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1 Einleitung

1.1 Vorwort

Krebs ist die zweithäufigste Todesursache weltweit. Im Jahr 2007 starben 7,9 Mil-

lionen Menschen an den Folgen einer Krebserkrankung und jedes Jahr erkranken

weitere 11 Millionen Menschen weltweit. Nach Schätzungen der Experten wird die

Zahl der Krebserkrankungen bis zum Jahr 2030 um 50 Prozent zunehmen. Ein Grund

dafür ist, dass die Menschen immer älter werden und das Risiko an Krebs zu er-

kranken mit zunehmendem Alter steigt (Deutsche Krebshilfe; WHO). Krebs wird

in der Medizin als maligne Neoplasie bezeichnet, welche in epitheliale (Karzinome)

und mesenchymale (Sarkome) Tumore unterteilt werden. Eine weitere Gruppe bil-

den die hämatologischen Krebsformen des Blutes und der blutbildenden Organe,

wobei hier zwischen Leukämien und Lymphomen unterschieden wird. Gegenwärtig

sind etwa 100 verschiedene Krebserkrankungen bekannt, die sich hinsichtlich Über-

lebenswahrscheinlichkeit, Behandlungsmöglichkeiten und Metastasenbildung unter-

scheiden, welche jedoch folgende charakteristische biologische Eigenschaften gemein-

sam haben [Hanahan und Weinberg, 2000]:

• Unabhängigkeit von Wachstumssignalen

• Unempfindlichkeit gegenüber antiproliferativen Signalen

• Verlust der Apoptose

• Verlust der Seneszenz

• Angiogenese

• Fähigkeit zur Invasivität

• Fähigkeit zur Metastasierung.
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Im Gegensatz zu normalen Zellen, die nur eine begrenzte Lebensspanne besitzen,

sind Krebszellen, bei denen die Balance zwischen Proliferation und Zelltod verscho-

ben ist, immortal. Dies zeichnet sich durch ihre Fähigkeit zur unbegrenzten Zelltei-

lung aus.

Die Transformation von einer normalen Zelle in eine Krebszelle ist ein mehrstufi-

ger Prozess. Die Veränderungen sind das Resultat einer Interaktion zwischen den

individuellen genetischen Faktoren und drei Kategorien externer Noxen:

• physikalische Karzinogene: UV- und ionisierende Strahlung

• chemische Karzinogene: Asbest, Tabakrauch, Aflatoxin, Arsen (im Trinkwas-

ser), u.a.

• biologische Karzinogene: Infektionen durch Viren (Hepatitis B/C, HPV,

HHV-8, HIV), Bakterien (Helicobater pylori), Parasiten (Schistosomiasis).

Schätzungsweise 90% aller Krebsarten resultieren aus den genannten externen Fak-

toren. Um einer solchen Transformation vorzubeugen, verfügt der Organismus über

Mechanismen, welche ein unkontrolliertes Zellwachstum verhindern. Hierzu zählen

unter anderem eine strikte Kontrolle über den Zellzyklus, sowie die Fähigkeit zur

Apoptose oder Seneszenz. Falls diese zelleigenen Kontrollmechanismen einmal fehl-

schlagen sollten, kann das Immunsystem die transformierten Zellen erkennen und

eliminieren, und somit ein unkontrolliertes Zellwachstum verhindern [Lowe et al.,

2004]. Die Gene, die für diese zelleigenen Kontrollmechanismen kodieren, werden

TTumorsuppressorgene“genannt, während Tumorentstehung und Progression aktiv

fördernde Gene als Önkogene“bezeichnet werden. Der Verlust dieser Tumorsuppres-

sorgene und ihrer Funktion durch die Inaktivierung beider Allele fördert schließlich

die Tumorentstehung [Knudson, 1971]. Der wohl bekannteste und wichtigste Tumor-

suppressor ist p53.
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1.2 p53

1.2.1 Gen und Struktur von p53

Im Jahre 1979 wurde p53 das erste Mal durch seine Interaktion mit dem T-Antigen

des SV-40 Virus beschrieben [DeLeo et al., 1979; Lane und Crawford, 1979; Melero

et al., 1979; Linzer und Levine, 1979]. Es ist das erste identifizierte und bis heute

das bestuntersuchte Tumorsuppressorgen. Das 20 kb große p53-Gen kann theore-

tisch für mindestens neun verschiedene Proteinisoformen kodieren (Abb. 1) [Bour-

don et al., 2005]. Das p53-Volllängenprotein besteht aus 393 Aminosäuren und weist

drei Domänen auf: Transaktivierungs- (TA), DNA-Bindungs- (DBD) und Oligome-

risierungsdomäne (OD). Die im zentralen Bereich gelegene DNA-Bindungsdomäne

ist essentiell für die sequenzspezifische DNA-Bindung an p53 responsive Elemen-

te (p53-RE) in den Promotoren der p53-Zielgene [Bourdon et al., 1997; el Deiry

et al., 1992; Funk et al., 1992]. Die N-terminal lokalisierte Transaktivierungsdomäne

benötigt p53 für die Induktion p53-regulierter Gene [Fields und Jang, 1990; Ray-

croft et al., 1990]. Mittels der Oligomerisierungsdomäne im C-Terminus bildet p53

einen tetrameren Transkriptionsfaktor. Diese Oligomerisierung ist essentiell für die

Promotorbindung und transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen und somit für

seine tumorsuppressive Aktivität [Jeffrey et al., 1995].

Abb. 1: Humanes p53.
Schema der humanen p53 Protein- und Genstruktur. Das p53-Protein besteht aus fol-
genden Domänen: TA, Transaktivierungsdomäne; DBD, DNA-Bindungsdomäne; OD, li-
gomerisierungsdomäne. Durch alternatives Spleißen (α,β,γ) und alternative Promotoren
kann das p53-Gen diverse Isoformen generieren(verändert nach [Bourdon et al., 2005]).



1.2 p53 9

1.2.2 p53 Regulation

In ungestressten Zellen liegt p53 in niedrigen Konzentrationen vor, was auf seine sehr

kurze Halbwertszeit und die strenge Regulierung zurückzuführen ist, die wiederum

für ein normales Zellwachstum und die Entwicklung notwendig ist. Als wichtiger

Bestandteil in einem großen Netzwerk von Signalwegen (Abb. 2) kontrolliert p53

die drei wichtigsten zellulären Prozesse: Zellzyklusarrest, Apoptose und Seneszenz

[Vogelstein et al., 2000]. Zu den bedeutendsten p53-Zielgenen zählt sein Antagonist

MDM2 [Oliner et al., 1992; Barak et al., 1993; Wu et al., 1993], Zellzyklusregu-

latoren wie p21 CIP1/WAF1 [el Deiry et al., 1993; Harper et al., 1993], GADD45

[Hollander et al., 1993] oder 14-3-3σ [Hermeking et al., 1997] , sowie die proapopto-

tischen Gene Bax, PUMA und Noxa [Nakano und Vousden, 2001; Yu et al., 2001;

Miyashita und Reed, 1995; Oda et al., 2000; Attardi et al., 2000]. Der Umfang und

die Höhe der Transaktivierung eines jeden Zielgens sind abhängig vom Zelltyp und

dem jeweiligen Stresssignal. Einer der bedeutendsten Kontrollmechanismen der p53-

Funktion ist die Interaktion mit dem Onkoprotein und p53-Antagonisten MDM2.

MDM2 besitzt gegenüber p53 eine E3-Ubiquitinligaseaktivität und kann direkt an

dessen N-Terminus binden [Brown et al., 1993; Chen et al., 1993; Picksley et al.,

1994; Brown et al., 2001]. Diese direkte Interaktion führt zur Ubiquitinierung von

p53 und dem anschließenden proteasomalen Abbau [Kubbutat et al., 1997]. Gleich-

zeitig ist MDM2 ein Zielgen von p53, dessen Expression sich mit der Induktion der

p53-Aktivität erhöht. Dies impliziert, dass p53 und MDM2 sich gegenseitig mit-

tels eines Autoregulationsmechanismus kontrollieren [Oliner et al., 1993; Wu et al.,

1993; Ashcroft und Vousden, 1999]. Zusätzlich wird die p53-Aktivität durch onko-

gene Stimuli, DNA-Schäden und zytotoxischen Stress reguliert. Diese Regulationen

von p53 umfassen posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung, Azety-

lierung, Methylierung, Ubiquitinierung und Sumoylierung [Gu und Roeder, 1997;

Sakaguchi et al., 1998; Buschmann et al., 2000b,a; Oda et al., 2000; Rodriguez

et al., 2000; Melchior und Hengst, 2002; Chuikov et al., 2004]. So induzieren zum
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Abb. 2: Das p53-Netzwerk.
Das Schema zeigt die Aktivierung und Regulierung von und durch p53, was seine zentrale
Rolle als Tumorsuppressor widerspiegelt [Vogelstein et al., 2000].

Beispiel Onkogene wie Ras, E1A, E2F und c-Myc p53 durch die Aktivierung von

p14Arf . p14Arf seinerseits hemmt MDM2, was zur Stabilisierung von p53 führt [Zin-

dy et al., 1998; Pomerantz et al., 1998; de Stanchina et al., 1998; Lowe, 1999; Sherr

und Weber, 2000; Lowe und Lin, 2000]. Der Verlust von p14Arf hingegen erhöht

eine durch Myc forcierte Krebsentstehung, da die durch p53-vermittelte apoptoti-

sche Antwort unterdrückt ist [Schmitt et al., 2002]. DNA-Schäden induzieren über

die Kinasen ATM, ATR, Chk1 und Chk2 eine Phosphorylierung von p53 am N-

Terminus und hemmen so die Interaktion mit MDM2 [Giaccia und Kastan, 1998;

Meek, 1999; Prives und Hall, 1999]. Allerdings ist der Mechanismus, wie p53 seine

Tumorsuppressoraktivität ausführt, bis heute nicht ganz verstanden. Der bekann-

teste Mechanismus ist der der Genexpressionsmodulation. p53 kann als Transkrip-

tionsfaktor direkt und spezifisch an die DNA-Zielsequenz (p53 responsive Elements

(p53RE)) in der Promotorregion seiner Zielgene binden [el Deiry et al., 1992; Funk
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et al., 1992; Bourdon et al., 1997] und so deren Genexpression modulieren, was ein

wichtiger Bestandteil der Tumorsuppressoraktivität von p53 ist [Chipuk und Green,

2006]. Zusammenfassend verhindert die p53-vermittelte Induktion von Zellzyklusar-

rest oder Apoptose die Replikation geschädigter DNA sowie die Teilung genetisch

veränderter Zellen, die abnormes Zellwachstum hervorrufen können. Aus diesem

Grund kommt p53 eine essentielle Rolle in der Erhaltung der Genomintegrität zu

und wird auch als
”
Wächter des Genoms“ bezeichnet [Lane, 1992; Bourdon, 2007].

Dass p53 eine zentrale Rolle beim Schutz der Genomintegrität spielt, wird dadurch

deutlich, dass seine Aktivität in mehr als 50% aller humanen Krebsarten, durch

Proteininaktivierung oder direkte Genmutation, verloren geht [Iwakuma und Loza-

no, 2007; Lozano, 2007; Vousden und Lane, 2007; Petitjean et al., 2007a; Bourdon,

2007]. Zu 97% befinden sich alle Mutationen, vorwiegend Punktmutationen (R248,

R273, R175, G245, R249, R282), in der DNA-Bindungsdomäne [Olivier et al., 2002;

Petitjean et al., 2007a], was zu einer verminderten DNA-Bindung dieser Mutanten

führen kann, die darüber hinaus auch als dominant-negative Inhibitoren gegenüber

dem Wildtyp-p53 wirken können [de Vries et al., 2002; Ko und Prives, 1996]. Eine

Mutation im p53-Gen muss aber nicht unbedingt zu einer Inaktivierung der tran-

skriptionellen Aktivität führen [Kato et al., 2003; Iacopetta et al., 2006; Petitjean

et al., 2007b]: 60% der Mutationen, die im p53-Gen auftreten können, zeigen keinen

Aktivitätsverlust. Nur 15% aller Mutationen führen zu einer kompletten Inaktivie-

rung seines Transaktivierungsvermögens (loss-of-function). Die verbleibenden 25%

der p53-Mutationen zeigen eine vom Wildtyp-Protein abweichende transkriptionel-

le Aktivität in Bezug auf das Zielgenspektrum (gain-of-function) [Petitjean et al.,

2007b].

1.2.3 p53 in der Differenzierung

Eine exakte Regulierung der p53-Aktivität ist essentiell für eine optimale Entwick-

lung und Differenzierung. In Differenzierungsprozessen wie Hämatopoese, Sperma-
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togenese [Kastan et al., 1991; Almon et al., 1993] und Myogenese [Soddu et al., 1996;

Tamir und Bengal, 1998; Porrello et al., 2000] ist die p53-Expression und/oder Akti-

vität erhöht. Strukturelle oder funktionelle Veränderungen des Tumorsuppressorgens

p53 in Tumoren korrelieren häufig mit einem undifferenzierten Phänotyp [Feinstein

et al., 1991; Battista et al., 1995]. So kann die exogene Expression von p53 die Dif-

ferenzierung in zahlreichen Tumorzellen in vivo und in vitro induzieren [Almog und

Rotter, 1997; Bossi et al., 2000]. Darüber hinaus ist bekannt, dass eine exakte Balan-

ce der p53-Proteinspiegel in Embryonalzellen essentiell für deren optimale Entwick-

lung ist. In situ Hybridisierungen konnten zeigen, dass in embryonalen Mauszellen

an den Tagen 8.5 bis 10.5 post coitum hohe p53-mRNA-Spiegel existieren. In den

späteren Entwicklungsphasen ist die p53-Expression während der Differenzierung

bestimmter Gewebe deutlich ausgeprägt, wie zum Beispiel in Gehirn, Leber, Lunge,

oder Thymus. In ausdifferenzierten Zellen hingegen ist die p53-mRNA-Expression

stark reduziert [Schmid et al., 1991].

