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lymphoid organs. RelB-deficient mice have thymic atrophy, a disturbed spleen architecture
and completely lack lymph nodes as well as Peyer’s patches (gut-associated lymphoid
follicles). Our finding that RelB can specifically be activated through the lymphotoxin 3
receptor indicates that this signal transduction pathway plays a crucial role in the
development of lymphoid organs.
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proliferation upon contact inhibition. Key players in these processes are anchor-proteins and
their antagonists.
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independence by prostate cancers. Here we discuss several of them. We believe that a
better understanding of the mechanism or pathways leading to androgen independence will
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malfunctions like diabetes or obesity. We use the fruitfly as a model organism to address
different questions about gene regulation due to different nutrient conditions. As a technical
method we use self-made microarrays for expression profiling. As an additional approach to
understand signaling pathways in the organism, we are looking for specifically expressed
neuro-components, which should give us an idea how, for example, nutrient supply and
feeding behavior are linked.
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Studying multiple proteins and their interactions not only allows their placement in a
biological context but also can increase experimental throughput dramatically. For example,
we have automated the so-called two-hybrid system and other techniques to identify and
characterize interactions among yeast proteins with a special focus on protein domains and
complexes.
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Life and death are directly involved in the normal development of all multicellular organisms.
Defects in the regulation of the mechanism of programmed cell death (apoptosis) contribute
to many diseases as well as in the toxic effects of xenobiotics. Here it is described which
elements of the apoptotic machinery are possible targets of hydrocarbons and metal
compounds, prominent environmental pollutants. Moreover, it is shown that cytotoxic rather
than cytostatic therapies might be most effective in treatment of cancer.
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Valproic acid (VPA) is an antiepileptic drug with one major side effect. Children from treated
mothers show neural tube closure defects. The search for the mechanism behind the side
effect revealed that VPA alters packing of the genetic material, DNA, with histone proteins
into chromatin. VPA inhibits enzymes, so-called histone deacetylases, and thereby induces
activity of critical genes during neural tube closure. This discovery met the worldwide quest
for histone deacetylase inhibitors because they are high potential candidates for cancer
therapy. The track record of safe medical use allowed to initiate trials of VPA as cancer drug.
Future work has to identify genetic markers for those forms of cancer that respond to VPA.
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Fine and ultrafine particulate air pollution is in the focus of scientific investigations since it
was identified by epidemiological studies to cause increased morbidity and mortality in the
general population. Most relevant anthropogenic sources are combustion processes in
industry and traffic. Different in vitro test systems and model particles were used to measure
cytotoxic and inflammatory effects due to particles in target cells of the lung. The results
support the hypothesis that particulate matter, in particular in the ultrafine size range, may
contribute to the aggravation of lung diseases.
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Biomedizinische Forschung am Forschungszentrum

Karlsruhe

P. Herrlich, ITG

Einfiihrung

Das technisch-physikalische For-
schungszentrum Karlsruhe und
seine kleine biologische Einheit,
das Institut fur Toxikologie und
Genetik (ITG), hatten es nichtim-
mer leicht miteinander. Mit sei-
nem Griindungsauftrag als Insti-
tut fr Strahlenbiologie hatte das
heutige ITG noch deutlichen Be-
zug zur Hauptwidmung des
friheren  Kernforschungszen-
trums. Durch die fulminante Ent-
wicklung der biologischen Wis-
senschaften nach 1980 und die
gleichzeitige Diversifizierung des
aus dem Kernforschungszentrum
hervorgegangenen Forschungs-
zentrums Karlsruhe nahm das
ITG, wie auch andere Einrichtun-
gen im Zentrum, eine eigenstan-
dige Entwicklung. In derselben
Zeit nahm die Bedeutung der bio-
logischen Wissenschaften fir die
Gesellschaft insgesamt so stark
zu, dass vielerorts Uber neue
Schwerpunkte der Forschung
nachgedacht wird. In diesem Sin-
ne verstehen wir die Prasentation
dieses Hefts der ,Nachrichten®.
Es soll nicht nur einen Einblick in
die Arbeit des ITG geben, son-
dern auch mit Arbeitsweise und
Methoden der Biologen bekannt
machen.

Das derzeitige Themen-
konzept des ITG

Krankheit entsteht manchmal
durch einen eindeutigen und ein-
fachen Umstand, zum Beispiel ei-
nen Skiunfall, eine akute Vergif-
tung oder eine ererbte Eigen-
schaft. Viel haufiger ist eine kom-
plexe Kombination von Einflis-
sen daflr verantwortlich, ob eine
Person gesund (,im Gleichge-

wicht") ist oder krank wird. Sogar
der Beinbruch beim Skiunfall
koénnte komplexere Ursachen ha-
ben als oben angenommen.
Langdauernde Behandlung mit
Cortison kénnte zu Osteoporose,
Knochenbrichigkeit, gefuihrt ha-
ben. Eine erblich bedingte
Schwéche von Gerlstbausteinen
kénnte den Beinbruch provoziert
haben. Solche pathologische
Entwicklungen nennt man multi-
faktoriell. Die groRe Mehrzahl al-
ler menschlichen Krankheiten
gehdren dazu, von Diabetes mel-
litus (der Zuckerkrankheit) Gber
Bluthochdruck, chronische Ent-
zindungen und Krebs bis zu Alz-
heimerscher Krankheit. Nicht alle
ursachlichen Beitrage zu diesen
Krankheiten sind bis heute be-
kannt. Die Uberzeugung ist trotz-
dem breit akzeptiert, dass geneti-
sche, verhaltensbedingte und
umweltbedingte Ursachen zu-
sammenwirken.

Das ITG nahm sich bisher einen
kleinen Ausschnitt (siehe Tabelle)
aus der Vielfalt der komplexen
Gesundheitsbedrohungen vor. Im
Mittelpunkt standen neue Mecha-
nismen toxischer Wirkungen und
bestimmte Aspekte der Krebsent-
wicklung, insbesondere die Fra-
ge: ,Welche Mechanismen las-
sen eine Krebszelle bdsartig me-
tastatisch werden?“. Erst jingst
kamen benachbarte Themen da-
zu. Das vorliegende Heft der
.Nachrichten“ prasentiert die In-
teressen und Ergebnisse der letz-
ten Jahre und die heutigen
Schwerpunkte. Im Gebiet toxi-
scher Wirkungen zielen wir auf
Verstandnis der Toxizitat von Or-
ganometall-Verbindungen, von
Dioxinen und Valproinsaure, von
Strahlung und von Nanopartikeln.

Der zweite Fokus adressiert die
Entwicklung metastatischer Tu-
moreigenschaften und ihrer phy-
siologischen ,Blueprints“. Tumor-
zellen mit metastatischen Eigen-
schaften kdnnen in andere Ge-
webe hineinwachsen, infiltrieren,
von einem Ort im Kérper zu ei-
nem anderen wandern, und — als
metastatische Zellkolonie — die
Bildung von Blut- und Lymphge-
falRen zur eigenen Versorgung
anregen. Normale Zellen im er-
wachsenen Organismus zeigen
sehr selten solche Eigenschaf-
ten. Ausnahmen sind die weil3en
Blutzellen (Lymphozyten, Makro-
phagen, dendritische Zellen), die
zumindest einen Teil der Fahig-
keiten metastatischer Tumorzel-
len besitzen. Mehrere Versuche
im ITG beschaftigen sich mit den
molekularen Eigenschaften die-
ser normalen Zellen. Invasivitat
und Wanderfahigkeit sind aller-
dings viel haufiger im entwickeln-
den Embryo zu finden als im Er-
wachsenen. Deshalb arbeiten
mehrere Arbeitsgruppen des ITG
an Verstandnis der Regulation
der entsprechenden Prozesse im
Embryo, zum Beispiel der Wan-
derung von Zellen zu asymmetri-
schen Positionen, um das Herz
auf der linken Seite, die Leber auf
der rechten Seite zu bilden. Die
Arbeitsgruppen lernen voneinan-
der — die Embryologen von den
Tumorbiologen und umgekehrt —
weil eben &hnliche Mechanismen
fur Invasivitat und Wanderung im
Tumor und im Embryo verant-
wortlich sind.

