vermittelte Aktivierung von p21Cip] eine
zentrale Rolle. p21Cipl ist ein wichtiger Inhibitor der zyklinabhingigen Kinasen CDK2 und
CDC. Die Aktivierung von p21“"' durch p53 kann zur Arretierung der Zelle in
unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus fithren. Gleichzeitig kommt es zur Aktivierung von
Genen des DNA-Reparaturmechanismuses wie beispielsweise pS3R2 (Lozano und Elledge,
2000; Tanaka et al.,, 2000). Kann die Zelle die DNA-Schiaden beheben, wird der
Zellzyklusarrest aufgehoben und die Zelle ist zur Proliferation befdhigt. Ist der DNA-Schaden
jedoch betrdchtlich, kommt es zu einer Akkumulation von p53 in der Zelle, welche zur
Aktivierung von Genen der Bcl2-Familie fiihrt. Deren Genprodukte sind wiederum in der
Lage durch eine Signalkaskade Kaspasen zu aktivieren und somit zur Apoptose der
betroffenen Zelle zu fiihren (Gottlieb und Oren, 1998). Somit kann p53 die unkontrollierte
Proliferation deregulierter Zellen verhindern. Kommt es zum Funktionsverlust von p53 wird
der Zellzyklusarrest und die damit verbundenen Reparaturmechanismen, so wie die pro-
apoptotischen Mechanismen aufler Kraft gesetzt. In Folge dessen kommt es zu einer
Akkumulation von Mutationen, die zur Transformation der Zelle fithren koénnen. Diese

vielféltige Funktionsweise und protektive Fahigkeit von p53 fiihrte zur Namensgebung

,Guardian of the cell*.

1.1.3 Die DNA-Reparatur-Gene

DNA-Reparaturgene kontrollieren durch Detektion und anschlieBende Reparatur von DNA-
Schéden die Mutationsrate im Genom gesunder Zellen (Rotman und Shiloh, 1999). DNA-
bindende Proteine sind in der Lage Schiden in der DNA zu detektieren, diese an Kinasen wie

ATM/ATR zu ,melden” und auf diese Weise diverse DNA-Reperaturmechanismen zu
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aktivieren. Zu diesen gehoren u.a. die ,,base excision repaire” (BER) und ,,nucleotide
excision repaire‘ (NER), sowie die nicht-homologe Rekombination von DN A-Bruchstiicken.
Die Mutation von DNA-Reperaturgenen fiihrt ebenso wie bei Tumorsuppressorgenen zu
einem Funktionsverlust (,,loss of function mutations*) der entsprechenden Proteine.
Mutationen von DNA-Reparaturgenen ve