Ein komplettes Fehlen von p53 führt in Mäusen zu einer reduzierten Fertilität, sowie

in einigen Fällen zu Exenzephalie [Armstrong et al., 1995; Sah et al., 1995]. Aller-

dings sind p53-null Mäuse lebensfähig. Dies ist ein deutlicher Gegensatz zu Xenopus

laevis Embryonen, wo eine p53-Depletion Gastrulationsfehler und Defekte in der

Mesodermbildung verursacht [Cordenonsi et al., 2003]. Grundsätzlich deuten diese

Erkenntnisse auf Funktionen von p53 in Differenzierung und Entwicklung hin. Die

Signalwege dieser Prozesse, an denen p53 beteiligt ist, sowie deren Regulatoren und

Effektoren, sind bisher noch nicht detailliert bekannt.

1.2.4 p53 in der Tumorentwicklung

Die meisten humanen Tumore weisen ein defektes p53-Signalnetzwerk auf. In mehr

als 50% dieser Tumore ist p53 direkt durch Genmutationen inaktiviert. Aber auch

die indirekte Inaktivierung von p53 durch Bindung an virale Onkoproteine oder

der Verlust von auf- und absteigenden Signalen rund um p53 kann zu dieser Si-
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gnalwegsstörung in Tumoren mit Wildtyp-p53 führen [Nigro et al., 1989; Harris

und Hollstein, 1993; Vogelstein et al., 2000; Bourdon, 2007]. Der Verlust der p53-

Antwort macht Zellen anfälliger für weitere genetische Schäden und begünstigt somit

neoplastische Transformation und Tumorprogression. Dass p53 eine essentielle Rol-

le als Tumorsuppressor zukommt, zeigt sich auch im transgenen Tiermodell. p53

Knockout-Mäuse weisen eine erhöhte Tumorinzidenz auf [Donehower et al., 1992;

Jacks et al., 1994]. Keimbahnmutationen des p53 führen zu erblichen Formen von

Krebs, in Maus und Mensch [Levine et al., 1995]. Menschen mit dem autosomal-

dominant vererbten Li-Fraumeni Syndrom, welche meistens Keimbahnmutationen

in einem der beiden p53-Allele tragen, entwickeln zu 90% bereits im frühen Alter

gehäuft Tumore wie Brustkrebs, Sarkome und Hirntumore [Malkin et al., 1990; Mal-

kin, 1993; Kemp et al., 1993].

Mutiertes p53 ist in der Regel stabiler als Wildtyp-p53 und liegt in höherer Konzen-

tration in Tumorzellen vor. Das mutierte p53-Protein kann außerdem als dominant-

negativer Inhibitor von Wildtyp-p53 fungieren und so dessen Funktion blockieren

[Ko und Prives, 1996; de Vries et al., 2002]. Viele Tumore, die eine p53-Mutation

tragen, zeigen oft auch einen Verlust der Heterozygotie, wobei hier die Funktion des

bestehenden Wildtyp-Allels entweder durch Deletion, Mutation oder Promotorhy-

permethylierung inaktiviert wird [Greenblatt et al., 1994].

Bis zum Jahr 1997, mit der Entdeckung von p63 und p73, galt p53 als einzig-

artig. Da die drei Proteine eine signifikante Homologie aufweisen, werden sie als

p53-Familie bezeichnet. Die Homologie der drei p53- Familienmitglieder (Abb. 3)

zeigt sich in den drei funktionellen Proteindomänen: N-terminale Transaktivierungs

(TA)-, zentrale DNA-Bindungs- (DBD) und C-terminale Oligomerisierungsdomäne

(OD). Aufgrund des hohen Homologiegrades in der DBD können p63 und p73 mit

p53-Bindungsstellen in der DNA interagieren und diese transaktivieren [Kaghad

et al., 1997; Marin et al., 1998; Yang et al., 1998]. Basierend auf der Homologie zu

p53 wurde vermutet, dass p63 und p73 eine analoge Rolle als Tumorsuppressor in

humanen Tumoren zukommt [Yang und McKeon, 2000; Melino et al., 2003; Moll
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und Slade, 2004].

Abb. 3: Proteinstruktur der p53-Familie. Strukturvergleich der drei p53-Familienmitglieder.
TA, Transaktivierungsdomäne; DBD, DNA-Bindungsdomäne; OD, Oligomerisierungs-
domäne; SAM, SAM-Domäne.

1.3 p63

1.3.1 Gen und Struktur von p63

Das p63-Gen (Abb. 4) wurde 1998 identifiziert [Yang et al., 1998; Osada et al., 1998].

Die transaktivierenden Isoformen (TA) werden von einem Promotor stromaufwärts

von Exon 1 generiert. Ein alternativer Promotor in Intron 3 führt zur Expression von

N-terminal verkürzten ∆Np63-Isoformen [Bourdon, 2007]. p63-Proteine können an

p53- und p63-RE in der DNA binden und so die Transkription von Zielgenen regu-

lieren, die an Zellzyklusarrest, Apoptose und Differenzierung beteiligt sind [Murray-

Zmijewski et al., 2006; Stiewe, 2007]. Die Expression von p63 ist lokal beschränkt.

Die höchste Expression ist in Basalzellen verschiedener Epithelgewebe zu finden, wo

∆Np63α die vorwiegende Form ist. Wie die Expression von p63 reguliert ist oder

was entscheidet, welche Isoform überwiegt, ist bis heute nicht genau geklärt. Al-

lerdings gibt es Hinweise, dass DNA-Schädigung die Expression von TA-Isoformen

hoch- [Katoh et al., 2000] und die ∆N-Isoformen herunterreguliert [Liefer et al.,

2000]. Wie bereits erwähnt besteht die größte Homologie zwischen p53 und p63 in
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der DBD [Celli et al., 1999; Yang et al., 1998]. Experimente basierend auf transienter

Transfektion zeigen, dass p63 die Transkription eines Reportergens, stromabwärts

einer p53 DNA-Bindungsstelle, aktivieren oder reprimieren kann [Yang et al., 1998].

So führt die transiente Transfektion von TAp63 zu Zellzyklusarrest und Apoptose

[Yang et al., 1998], wohingegen ∆Np63 entgegengesetzte Effekte zeigt [Yang et al.,

1998; Sasaki et al., 2001].

Abb. 4: Humanes p63.
Schema der humanen p63 Genstruktur: alternatives Spleißstellen (α, β, γ) und alternative
Promotoren (P1, P2) resultiert in zahlreichen Isoformen (verändert nach [Deyoung und
Ellisen, 2007]).

1.3.2 p63 in Entwicklung und Differenzierung

p63 wird während der Embryonalentwicklung in einem stark begrenzten Muster ex-

primiert [Yang et al., 1999; Mills et al., 1999; Pellegrini et al., 2001]. Beachtlich ist,

dass p63 essentiell für die Entwicklung der meisten Gewebe ist, in denen es exprimiert

wird. So zeigen p63-null Mäuse (Abb. 5), im Gegensatz zu p53-null Mäusen, enorme

Entwicklungsdefekte: p63-Knockout Tiere weisen extreme Verkürzungen oder kom-

plette Verluste der Gliedmaßen sowie Schädelmissbildungen auf. Darüber hinaus

bilden diese Tiere keine mehrschichtigen Epithelien aus, weshalb die Jungtiere we-

nige Stunden nach der Geburt an Dehydratation versterben [Yang et al., 1999; Mills

et al., 1999]. Diese Defekte verdeutlichen die zentrale Rolle der p63-Expression für

die Epidermalmorphogenese (Integument und Zunge), einschließlich der Formation

von Adnexen (Zähne, Haare, Brust-, Prostata-, Schweiß- und Tränendrüsen) [Yang

et al., 1999; Mills et al., 1999].
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Abb. 5: Phänotyp eines p63-null Neugeborenen.
Verpaarungen zwischen p63-heterozygoten Mäusen resultieren in normal entwickelten
Wildtyp und heterozygoten Nachkommen, sowie p63-Knockout Tieren mit fehlenden
Gliedmaßen und Hautdefekten.

1.3.3 p63 in der Tumorentstehung

Das p63-Gen befindet sich auf Chromosom 3q27-28, eine Region deren Amplifikation

eine Rolle in der Tumorigenese spielt. Studien haben gezeigt, dass p63 in humanen

Tumoren wie dem Plattenepithel-, Zervix- und Prostatakarzinom überexprimiert ist

[Björkqvist et al., 1998; Hibi et al., 2000; Massion et al., 2003]. Untersuchungen

mit Antikörpern und RT-PCR gegen die verschiedenen p63-Isoformen haben ge-

zeigt, dass ∆Np63α in Plattenepithelkazinomen, vor allem des Kopf-Hals Bereiches

(HNSCC) die prädominante Form ist [Massion et al., 2003; Sniezek et al., 2004].

Im Gegensatz dazu, zeigen andere Studien eine Reduktion oder gar einen Verlust

der p63-Expression [Park et al., 2000; Como et al., 2002; Urist et al., 2002; Ko-

ga et al., 2003; Rocco et al., 2006]. Über den Tumorphänotyp von p63 Tieren ist

wenig bekannt. Während p63-null Mäuse nach der Geburt versterben, entwickeln

heterozygote p63-Mäuse Tumore. Dies lässt vermuten, dass p63 eine Rolle in der

Tumorsuppression spielt [Flores et al., 2005]. Auch wenn p63+/- Tiere nicht diesen

ausgeprägten Tumorphänotyp wie p53+/- Mäuse zeigen, geht das p63 Wildtyp-Allel

in den sich entwickelnden Tumoren verloren [Flores et al., 2005].



1.4 p73 17

1.4 p73

1.4.1 Gen und Struktur von p73

Die Entdeckung von p73 im Jahre 1997 war eine große Überraschung in der Krebs-

forschung, denn bisher galt p53 als einzigartig [Kaghad et al., 1997]. Das p73-Gen

befindet sich auf Chromosom 1p36, eine Region, die häufig in einer Vielzahl von Tu-

moren verloren geht. Dadurch wird p73 eine p53-ähnliche Tumorsuppressoraktivität

zugesprochen. Die p73-Genstruktur (Abb.6) ist sehr komplex, was zu einer Vielzahl

verschiedener Isoformen führt [Melino et al., 2002; Yang et al., 2002]. Das p73-Gen

exprimiert 7 alternativ gespleißte C-terminale Isoformen (α, β, γ, δ, ε, ζ, η) und

4 alternativ gespleißte N-terminale Isoformen, die verschiedene Regionen der TA-

Domäne besitzen. Insgesamt kann das p73-Gen mindestens 35 mRNAs exprimieren,

die theoretisch für 29 verschiedene Proteine kodieren [Bourdon, 2007]. Die Expres-

sion der p73-Isoformen α, β, γ, δ, ε, ζ und η, bestehend aus der TA-, DBD- und

Oligomerisierungsdomäne, konnte in normalen Zellen nachgewiesen werden [Kaghad

et al., 1997; Laurenzi et al., 1998, 1999; Casciano et al., 1999; Fillippovich et al.,

2001].

Die Isoformen, welchen die Oligomerisierungsdomäne von Exon 10 fehlt, kommen

hingegen ausschließlich in neoplastischen Zellen vor [Scaruffi et al., 2000]. Wie p53

und p63 besitzt auch p73 zwei Promotoren, P1 stromaufwärts von Exon 1 und den

alternativen P2 in Intron 3. Diese unterteilen die p73-Isoformen in zwei funktionelle

Klassen, die transaktivierenden vom P1-Promotor, auch als TAp73 bezeichnet, so-

wie die N-terminal verkürzten und transaktivierungsdefizienten vom P2-Promotor,

als ∆Np73 bekannt [Grob et al., 2001; Stiewe et al., 2002b; Ishimoto et al., 2002;

Pozniak et al., 2002; Zaika et al., 2002; Kartasheva et al., 2002; Oswald und Stiewe,

2008]. Der alternative Promotor P2 enthält außerdem p53- und p73-REs, so dass

die Expression von ∆Np73 durch TAp73 und p53-induziert werden kann. Weitere

transaktivierungsdefiziente Proteinformen entstehen durch das alternative Spleißen

N-terminal lokalisierter Exone (∆N’p73, ∆ex2p73, ∆ex2/3p73) [Kaghad et al., 1997;
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Abb. 6: Humanes p73.
(A) Schema der humanen p73-Genstruktur: alternatives Spleißen (α, β, γ, δ, ε, ζ, η) und
alternative Promotoren sind hier dargestellt. (B) p73-Proteinisoformen: TAp73-Proteine,
kodiert vom Promotor P1, enthalten die konservierte N-terminale Transaktivierungs-
domäne (TA). Ex2p73 Proteine entstehen durch alternatives Spleißen von Exon 2. Diesen
fehlt die konservierte N-terminale Transaktivierungsdomäne (TA). Ex2/3p73 Proteine
entstehen durch alternatives Spleißen von Exon 2 und 3, welche von Exon 4 initiiert wer-
den und keine TA besitzen. ∆N’p73 mRNAs sind oft in Tumoren überexprimiert und
werden durch alternatives Spleißen von Exon 3’ im Intron 3 gebildet. ∆Np73 Proteine,
kodiert vom Promotor P2, sind N-terminal verkürzt und unterscheiden sich von TAp73
in der N-terminalen Domäne [Bourdon, 2007].