Zwar kann ein erheblicher Teil der
Forschung an Zellen in Kultur-
schalen durchgefuhrt werden.
Fur manche Experimente zur Me-
tastasierung von Tumoren oder
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zur Wirkweise von toxischen
Agentien im Organismus sind je-
doch Tierversuche notwendig.
Metastasierung kann in der Kul-
turschale nicht nachgestellt wer-

den und die Erfassung toxischer
Wirkungen auf verschiedene Or-
gane gelingt nur im Tier. Gerade
multifaktorielle Krankheiten mis-
sen in raffiniert konstruierten Tier-

modellen studiert werden. Jiinge-
re Entwicklungen haben gezeigt,
dass sich auch Taufliegen und Fi-
sche zur Einrichtung von Model-
len fir menschliche Krankheiten

‘ Entdeckungen des ITG

e Antirestriktion, ein Trick bakterieller Viren

e |dentifizierung der DNA-Elemente, tiber welche Steroidhormonrezeptoren Gene auswahlen
e Wirkungsweise der Hormone: Rap 46 als negativer Kontrollfaktor

e Die sog. Cross-talk-Funktion des Glucocorticoidrezeptors, tber den Entziindung und Tumorwachs-
tum gehemmt wird

e AP-1, erster erkannter Transkriptionsfaktor, der auf extrazellulare Signale aktiv wird — seine Rolle
bei Krebs

e Aktivierung von Genen durch Bestrahlung mit UV, Rontgen, Gamma- oder Alpha-Mechanismus der
Strahlenantwort

e Faktoren gewebespezifischer Genregulation in der Leber
e Mechanismus der Lymphombildung durch einen intrazellularen Parasiten, Theileria parva
e Insektenstadien-spezifische Genexpression von Trypanosomen

e Mechanismen komplexer Krankheiten: Glomerosklerosis, Spastische Lahmungen, Kennedy's
Krankheit, atopische Dermatitis, Reifenstein-Syndrom

e Mechanismen komplexer Krankheiten: Isolierung eines Gens mit kausaler Rolle in metastatischen
Tumorzellen

e Neue Metastasengene
e Mechanismen komplexer Krankheiten: CD44 in Immunsystem und Hamopoiese

e Embryologie und Krebs: Molekularer Mechanismus der epithelial-mesenchymalen Interaktion im
Embryo; Links-Rechts-Asymmetrie; Wilms Tumor-Gen steuert die Milzentwicklung; Regulation der
Nahrungsaufnahme

e Mechanismen komplexer Krankheiten: Wirkungsweise des Gens Neurofibromatose Typ 2

e Mechanismus der Dioxintoxizitat, Zelltod durch organische Metallverbindungen, Embryo-Toxizitat
von Valproat

e Regulation des alternativen Spleil3ens durch Onkogene

(Literaturhinweise beim Autor erhaltlich)




hervorragend eignen. Auf3erdem
sind ,Genomik“ und ,Proteomik”
ins ITG eingezogen. Jiingere the-
matische Fragestellungen beno-
tigen die Anwendung neuer Ro-
botik flr sogenannte genom-wei-
te Array-Hybridisierungen und
Protein-Protein-Interaktions-
Screens.

Neben den Ergebnissen, die hier
im Heft geschildert werden, ist ei-
ne Reihe wichtiger Entdeckungen
mit dem ITG verbunden. Darunter
ist die Entdeckung eines zentral
bedeutsamen regulatorischen
Proteins, des Transkriptionsfak-
tors AP-1, der in Menge und Akti-
vitat von aulRerhalb der Zelle, bei-
spielsweise durch UV-Strahlung,
beeinflusst wird. Seine diversen
Rollen im Organismus sind im-
mer noch Thema am ITG. Ein
neuer, vollig unerwarteter Mecha-
nismus der Wirkung von Steroid-
hormonen wurde erstmals fur
Glucocorticoide am ITG entdeckt.
Das ITG dachte zur Zeit der Ent-
deckung nicht an Patentschutz.
Heute ist gerade dieser Mecha-
nismus Anlass eines heftigen Pa-
tentstreits zwischen dem kalifor-
nischen Salk-Institut und europai-
schen Firmen. Die Details dieses
fur die Regulation des Immunsy-
stems wichtigen Hormonregulati-
onsmechanismus werden weiter
im ITG erforscht, um z.B. die
schadlichen Nebenwirkungen ei-
ner Langzeit-Cortison-Therapie
(Cortison ist das wichtigste Glu-
cocorticoid zur Therapie von Ent-
zindungen) von den gewilnsch-
ten Effekten trennen zu kdnnen.

Mit der Isolierung eines Gens,
welches Metastasierung von Tu-
moren maRgeblich beeinflusst, ist
eine neue Forschungslinie eroff-
net worden, die unerwartete Wei-

terungen nach sich zog (siehe
Beitrag Ponta). Eine Chronik
wichtiger Entdeckungen des ITG
ist in der Tabelle zusammenge-
stellt.

Gibt es auch Fehlentwicklungen,
nicht erreichte Ziele am ITG?
Naturlich! Daftr wollen wir keine
Tabelle zusammenstellen, aber
ein Beispiel benennen: Eine
mehrjahrige Anstrengung hatte
die Isolierung zweier Gene zum
Ziel, deren Proteinprodukte die
DNA-Schaden nach UV- bzw.
nach Gamma-Bestrahlung repa-
rieren. Die Anstrengungen waren
nicht von Erfolg gekront. Interes-
santerweise hatte eine japa-
nische Arbeitsgruppe einen lan-
geren Atem. Mit derselben Me-
thodik isolierte sie das sog. XPA-
Gen. Andere Reparaturgene
wurden besonders in Holland
und Grol3britannien gefunden
und charakterisiert. Weniger gra-
vierend, aber auch bedauerlich:
Resultate wurden am ITG erzielt
und publiziert, aber aus verschie-
denen Grunden nicht rigoros ge-
nug weiterverfolgt, so dass ande-
re Laboratorien den ,Credit* ver-
einnahmen konnten.

Organisationsstruktur

und wissenschatftlicher
Erfolg

Interessant ist es, zu analysieren,
wo und wie besonders erfolgrei-
che biologische Wissenschaft ge-
macht wird. Weltweit entsteht der
Erfolg vor allem in kleinen Einhei-
ten. Grol3e erfolgreiche Gruppen
mit mehr als 30 Wissenschaftlern
sind die seltene Ausnahme. Viel-
mehr kommt es auf Interaktionen
von vielen kleinen Einheiten am
gleichen Forschungsplatz an. Die

Zusammensetzung des For-
schungsplatzes ist dabei keines-
wegs auf Dauer angelegt, son-
dern standigem Wechsel unter-
worfen. Diese Philosophie préagt
den Erfolg von Einrichtungen wie
Massachusetts Institute of Tech-
nology (MIT), Cambridge, USA,
Européaisches Molekular-Biologie
Laboratorium (EMBL), Heidel-
berg, Zentrum fur Molekulare Bio-
logie (ZMBH) der Universitat Hei-
delberg und andere. Harvey Lo-
dish, als Mitglied des ZMBH Bei-
rats, bringt es — wenn auch mit
Ubertreibung — auf den Punkt:
-Wenn wir am MIT erkannt ha-
ben, ,hier ist ein Forefront Ge-
biet“, besetzen wir 15 neue Pro-
fessorenstellen gleichzeitig fir
dieses neue Feld“. Das State-
ment sagt trotz der Ubertreibung
etwas Wesentliches aus: Der Im-
petus fur eine neue Entwicklung
wird durch mehrere Arbeitsgrup-
pen im gleichen Gebaude er-
zeugt.

Wie kann ein biomedizinisches
Institut in der ,lIsolierung” auch
nur anndhernd diese Vorbedin-
gungen fur Erfolg erfullen? Das
heutige ITG versuchte, sich diese
Bedingungen zu schaffen, indem
es mit den limitierten Mdglichkei-
ten des Stellenplans so viele klei-
ne selbstandige Einheiten wie
moglich kreierte. Beginnend 1980
mit Nancy Hynes und Bernd Gro-
ner, wurde ein standiger Stab
von unabhéngigen Gruppen auf-
recht erhalten (derzeit elf etablier-
te Gruppen; vier unabhéngige
Wissenschaftler, z.B. Habilitan-
den, bereiten weitere Gruppen
vor), welcher immer wieder durch
Anwerben unabhangiger Geister
aufgefillt wurde. Der Erfolg zeig-
te sich bald in Wegrufen der




Gruppenleiter wie auch in Publi-
kationen. Das ITG kann sich nicht
mit den oben genannten Einrich-
tungen messen, hat aber im Be-
reich des Mdglichen einen so gu-
ten Stand erreicht, dass es das
Konzept aggressiv als Modell
auch fur andere HGF-Einrichtun-
gen verteidigen kann.

Enge politische
Vorgaben konterkarieren

das Erreichen
der Forschungsziele

Die HGF-Einrichtungen stehen in
einem besonderen Malle zwi-
schen politischen Wiinschen und
Forschungswirklichkeit.  Sollen
sie doch, anders als die Univer-
sitaten, groRe und teure Ziele in
die Praxis umsetzen. Inzwischen
haben sich die Unterschiede ver-
wischt, da Universitaten vermehrt
das Ziel wirtschaftlichen Nutzens
vorgehalten wird, da Forschungs-
verblinde und Schwerpunktpro-
gramme politisch gefordert wer-
den, national wie auch auf dem
Niveau der Europaischen For-
schungspolitik. Ob die von Vorga-
ben getriebene  Forschung
tatsachlich den gewiinschten Er-
folg bringt, wird nicht rigoros
nachgefragt. Das Nachfragen ist,
zugegebenermalien, nicht trivial,
da lange Perioden abgewartet
und in die Details geguckt werden
musste.