Stiewe et al., 2002a; Stiewe und Pützer, 2002; Ishimoto et al., 2002; Fillippovich

et al., 2001; Oswald und Stiewe, 2008].

Während TAp73 als Transaktivator p53-Zielgene, wie p21, Puma, Noxa, Bax und

MDM2 induzieren kann, ist es ∆Np73 nicht möglich die Gentranskription zu indu-

zieren, da es zwar eine funktionale DBD besitzt, aber keine TA-Domäne [Kaghad

et al., 1997; Jost et al., 1997; Laurenzi et al., 1998; Stiewe und Pützer, 2002].
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1.4.2 p73 Regulation

Da p73 wie p53 durch DNA-Schädigung aktiviert wird, sind auch ähnliche Mechanis-

men an der Regulation von p73 beteiligt [Zaika et al., 2001]. Wegen seiner Funktion

als Transaktivator von p53-Zielgenen, wie p21 (CDKN1A), Puma, Noxa, Bax und

MDM2 [Kaghad et al., 1997; Jost et al., 1997; Laurenzi et al., 1998; Zhu et al.,

1998; Fontemaggi et al., 2002; Ramadan et al., 2005], kann p73 unabhängig von p53

Zellzyklusarrest und Apoptose induzieren [Agami et al., 1999; Gong et al., 1999;

Yuan et al., 1999; Murray-Zmijewski et al., 2006; Stiewe, 2007]. p73 ist vorwiegend

im Kern lokalisiert [Inoue et al., 2002] und unter normalen Bedingungen wird p73

wie p53 durch den Ubiquitin-Proteasomsignalweg im Zytoplasma degradiert, um so

die Proteinspiegel zu regulieren [Bálint et al., 1999; Lee und Thangue, 1999; Inoue

et al., 2002; Bernassola et al., 2004]. Itch ist eine Ubiquitin-Proteinligase, die p73

bindet und ubiquitiniert [Rossi et al., 2005]. Darüber hinaus nehmen posttransla-

tionale Modifikationen Einfluss auf die Proteinstabilität von p73. Dazu gehört die

Phosphorylierung durch c-Abl, p38-MAPK [Agami et al., 1999; Gong et al., 1999;

Yuan et al., 1999; Sanchez-Prieto et al., 2002; Gaiddon et al., 2003] und JNK (c-Jun

N-terminale Kinase) [Jones et al., 2007], sowie die Azetylierung durch p300/CBP

[Costanzo et al., 2002; Mantovani et al., 2004; Bernassola et al., 2004; Oberst et al.,

2005; Strano et al., 2005] und die Sumoylierung durch PIAS1 [Minty et al., 2000;

Blandino und Dobbelstein, 2004]. Aber auch kinaseabhängige Signale, wie Chk1

und Chk2 [Gonzalez et al., 2003; Urist et al., 2004] oder der PI3K/AKT-, PKA-

und CDK-Signalweg [Basu et al., 2003; Gaiddon et al., 2003; Hanamoto et al.,

2005], tragen zur Regulation von TAp73 bei. Darüber hinaus sind auch Onkogene an

der Regulation von p73 beteiligt. Hierbei spielt der Transkriptionsfaktor E2F1 eine

entscheidende Rolle, der in gesunden Zellen den Zellzyklus und die Induktion von

Apoptose reguliert, aber in vielen humanen Tumoren fehlreguliert ist [Stiewe und

Pützer, 2002]. Im Gegensatz zu p53, wird p73 direkt durch die Bindung von E2F1

an den p73-Promotor aktiviert [Irwin et al., 2000; Stiewe und Pützer, 2000], was zur
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Induktion von p53-Zielgenen und Apoptose führt. Die Hemmung der p73-Aktivität

durch dominant-negativ agierende p73-Mutanten (∆Np73, p73DD) hingegen führt

zur Inhibierung der E2F1-vermittelten Apoptose in p53-depletierten Zellen [Irwin

et al., 2000; Stiewe und Pützer, 2000; Zaika et al., 2001]. Auch die Onkogene SV40

T-Antigen, c-Myc und E1A induzieren eine erhöhte p73-Expression möglicherweise

durch eine Verstärkung der E2F1-Aktivität [Zaika et al., 2001], was zur Induktion

von p73-Zielgenen und Apoptose führt [Marin et al., 1998; Steegenga et al., 1999;

Zaika et al., 2001; Chen et al., 2004]. Die proapoptotische Wirkung von E1A beruht

auf seiner Fähigkeit, in p53-negativen Zellen, p300/CBP und pRB zu binden, die

Regulatoren der E2F1-vermittelten Apoptose sind [Stiewe und Pützer, 2000]. Wie

c-Myc p73 beeinflusst, ist bis heute noch nicht eindeutig geklärt. Zum einen ist be-

kannt, dass c-Myc den p73-Promotor induzieren und aktivieren kann. Zum anderen

wurde gezeigt, dass c-Myc mit p73 interagiert und so dessen transkriptionelle Funk-

tion inhibiert [ichi Watanabe et al., 2002]. Mit Abstand der wichtigste Regulator

von p73 ist jedoch p73 selbst. Wie bereits erwähnt können TAp73 und p53 direkt

die N-terminal verkürzten ∆Np73-Isoformen induzieren, welche dann wiederum in

der Lage sind, die transaktivierungsfähigen p53-Familienmitglieder zu reprimieren

[Ramadan et al., 2005; Oswald und Stiewe, 2008]. Da ∆Np73 keine direkte Gentran-

skription induzieren kann, konkurriert es vielmehr mit TAp63, TAp73 und p53 um

die Promotorbindung, wodurch deren Zielgenaktivierung inhibiert wird. Dadurch

übernimmt ∆Np73 eine regulatorische Rolle, indem es als dominant-negativer Inhi-

bitor der transaktivierenden p53-Familienmitglieder agiert und die Apoptoseinduk-

tion verhindert [Grob et al., 2001; Stiewe et al., 2002a; Kartasheva et al., 2002; Me-

lino et al., 2002; Oswald und Stiewe, 2008]. Die inhibitorische Funktion von ∆Np73

kann auch durch direkte Bindung an die p53-Familienmitglieder erfolgen, was in

der Entstehung von transaktivierungsdefizienten heteromeren Komplexen (Abb. 7)

resultiert [Stiewe et al., 2002b; Nakagawa et al., 2002; Kartasheva et al., 2002; Slade

et al., 2004]. Eine Störung der tumorsuppressiven Regulationsmechanismen, wie es

in Krebszellen oder viral infizierten Zellen vorkommt, hat eine massive oder perma-
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Abb. 7: Der dominant-negative Effekt von ∆Np73 auf die p53-Familienmitglieder.
(A) Konkurrenz von ∆Np73 mit p53, TAp63 und TAp73 um dieselbe p53-
Promoterzielsequenz. (B) Formation von transkriptionell inaktiven TAp73-∆p73 Hete-
rodimeren.

nente Expression von ∆Np73 zur Folge. Das wiederum führt zur Inhibition von

p53 und TAp73 [Stiewe et al., 2002a; Allart et al., 2002], so dass schließlich die

tumorsuppressive Funktion von p53 und TAp73 nicht mehr gewährleistet ist. All

dies deutet daraufhin, dass ∆Np73 ein Onkogen ist. So kann ∆Np73 NIH3T3-

Fibroblasten transformieren und kooperiert mit onkogenem Ras in der Transfor-

mation von primären MEFs [Stiewe et al., 2002b; Petrenko et al., 2003; Oswald

und Stiewe, 2008]. Darüber hinaus reprimiert ∆Np73 den RB-E2F Komplex, indem

es die inaktivierende Phosphorylierung von pRB induziert und so das Zellwachs-

tum begünstigt [Stiewe et al., 2003]. Außerdem führt die transgene Expression von

∆Np73 unter dem leberspezifischen Albuminpromotor in Mäusen zu einer erhöhten

Hepatozytenproliferation und einem frühen Auftreten von hepatozellulären Ade-

nomen mit einer Progression zum Karzinom [Tannapfel et al., 2008; Oswald und

Stiewe, 2008]. Alles in allem entscheidet eine exakte Balance zwischen proapoptoti-

schen (p53, TAp73) und antiapoptotischen (∆Np73) Proteinen über das tumorigene

Potential einer Zelle.
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1.4.3 p73 in Differenzierung und Entwicklung

p73 Knockout-Mäuse (Abb. 8) sind, im Gegensatz zu p63-null Mäusen, postnatal

lebensfähig. Aufgrund multipler Defekte erreichen aber nur wenige Tiere das adulte

Stadium. Die Defekte zeichnen sich aus durch einen kongenitalen Hydrozephalus auf-

grund einer Atrophie des umliegenden Hirngewebes, eine Fehlbildung des Hippokam-

pus durch das Fehlen der bipolaren und ∆Np73-positiven Cajal-Retzius Neuronen

und durch eine defekte sensorische Pheromondetektion aufgrund eines fehlerhaften

Vomeronasalorgans. Letzteres führt zu einem Desinteresse an Sexualpartnern und

somit zu einer Art
”
Infertilität“ [Yang et al., 2000]. Überraschend ist, dass ∆Np73

die überwiegende Isoform im entstehenden Mausgehirn ist. Studien an p73-null Tie-

ren haben gezeigt, dass ∆Np73 eine essentielle, antiapoptotische Funktion in vivo

zukommt. Es wird zur Inhibition der p53-vermittelten Apoptose von Neuronen im

sich normal entwickelnden Gehirn benötigt. Damit ließe sich der erhöhte neuronale

Zelltod in p73-null Mäusen erklären [Pozniak et al., 2000; Yang et al., 2000]. Ne-

ben den neurologischen Mängeln weisen die p73-null Tiere chronische Infektionen

und Entzündungen auf, die durch massive Neutrophileninfiltrationen charakterisiert

sind. Die Ursache der massiv auftretenden Entzündungen ist noch nicht eindeutig

geklärt, da es keine auffälligen Defekte im lymphoiden und granulozytären System

gibt [Yang et al., 2000].

Abb. 8: Phänotyp eines p73-null Neugeborenen.
Verpaarungen zwischen p73 heterozygoten Mäusen resultieren in normal entwickelten
wildtypischen und heterozygoten Nachkommen, sowie p73 Knockout-Tieren (→) mit einer
deutlichen Reduktion von Größe und Gewicht.
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In Zellkultur konnte gezeigt werden, dass p73 in zelluläre Differenzierungsprozesse

involviert ist. Während der Vitamin A-vermittelten, neuronalen Differenzierung von

Neuroblastomzellen akkumuliert p73, während die p53-Spiegel unverändert bleiben.

Die exogene Überexpression von p73 in undifferenzierten Neuroblastomen resultiert

in der Ausbildung von Neuriten, sowie der Expression von Differenzierungsmarkern

[Laurenzi et al., 2000a]. Des Weiteren induziert exogenes TAp73 die Differenzierung

von Oligodentrozytenvorläuferzellen (OPC), was durch ∆Np73 inhibiert wird [Bil-

lon et al., 2004]. Weitere Untersuchungen zeigen, dass ∆Np73 die
”
nerve growth fac-

tor“ (NGF) vermittelte neuronale Differenzierung durch Transrepression des NGF-

Rezeptors TrkA negativ reguliert. Hierfür rekrutiert ∆Np73 die Histondeazetylasen

HDAC1 und HDAC2 an den TrkA-Promotor [Zhang und Chen, 2007]. Ein weiterer

Hinweis dafür, dass ∆Np73 ein entscheidender Faktor in Entwicklungsprozessen ist,

zeigt die reziproke Expression und Funktion von TAp73 und ∆Np73 während der Ne-

phrogenese. So wird ∆Np73 bevorzugt in proliferierenden Nephron-Vorläuferzellen

exprimiert, während TAp73 vorrangig in der Differenzierungszone des Nierenkortex

zu finden ist [Saifudeen et al., 2005]. Bekannt ist auch, dass die p73-Genexpression

während der Muskeldifferenzierung hochreguliert ist [Fontemaggi et al., 2001]. p73

ist ein transkriptionelles Zielgen der muskelregulatorischen Faktoren MyoD, Myo-

genin, Myf5 und Myf6 in vivo [Fontemaggi et al., 2005]. Darüber hinaus ist die

p73-Expression in der Differenzierung myeloider Progenitorzellen deutlich erhöht.

In Leukämiepatienten ist in den leukämischen Blasten hingegen vermehrt ∆Np73

exprimiert [Tschan et al., 2000]. Ebenso ist p73, ähnlich wie p63, bei der terminalen

Differenzierung humaner Keratinozyten involviert [Laurenzi et al., 2000b].

1.4.4 p73 in der Tumorentstehung

Aufgrund der strukturellen Homologie zu p53 wurde vermutet, dass p73 eine analoge

Rolle als Tumorsuppressor zukommt. Heterozygote p73-Mäuse entwickeln maligne

Tumore, deren Spektrum aber gänzlich von dem der p53-null Mäuse differiert. Im
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Vergleich zu Einzelknockout-Tieren, zeigen Tiere mit gleichzeitigen Verlusten in p73

und p53 einen viel aggressiveren, metastasierenden Tumorphänotyp [Flores et al.,

2005]. TAp73-defiziente Mäuse hingegen entwickeln einen Phänotyp der zwischen

dem von p73- und p53-null Tieren anzusiedeln ist. Die Tiere zeigen ein vermehrtes

Auftreten spontaner und karzinogeninduzierter Tumore, Infertilität, Alterung aber

auch Fehlbildungen des Hippokampus. Zellen von TAp73-null Mäusen weisen eine

genomische Instabilität auf, assoziiert mit erhöhter Aneuploidie, die möglicherweise

zu der spontanen Tumorinzidenz beiträgt [Tomasini et al., 2008]. Anhand der mu-

rinen Tumorstudien kommt p73 als Tumorsuppressor in Frage. Jedoch ist p73 nicht

mit der
”
Zwei-Treffer-Hypothese“ von Knudson vereinbar, da intensive Untersu-

chungen nur selten Mutationen (<1%) in Zelllinien und Primärtumoren offenbarten

[Hagiwara et al., 1999; Sunahara et al., 1999; Melino et al., 2002].