Biomedizinische, ja jede biologi-
sche Forschung leidet besonders
am Auseinanderklaffen zwischen
politischen Vorgaben und Reali-
sierbarkeit. Es hat sich erwiesen,
dass durch grof3zugige finanzielle
Forderung oder politischen Druck
erzwungene enge Zielvorgaben
den Erfolg in Frage stellen und

sogar verhindern. Ohne augen-
blicklich tatigen Wissenschafts-
politikern auf die Ful3e treten zu
mussen, kennen aktive Wissen-
schaftler ausreichend viele Bei-
spiele aus der Vergangenheit, um
die Frage zu stellen, warum Poli-
tiker aus diesen nicht lernen. Die
Absicht von US-Prasident Rich-
ard Nixon und zwei seiner Sena-
toren, Krebs innerhalb weniger
Jahre um 25 % zu reduzieren, ja
ganz auszurotten, wenn nur
gentgend Geld in die Krebsfor-
schung gesteckt wirde, diene
hier als Musterbeispiel. Das Geld
floss. Die echten Fortschritte je-
doch kamen nicht aus den gefor-
derten Institutionen, sondern aus
Arbeitsgruppen, die nicht unter
Krebsforschung firmierten. Die
Onkogene und Tumorsuppres-
sorgene, veranderte Regulation
durch chromosomale Transloka-
tionen, genomische Instabilitat —
alles Entdeckungen aus ,Ecken®,
die man nicht vorhersehen konn-
te.

Da dies immer so sein wird, dass
originelle Entdeckungen nicht
vorausplanbar sind, gibt es nur
eine politische Losung: Nicht
Programme missen ausge-
schrieben werden, sondern in
grol3er Breite muss in ,Kopfe“, in
die besten Wissenschatftler, inve-
stiert werden. Aus deren Themen
ergeben sich erforderliche Me-
thoden, die orientiert an den Pro-
blemstellungen  bereitgestellt
werden. Umgekehrt wird kein
Schuh daraus. In Programme
passen viele, noch mehr in der
Forschung Tétige behaupten, ei-
nem Programm zu folgen. Die
Forderung der ,Passgenauigkeit*
verfuhrt zu weniger genauem
Hinsehen, was die Qualitat und

Originalitat betrifft. Gerade wir
Angehdérige einer HGF-Einrich-
tung wissen, dass Qualitatsver-
besserungen dringend notwen-
dig sind. Was diesem Ziel dient,
werden wir immer begrif3en und
kraftig unterstiitzen. Grol3e Pro-
gramme sind es nicht. Fallt uns
zu Richard Nixon’s Vorgehen und
Versagen Ahnliches aus jiingeren
europaischen, gar nationalen
Vorkommnissen ein?

Mussen aber nicht auch Baustel-
len erfolgreich errichtet werden?
Natdrlich ja, wenn die Vorbedin-
gungen fur ihre Errichtung ge-
geben sind. Die Vision, das
menschliche Genom zu sequen-
zieren, lasst sich mit einer Bau-
stelle vergleichen. Es gibt solche
Gelegenheiten. Sie sind eher sel-
ten und sie werden nur erfolg-
reich sein, wenn die Problemstel-
lung im Vordergrund steht. Das
Mithalten der originellen Ideen ist
der limitierende Parameter.

Im berechtigten Wunsch, die wirt-
schaftliche Entwicklung eines
Landes langfristig zu sichern,
wird heute auf ,Anwendungsori-
entierung”, auf ,Vernetzung®, auf
Baustellenorganisation gedrangt.
Das FiUhrungspersonal aus der
Wirtschaft, das diese Forderun-
gen formuliert, muss gefragt wer-
den, warum sie dieses ,Erfolgsre-
zept" in ihren eigenen oft sehr
groRen Forschungsabteilungen
nicht verwirklichen konnten. Aus
der oben aufgefuhrten Argumen-
tationslinie ergibt sich: Originelle
Grundlagenforschung ist der ein-
zige Weg zu grundlegendem wirt-
schaftlichem Erfolg. Die beschei-
denen Beispiele aus dem ITG il-
lustrieren dies (siehe Beitrage
Gottlicher und Ponta).




Biomedizin als Standbein
fur die Zukunft des

Forschungszentrums

Kann sich ein technologisch aus-
gerichtetes Zentrum leisten, die
Entwicklung im Bereich der bio-
medizinischen Forschung aul3en
vor zu lassen? Diese Frage darf
man natdrlich nicht an die Wis-
senschaftler in der Biologie rich-
ten. Und wenn doch, féllt die Ant-
wort erwartungsgemal aus. Die

Frage muss sich aber das Zen-
trum im Ganzen stellen.

Als Eckpfeiler der Diskussion
Uber die Zukunft muss dienen:
Die Genomprojekte eréffnen eine
Fulle von Mdglichkeiten zukinfti-
ger Forschung. Aus den Genom-
daten originelle neue Ansatze ab-
zuleiten, wird viele Einrichtungen
beschéftigen. Insbesondere in
der Gesundheitsforschung ist der
Markt offen fur ldeen, wie die
groRen multifaktoriellen Krank-

heiten verstanden werden kon-
nen. Das Zusammenwirken ex-
terner Angriffe, wie zum Beispiel
Strahlung, mit der individuellen
Suszeptibilitdt verlangt organis-
mische Studien mit allen verfig-
baren gentechnischen Tricks.
Nicht nur gilt es, zu verstehen,
wie in der einzelnen Zelle ein
Agens die Kommunikationsstruk-
turen zwischen Zelloberflache
und Zellkern beeinflusst (Abb. 1).
Die Reaktion der einzelnen Zelle

Physiologische Signale

Toxische Agentien

Cytoplasma Zellkern
4

W 4

Zellspezialisierung

N

o \leranderte Empfindlichkeit gegeniiber Agentien

Zellverdopplung

Wachstum,

Programmierter Zelltod

Beispiele organismischer Folgen

Defekte embryologischer Entwicklung
Krebs

Degeneration

Organdysfunktionen
Autoimmunerkrankungen

Abb. 1: Signale von aulierhalb der Zelle werden an den Zellkern tbermittelt und I6sen dort
verschiedenartige Reaktionen aus.




wirkt sich in vielfaltiger Weise im
Organismus aus.

Wie kdnnte das biomedizinische
Standbein fir die Zukunft ge-
schaffen und stabilisiert werden?
Vorrangig ist, neue ,Kopfe* mit
Ideen zu rekrutieren und mit die-
sen ein Thema der Gesundheits-
forschung zu besetzen, z.B. im
Bereich Degeneration/Regenera-
tion oder Toxikologie, wie dies in
der Strukturkommission diskutiert
wurde. Es ist vorhersehbar, dass
eine gestarkte Biologie vermehrt

Tiermodelle fir die gewéahlten
Krankheitssituationen kreieren
wird, aber auch die Struktur von
Makromolekilen, die Ziele toxi-
scher Angriffe oder Ursachen pa-
thologischer Reaktionen sind, er-
forschen will. Der technologische
Hintergrund des Forschungszen-
trums mit der Synchrotronstrah-
lungsquelle ANKA, dem geplan-
ten Aufbau eines NMR-Labors
und der Informatik wird dadurch
die bendtigten Kunden erhalten.
So oder so &ahnlich wiinschen
sich die in diesem Heft vertrete-

nen Wissenschaftler die Zukunft.
Sie begrif3en die Anstrengungen
des Vorstands, der Berater und
Kommissionsmitglieder um die
neue Schwerpunktbildung und
sie sind sich sicher, dass diese
dem Forschungszentrum Karlsru-
he im Rahmen der ,Programm-
orientierten Forderung” einen
Platz erobern wird.




Genetische Kontrolle der Asymmetrie bei Wirbeltieren

M. Blum, A. Fischer, C. Karcher, A.

manche leute glauben,
dal3 man lechts und rinks
nicht velwechsern kénnte.

werch ein illtum!

ernst jand|

Einleitung

Symmetrie als ein Grundprinzip
der &sthetischen Perfektion in
Kunst und Architektur ist seit der
Steinzeit Uberliefert. Die erstaun-
liche bilaterale Symmetrie des
menschlichen Korpers hat Leo-
nardo Da Vinci in seinen ,Propor-
tionen des menschlichen Kor-
pers‘ aus dem Jahr 1492, das
heute die Chipkarten der Kran-
kenversicherungen ziert, exem-
plarisch dargestellt. Allerdings

Schweickert, ITG

zeigt bereits ein einfaches Pho-
toshop-Experiment, dass die lin-
ke Kdrperhalfte tatsachlich keine
perfekte Spiegelung der rechten
Seite darstellt und umgekehrt.
Abb. 1a zeigt die normale Ansicht
des Homo sapiens geneticus, wie
er im (Kern-)Forschungszentrum
seit 1978 angetroffen wird. Eine
pure Spiegelung (Inversion) er-
zeugt keine besonderen Auffallig-
keiten (Abb. 1b). Konstruieren wir
hingegen Bilder, die aus zwei lin-
ken (Abb 1c) oder zwei rechten
(Abb 1d) Halften bestehen (Iso-
merismen), so offenbaren sich
Asymmetrien, die charakteri-
stisch fir den menschlichen Ge-
sichtsausdruck sind.