Interessanterweise und im Gegensatz zu jeder Vermutung sind p73-mRNA und Pro-

teinspiegel im neoplastischen Gewebe höher als im umliegenden gesunden Gewebe

[Kaghad et al., 1997; Kovalev et al., 1998; Mai et al., 1998; Sunahara et al., 1998; Yo-

komizo et al., 1999; Zaika et al., 1999; Irwin und Kaelin, 2001]. Beispiele hierfür sind

Ependymome, Brust-, Lungen-, Prostata-, Ovar-, Kolorektal-, Ösophagus- und Blut-

krebs [Kovalev et al., 1998; Mai et al., 1998; Zaika et al., 1999]. Patienten mit einer

hohen p73-Proteinexpression haben eine schlechtere Überlebensprognose als Pati-

enten mit fast nicht detektierbaren p73 [Tannapfel et al., 1999; Sun, 2002]. Einen

Zusammenhang zwischen p73-Expression und Lymphknoten- bzw. Gefäßinvasion

konnte in Brusttumoren nachgewiesen werden [Dominguez et al., 2001; Vikhanska-

ya et al., 2001a]. Darüber hinaus korreliert die Überexpression mit einer erhöhten

Resistenz gegenüber DNA-schädigenden Substanzen [Vikhanskaya et al., 2001b].

Eine ∆Np73-Hochregulierung hingegen ist spezifisch für Ovar-, Brust-, Lungen-,

Magen- und Schilddrüsenkrebs, sowie Leberkarzinome und Neuroblastome [Cascia-

no et al., 2002; Zaika et al., 2002; Frasca et al., 2003; Concin et al., 2004; Stiewe

et al., 2004; Uramoto et al., 2004]. Tatsächlich hat eine ∆Np73-Überexpression eine

klinische Relevanz. So ist ∆Np73 ein unabhängiger prognostischer Marker für eine
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Abb. 9: TAp73-Inaktivierung in Krebszellen.
TAp73 aktiviert eine Reihe von Genen, die durch Kooperation die Tumorbildung verhin-
dern. In Tumoren ist TAp73 meistens inaktiv durch die Komplexbildung mit onkogenen
Proteinen der p53 Familie (mutiertes p53, ∆Np73, ∆Np63) oder anderen Inhibitoren
(iASPP) [Oswald und Stiewe, 2008].

reduzierte Überlebensrate und eine erhöhte Progression in Lungenkarzinomen und

Neuroblastomen [Casciano et al., 2002; Uramoto et al., 2004]. Viele Arbeiten zum

p73-Status in verschiedenen Tumorarten stimmen darin überein, dass p73 seine Tu-

morsuppressoraktivität trotz Überexpression verloren hat. Dies beruht im Wesentli-

chen auf einer Komplexbildung von TAp73 mit ∆Np73, oder anderen inhibitorische

p53-Familienmitgliedern (mutp53, ∆Np63), sowie mit dem Protein iASPP [Oswald

und Stiewe, 2008] (Abb. 9). Im Gegensatz zum meist irreversibel mutierten p53,

ist TAp73 in Tumorzellen so in einer latenten Wildtypform präsent. Die Zerstörung

der inhibitorischen Interaktionen könnte daher ein vielversprechendes Mittel bei der

Therapie von Tumoren sein. Erste Hinweise lieferten Studien, die zeigten, dass mit

antisense-Oligonukleotiden gegen ∆Np73 oder mit Peptiden, die die TAp73-iASPP

Interaktion zerstören, Apoptose in Tumorzellen induziert werden konnte [Simões-

Wüst et al., 2005; Bell und Ryan, 2007; Bell et al., 2007]. Auf ähnliche Weise konnte

in HNSCC Zellen eine TAp73-gesteuerte Apoptose durch die RNAi-vermittelte De-

pletion von ∆Np63 ausgelöst werden [Rocco und Ellisen, 2006; DeYoung et al., 2006;

Rocco et al., 2006]. Die Tatsache, dass die p73-Expression in Tumoren nicht aus-

geschaltet, sondern eher in Form von transaktivierungsdefekten Komplexen hoch-
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reguliert ist, lässt vermuten, dass transaktivierungsdefekte p73-Komplexe das Tu-

morwachstum besser fördern als ein komplettes Fehlen von p73 [Oswald und Stiewe,

2008]. So kann p73 die Zellproliferation durch die Kooperation mit Protoonkogenen

wie c-Jun unterstützen [Vikhanskaya et al., 2007]. Therapeutische Applikationen, die

entweder das TAp73/∆Np73-Verhältnis und/oder die inhibitorischen Interaktionen

modulieren oder auf eine Destabilisierung von p73 zielen, könnten in der Krebsthe-

rapie hilfreich sein [Oswald und Stiewe, 2008].

Zusammenfassend kann man sagen, dass p73 eine sehr komplexe Funktion in der Tu-

morigenese besitzt: Es hat zum einen tumorsuppressive (TAp73) und zum anderen

auch onkogene (∆Np73) Aktivität. Das onkogene Potential von ∆Np73 resultiert

aus der Aktivierung von E2F und der Inhibition der transaktivierenden Proteine

p53, TAp73 und TAp63 [Stiewe et al., 2003].
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1.5 Zielsetzung

Während p53 in Tumoren primär durch Mutationen inaktiviert wird, ist p73 le-

diglich bei einigen hämatologischen Neoplasien direkt durch Gendeletionen oder

Promotormethylierungen inaktiviert. In soliden Tumoren ist p73 paradoxerweise

häufig überexprimiert. Allerdings betrifft die Überexpression dabei nicht nur die

tumorsuppressive TAp73-Isoform, sondern ebenfalls die antagonistische, potentiell

onkogene ∆Np73-Isoform. Es ist bekannt, dass ∆Np73 an TAp73 bindet und es in

transaktivierungs-defekten Komplexen sequestriert. Es wurde daher vermutet, dass

p73 ebenso wie p53 einen Funktionsverlust bei Tumorerkrankungen aufweist – auch

wenn sich die Inaktivierungsmechanismen im Detail unterscheiden. In dieser Arbeit

sollte nun untersucht werden, ob und wie ein Funktionsverlust von p73 die Tumor-

entstehung begünstigen kann. Um einen kompletten Funktionsverlust zu simulieren,

wie er bei hämatologischen Neoplasien auftritt, wurden p73-knockout-Mäuse verwen-

det. Um die Wirkung einer ∆Np73-Überexpression zu simulieren, wurden ∆Np73-

transgene Mäuse generiert und analysiert. Auf diese Weise konnte umfassend in

vitro und in vivo die Bedeutung eines p73-Funktionsverlustes für die Tumorigenese

untersucht werden.

Aus diesen Untersuchungen sind die folgenden vier Publikationen hervorgegangen,

die im Weiteren detailliert beschrieben werden:

Hüttinger-Kirchhof N, Cam H, Griesmann H, Hofmann L, Beitzinger M, Stiewe

T. The p53 family inhibitor DeltaNp73 interferes with multiple develop-

mental programs. Cell Death Differ. 2006 Jan;13(1):174-7.

Cam H∗, Griesmann H∗, Beitzinger M, Hofmann L, Beinoraviciute-Kellner R, Sauer

M, Hüttinger-Kirchhof N, Oswald C, Friedl P, Gattenlöhner S, Burek C, Rosenwald
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2 Der p53-Familieninhibitor ∆Np73 interferiert

mit multiplen Entwicklungsprogrammen (Pu-

blikation 1)

2.1 Einleitung

Die Aktivität des Tumorsuppressors p53 geht in 50% aller Krebsarten durch Prote-

ininaktivierung oder Genmutation verloren. Daher ist es nicht verwunderlich, dass

p53-defiziente Tiere eine erhöhte spontane Tumorinzidenz zeigten [Donehower et al.,

1992]. Während p53-null Mäuse aber lebensfähig sind, kommt es in p53-depletierten

Xenopus laevis Embryonen aufgrund von Gastrulationsfehlern zur Letalität [Sah

et al., 1995; Cordenonsi et al., 2003]. Diese gegensätzlichen Entwicklungsphäno-

typen könnten vermutlich darauf beruhen, dass in Xenopus-Embryonen ausschließ-

lich p53 vorhanden ist, während in Mausembryonen alle drei p53-Familienmitglieder

exprimiert werden, wodurch das Fehlen von p53 möglicherweise durch p63 und p73

kompensiert wird. Das heißt, eine mögliche Redundanz der p53-Familienmitglieder

könnte den in Xenopus-Embryonen beobachteten letalen Phänotyp in Mäusen ver-

hindern. Im Gegensatz zu p53-null Mäusen, zeigen murine Knockouts von p63 und

p73 enorme Entwicklungsdefekte, was für eine Relevanz beider Gene in der Ent-

wicklung spricht [Yang et al., 1999; Mills et al., 1999; Yang et al., 2000]. Um eine

Entwicklungsfunktion der p53-Familie in der Maus zu untersuchen, wäre das Aus-

schalten aller p53-Familienmitglieder notwendig. Dies kann idealerweise durch die

Generierung von Tripel-Knockouts analysiert werden, was aber aufgrund der redu-

zierten Fertilität der Knockout-Mäuse sehr schwierig ist. Eine Alternative wäre die

Inhibition aller drei p53-Familienmitglieder durch die Überexpression des dominant-

negativen Inhibitors ∆Np73. In dieser Arbeit wurde die Funktion der p53-Familie in

der Entwicklung durch eine Überexpression von ∆Np73 zuerst im Zellkulturmodell

und anschließend im transgenen Tiermodell untersucht.



2.2 Ergebnisse und Diskussion 30

2.2 Ergebnisse und Diskussion

Zunächst wurde die Rolle der p53-Familie näher in einem Muskeldifferenzierungs-

modell in Zellkultur untersucht. Hierzu wurden murine Myoblasten (C2C12) ver-

wendet, welche nach Entzug von Wachstumsfaktoren differenzieren: Die Zellen ar-

retieren und bilden nach Fusion mehrkernige Myotuben, die als typischen Muskel-

marker die schwere Kette des Myosins (myosin heavy chain, MHC) exprimieren.

Die Induktion der myogenen Differenzierung war mit einer erhöhten Expression

der p53-Familienmitglieder assoziiert (Abb. 10). Die dabei beobachteten Verände-

rungen der TAp73-Expression sind mit der Repression von TAp73 durch den Re-

pressor δEF1/ZEB in proliferierenden Myoblasten und die Aktivierung des TAp73-

Promotors durch MyoD, Myogenin, Myf5 und Myf6 während der Differenzierung

zu erklären [Fontemaggi et al., 2001]. ∆Np73α exprimierende Myoblasten hinge-

gen zeigten keine Differenzierung. Darüber hinaus interferierte ∆Np73α auch mit

der
”
bone morphogenetic protein-2“ (BMP2) vermittelten Transdifferenzierung der

Myoblasten in Osteoblasten, was durch eine fehlende Expression der alkalischen

Abb. 10: ∆Np73α inhibiert die myogene Differenzierung.
(A) Immunfluoreszenz auf Differenzierung. Retroviral mit einem Leervektor (mock)
oder dem pQCXIP-∆Np73α Plasmid transfizierte C2C12-Zellen wurden 5 Tage in
Wachstums- (GM) oder Differenzierungsmedium (DM) kultiviert. Die Differenzierung in
mehrkernige Myotuben wurde in der Immunfluoreszenz mit dem myosin heavy chain An-
tikörper (MF 20, Developmental Studies Hybridoma Bank) nachgewiesen (in grün). Die
Zellkerne wurden mit DAPI gegengefärbt. (B) Expressionsanalyse der p53-Mitglieder.
Aus proliferierenden und differenzierenden C2C12-Zellen wurde zu den angegebenen
Zeitpunkten (h) die RNA isoliert und mit semiquantitativer RT-PCR die Expression
von p53, TAp63 und TAp73 analysiert. GAPDH diente als Ladekontrolle.
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Phosphatase (ALP) und des Osteocalcins nachgewiesen wurde. Auch die all-trans

Retinsäure (ATRA) induzierte Differenzierung von Neuroblastomzellen wurde von

∆Np73α inhibiert, was sich in der fehlenden Expression des Neurofilaments wider-

spiegelt. ∆Np73α ist somit ein effizienter Repressor der Muskel-, Osteoblasten- und

neuronalen Differenzierung in verschiedenen Zellkulturmodellen.

Für die Analyse des Inhibitionseffektes von ∆Np73α auf die p53-Familie in vivo

wurde eine transgene Mauslinie generiert. Da keine Foundertiere unter dem ubi-

quitinär aktiven HMG-CoA-Reduktasepromotor generiert werden konnten, wurde

ein konditionelles ∆Np73α-Transgenkonstrukt kloniert (Abb. 11A). Dazu wurde ei-

ne von loxP-Sequenzen flankierte GFP-Stopkassette zwischen den β-Aktin Promo-

tor und die ∆Np73α-cDNA integriert, die die Expression von ∆Np73α verhinderte.