Deutlicher asymmetrisch ist die
Lage der Organe des Brust- und
Bauchraums ausgepragt. Das
Herz liegt links, und der linke und
rechte Lungenflugel unterschei-
den sich in der Zahl der Loben.

Magen und Milz sind ebenfalls
links angeordnet, die Leber dage-
gen liegt rechts, und Dinn- und
Dickdarm winden sich asymme-
trisch, so dass der Wurmfortsatz
(Z&kum, ,Blinddarm®) auf der
rechten Seite liegt. Diese Anord-
nung wird als Situs solitus be-
zeichnet. In seltenen Fallen
kommt es zu einer vollstédndigen
Umkehr dieser Anordnung, wie in
dem in Abb. 2 dargestellten
Praparat. Ein solcher Situs inver-
sus totalis beeintrachtigt die Ge-
sundheit nicht. Zu schweren Ent-
wicklungsstorungen kommt es je-
doch, wenn der Situs nicht ein-
deutig definiert ist (Heterotaxien),
ganz besonders bei spiegelbildli-
chen Verdopplungen nur einer
Korperseite (Isomerismen).

Eine genetische Ursache von La-
teralitatsdefekten beim Men-
schen wurde in zahlreichen Fami-
lienstudien nachgewiesen. Erb-

Situs solitus geneticus

Situs inversus

linker Isomerismus

rechter Isomerismus

Abb. 1: Asymmetrische Gesichtsformen am Beispiel des ,homo geneticus” Peter Herrlich.

(a) Normale Ansicht (Situs solitus).

(b) Inverse Ansicht (Situs inversus).

(c) Spiegelbildliche Verdoppelung der linken Hélfte (linker Isomerismus).

(d) Spiegelbildliche Verdoppelung der rechten Halfte (rechter Isomerismus).
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Abb. 2: Situs inversus totalis beim Menschen. Etwa jeder 5 000
bis 15 000 Mensch weist eine vollstandige Inversion der Lagebe-
ziehung der inneren Organe auf (Situs inversus totalis) wie das
hier dargestellte Praparat aus dem anatomischen Museum in Ba-
sel. So liegt die Leber hier links und der Magen rechts. Daraus re-
sultieren keinerlei Gesundheitsschaden.

gange konnen rezessiv oder do-
minant, autosomal oder ge-
schlechtsgebunden sein. Auch
Halpoinsuffizienzen wurden be-
richtet. Bei der Maus gibt es ne-
ben einer Reihe von spontanen
Mutationen inzwischen immer
mehr sog. Knockout-Mause mit
Storungen der Links-Rechts-Ent-
wicklung (Ubersichtsartikel der
jungeren Zeit: [1, 2]). Die Auf-
klarung der zugrunde liegen-
den molekulargenetischen Wir-
kungsmechanismen verspricht
neue Erkenntnisse nicht nur fir

die Grundlagenforschung. Ange-
borene Missbildungen, z. B. des
Herzen beim Menschen, lassen
sich zu einem nicht unerhebli-
chen Teil auf Fehlbildungen bei
der Entstehung der Links-Rechts-
Asymmetrie zurickfihren. Und
schlieBlich hat sich herausge-
stellt, dass die meisten Gene, die
fur korrekte Entstehung von Late-
ralitdt verantwortlich sind, bei
Fehlsteuerung nicht nur Links-
Rechts-Defekte, sondern eine
Vielzahl von Krankheiten verur-
sachen koénnen, nicht zuletzt
Krebs.

Klassische Experimente

Die experimentelle Analyse von
Lateralitat reicht ins 19. Jahr-
hundert zurtick [3]. Dareste be-
schrieb 1877, dass eine unilate-
rale Erwarmung des Huhnereis
auf der linken Seite zu Situs-
storungen fuhrte [3]. Zu Beginn
des 20. Jahrhunderts waren es
Hans Spemann und seine Mitar-
beiter, die durch definierte Mani-
pulationen den Organsitus in
Amphibien voraussagbar veran-
dern konnten [3]. Umdrehen des
mittleren Teils der Neuralplatte
einer frihen Unken-Kaulquap-
pe, deren Erfolg in der invertier-
ten Form der Rickenflosse
sichtbar war, flhrte zu einer Um-
kehr des Organsitus (Abb. 3).
Interessanterweise blieb die
Herzanlage durch die Operation
unberihrt. Spemanns Mitarbei-
ter Meyer schloss daraus, dass
ein Mediator die im gedrehten
Gewebestiick enthaltene Infor-
mation in die Organe transpor-
tieren muss. Ablationsexperi-
mente von Hilde Wilhelmi [3]
zeigten schlie3lich, dalR eine
entscheidende Determinante fur
die Entstehung von Lateralitat
auf der linken Seite des Em-
bryos lokalisiert ist. Wenn sie ei-
nen kleinen Bereich auf der lin-
ken Seite eines frihen Molch-
embryos entfernte, fihrte das zu
Situsinversion. Hilde Wilhelmi
schloss aus ihren Experimen-
ten, dass ,die linke Seite des
Keims etwas hat was die rechte
Seite nicht hat". Was dieses ,et-
was"“ sein kdnnte beginnt sich
allerdings erst seit Mitte der
90er Jahre des vergangenen
Jahrhunderts abzuzeichnen.




Bombinator Bufo variabilis
(2 h nach Operation) (66 h nach Operation)

(d ) no pp 0O mes end no

invertierte
Region

Herz- : o - i
: Bombinator pachypus
anlagg | ) (2 h nach Operation)

Rana esculenta

o TN 0O

Triturus (Gastrula, Neuralrinne kaum sichtbar) Triturus (Gastrula, Neuralrinne deutlich)

Abb. 3: Experimente zur Links-Rechts-Asymmetrie aus der Schule des Nobelpreistragers Hans
Spemann.

(a-e) Umdrehen des mittleren Teils der Neuralplatte in Amphibien fuhrt zu Situs-Inversion.

(a) Friher Unkenembryo, Ansicht von oben (dorsal). Auf der Riickenseite haben sich die Neural-
wilste gebildet, die sich wenig spater zum Neuralrohr schliel3en, aus dem das gesamte Nervensys-
tem entsteht. (b) Wird der mittlere Teil dieser Region umgedreht, fihrt dies in der Kaulquappe
zunachst zu einer inversen Orientierung der Ruckenflosse. (c) Einige Tage spater zeigt sich die voll-
standige Umkehr der Lagebeziehung der Organe. (d) Ein Querschnitt durch einen frihen Frosch-
embryo zeigt, dass bei diesem Experiment nur ein kleines Fragment auf der Riickenseite betroffen
ist. (e) Insbesondere blieb die kiinftige Herzanlage, die sich auf der kiinftigen Bauchseite befindet,
unangetastet. Spemann schloss daraus, dass ein Mediator die Positionsinformation aus dem in-
vertierten Fragment in die entstehenden Organe transportieren muss.

(f, g) Entfernen eines kleines Gewebestlicks auf der linken Seite der Neuralplatte eines Molchs (ab)
fuhrt in einem Stadium, in dem die Neuralrinne deutlich sichtbar ist, zu Situsinversion.




Die Entstehung von

Asymmetrie wéhrend
der Embryogenese

Wahrend der Embryogenese
kann man die in Abb. 4 skizzier-
ten drei Phasen unterscheiden.
Auf eine erste Phase des Sym-
metriebruchs folgt eine zweite
Phase, die durch asymmetrische
Genexpression gekennzeichnet
ist. In der dritten Phase kommt es
schlie3lich zu Asymmetrien der
sich entwickelnden Organe. Die
Arbeiten in unserem Labor be-
schaftigten sich in den vergange-
nen 5 Jahren mit den Schnittstel-
len zwischen diesen Phasen,
dem Transfer des durch den
Symmetriebruch erzeugten Sig-
nals auf die linke Seite
(Phase I/Il), und dem Ubergang
zwischen asymmetrischer Gen-
expression und Organausspra-
gung (Phase lI/111).

Abb. 4 zeigt einen stilisierten
Wirbeltierembryo in einer frihen
Entwicklungsphase (Gastrula/-
Neurulastadium). Beim Men-
schen wird dieses Stadium ca.
15 Tage nach der Befruchtung
erreicht, beim Huhn ca. 30 Stun-
den nach der Befruchtung (10
Stunden nach der Eiablage), und
bei Maus und Kaninchen nach
6-7 Tagen. Der Embryo hat zu
diesem Zeitpunkt die Form einer
flachen Scheibe (Keimscheibe).
Vom kiinftigen hinteren Ende ist
der sog. Primitivstreifen ausge-
wachsen, so dass vorn und hin-
ten, rechts und links definiert
sind. Dieser Embryo ist bilateral
symmetrisch; die linke und die
rechte Seite sind zwar definiert,
aber &quivalent. Der Symmetrie-
bruch (Abb. 4, Phase I) erfolgt
am vorderen Ende des Primitiv-
streifens, im Bereich des sog.
Primitivknotens. Der molekulare

Mechanismus dieses Vorgangs
ist noch nicht aufgeklart. Die
asymmetrische Aktivitdt von
Wachstumsfaktoren (shh, FGF8)
im Bereich des Primitivknotens
fuhrt zur Definition der linken
Korperseite [4, 5]. Das manifes-
tiert sich in der Expression eines
weiteren Wachstumsfaktors,
nodal, im linken Seitenplatten-
mesoderm [6].

Abb. 5 zeigt nodal Genaktivitaten
in finf Wirbeltierembryonen. Der
Fischembryo und die Keimschei-
ben von Huhn und Kaninchen be-
trachten wir von dorsal, der
Mausembryo wurde in ventraler
Ansicht fotografiert, und von der
Frosch-Kaulgquappe sehen wir
nur die linke Seite. In allen Fallen
ist die asymmetrische Expression
von nodal auf der linken, nicht
aber auf der rechten Korperseite
sichtbar. Nodal ist allerdings nur
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links
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Phase I: Phase II: Phase IIlI:
bilaterale Symmetrie Symmetriebruch asymmetrische Genexpression asymmetrische Organaushildung

posterior posterior

Abb. 4: Entstehung von Asymmetrie wahrend der Embryonalentwicklung am Beispiel eines schematisch ge-
zeichneten Wirbeltierembryos, der aus einer flachen Scheibe besteht.

(a) Vom kunftigen Schwanzende (posterior) hat sich eine Verdickung, der sog. Primitivstreifen ausgebildet, an
dessen vorderen Ende sich der sog. Primitivknoten befindet. Dadurch ist auch der vordere Pol (anterior) defi-
niert. Wir betrachten diesen Embryo von oben (dorsal). Links und rechts sind klar definiert, stellen aber aqui-
valente (spiegelbildlich symmetrische) Halften dar. (b) Der Symmetriebruch erfolgt durch die asymmetrische
Aktivitdt von Wachstumsfaktoren im Bereich des Primitivknotens. (c) Er manifestiert sich in asymmetrischer
Genexpression, (d) und fuhrt schlie3lich zu asymmetrischer Organausbildung.




sehr kurze Zeit im Embryo aktiv  sich die Frage, wie das asym- Pitx2 wahrnehmen, das wir aus
und verschwindet bereits vor metrische nodal Signal in die Zebrafisch, Frosch, Kaninchen
der Ausbildung der Organanla- Organe Ubertragen wird. Diese und Maus isoliert haben [7, 8].
gen wieder (Abb. 5). Damit stellt Mittlerfunktion kénnte das Gen

nodal

((
£8.5 £8.5 E10.5 S TY

linke Seite asymmetrische Organaushildung (Herz, Magen-Darm-Trakt)

4

Abb. 5: Asymmetrische Genexpression von  nodal und Pitx2 auf der linken Seite von Wirbeltierembryonen.

Die Keimscheiben von Zebrafisch, Huhn und Kaninchen sind von oben (dorsal) fotografiert, die Kaulquappen

des Krallenfroschs sind von links ( nodal) oder beiden Seiten ( Pitx2) dargestellt, und der Mausembryo ist von
der Ventralseite (Bauch) zu sehen. In allen Fallen sieht man deutlich die asymmetrische Genaktivitat. Allerdings

ist nodal nur sehr kurzzeitig im Embryo aktiv, und verschwindet bereits deutlich vor Ausbildung der Organe.
Pitx2 dagegen bleibt wahrend der Organmorphogenese aktiv. In Spemanns Inversionsexperiment (Abb 3A-E)
wurde die nodal/Pitx2 Doméane umgedreht; Pitx2 kdnnte die von ihm postulierte Mittlerfunktion wahrnehmen.




Pitx2 setzt das Herz

auf den rechten
(= linken) Fleck

Pitx2 ist ein sog. Homeoboxgen,
das flr einen Transkriptionsfaktor
kodiert. Ein Transkriptionsfaktor
bindet an DNA und reguliert die
Aktivitat von Genen. Wie nodal
wird Pitx2 auf der linken Seite, im
sog. Seitenplattenmesoderm, ex-
primiert. Im Unterschied zu nodal
bleibt Pitx2 jedoch wéahrend der
Organoganese aktiv, und zwar
strikt asymmetrisch in der linken
Lungenknospe, und auf der lin-
ken Seite von Herz, Magen und
Darmschlauch (schematisch dar-
gestellt in Abb. 6a-c). Weitere
Hinweise fir eine Funktion von
Pitx2 bei der Entstehung von La-
teralitat gibt das Rieger Syndrom,
eine dominante menschliche Erb-
krankheit, die durch Mutationen
in Pitx2 verursacht wird [9]. Das
Syndrom ist charakterisiert durch
Defekte der vorderen Augenkam-
mer und durch fehlende Z&hne.
Haufig treten Herzdefekte auf.
Ein vorstehender Nabel, der stets
zu finden ist, deutet auf eine ge-
stérte Darmdrehung hin.

Doch Pitx2 korreliert nicht nur mit
Organasymmetrie, sondern kann
aktiv den Situs veréandern. Das
haben wir in Experimenten im
Frosch Xenopus gezeigt [8], von
denen eines in Abb. 6d-h darge-
stellt ist. Synthetische Boten-
RNA wurde in rechte Zellen inji-
ziert, und die Lage und Auspra-
gung der Organe wurde nach
Aufzucht der Embryonen im Kaul-
guappenstadium analysiert.
Durch die Fehlexpression von
Pitx2 wurde tatsdchlich der
Herz- und Darm-Situs invertiert
(Abb. 6e-h). Ahnliche Befunde

wurden in anderen Labors fur den
Huhnchenembryo erhoben [10].
Funktionverlustexperimente in
Knockout-Mausen untermauer-
ten die Rolle von Pitx2 als
Schliisselgen der asymmetri-
schen Organmorphogenese [11].
Mutante Embryonen sind u. a.
durch Herz- und Darmdefekte
und durch einen rechten Lungen-
isomerismus gekennzeichnet [2].

In weiteren Experimenten haben
wir die Beziehung zwischen
nodal und Pitx2 untersucht
(Abb. 6i). Wir konnten zeigen,
dass nodal einer positiven Auto-
regulation unterliegt, wodurch
sich das nodal Signal nach seiner
urspringlichen asymmetrischen
Aktivierung sehr rasch uber die
gesamte linke Flanke ausbreitet.
Gleichzeitig aktiviert nodal Pitx2.
Pitx2 wiederum reprimiert nodal,
bleibt aber durch eine positive
Ruckkopplungsschleife auch
nach Abschalten von nodal
wahrend der Lungen-, Herz- und
Darmausbildung aktiv [7].

Unklar bleibt, durch welche Pro-
zesse Organanlagen asymme-
trisch werden. Interessanterwei-
se entstehen Herz und Darm, und
auch das Nervensystem, das zu-
mindest beim Menschen eben-
falls deutliche strukturelle und
funktionelle Asymmetrien auf-
weist, wahrend der Embryonal-
entwicklung aus linearen Réhren
(Neuralrohr, Herz- und Darm-
schlauch). Denkbar sind zwei
Szenarien. Einmal kodnnte die
Zellteilungsrate auf der rechten
und auf der linken Seite dieser
Schlauche zeitweise unterschied-
lich sein. Oder aber es kommt zu
asymmetrischen  biomechani-
schen Prozessen, z. B. Kontrakti-
on von Glattmuskulatur, die die

Rohren aktiv verbiegen. Die wei-
tere Untersuchung der Rolle von
Pitx2 kénnte den Weg weisen.
Sie kdnnte insbesondere Gene
identifizieren, die durch Pitx2 re-
guliert werden.

Weitere offene Fragen betreffen
neben dem Symmetriebruch in
erster Linie den Transfer des ur-
springlichen  asymmetrischen
Signals vom Primitivknoten in die
linke Seitenplatte.

Signaltransfer von der

Mitte in die Peripherie:
wie wirkt FGF8?

Widerspruchlich diskutiert wird
vor allem die Funktion der
Wachstumsfaktoren shh und
FGF8, die im Knotenbereich aktiv
sind und die die Asymmetrie in
die Peripherie, also zur Seiten-
platte transportieren. Im Huhn
wird shh auf der linken Seite des
Knoten exprimiert [4], FGF8 auf
der rechten Seite des Knotens
und im Primitivstreifen [5]. Fehl-
expressionsexperimente zeigten,
dass shh auf der rechten Seite
nodal auBerplanmaBig (ekto-
pisch) aktiviert, und nach Blockie-
rung von shh auf der linken Seite
nodal nicht aktiviert wird. Somit
ist shh im Huhn eine linke Deter-
minante [4]. Umgekehrt reprimiert
FGF8 auf der rechten Seite die
Expression von nodal, wirkt also
als rechter Faktor [5].

Anders in der Maus. Hier wirkt
FGF8 auf der linken Seite, d. h.
Fehlexpression rechts induziert
nodal [12]. Und eine shh Knock-
out-Maus zeigt eine bilaterale Ex-
pression von Pitx2, deutet also
auf eine rechte Funktion [13].
Was konnte der Grund fur diese
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Abb. 6: Die Pitx2 Aktivitat korreliert mit asymmetrischer Organausbildung und kann den Situs aktiv beeinflussen.