Abb. 11: Konditionelle Mauslinie ∆Np73αflox.
(A) Diagramm des Transgenkonstruktes. Der ubiquitär aktive β-Aktin Promotor führt
im nicht induzierten Zustand zur Expression der loxP-flankierten GFP-Stopkassette. Re-
kombination durch Cre entfernt die GFP-Expressionskassette und platziert die ∆Np73α-
cDNA unter die Kontrolle des β-Aktin Promotors. Die Bindungsstellen für die Primer
sind gekennzeichnet (→). PLAP, humane plazenta-ähnliche ALP; IRES, interne ribo-
somale Eintrittsstelle. (B) Expression von ∆Np73α. In isolierten Hautfibroblasten von
∆Np73αflox-Mäusen wurde die Rekombination mit adenoviralem Cre induziert und die
GFP- (Primer 2/3) oder ∆Np73α- (Primer 4/5) Expression mit semiquantitativer RT-
PCR auf RNA Ebene nachgewiesen. Kontrollen ohne reverse Transkriptase (-RT) sind
dargestellt.

Das Entfernen dieser GFP-Stopkassette durch Cre-Rekombinase führte zu einer ef-

fektiven ∆Np73α-Expression und zur Aktivierung seiner transdominant-negativen

Funktion auf die p53-Familienmitglieder in vitro. Unter Verwendung dieses kon-

ditionellen Konstruktes wurde durch Pronukleus-Injektion die transgene Mauslinie
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∆Np73αflox generiert. Isolierte Hautfibroblasten aus ∆Np73αflox-Mäusen zeigten

nach adenoviraler Cre-Expression einen Verlust der GFP-Expressionskassette, sowie

eine Verschiebung der Expression von GFP zu ∆Np73α (Abb. 11B). Isolierte Myo-

blasten aus diesen transgenen Tieren reflektierten nach ∆Np73α-Induktion durch

Cre den bereits beschriebenen Muskeldifferenzierungsdefekt. Zellen mit dem inakti-

ven Transgenkonstrukt hingegen differenzierten innerhalb von 30 h unter der Expres-

sion typischer Muskelmarkergene wie α1-Aktin und MHC (Abb. 12).

Abb. 12: Muskeldifferenzierung in ∆Np73αflox-transgenen Tieren.
(A) Phasenkontrastaufnahme isolierter Myoblasten aus ∆Np73αflox-Tieren. Die Myo-
blasten wurden mit adenoviralem Cre oder GFP infiziert und entweder in Wachstums-
(GM) oder Differenzierungsmedium (DM) kultiviert. (B) Expressionsanalyse von Myo-
blasten aus ∆Np73αflox-Tieren. Aus proliferierenden und differenzierenden Myoblas-
ten, mit oder ohne adenoviralem Cre, wurde RNA isoliert und mit semiquantitativer
RT-PCR die Expression von ∆Np73α, α1-Aktin und MHC analysiert. GAPDH diente
als Kontroll-Gen.

Um das Transgen in vivo zu aktivieren, wurden ∆Np73αflox-Mäuse mit Mx1-Cre

Tieren verpaart, die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des interferonabhängigen

Mx1-Promotors exprimieren [Kühn et al., 1995]. Die transiente Aktivierung des Mx1-

Promotors erfolgte durch die intraperitoneale Injektion von pI-pC (polyinosinic-

polycytidylic acid) in ∆Np73αflox/Mx1-Cre doppelt-transgene Mäuse. Die anschlie-

ßende Induktion von Cre führte in den meisten Geweben zum Verlust der GFP-

Stopkassette, mit einer Rekombinationseffizienz von bis zu 80% in der Leber (Abb. 13

A) und einer effizienten Induktion der ∆Np73α-Expression (Abb. 13B). Für die In-

duktion von ∆Np73α während der Embryonalentwicklung wurden die ∆Np73αflox-
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Abb. 13: Aktivierung des ∆Np73αflox-Transgens in vivo.
(A, B) Induktion der Cre-Expression in doppelt-transgenen ∆Np73αflox/Mx1-Cre Jung-
tieren durch intraperitoneale Injektion von pI-pC. Die Rekombinationseffizienz (A) wur-
de auf DNA-Ebene (Primer 1/5), die ∆Np73α-Expression (B) auf RNA-Ebene (Pri-
mer 4/5) in verschiedenen Organen nachgewiesen. Ta, Schwanz; Sk, Haut; Mu, Muskel;
Te, Testis; In, Intestinum; Br, Gehirn; Li, Leber; Lu, Lunge; Sp, Milz; Th, Thymus;
NTC, PCR-Kontrolle. (C) Letalität von ∆Np73α-exprimierenden Embryonen. Verpaa-
rung weiblicher ∆Np73αflox-Mäuse mit männlichen CMV-Cre Tieren. Die DNA der
Jungtiere wurde auf das∆Np73α-Transgen (Primer 4/5), das Y-Chromosom (YMT) und
IL2 als Kontrolle analysiert. Die Tabelle zeigt die Genotypen von 30 Jungtieren und eine
Kontrollverpaarung von CMV-Cre mit einer gleichwertigen konditionalen Linie.

Mäuse mit CreDeleter-Tieren verpaart, die eine CMV-Promotor gesteuerte Cre-

Expressionskassette auf dem X-Chromosom tragen und bei denen die Cre-Expression

bereits vor der Implantation stattfindet [Schwenk et al., 1995]. Aufgrund der X-

Chromosomalen Lokalisation ist die Cre-Transmission durch Männchen auf weibliche

Nachkommen beschränkt. Die Verpaarung von weiblichen ∆Np73αflox-Mäusen mit

männlichen CreDeleter-Tieren resultierte in der Geburt von männlichen ∆Np73αflox-

transgenen Jungtieren im erwarteten Mendel’schen Verhältnis (Abb. 13C). Da diese

Jungtiere kein Cre-Allel besaßen, enthielt das ∆Np73α-Transgen die flankierte GFP-

Stopkassette. Im Gegensatz dazu konnten aus dieser Verpaarung keine weiblichen

∆Np73α/Cre doppelt-transgenen Jungtiere generiert werden, die ∆Np73α expri-

mierten (Abb. 13C). Eine konstitutive Überexpression des p53-Familieninhibitors

∆Np73α ist somit nicht mit einer normalen Embryogenese vereinbar. Im Gegensatz

zu den homozygoten Knockouts der einzelnen p53-Familienmitglieder ist der Ent-

wicklungsphänotyp der ∆Np73α-transgenen Tiere viel gravierender und lässt eine

Kooperation innerhalb der p53-Familie in der Koordination der Embryonalentwick-

lung vermuten. Da ∆Np73α als Inhibitor der gesamten p53-Familie wirkt, gibt der
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Phänotyp der ∆Np73α-transgenen Mäuse einen Hinweise auf den möglichen Phäno-

typ von Tripel-Knockout Mäusen der p53-Familiemitglieder.
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3 Die Rolle der p53-Familie in der Muskeldiffe-

renzierung und Rhabdomyosarkomentwicklung

(Publikation 2)

3.1 Einleitung

Dass p53 neben seiner Tumorsuppressorfunktion auch eine mögliche Rolle in der

Differenzierung und Entwicklung zukommen könnte, wird durch mehrere in vitro

und in vivo Experimente unterstützt, die gezeigt haben, dass in undifferenzierten

Zellen die Überexpression von Wildtyp-p53 eine Differenzierung induziert [Almog

und Rotter, 1997]. Die Defekte der p63 und p73 Knockout-Mäuse zeigen, dass beide

eine essentielle Rolle in der Entwicklung spielen. Die gleichzeitige Inhibition der p53-

Familienmitglieder durch die deregulierte Expression von ∆Np73, ein transdominan-

ter Inhibitor aller p53-Mitglieder, induziert embryonale Letalität indem es mit mul-

tiplen Entwicklungsprogrammen interferiert [Hüttinger-Kirchhof et al., 2006; Erster

et al., 2006]. Dieser Phänotyp, der viel schwerwiegender ist als der von homozygoten

Knockouts der einzelnen p53-Familienmitglieder, lässt eine überlappende Funktion

der p53-Mitglieder vermuten. Um die mechanistische Grundlage der Inhibition durch

∆Np73 zu verstehen, wurde dessen Wirkung auf die myogene Differenzierung in der

folgenden Publikation detaillierter untersucht.

3.2 Ergebnisse und Diskussion

Um die mechanistischen Grundlagen des inhibitorischen Effektes von ∆Np73α in

der Myoblastendifferenzierung zu untersuchen, dienten C2C12-Zellen als Modell für

die skeletale Muskeldifferenzierung in vitro sind [Blau et al., 1985]. Wie bereits in

Hüttinger-Kirchhof et.al gezeigt, führt der Entzug von Mitogenen in Kontrollzellen

zu den bekannten Differenzierungsmerkmalen. ∆Np73α-exprimierende Myoblasten

hingegen reagierten zwar mit einer reduzierten Proliferationsrate, zeigten aber kei-
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nen permanenten Zellzyklusarrest und setzen sich über Differenzierungssignale aus

der extrazellulären Matrix hinweg. Das myogene Differenzierungsprogramm wird

durch ein begrenztes Set von Transkriptionsfaktoren initiiert, das progressiv ein

komplexes Genexpressionsprogramm entfaltet [Bergstrom et al., 2002; Delgado et al.,

2003]. Da ∆Np73α ein Protein mit sequenzspezifischen DNA-Bindungseigenschaften

ist, lag es nahe, dass es mit der Expression einzelner Gene während der Differenzie-

rung interferieren könnte [Grob et al., 2001; Kartasheva et al., 2002; Stiewe et al.,

2002a]. Die Analyse von genomweiten Genexpressionsprofilen während des Differen-

zierungsprozesses zeigte, dass zahlreiche Zellproliferationsgene (z.B. Rfc3, Ccna2,

Pole, Pold1, Mcm2 ) in Anwesenheit von ∆Np73α nicht in physiologischer Weise

differenzierungsabhängig reprimiert wurden. In den Kontrollzellen hingegen wurden

Zellproliferationsgene reprimiert und muskelspezifische Gene induziert. Der Diffe-

renzierungsblock erfolgte in ∆Np73α-Myoblasten nach der Myogeninexpression, ge-

kennzeichnet durch die fehlende Expression von Myogenin-Zielgenen (z.B. MEF2C,

MHC, CKM ). Da auch in RB-/- Fibroblasten die Myogenin-Aktivität gestört ist

[Novitch et al., 1996] und das Differenzierungsprogramm ebenfalls nach der Myogeni-

nexpression stoppt, wurde vermutet, dass ∆Np73α die pRB-Funktion beeinträchtigt,

was der Grund für den Differenzierungsblock sein könnte. Im Zuge der Differenzie-

rung von Wildtyp-Myoblasten war eine Erhöhung der pRB-Protein- und mRNA-

Expression sowie eine Dephosphorylierung vom inaktiven (hyperphosphorylierten)

zum aktiven (hypophosphorylierten) pRB zu erkennen. In ∆Np73α-Myoblasten hin-

gegen waren über den gesamten Versuchszeitraum konstant hohe Spiegel von hy-

perphosphorylierten und somit inaktiven pRB zu beobachten. Der Phosphorylie-

rungszustand von pRB wird durch zyklinabhängige Kinasen (CDKs) reguliert, die

wiederum durch Zykline und CDK-Inhibitoren aktiviert bzw. reprimiert werden.

Während in differenzierenden Kontrollmyoblasten die CDK-Kinaseaktivität durch

die Repression von Zyklinen und Induktion von CDK-Inhibitoren reduziert wur-

de, zeigten ∆Np73α-Zellen eine kontinuierlich hohe CDK-Aktivität aufgrund einer

fehlenden Induktion der CDK-Inhibitoren p57 und p21 (Abb. 14A).
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Abb. 14: ∆Np73α interferiert mit der pRB-Aktivierung in Myoblasten.
(A) Western Blot von Kontroll (mock) und ∆Np73α-Myoblasten. Die Zellen wurden
nach Zugabe von Differenzierungsmedium (DM) zu den angegebenen Zeitpunkten ge-
erntet. (B) Rekonstitution der pRB-Aktivität. Western Blot von C2C12-∆Np73α Zellen
nach der Infektion mit den aufgeführten Adenoviren und Kultivierung in DM für 2 Tage.
Die Expression von MHC diente als Marker für Differenzierung.

Dies erklärt, dass ∆Np73α-Myoblasten den Zellzyklusarrest und die damit verbun-

dene muskelspezifische Genexpression durch das Fehlen von aktivem pRB nicht in-

duzieren können. Durch die Expression einer konstitutiv-aktiven pRB-Mutante oder

der Kombination von Wildtyp-pRB mit p57 konnte jedoch die ∆Np73α-vermittelte

Differenzierungsblockade aufgehoben werden, was den pRB-Aktivierungsdefekt als

Ursache für den Differenzierungsblock in ∆Np73α-Myoblasten belegt (Abb. 14B).

Zusammenfassend übernehmen die einzelnen p53-Familienmitglieder eine wichtige

Rolle in der Muskeldifferenzierung: p53 transaktiviert RB, während p63/p73 die

Expression von p57 kontrollieren, das für die Aufrechterhaltung von aktivem (de-

phosphoryliertem) pRB in der Zelle wichtig ist (Abb. 15).
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Abb. 15: Die Rolle der p53-Familienmitglieder während der Muskeldifferenzierung.