(a) Bildung der Herzschleife. Das Herz bildet sich aus einem linearen Schlauch, auf dessen linker Seite Pitx2
aktiv ist. Dieser Schlauch wird S-féormig. Durch Drehung, Wachstum und Septenbildung entsteht das ge-
kammerte Wirbeltierherz.

(b) Das zunéchst ebenfalls lineare Darmrohr wird wahrend der Embryogenese zwischenzeitlich durch eine Off-
nung der Kérperwand (Nabelbruch) partiell ausgelagert. AuRerhalb des Kérpers kommt es zu Drehungen,
das Zékum (Blinddarm, rot) entsteht, und beim Zurlickverlegen schldgt der Darm nochmals um 180° um,

wodurch die typische Anordnung von Dinn- und Dickdarm entsteht. Pitx2 ist bei der Schleifenbildung und
im Zakum aktiv.
(c) Der Magen entsteht aus einer aufrechten Roéhre, die sich dreht und absenkt. Pitx2 ist auf der linken Seite

des Magens aktiv.

(d-h) Eine Fehlexpression von  Pitx2 auf der rechten Seite von Froschembryonen fihrt zu Inversion von Herz
und Darm in der Kaulquappe.

(d) Schematische Darstellung des Experiments.

(e) Normale Aushildung des Herzen.

() Inverse Aussbildung des Herzen.

(g) Normale Windung der Darmschleife (gegen Uhrzeigersinn).

(h) Inverse Windung der Darmschleife (mit Uhrzeigersinn).

(i) Interaktionen zwischen nodal und Pitx2. Nodal wird durch Signale, die vom Primitivknoten in der Mittellinie
des Embryos ausgehen, asymmetrisch auf der linken Seite aktiviert. Durch eine positive Ruckkopplungs-
schleife von nodal auf sich selbst breitet sich das  nodal Signal sehr rasch Uber die gesamte linke Flanke
aus. Gleichzeitig aktiviert nodal Pitx2 . Pitx2 reprimiert nodal, bleibt aber wahrend der Organausbildung ak-
tiv, woflr eine positive Ruckkopplungsschleife von Pitx2 auf sich selbst verantwortlich ist.




Widerspriiche sein? Zum einen
betrachten wir ja Végel und Sau-
ger, d. h. es kénnte evolutionare
Grunde geben. Andererseits ist
der Hihnerembryo eine flache
Keimscheibe, wahrend der Maus-
embryo in diesem Stadium zylin-
derfoérmig organisiert ist, d. h. es
kbnnte etwas mit der unter-
schiedlichen Architektur des
frihen Embryos zu tun haben.

Wir haben uns daher entschlos-
sen, das Kaninchen zu untersu-
chen, einen weiteren Sauger, der
sich aber wie das Hiuihnchen, und
Ubrigens auch der Mensch, Uber
eine flache Keimscheibe ent-
wickelt. Um diese Experimente
durchfuhren zu kénnen, haben
wir etwa 20 Markergene aus dem
Kaninchen kloniert und ihre Ex-
pression analysiert, auflerdem
ein in vitro System etabliert, das
die gezielte Manipulation und
Kultur friher Kaninchenembryo-
nen erlaubt. Entsprechende Ex-
perimente mit Mausembryonen
lassen sich nicht durchfiihren, da
sie zu diesem Zeitpunkt bereits
im Uterus implantiert sind.

Wie in der Maus fanden wir eine
bilateral symmetrische Expressi-
on von shh und FGF8im Knoten-
bereich, wahrend nodal und
Pitx2, wie in allen Wirbeltierem-
bryonen, links-asymmetrisch ak-
tiv sind (Fischer und Blum, unver-
offentlicht). Unser Kultursystem
haben wir an Hand der nodal-
Pitx2 Kaskade Uberpruft. Eine
nodal-getrankte Mikroperle, auf
die rechte Seite eingebracht,
fuhrte zu ektopischer Induktion
von nodal und Pitx2 im rechten
Seitenplattenmesoderm. Der
nodal-Pitx2 Signalweg ist also im
Kaninchen konserviert, und die
rechte Seite besitzt die Kompe-

verwendete FGF8 war vom sel-
ben Hersteller wie das in Huhn
und Maus benutzte, und wir ha-
ben die Aktivitat in Tests im
Frosch Xenopus Uberprift. In kei-
nem einzigen Fall fanden wir
rechtsseitige ektopische Aktivie-
rung von nodal. Daraus schliel3en
wir, dass sich FGF8 im Kanin-
chen — anders als in der Maus-
nicht als linke Determinante ver-

tenz, auf ein zusatzliches nodal-
Signal die linke Kaskade auf der
rechten Seite zu aktivieren.

In einer gréBeren Versuchsreihe
haben wir uns um FGF8 gekim-
mert. Dabei haben wir die Perlen
links oder rechts plaziert, drei ver-
schiedene FGF8 Konzentratio-
nen verwendet, und die Perlen
dicht am Knoten oder in die Sei-
tenplatte gesteckt. Das von uns

nodal V nodal
1 Nshh UFGF8 ? shh Y} FGF8
Pitx2 Nodal  Pib2 FOF8 N odal
LIR LIR LIR
Vogel Séuger Séuger
Keimscheibe Eizylinder Keimscheibe
| i V

'3 'Y

FGF8 links FGF8 rechts |

Abb. 7 Die Rolle des Wachstumsfaktors
fer von der Mitte in die Peripherie.

Im Huhn wirkt FGF8 als rechte Determinante und verhindert die
rechtsseitige Aktivierung von  nodal. In der Maus ist FGF8 notig
fur die Aktivierung von  nodal auf der linken Seite. Neben evolu-
tiondren Unterschieden zwischen Végeln und Saugern unter-
scheiden sich die friihen Embryonen von Huhn und Maus in ihrer
Topologie. Im Kaninchen, einem S&uger, der sich Uber ein Keim-
scheibenstadium entwickelt, wirkt ~ FGF8 wie im Huhn als rechte
Determinante. Eine mit FGF8 beladene Mikroperle verhindert die
Aktivitat von nodal auf der linken Seite. Auf der rechten Seite hat
FGF8 keinen Einfluss auf die nodal Aktivitat.

FGF8 beim Signaltrans-




halt. Umgekehrt fuhrte im Kanin-
chen eine linksseitige Plazierung
der Perlen in jedem Fall zu einer
Repression von nodal und Pitx2,
genauso wie im Huhn. Eine rech-
te Funktion von FGF8 im Kanin-
chen konnte wir durch Funktions-
verlustexperimente untermauern.
Nach Blockierung des FGF-Sig-
nalwegs durch Plazierung eines
Inhibitors auf der rechten Seite
fanden wird ektopische Aktivie-
rung von nodalim rechten Seiten-
plattenmesoderm, wahrend der
Inhibitor auf der linken Seite kei-
nen Effekt hatte.

Was lernen wir aus diesen Expe-
rimenten? (a) Die Unterschiede
zwischen Maus und Huhn schei-
nen nicht evolutionar bedingt zu
sein. Im Kaninchen (Sauger)
wirkt FGF8 wie im Huhn (Vogel)
als rechte Determinante.
(b) Asymmetrische Genexpressi-
on ist keine Voraussetzung fur
asymmetrische Funktion. In Ka-
ninchen und Maus wird FGF8im
Knotenbereich asymmetrisch ex-
primiert. (c) Der entscheidende
Parameter scheint die Topologie
des frihen Embryos zu sein. In
Huhn und Kaninchen (flache
Keimscheiben) wirkt FGF8 auf
der rechten Seite, indem es nodal
reprimiert, im Unterschied zur
Maus (Eizylinder), wo FGF8
nodal auf der linken Seite akti-
viert.

Die Maus ist ganz ohne Zweifel
das am besten untersuchte gene-
tische Modellsystem fiir den Men-
schen. Eine Vielzahl von Maus-
mutanten, spontan entstanden
oder durch genetische Manipula-
tionen im Labor erzeugt, dienen
der Untersuchung grundlegender
Mechanismus von z. B. Krankheit
und Krebs. Unsere Experimente

im Kaninchen geben allerdings
einen Hinweis darauf, dass frihe
Entwicklungsprozesse in Sau-
gern unterschiedlich gesteuert
sein kénnten, und dass dafir to-
pologische Griinde maflgebend
sein konnten. Da menschliche
Embryonen sich wie Huhn und
Kaninchen Uber eine flache
Keimscheibe entwickeln, kénnte
sich das Kaninchen als ein wichti-
ges zweites Modellsystem der
Sauger neben der Maus etablie-
ren, zumindest was die frihen
Musterbildungsprozesse betrifft.

Zusammenfassung

Die aul3ere Erscheinungsform
der Wirbeltiere ist bilateral-sym-
metrisch. Im Gegensatz dazu
nehmen die meisten inneren Or-
gane eine definierte asymmetri-
sche Lage ein. Dieser als ,Situs
solitus" bezeichnete Zustand bil-
det sich — unter genetischer Kon-
trolle — wahrend der Embryonal-
entwicklung aus. Fehlsteuerun-
gen fiihren zu schwerwiegenden
Defekten der inneren Organe, vor
allem des Herzen. Wie die ur-
sprungliche  Symmetrie des
fruhen Embryos gebrochen wird
ist nach wie vor unklar. In allen
Wirbeltierembryonen finden wir
bereits in einem sehr friihen Sta-
dium, das beim Menschen einem
ca. 2-3 Wochen alten Fotus ent-
spricht, asymmetrische Genakti-
vitaten auf der linken Seite. Zu
diesem Zeitpunkt gibt es noch
keine Organe. Die linksseitigen
Signale mussen daher in die ent-
stehenden Organe transportiert
werden. Dabei spielt das von uns
aus Frosch, Zebrafisch, Kanin-
chen und Maus isolierte Gen
Pitx2 eine entscheidende Rolle.
Pitx2 kodiert fur einen sog. Trans-

kriptionsfaktor, ein Eiweil3, das
seinerseits andere Gene in ihrer
Aktivitat steuert. Wenn wir es
z. B. im Frosch auf der rechten
Seite fehlsteuern, kommt es zur
Umkehr der Plazierung der Orga-
ne (Situsinversion). Wahrend die
asymmetrische Organausbildung
bei Wirbeltieren stets nach dem-
selben Muster  abzulaufen
scheint, gibt es in den frihen
Phasen offensichtlich z. T. erheb-
liche Unterschiede. Diese konn-
ten mit der unterschiedlichen Ar-
chitektur der frihen Embryonen
zu tun haben. Die meisten Sau-
ger entwickeln sich tber ein Zwi-
schenstadium, das eine flache
Scheibe darstellt (Keimscheibe),
wéahrend Mausembryonen zylin-
derférmig aussehen. Unsere Un-
tersuchungen an Kaninchenem-
bryonen, die Keimscheiben aus-
bilden, haben gezeigt, dass es er-
hebliche Unterschiede zur Maus
gibt, weshalb die Maus fur frihe
Entwicklungsstadien u. U. kein
geeignetes genetisches Modell-
system fur den Menschen dar-
stellt.




Glossar

Ablation

autosomal

dominant

dorsal

FGF8

ektopisch

geschlechts-
gebunden

Haploinsuffizienz

Heterotaxie

Isomerismus

kodieren

Knockout-Maus

Lateralitat

Mutation

Neuralplatte

Entfernen eines Gewebestlicks

nicht auf einem Geschlechts-
chromosom lokalisiertes Gen

kommt bereits zur Auspragung,
wenn nur eine Genkopie defekt ist

auf der Seite, auf der sich der
Ricken bildet

Fibroblastenwachstumsfaktor
Nr. 8

an einem Ort, an dem ein Gen
normalerweise nicht aktiv ist

auf einem Geschlechts-
chromosom (X oder Y)
lokalisiertes Gen

nicht nur die Gegenwart, sondern
auch die Menge eines Genpro-
dukts (EiweiR) ist fur die korrekte
Funktion notwendig

nicht eindeutige Definition des
Situs

spiegelbildliche Verdoppelung ei-
ner Seite eines Organs auf der
anderen Seite, z. B. der Lunge

Gene bestehen aus DNA, in der
die Information zur Synthese von
Eiweil3en (Proteinen) festgelegt
oder kodiert ist

Maus, die in einem Gen durch ge-
zielte gentechnische Manipulation
defekt ist

Gesamtheit der asymmetrischen
Organausbildung

Veranderung eines Gens

eine Verdickung auf der Ricken-
seite eines fruhen Embryos, aus
der sich das Neuralrohr bildet.
Aus dem Neuralrohr wird das ge-
samte Nervensystem

Organogenese/
Organmorpho-
genese

Primitivstreifen

reprimieren

rezessiv

Seitenplatten-

mesoderm

shh

Situs inversus

Situs solitus
Transkriptions -
faktor

ventral

Wachstumsfaktor

eine Phase der Embryonal-
entwicklung, in der sich aus
primitiven Anlagen die Organe
bilden

Verdickung in der Mittellinie friiher
Embryonen

eine Genaktivitat unterdriicken

kommt nur zur Auspragung, wenn
beide Genkopien defekt sind

beidseitig von der Mittellinie
angeordnetes Gewebe eines
frithen Embryos, aus dem das
Herz und der Magen-Darmtrakt
entsteht

sonic hedgehog, bezeichnet einen
Wachstumsfaktor

spiegelbildliche Umkehr der Lage-
beziehung der asymmetrischen
Organe des Brust- und Bauch-
raums

normale Anordnung der Organe
des Brust- und Bauchraums

Eiweil3, das an DNA bindet und
die Aktivitat von Genen steuert

auf der Seite, auf der sich der
Bauch bildet

Eiweil3, das Signale zwischen Zel-
len, z. T. Uber groRRere Entfernun-
gen, vermittelt. Die Zelle, die das
Signal erhalt, bindet den Wachs-
tumsfaktor tber eine Antenne
(Rezeptor) auf der Zelloberflache,
von wo aus die Nachricht in den
Zellkern vermittelt wird. Dort
kommt es zur spezifischen Akti-
vierung oder Repression von Ge-
nen




[1] J. Capdevila, K. J. Vogan, C. J. Tabin,

J. C. Izpisua Belmonte,
Cell 101(1), 9-21 (2000)

[2] C. V. E. Wright,
Dev Cell 1, 1-20 (2001)

[3] M. Blum, H. Steinbeisser,
M. Campione, A. Schweickert,
Cell Mol Biol (Noisy-le-grand) 45(5),
505-16 (1999)

[4] M. Levin, R. L. Johnson, C. D. Stern,
M. Kuehn, C. Tabin,
Cell 82(5), 803-14 (1995)

[5] T. Boettger, L. Wittler, M. Kessel,
Curr Biol 9(5), 277-80 (1999)

[6] L.A. Lowe, D. M. Supp, K. Sampath,
T. Yokoyama, C. V. Wright,
S. S. Potter, P. Overbeek,
M. R. Kuehn,
Nature 381(6578), 158-61
(1996)

(7]

(8]

[

(20]

(11]

A. Schweickert, M. Campione,
H. Steinbeisser, M. Blum,
Mech Dev 90(1), 41-51 (2000)

[12] E. N. Meyers, G. R. Martin,
Science 285(5426), 403-6 (1999)

[13] S. Izraeli, L. A. Lowe,
V. L. Bertness, , D. J. Good,
D. W. Dorward, I. R. Kirsch,
M. R. Kuehn,
Nature 399(6737), 691-4 (1999)

M. Campione, H. Steinbeisser,
A. Schweickert, K. Deissler,

F. van Bebber, L. A. Lowe,

S. Nowotschin, C. Viebahn,

P. Haffter, M. R. Kuehn, M. Blum,
Development 126(6), 1225-34
(1999)

E. V. Semina, R. S. Reiter,
J. C. Murray,

Hum Mol Genet 6(12),
2109-16 (1997)

M. Logan, S. M. Pagan-Westphal,
D. M. Smith, L. Paganessi,

C. J. Tabin,

Cell 94(3), 307-17 (1998)

A. K. Ryan, B. Blumberg,

C. Rodriguez-Esteban,

S. Yonei-Tamura, K. Tamura,

T. Tsukui, J. de la Pena,

W. Sabbagh, J. Greenwald,

S. Choe, D. P. Norris,

E. J. Robertson, R. M. Evans,

M. G. Rosenfeld,

J. C. Izpisua Belmonte,

Nature 394(6693), 545-51 (1998)




Essentielle Rolle des Rel/NF- kB Familienmitgliedes
RelB bei der Entwicklung lymphoider Organe: spezifische

Aktivierung durch den Lymphotoxin-

Z.B.Yilmaz, D. S. Weih, F. Weih, ITG

Adaptive Immun-
antworten benotigen

sekundare lymphoide
Organe

Abwehrreaktionen des Immun-
systems in Saugetieren lassen
sich grob in angeborene und er-
worbene Immunantworten unter-
teilen. Im Gegensatz zur angebo-

renen Immunitat, die vor allem
von sog. Fresszellen vermittelt
wird, zeichnet sich die erworbene
(adaptive) Immunitat unter ande-
rem durch die hochspezifische
Erkennung von Krankheitser-
regern bzw. Fremdantigenen und
durch ein immunologisches Ge-
dachtnis aus. Eine effiziente ad-
aptive Immunantwort gegen ein-

Zellkern

(el

lasliches TNF

Entziindungsfirdernde
Zytokine

Abb. 1: Klassische Aktivierung des NF-

KB Signallbertragungs-

weges durch den Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNFR). Die
Bindung von I8slichen Liganden fihrt zur Aktivierung des Rezep-
tors und der TRAFs (TNFR associated factors). Die Phosphorylie-
rung von | kBa durch den aktivierten IKK-Komplex fihrt zur Ubi-
quitinierung des Inhibitormolekiils und zu dessen Abbau durch
das 28S Proteasom. Die freigesetzten p50-RelA Heterodimere
wandern in den Zellkern und regulieren die Synthese von z.B.

entzindungsférdernden Zytokinen.