Ein muskulärer Differenzierungsdefekt ist ein charakteristisches Merkmal von Rhab-

domyosarkomen (RMS), den häufigsten Weichteilsarkome bei Kindern. Für p53 wur-

de bereits eine Rolle in RMS vermutet, denn ein Jahr alte p53+/- Mäuse entwickeln

zu 19% RMS [Choi und Donehower, 1999]. Auch Patienten mit dem Li-Fraumeni

Syndrom entwickeln RMS [Li und Fraumeni, 1969]. Die Analyse der p73-Expression

in humanen RMS-Proben (Abb. 16A) ergab in den meisten (>85%) Tumorproben

erhöhte TAp73-Expressionsspiegel, die mit einer Überexpression von ∆Np73 assozi-

Abb. 16: ∆Np73α in der Rhabdomyosarkomentwicklung.
(A) Expressionsanalyse von TAp73- und ∆Np73-Isoformen. Mittels semiquantitativer
RT-PCR wurde die Expression von TAp73- und ∆Np73-Isoformen, generiert durch al-
ternatives Spleißen von Exon 2 (∆NAS) oder den alternativen Promotor (∆NAP ), im
normalem Muskel und RMS-Gewebe untersucht. Humane skeletale Muskelmyoblasten
(HSMM) dienten zur Kontrolle. (B) Immunhistochemie humaner RMS. Die RMS-Proben
20 und 22 aus (A) und normales Muskelgewebe wurden auf Gesamt-pRB, phosphory-
liertes pRB (Serin 807/811) und p57 analysiert. Maßstab, 50µm.
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iert waren. Es ist daher davon auszugehen, dass in RMS-Tumoren große Mengen von

transkriptionell-inaktivem p73 vorliegen, die die Funktion der gesamten p53-Familie

blockieren. Eine zusätzliche Immunhistologie zeigte, im Gegensatz zum normalen

Muskel, eine Korrelation von kaum detektierbarem p57 mit hohen Spiegeln von hy-

perphosphoryliertem/inaktivem pRB in RMS-Tumoren mit hoher p73-Expression

(Abb. 16B). Darüber hinaus war bekannt, dass die Onkogene IGF2 und Pax3-

Fkhr in RMS exprimiert sind [Merlino und Helman, 1999] und dass konditiona-

le Pax3-Fkhr Knockin-Mäuse häufig RMS auf einem p53-heterozygoten oder p53-

defizienten Hintergrund entwickeln, aber nur selten in p53-Wildtyp-Mäusen [Kel-

ler et al., 2004]. Folglich wurde die Kooperation von ∆Np73α mit diesen RMS-

Onkogenen untersucht. Während Myoblasten mit einzelnen Onkogenen keine Tu-

more in Nacktmäusen induzierten, waren Zellen mit den Kombinationen Pax3-

Fkhr+∆Np73α und IGF2+∆Np73α tumorigen (Abb. 17A). Um zu untersuchen,

warum die Onkogene nur in Kombination mit ∆Np73α Tumore bilden, wurden die

Zellen mit Matrigel-Matrix gemischt und subkutan in Mäuse injiziert, wo das Mat-

rigel polymerisiert und ein festes Gel bildet. Die Analyse des Gels mit Pax3-Fkhr-

Abb. 17: ∆Np73α kooperiert mit Pax3-Fkhr und IGF2 in der malignen Transforma-
tion von Myoblasten.
(A) p73 moduliert die Tumorigenität myogener Zelllinien. Zellen mit den aufgeführten
Genotypen wurden subkutan in Nacktmäuse injiziert und die Tumorentstehung über 3
Monate beobachtet. Gezeigt ist die Zahl der Mäuse mit Tumor, die Zahl der injizierten
Mäuse und der prozentuale Anteil der Tiere mit einem Tumor. (B) Immunhistologie von
Matrigelplugs auf Differenzierung und Proliferation. Pax3-Fkhr (Bi und Bii) und Pax3-
Fkhr+∆Np73α (Biii und Biv) Myoblasten, gemischt mit Matrigel Matrix HC, wurden
subkutan in Nacktmäuse injiziert. Nach einer Woche wurde der Matrigelplug isoliert
und auf MHC und PCNA immunhistologisch analysiert. Maßstab, 100µm.
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exprimierenden Myoblasten zeigte fusionierte, mehrkernige Myotuben, die positiv

für den Differenzierungsmarker MHC waren. Das Gel mit Pax3-Fkhr- und ∆Np73α-

exprimierenden Myoblasten hingegen wies Regionen mit aktiver Proliferation auf,

aber keine fusionierten und MHC-positiven Zellen (Abb. 17B). Die injizierten Myo-

blasten arretierten und differenzierten unabhängig von Pax3-Fkhr. ∆Np73α da-

gegen interferierte mit dem Zellzyklusarrest und der Differenzierung, was die on-

kogene Aktivität von Pax3-Fkhr förderte und das Tumorwachstum ermöglichte.

Ob die hohe p73-Expression in humanen RMS-Proben zum Differenzierungsdefekt

und Tumorphänotyp beiträgt, wurde in Rh30-Zellen mit p73-gerichteten shRNAs

untersucht. Die Depletion von p73 reduzierte die Tumorigenität von injizierten

Rh30-Zellen in Nacktmäusen. Auch in bereist existierenden RMS-Tumoren (Rh30-

Xenotransplantate) führte die intratumorale Injektion eines rekombinanten p73sh-

RNA-Adenoviruses zu einer deutlichen Reduktion des Tumorwachstums (Abb. 18A).

Der Effekt dieser Wachstumsinhibition nach Depletion von p73 korrelierte mit der

Aktivierung von p57 und einem damit verbundenen Zellzyklusarrest (Abb. 18B,

C). Während die Aktivierung von p57 aber nicht ausreichend war, um Differen-

zierung zu induzieren, konnte die Koexpression von p57 und pRB in Rh30-Zellen

hohe Spiegel von aktivem pRB wiederherstellen und schließlich die Differenzierung

einleiten. Auch die Expression von Wildtyp-pRB in p73-depletierten Rh30-Zellen

führte zu morphologischen und biochemischen Zeichen der Differenzierung (Abb.

18D). Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die p53-Familienmitglieder in

die Regulation der Muskeldifferenzierung involviert sind. Während die frühen Schrit-

te der Differenzierung ohne die p53-Familie ablaufen können, benötigen die späten

Schritte aktives pRB, um einen permanenten Zellzyklusarrest und die muskelspezi-

fische Gentranskription zu aktivieren. Die Aktivierung von pRB ist dabei von der

p53-Familie abhängig. Die Funktionen der einzelnen p53-Familienmitglieder hierbei

sind verschieden, aber komplementär. Während p53 notwendig ist, um die Tran-

skription des Rb-Gens zu induzieren, kontrollieren p63 und p73 die Expression von

p57, das pRB in einem aktiven, hypophosphorylierten Zustand hält. Der Verlust der
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Abb. 18: p73 fungiert als Onkogen in Rhabdomyosarkomen.
(A) p73-Depletion in bestehenden RMS. Rh30-Zellen wurden subkutan in Nacktmäuse
injiziert. Nach 4 Wochen wurden 5x107 PFU eines rekombinanten Adenoviruses mit ei-
ner Kontroll-shRNA (AdGFP-ns) oder mit einer p73-shRNA (AdGFP-p73shRNA) in
100 mm3 große Tumore injiziert. Dargestellt sind die Tumorvolumina und die Standard-
abweichung (zweifaktorielle Varianzanalyse ANOVA, p<0.002). (B, C) p73-Depletion
induziert p57 und Zellzyklusarrest. Rh30-Zellen wurden für 2 Tage mit einer geringen
(50 moi) oder hohen (200 moi) Dosis von AdGFP-ns oder AdGFP-p73shRNA infiziert.
(B) zeigt den Immunoblot auf p73, p57 und β-Aktin. (C) veranschaulicht die Immun-
fluoreszenz auf den Proliferationsmarker Ki67. Maßstab, 100µm. (D) Rekonstitution der
Differenzierung. Rh30-Zellen wurden mit einer Kombination von AdGFP-RBwt und
AdGFP-ns oder AdGFP-p73shRNA jeweils infiziert. Die Differenzierung wurde nach
3 Tagen in Differenzierungsmedium mittels Immunfluoreszenz und Western-Blot auf
MHC, pRB und phospho-pRB (Serin 807/811) analysiert. Maßstab, 100µm.

p53-Familie durch die Überexpression von ∆Np73 oder mutiertes p53 blockiert die

myogene Differenzierung und ermöglicht kooperierenden Onkogenen Myoblasten zur

Tumorigenität zu transformieren. Die Induktion der zellulären Differenzierung trägt

deshalb zur Tumorsuppressoraktivität der p53-Familie bei und bietet eine Erklärung

für die p53-Signalwegalterationen in RMS.

Eine Korrektur der RMS-assoziierten Alterationen in den p53-regulierten Signal-

wegen der Differenzierung, könnte folglich eine mögliche Strategie für die Tumor-

therapie sein. Da die Inhibition von ∆Np73 das Tumorwachstum reduziert, könnte

∆Np73 hier ein attraktives Zielprotein darstellen.
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4 p73 fungiert als Barriere der malignen Trans-

formation (Publikation 3)

4.1 Einleitung

Im Gegensatz zu klassischen Tumorsuppressoren wie p53 wird p73 nicht durch trans-

formierende virale Onkoproteine, wie zum Beispiel den Simian Virus 40 (SV40) large

T (LT), HPV16 E6 oder den E1B-55K Adenovirus, gebunden und inaktiviert, so dass

lange Zeit davon ausgegangen wurde, dass p73 keine tumorsuppressive Wirkung be-

sitzt [Marin et al., 1998; Roth et al., 1998]. Studien der letzten Jahre haben aber

Hinweise für eine mögliche Tumorsuppressoraktivität von p73 ergeben. So haben

p73+/- Mäuse eine reduzierte Lebenserwartung gegenüber Wildtyp-Tieren und zei-

gen ein Tumorspektrum, das Lungenadenokarzinome, mediastinale Lymphome und

Hämangiosarkome umfasst [Flores et al., 2005]. Kombinierte Verluste von p53 und

p73 (p53+/-; p73+/-) resultieren in einer vermehrten Tumorentstehung und einer

Verschiebung zum metastasierenden Tumorphänotyp hin. Dies lässt vermuten, dass

p73-Signalwege kontrolliert, die Aggressivität und Metastasierung eines Tumors be-

grenzen [Flores et al., 2005]. Allerdings ist in Krebspatienten die p73-Funktion nicht

durch direkte Genmutationen beeinträchtigt, sondern durch eine erhöhte Expression

seines Inhibitors ∆Np73 [Casciano et al., 2002; Zaika et al., 2002; Stiewe et al., 2002a,

2004; Concin et al., 2005; Müller et al., 2005; Cam et al., 2006; Domı́nguez et al.,

2006]. Diese hohen ∆Np73-Expressionsspiegel korrelieren mit einem aggressiven Tu-

morphänotyp, gekennzeichnet durch Lymphknotenmetastasierung, Gefäßinvasion,

Chemotherapieresistenz und eine schlechte Überlebensprognose für Patienten [Cas-

ciano et al., 2002; Concin et al., 2005; Müller et al., 2005; Domı́nguez et al., 2006].

Darüber hinaus ist die ∆Np73-Expression entscheidend für den Erhalt des onkoge-

nen Phänotyps in Rhabdomyosarkomen und Neuroblastomen [Simões-Wüst et al.,

2005; Cam et al., 2006]. Weiterhin konnte gezeigt werden, das ∆Np73 immortalisier-

te NIH3T3-Fibroblasten transformieren kann und mit onkogenem H-RasV12 in der

malignen Transformation von primären Mausfibroblasten kooperiert [Stiewe et al.,
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2002a; Petrenko et al., 2003]. Somit beeinträchtigt eine Expressions-Verschiebung

vom tumorsuppressiven TAp73 zum onkogenen ∆Np73 die Tumorsuppressorakti-

vität des TPp73 -Gens und ist möglicherweise ein wichtiger Schritt in der Tumori-

genese. Der molekulare Mechanismus dieser Verschiebung sollte genauer untersucht

werden und die Ergebnisse sind in dieser Publikation zusammengefasst.

4.2 Ergebnisse und Diskussion

Mit Hilfe eines schrittweisen Transformationsmodells [Hahn et al., 1999] wurde die

Rolle von p73 in der humanen Zelltransformation untersucht. Hierzu wurden hu-

mane BJ-Fibroblasten zuerst mit der katalytischen Telomeraseuntereinheit hTERT

immortalisiert. In einem weiteren Schritt wurde die Simian Virus 40 (SV40) early

region eingebracht, die das large T (LT) und small T (ST) Antigen exprimiert und

durch Inaktivierung von pRB und p53 die Zellen (BJ-TE) prämaligne macht. Die Ex-

pression von onkogenem H-RasV12 führt letztendlich zu volltransformierten Zellen

(BJ-TER), die substratunabhängig wachsen können (anchorage-independent grow-

th) und in Nacktmäusen tumorigen sind [Hahn et al., 1999] (Abb. 19A). Während

in primären und hTERT immortalisierten BJ-Zellen keine p73-Expression zu sehen

war, stieg diese in den prämalignen BJ-TE Zellen an und wurde in volltransformier-

ten BJ-TER Zellen wieder herunterreguliert, begleitet durch einen gleichzeitigen

Anstieg von ∆Np73(Abb. 19B).

Die hohe TAp73-Expression in prämalignen BJ-TE Zellen wurde durch E2F aus-

gelöst und resultierte aus der Blockierung der Pocketproteine pRB, p107 und p130

durch das Onkoprotein LT. Das adenovirale Onkoprotein E1A, das ebenfalls die

Pocketproteine inaktiviert und auf diese Weise E2F aktiviert, induzierte einen ähnli-

chen Anstieg der TAp73-Expression. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass der TAp73-

Promotor in Übereinstimmung mit früheren Arbeiten ([Irwin et al., 2000; Stiewe und

Pützer, 2000; Zaika et al., 2001; Pediconi et al., 2003; Urist et al., 2004]) durch die
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Abb. 19: Veränderungen der p73-Expression während der humanen Zelltransformati-
on. (A) Graphische Darstellung des Transformationsmodells. Die BJ-Fibroblasten wur-
den mit retroviralen Vektoren transduziert, die hTERT, SV40 early region und das On-
kogen H-RasV12 exprimierten. Die einzelnen Transformationsschritte werden mit BJ,
BJ-T, BJ-TE und BJ-TER gekennzeichnet. (B) Western Blot Analyse von BJ-Zellen
auf die ektopische Expression des SV40 LT-Antigen und H-RasV12, sowie auf die en-
dogenen Spiegel von p53, TAp73 und ∆Np73 unter subkonfluenten und konfluenten
Bedingungen. Um die TAp73-Detektion zu verstärken, wurde gesamt-p73 immunopräzi-
pitiert und anschließend TAp73 im Western Blot detektiert. Im Falle von ∆Np73 gibt
es eine spezifische (Pfeil) und unspezifische (*) Bande. Als Kontrolle dient die β-Aktin
Expression.

E2F-RB Achse reguliert wird und dass Alterationen im pRB-Signalweg unabhängig

von p53 eine mögliche Ursache für die TAp73-Induktion in frühen Stadien der Trans-

formation sein könnten. Allerdings war TAp73 nur in konfluenten und kontaktinhi-

bierten Zellen induziert. Dies steht im Gegensatz zu p53, das nur in proliferierenden

nicht aber in kontaktinhibierten Zellen aktiv ist [Deffie et al., 1995]. Die hohe Zell-

dichte könnte also ein Aktivierungssignal für E2F sein, das dessen Bindung an den

TAp73-Promotor stimuliert und TAp73 in prämalignen Zellen induziert.

Bei der Untersuchung der funktionellen Relevanz der zelldichte-abhängigen TAp73-

Induktion wurde beobachtet, dass prämaligne BJ-TE Zellen nach Depletion von

TAp73 mit zunehmender Zelldichte eine verbesserte Proliferation zeigten - im Ge-

gensatz zu Kontrollzellen, welche bereits bei einer geringeren Zelldichte abstarben

(Abb. 20A). Weiterführende Versuche zeigten, dass die TAp73-Depletion den Zellen

einen Langzeit-Wachstumsvorteil verleiht und ein substratunabhängiges Wachstum
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Abb. 20: Der p73-Knockdown aktiviert das substratunabhängige Wachstum. (A)
Wachstumskurven von BJ-TE Zellen die stabil eine p73shRNA oder eine Kontroll-
shRNA (ns) exprimieren. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 1x105 Zellen pro 60
mm Schale ausgesät und in Triplikaten zu den angegebenen Zeitpunkten gezählt. Darge-
stellt ist die mittlere Zellzahl ± SD. (B, C) Soft Agar Assay. (B) BJ-TE Zellen wurden
mit H-RasV12 oder einer TAp73shRNA stabil transduziert und auf die Koloniebildung
untersucht. (C) Auch primäre Mausfibroblasten aus p73+/+ und p73-/- Embryonen,
immortalisiert mit dem LT-Antigen wurden auf substratunabhängiges Wachstum getes-
tet. Dargestellt ist die Kolonieformation im Soft Agar Medium und die durchschnittliche
Koloniezahl ± SD. Maßstabbalken beträgt 200µm.

im Soft Agar ermöglicht (Abb. 20B). Da shRNAs aber so genannte
”
off-target“

Effekte zeigen können, wurden zusätzlich Fibroblasten (MEFs) aus genetischen de-

finierten p73 Knockout-Embryonen präpariert und untersucht. Auch die p73-/- Fi-

broblasten zeichneten sich nach Expression von SV40 LT durch substratunabhängi-

ge Wachstumseigenschaften aus, die in p73-Wildtyp-MEFs nicht erkennbar wa-

ren (Abb. 20C). Folglich verleiht die TAp73-Depletion prämalignen Zellen einen

Langzeit-Wachstumsvorteil und ermöglicht substratunabhängiges Wachstum als

Merkmal maligner Tumorzellen. Somit begrenzt die erhöhte TAp73-Expression das

Zellwachstum und Überleben von konfluenten, prämalignen Zellen und fungiert als

Barriere auf dem Weg zur malignen Transformation. Um hierfür relevante p73-

regulierte Signalwege zu identifizieren, wurde das transkriptionelle Programm in

prämalignen, konfluenten Fibroblasten mit Hilfe von Genexpressionsprofilen analy-

siert. Dadurch konnte eine Reihe von Genen identifiziert werden, die TAp73- und

Zelldichte-abhängig exprimiert wurden. Der Knockdown zwei dieser TAp73-Zielgene,

KCNK1, ein Mitglied der Kaliumkanalfamilie [Lesage et al., 1996] oder FAM38B, ein

Mehrkanalmembranprotein, imitierte den Effekt eines p73-Verlustes in BJ-TE Zellen
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und ermöglichte ebenfalls das substratunabhängige Wachstum. Viele Kaliumkanäle

werden mit Proliferation und Zellzyklusprogression in Säugerzellen in Verbindung

gebracht und einige sind in humanen Tumoren herunterreguliert [Abdul und Hoo-

sein, 2006; Yanglin et al., 2007; Higashimori und Sontheimer, 2007]. Von KCNK1

ist bekannt, dass es in Melanomen, Gliomen und Ovarialkarzinomen eine reduzierte

Expression aufweist, für die auch eine beeinträchtigte TAp73-Aktivität durch eine

∆Np73-Überexpression dokumentiert ist [Tuve et al., 2004; Concin et al., 2004; Wa-

ger et al., 2006]. Auch die FAM38B-Expression war in Gliomen reduziert, was auf

eine mögliche pathogenetische Relevanz beider Membranproteine bei der malignen

Transformation hindeutet. Wie allerdings KCNK1 und FAM38B das substratun-

abhängige Wachstum beeinflussen, ist bisher unklar.

Überwunden wurde die tumorsuppressive Aktivität von p73 im Transformationsmo-

dell durch das Einbringen der onkogenen H-RasV12-Mutante in prämaligne Zellen.

Dadurch wurde die dichteabhängige Induktion von TAp73 verhindert, begleitet von

einer gleichzeitig erhöhten ∆Np73-Expression. Allerdings konnten die substratun-

abhängigen Wachstumseigenschaften von Ras-transformierten Fibroblasten durch

eine ∆Np73-Depletion verhindert werden (Abb. 21).

Die TAp73-Suppression und ∆Np73-Expression, d.h. eine Verschiebung des TAp73/

∆Np73-Verhältnisses in Richtung ∆Np73, tragen daher zur Transformationsakti-

vität von H-RasV12 bei. Die H-RasV12-induzierte Verschiebung der p73-Expression

zu ∆Np73 benötigt Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-vermittelte Signale. Durch

den PI3K-Inhibitor LY294002 konnte das TAp73/∆Np73-Verhältnis wieder in Rich-

tung TAp73 verschoben und das substratunabhängige Wachstum von BJ-TER Zel-

len reduziert werden. Das heißt, die Ras-induzierten PI3K-Signale können die dich-

teabhängige E2F1-vermittelte Hochregulation von TAp73 inhibieren, was mit der

Suppression der E2F1-induzierten Apoptose in der normalen Zellproliferation durch

den Ras-PI3K-AKT-Signalweg übereinstimmt [Hallstrom und Nevins, 2003]. Währ-

end in BJ-Zellen Ras essentiell für die Regulation von ∆Np73 ist, wurde es aber

in der Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 nicht zur Aufrechterhaltung der ∆Np73-
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Abb. 21: Knockdown von ∆Np73 inhibiert das Wachstum von BJ-TER Zellen im Soft
Agar. (A) Western Blot der ∆Np73-Depletion. ∆Np73 wurde unter basalen und p53
stimulierten Bedingungen nach der Expression einer Kontroll- (ns) oder ∆Np73-shRNA,
detektiert. Hierzu wurde ein polyklonales Antiserums gegen das ∆Np73-spezifische Epi-
top, kodiert durch das alternative Exon 3’, genutzt. ∆Np73-spezifische (Pfeil) und nicht
spezifische (*) Banden sind gekennzeichnet. (B) ∆Np73-depletierte BJ-TER Zellen im
Soft Agar. Die Zellen wurden lentiviral mit den angegebenen Konstrukten transduziert
und auf ihr Wachstum analysiert. Die Bilder zeigen die Kolonien im Soft Agar und die
mittlere Koloniezahl ± SD. Maßstab, 200µm.

Spiegel benötigt, was auf andere ∆Np73-induzierende Faktoren schließen lässt, die

bis jetzt nicht bekannt sind. Allerdings war der inhibitorische Effekt der Ras-induzier-

ten PI3K-Signale auf TAp73 sowohl in BJ-Zellen, als auch in HCT116-Zellen zu se-

hen. Die Kontrolle von p73 durch Ras ist demzufolge komplex und gewebespezifisch.

Diese Daten zeigen, dass TAp73 Tumorsuppressorfunktionen besitzt, die spezifisch

durch aktives Ras unterbunden werden können. In den volltransformierten BJ-TER

Zellen wurde die TAp73-Expression herunterreguliert und gleichzeitig stiegen die

∆Np73-Spiegel an, was zu einer Verschiebung des TAp73/∆Np73-Verhältnisses in

Richtung ∆Np73 führte. Demzufolge kontrolliert Ras die Expression von TAp73 und

somit das TAp73/∆Np73-Verhältnis durch PI3K-Signalwege, wie sowohl in einem

humanen Transformationsmodell, als auch in Tumorzellen eines Krebspatienten ge-

zeigt werden konnte. Das hier untersuchte humane Transformationsmodell bietet

somit eine Erklärung, wie TAp73 in entstehenden humanen Tumoren tumorsup-

pressiv wirkt und wie dessen tumorsuppressive Aktivität in etablierten Tumoren

z.B. durch onkogenes Ras ausgeschaltet werden kann.
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5 p53 und p73 in der Suppression der Myc-gesteu-

erten Lymphomentwicklung (Publikation 4)

5.1 Einleitung

Der Tumorsuppressor p53 wird außer durch DNA-Schäden und UV-Licht auch durch

Onkogene aktiviert. Der Arf/p53-Signalweg ist dabei eine bedeutende Barriere in

der Myc-induzierten Lymphomentwicklung, dessen Verlust zur Myc-gesteuerten Tu-

morentstehung beiträgt [Eischen et al., 1999; Schmitt et al., 1999, 2002]. Auch der

TAp73-Promotor wird durch Onkogene wie E1A, SV40 large T oder Myc aktiviert

und kann so zur proapoptotischen Antwort beitragen [Stiewe und Pützer, 2000; Zaika

et al., 2001; Beitzinger et al., 2008]. Das TAp73 durch das Abtöten von onkogen-

tragenden Zellen einen Schutz vor der Tumorentstehung bieten könnte [Soengas

und Lowe, 2000], verdeutlicht die bereits beschriebene Funktion von TAp73 als

Barriere zur malignen Transformation [Beitzinger et al., 2008; Oswald und Stie-

we, 2008]. Erkenntnisse zur Tumorsuppressorfunktion in vivo waren bis dato jedoch

rar und widersprüchlich. In Anbetracht der Tatsache, dass p73 durch Onkogene

wie c-Myc aktiviert werden kann, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob p73, wie

p53, vor der Myc-induzierten Lymphomentwicklung in vivo schützt. Im transge-

nen Eµ-Myc-Mausmodell wird c-Myc unter der Kontrolle des Eµ-Enhancers des

IgH-Lokus überexprimiert [Adams et al., 1985]. Eµ-Myc Mäuse entwickeln klonale

prä-B und B-Zell-Lymphome, die den humanen non-Hodgkin-Lymphomen ähnlich

sind. Von humanen non-Hodgkin Lymphomen ist bekannt, dass p73 häufig durch

abnormale Promotormethylierung oder Gendeletion inaktiviert ist. Dies lässt eine

tumorsuppressive Funktion von p73 in diesen Tumoren vermuten [Corn et al., 1999;

Martinez-Delgado et al., 2002].
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5.2 Ergebnisse und Diskussion

Um in der Myc-induzierten Lymphomentwicklung die Tumorsuppressoraktivitäten

von p53 und p73 zu vergleichen, wurden durch die Verpaarung von Eµ-Myc-transgen-

en Mäusen mit p53+/- oder p73+/- Tieren B-Zell-Lymphome mit genetischen Al-

terationen in p53 und p73 generiert [Donehower et al., 1992; Yang et al., 2000]. Wie

bereits aus der Literatur bekannt, entstanden in Eµ-Myc; p53+/- Mäusen die Lym-

phome deutlich schneller als in Eµ-Myc; p53+/+ Kontrolltieren, was auch mit einer

stark reduzierten Überlebensrate dieser Mäuse korreliert (Abb. 22A, C). Im Gegen-

satz dazu war in Eµ-Myc; p73+/- Mäusen die Lymphomentstehung im Vergleich zur

Kontrollgruppe nur schwach beschleunigt und die durchschnittliche Überlebensrate

auch nur geringfügig reduziert. Jedoch war zu einem späteren Alter (>100 Tage) ein

deutlicher protektiver Effekt von p73 sichtbar, was in ein signifikanten Unterschied

im Gesamtüberleben resultierte (Abb. 22B, D). Die ebenfalls erhaltenen Eµ-Myc;

p73-/- Mäuse verstarben früh aufgrund der bekannten Entwicklungsdefekte des p73-

Knockouts, so dass eine detaillierte Analyse der Lymphomentstehung nicht möglich

war. Die zwei überlebenden und adulten Eµ-Myc; p73-/- Tiere hingegen entwickel-

Abb. 22: Der Einfluss von p53 und p73 auf die Tumorentstehung in Eµ-Myc-Mäusen.
Kaplan-Meier Diagramme der Lymphominzidenz (A, B) und des Gesamtüberlebens (C,
D). Sowohl p53, als auch p73-heterozygote Tiere zeigten einen signifikanten Unterschied
in der Inzidenz und dem Überleben im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren (p <
0.05). Der Verlust der Heterozygotie (LOH) im p53 (E) und p73 (F) Lokus wurde durch
mehrmalige PCR-Analysen von normalem Gewebe (Schwanzspitze, N) oder Tumorge-
webe (Lymphom, T) untersucht. Eµ-Myc; p53+/- Mäuse: 1694, 1695, 1698. Eµ-Myc;
p73+/- Mäuse: 1573, 1580, 1583, 2106, 2210, 2218, 2223.
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ten Tumore mit einer ähnlichen Latenz wie Eµ-Myc; p73+/- oder p73+/+ Mäuse

und waren noch am leben, als bereits alle Eµ-Myc; p53+/- Mäuse aufgrund von

Lymphomen verstorben waren. Anhand dieser Ergebnisse lässt sich sagen, dass die

gezielte Inaktivierung von p73 die Myc-induzierte Lymphomentwicklung im Gegen-

satz zu einem Verlust von p53 nur gering verstärkt. Während in den Eµ-Myc; p53+/-

Lymphomen das bestehende p53-Wildtyp-Allel und somit der schützende Effekt ver-

loren geht [Hsu et al., 1995; Eischen et al., 1999; Schmitt et al., 1999], konnte in

den Eµ-Myc; p73+/- Lymphomen kein Verlust der Heterozygotie (LOH) detektiert

werden (Abb. 22). Allerdings schließt das Fehlen eines LOHs nicht den Verlust der

p73-Aktivität aus, was auch durch reduzierte Expressionsspiegel, ein verändertes Ex-

pressionsverhältnis der TAp73- und ∆Np73-Isoformen oder eine Inaktivierung durch

Expression von Inhibitoren erfolgen kann. Um einen möglichen p73-Funktionsverlust

zu untersuchen, wurden von jedem genetischen Hintergrund zwei Lymphome mit

Hilfe eines Genexpressionsprofils analysiert. Die beiden p53+/- Tumore zeigten, im

Gegensatz zu p73+/-, einen LOH.

Das Clustern der Genexpressionsprofile (Abb. 23A) verdeutlichte, dass sich die p73-

null Lymphome von den p53- und p73-Wildtyp-Lymphomen separieren. Die Grup-

pierung der p53+/+ und p73+/+ Lymphome mit denen der p53+/- Tiere lässt

eine p53-Inaktivierung in allen Lymphomproben vermuten. Mit Blick auf die un-

terschiedlich exprimierten Gene waren 361 Gene in den p73-null Lymphomen im

Vergleich zu den p73+/+ signifikant dereguliert.

Einige der unterschiedlich exprimierten Gene wurden mit quantitativer RT-PCR va-

lidiert (Abb. 23C). So waren in p73-null Lymphomen der NF-κB Regulator Nfkbiz,

die Glykogenphosphorylase Pygl, das Zelladhäsionsmolekül CadM1 und das Arachi-

donat-5-Lipoxygenase aktivierende Protein Alox5ap stark hochreguliert, was eine

direkte oder indirekte Repression dieser Gene durch p73 vermuten lässt. In den

p73+/- Lymphomen war die Expression dieser Gene nicht verändert, was bestätigt,

dass die Aktivität des vorhandenen p73-Allels nicht verloren gegangen ist. Aber die

Expression des transkriptionellen Koaktivators Pou2af1 und des Membranproteins
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Abb. 23: Microarray Analyse von Lymphomgewebe.
(A) Hierarchisches Clustern der Lymphomproben mit dem Euclidean distance metric
Algorithmus. (B) Das Venn-Diagramm verdeutlicht das Überschneiden der unterschied-
lich exprimierten Gene. (C) Validierung der Microarray Ergebnisse mittels quantitativer
RT-PCR. Die Genexpressionsdaten wurden auf die GAPDH Expression normalisiert.
Dargestellt ist die mittlere Expression ± SD im Vergleich zu den p73+/+ Proben.

Tex2 waren, im Vergleich zu p73+/+ und p73-/- Lymphomen, in den p73+/- Proben

intermediär. Dies lässt vermuten, dass p73 ein haploinsuffizienter, transkriptioneller

Regulator von Genen wie Pou2af1 und Tex2 ist. Das heißt, das Genexpressions-

profil war im Wesentlichen durch den p73- und nicht den p53-Genotyp der Tiere

charakterisiert. Dies ist damit zu erklären, dass p53 in allen Eµ-Myc-Lymphomen

inaktiviert wird. Der p53-Genotyp bestimmt die Latenz der Tumorentstehung durch

die p53-Inaktivierung. Nach der p53-Inaktivierung ist das Genexpressionsprofil des

Tumors somit unabhängig vom ursprünglichen p53-Genotyp. Im Gegensatz dazu wa-

ren p73-null Tumore eindeutig von Wildtyp-Tumoren zu unterscheiden, was auf den

Erhalt des p73-Genotyps im Tumor hinweist. Der haploinsuffiziente Phänotyp von

p73+/- Lymphomen ist eine möglicher Erklärung für das schwache, aber signifikant

verkürzte Überleben der Eµ-Myc; p73+/- im Vergleich zu den Eµ-Myc; p73+/+

Tieren.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in der Myc-induzierten Lymphomentwick-

lung p53 der dominante Suppressor ist, während p73 nur einen kleinen aber signi-
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fikanten Schutz beiträgt. Da p73 ein Mediator der Myc-induzierten Apoptose ist,

ist der geringe Einfluss auf die Myc-gesteuerte Lymphomentwicklung überraschend.

Obwohl p73 nach ektoper Expression von c-Myc essentiell für die Apoptose in Saos-2

Zellen ist [Zaika et al., 2001], zeigen c-Myc exprimierende p73 Knockout-MEFs nach

Etoposidbehandlung ähnliche Apoptosespiegel wie Wildtyp-MEFs [Petrenko et al.,

2003]. Die p73-Induktion durch Myc könnte daher möglicherweise nicht ubiquitär,

sondern an bestimmte Gewebe und Stresssituationen gebunden sein. Da c-Myc auch

physisch mit p73 assoziiert und so dessen transkriptionelle Aktivität am Bax- und

p21-Promotor beeinträchtigt [Watanabe et al., 2002], könnte eine p73-Inaktivierung

überflüssig sein, wenn Myc effizient die Transaktivierungsfunktion von p73 durch

Protein-Protein-Interaktion kontrolliert.

Unsere Daten über eine Rolle von p73 in der Lymphomentwicklung sind auf den ers-

ten Blick konträr zu Ergebnissen von Perez-Losada et al., wo der Vergleich zwischen

p73+/- Mäusen und Wildtyp-Tieren nach Gamma-Bestrahlung keine Unterschiede

in der Latenz, dem Spektrum oder der Häufigkeit der Lymphome zeigte [Perez-

Losada et al., 2005]. Während allerdings strahlungsinduzierte Lymphome und auch

die in p53-defizienten Mäusen entstehenden Lymphome typische T-Zell-Lymphome

sind, entwickeln Eµ-Myc-Mäuse B-Zell-Lymphome [Adams et al., 1985]. Das redu-

zierte Überleben von p73+/- Tieren in unserer Studie würde demzufolge für eine

spezifische Schutzfunktion von p73 in B-Zellen nicht aber in T-Zellen sprechen. In

Übereinstimmung mit dieser Hypothese, zeigten Senoo et al., dass p73 nicht essen-

tiell für die p53-abhängige Apoptose von T-Lymphozyten ist [Senoo et al., 2004].

Offensichtlich verursacht die geringe Tumorsuppressoraktivität von p73 in der Lym-

phomgenese keine komplette p73-Inaktivierung durch einen LOH. Bereits eine mono-

allelische p73-Inaktivierung inhibierte die Regulation unterschiedlicher Gengruppen,

die potentiell vor der Lymphomentstehung schützen. Daraus ergibt sich kein weite-

rer Vorteil der Inaktivierung des bestehenden Wildtyp-Allels. Vergangene Studien

lassen vermuten, dass eine komplette p73-Inaktivierung die Zellproliferation stört

[Vikhanskaya et al., 2007; Talos et al., 2007]. Die monoallelische Inaktivierung von
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p73 könnte somit ein Kompromiss zwischen einem Verlust der Tumorsuppressor-

funktion und einer gestörten Zellproliferation sein, was das schlechte Überleben der

Eµ-Myc; p73+/- Tiere und die Inaktivierung einzelner p73-Allele durch Deletion

oder Methylierung in 30% aller humanen Lymphome erklären könnte [Martinez-

Delgado et al., 2002].
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6 Zusammenfassung (deutsch und englisch)

Um der ungehinderten Vermehrung maligne entarteter Zellen vorzubeugen, besitzt

der Organismus Tumorsuppressorgene. Die Blockade von tumorsuppressiven Signal-

wegen ist Voraussetzung für die neoplastische Transformation von Zellen. Während

die tumorsuppressive Funktion von p53 bestens untersucht ist, war die Bedeutung

des p53-Familienmitglieds p73 als Tumorsuppressor umstritten. Komplizierend war

hierbei, dass das p73-Gen sowohl ein p53-ähnliches, putativ tumorsuppressives Pro-

tein (TAp73) als auch ein funktionell antagonistisches, potentiell onkogenes Protein

(∆Np73) exprimiert.

Die in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen zeigen, dass TAp73 tatsächlich tu-

morsuppressiv agiert: zum einen verhindert es zusammen mit p53 und TAp63 durch

Induktion von myogener Differenzierung die Entstehung von Rhabdomyosarkomen -

zum anderen unterdrückt es substratunabhängiges Wachstum als Charakteristikum

von Tumorzellen und bildet so eine Barriere auf dem Weg der malignen Transfor-

mation.

Eine Inaktivierung der tumorsuppressiven Aktivitäten von TAp73 erfolgt bei Tumor-

patienten – anders als bei p53 – entweder durch eine Reduktion der p73-Expression

aufgrund von Gendeletion bzw. Promotormethylierung oder durch eine verstärkte

Expression von Inhibitoren wie ∆Np73. Eine reduzierte p73-Expression wird z.B. bei

einigen hämatologischen Neoplasien beobachet. Entsprechend beobachteten wir in

einem Myc-induzierten Lymphommodell der Maus eine geringfügig aber signifikant

beschleunigte Lymphomentstehung nach Deletion eines p73-Allels. Eine verstärk-

te Expression von ∆Np73 ist dagegen die charakteristische Expressionsveränderung

von p73 in soliden Tumoren. Entsprechend beobachteten wir in >85% aller Rhab-

domyosarkome stark erhöhte ∆Np73-Spiegel, die sich als essentiell für Tumorentste-

hung und Tumorprogression erwiesen.

Diese Ergebnisse in unterschiedlichen in vitro und in vivo Modellen belegen me-

chanistisch, dass TAp73 als Tumorsuppressor wirkt, dessen Funktion in Tumoren
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häufig inaktiviert ist. Proof-of-principle Experimente in dieser Arbeit unterstreichen

ferner, dass eine Reaktivierung der Tumorsuppressorfunktion von TAp73, z.B. durch

Blockade von ∆Np73, eine Möglichkeit darstellt, um Tumore auf molekularer Ebene

zu therapieren.
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Summary

The organism possesses tumour suppressor genes to prevent an unchecked expansi-

on of malignant cells. For neoplastic cell transformation inhibition of these tumour

suppressive pathways is required. Whereas the tumour suppressor function of p53

is well elucidated, the role of the p53 family member p73 as a tumour suppressor

was controversially discussed. This was complicated because the p73 gene generates

both a p53-like putative tumour suppressive protein (TAp73) and a functionally

antagonistic and potentially oncogenic protein (∆Np73). The work described in this

thesis shows, that TAp73 indeed acts tumour suppressive. On the one hand, together

with p53 and TAp63, TAp73 prevented the development of rhabdomyosarcomas by

inducing myogenic differentiation. On the other hand, TAp73 posed a barrier to ma-

lignant transformation by impairing anchorage-independent growth as a hallmark of

tumour cells. Unlike p53, inactivation of the tumour suppressive activities of TAp73

in patients occurs either by reduced expression of p73 due to gene deletion or promo-

ter methylation or by enhanced expression of inhibitors like ∆Np73. A reduced p73

expression is commonly observed in some hematopoetic neoplasias. Accordingly, we

observed a small but significant acceleration of lymphoma development after inac-

tivation of a single p73 allele in a Myc-driven lymphoma mouse model. In contrast,

an increased ∆Np73 expression is characteristic for solid tumours. Consistently, we

observed in >85% of all rhabdomyosarcomas highly increased ∆Np73 levels which

proved to be essential for tumour development and progression. These findings in

different in vitro and in vivo models support mechanistically that TAp73 acts as a

tumour suppressor the function of which is often inactivated in tumours. Proof of

principal experiments in this work further underline that reactivation of TAp73’s

tumour suppressor function, for example by blocking ∆Np73, presents a novel pos-

sibility for a molecular targeted cancer therapy.
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und seine richtungsweisenden Tipps, durch die ich viel gelernt habe und profitiere.
Des Weiteren danke ich Dr. Nicole Hüttinger, die mich fachkundig in die Welt der
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