B-Rezeptor

dringende Krankheitserreger wird
von T- und B-Lymphozyten ver-
mittelt, die in spezialisierten se-
kundaren lymphoiden Organen,
wie z.B. der Milz, den Lymphkno-
ten und den Peyerschen Pla-
ques, von professionellen anti-
genpréasentierenden Zellen akti-
viert werden. In priméren lym-
phoiden Organen, wie z.B. Thy-
mus und Knochenmark, hinge-
gen findet die Entwicklung und
Reifung, aber keine Aktivierung
von Lymphozyten statt.

Die Rel/NF-kB
Transkriptionsfaktoren

Die Rel/NF-kB Proteine spielen
eine bedeutende Rolle bei der
Regulation von Genen, die Im-
munantworten, Stress- und ent-
zindlichen Reaktionen steuern.
In S&ugetieren wurden bisher
funf Rel/NF-kB Familienmitglie-
der beschrieben: die p50 Unter-
einheit, die durch Abspaltung von
dem Vorlaufermolekul p105 ent-
steht, die p52 Untereinheit mit
dem Vorlaufermolekul p100, so-
wie die Untereinheiten RelA,
RelB und c-Rel. Die Bindung der
Rel/NF-kB Proteine an regulatori-
sche Gensequenzen wird durch
Mitglieder der inhibitorischen IkB
Familie moduliert. Durch die In-
teraktion mit den IkB Molekilen
werden Rel/NF-kB Komplexe in-
aktiviert und im Zytoplasma
zuriickgehalten. Allerdings kann
eine Vielzahl extrazellularer Sig-
nale den IkB-Kinase-Komplex
(IKK) aktivieren, was Uber eine
Reihe von Zwischenschritten
letztendlich den Abbau der inhibi-
torischen Proteine bewirkt (siehe
Abb. 1). Die Freisetzung der
Rel/NF-kB Komplexe fuhrt nun zu
deren Wanderung in den Zellkern
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und zur Aktivierung von kB-regu-
lierten Genen [1, 2].

Die ,klassische* NF-kB Aktivitat
besteht aus p50-RelA Heterodi-
meren, aber viele andere homo-
und heterodimere Komplexe kén-
nen abhangig von Zelltyp und Sti-
mulus auftreten. Die RelB Unter-
einheit bildet eine Ausnahme, da
sie ausschlie3lich mit p50 oder
p52 interagiert, um aktivierende
Heterodimere auszubilden. In der
Maus findet man das RelB Pro-
tein nur in bestimmten Bereichen
lymphoider Organe. So besteht
beispielsweise die basale NF-kB
Aktivitat in Abwesenheit eines pa-
thogenen Krankheitserregers in
lymphoiden Organen hauptsach-
lich aus p50-RelB und p52-RelB
Heterodimeren, was auf eine Rol-
le von RelB bei der konstitutiven
Expression von kB-regulierten
Genen in diesen Geweben hin-
weist [3, 4].

RelB-defiziente Mause

haben eine gestorte
Entwicklung der Milz

Durch moderne molekulargeneti-
sche Methoden wurden einzelne
Mitglieder der Rel/NF-kB Familie
in der Maus gezielt zerstoért [5].
So zeigen beispielsweise RelB-
defiziente Tiere (relB”) neben ei-
ner eingeschrankten Immunitat
und Defekten im blutbildenden
(hamatopoetischen) System
auch deutliche pathologische
Veranderungen, die verschiede-
nen  Entzindungskrankheiten
und Autoimmunreaktionen beim
Menschen &hneln [6, 7]. Bei der
Analyse der histopathologischen
Veranderungen in der Milz von
relB” Mausen konnten wir zei-
gen, dass diese Tiere nicht in der

Lage sind Keimzentren oder
Netzwerke aus follikularen den-
dritischen Zellen auszubilden.
Keimzentren lymphoider Organe
sind Orte starker B-Zellvermeh-
rung und -auslese wahrend einer
adaptiven Immunreaktion [8]. Die
in den Keimzentren von folli-
kularen dendritischen Zellen ge-
bildeten Netzwerke fangen frem-
de Antigene ein und prasentieren
sie fur eine lange Zeit an ihrer
Oberflache, was fur die Ausbil-
dung eines immunologischen Ge-
dachtnisses wichtig ist. RelB wird
auch far die Ausbildung der mar-
ginalen Randzone benétigt [8].
Diese Struktur ist quasi der
Haupteingang fur Antigene, anti-
genprasentierende Zellen und
Lymphozyten in die Milz. Interes-
santerweise wurde &hnliche De-
fekte auch in p52-defizienten
Mausen beobachtet [9], wéhrend
Mause, in denen die p50-Unter-
einheit von NF-kB zerstort wurde,
eine weitgehend normale Milz-
struktur haben.

Mit Hilfe von Knochenmarktrans-
fers konnte nachgewiesen wer-
den, dass RelB in strahlungsre-
sistenten stromalen Zellen, wie
z.B. den follikularen dendriti-
schen Zellen, und nicht in strah-
lungssensitiven  ha&matopoieti-
schen Zellen fur die Ausbildung
von Keimzentren benétigt wird.
Fur die Ausbildung des margina-
len Randsinus und dessen Be-
siedlung mit spezialisierten
Fresszellen (Makrophagen) wird
RelB ebenfalls in stromalen Zel-
len bendtigt. Auch die B-Lympho-
zyten der marginalen Randzone
sind von dem Verlust von RelB
betroffen. Diese speziellen B-Zel-
len spielen inshesondere bei der
Produktion von Antikdérpern ge-

gen bakterielle Krankheitserreger
eine wichtige Rolle, eine Immun-
antwort, die in relB” Mausen
deutlich abgeschwaécht ist [10].
Fur die Entwicklung dieses Zell-
typs konnten wir nun zeigen,
dass RelB in hdmatopoietischen
Zellen benétigt wird [8]. Ahnliche
Ergebnisse wurden von einer an-
deren Arbeitsgruppe auch fur
p50-, RelA- und c-Rel-defiziente
Mauslinien erhalten [11]. Das Zu-
sammenspiel verschiedener NF-
kB-Komplexe in hamatopoieti-
schen Vorlauferzellen ist dem-
nach essentiell fur die normale
Entwicklung von B-Lymphozyten
der marginalen Randzone.

Die Ausbildung der
darmassoziierten

Peyerschen Plaques ist
abhangig von p52 und
RelB

Die Peyerschen Plaques sind
spezielle Lymphfollikel des Dinn-
darms, die durch die Resorption
von Nahrungsantigenen eine be-
sondere immunologische Aufga-
be wahrnehmen. Da IgA Antikor-
per die Schleimhaut durchwan-
dern und infektitse Mikroorganis-
men im Darmlumen neutralisie-
ren kbnnen, werden von Peyer-
schen Plaques ausgehende hu-
morale Immunantworten meist
von IgA Immunglobulinen vermit-
telt.

Unsere histologischen Untersu-
chungen ergaben, dass Peyer-
sche Plagues in erwachsenen
p52- und RelB-defizienten Mau-
sen vollstandig fehlen, wahrend
Tiere mit einer zerstorten p50 Un-
tereinheit im Vergleich zu Kon-
trolltieren weniger und kleinere
Peyersche Plaques haben. Die-




ses Ergebnis stimmt auch mit der
Beobachtung Uberein, dass sich
frihe Peyersche Plaque Organ-
anlagen in p50-defizienten Em-
bryonen normal entwickeln, in
p52- und RelB-defizienten Em-
bryonen hingegen abwesend
sind. Das Fehlen von Peyerschen

Plaques ist eine mdgliche Er-
klarung fir die dramatisch redu-
zierte IgA-Konzentration im Kot
p52- und RelB-defizienter Mause.
Von anderen Arbeitsgruppen wur-
de gezeigt, dass die durch das
Zytokin IL-7 induzierte Expressi-
on des Liganden Lymphotoxin

Zellkern

Hamatopoietische Zelle

Chemokine,
@ andere Zielgene?

Stromale Zelle

Abb. 2: Aktivierung von p52-RelB Heterodimeren durch den Lym-
photoxin- B-Rezeptor. Membrangebundene Lymphotoxin Ligan-
den auf hematopoietischen Zellen aktivieren den Lymphotoxin- B-
Rezeptor auf stromalen Zellen. Das Signal wird durch die NF-  kB-
induzierende Kinase (NIK) weitergegeben, was zu Phosphorylie-
rung und Abbau des inhibitorischen C-Terminus des p100 Vor-
l[Aufermolekdils fuhrt. Die genaue Funktion des IKK-Komplexes ist

noch nicht bekannt, aber sehr wahrscheinlich spielt die IKK

a Un-

tereinheit dabei eine wichtige Rolle. Die freigesetzten p52-RelB
Heterodimere kdnnen nun die Expression von Chemokinen und
anderen (noch unbekannten) Zielgenen aktivieren.

und die Aktivierung des Lympho-
toxin-p-Rezeptors wahrend der
Embryonalentwicklung unabding-
bar fir eine normale Entwicklung
der Peyerschen Plaques ist [12,
13]. Unsere Untersuchungen er-
gaben, dass dieser molekulare
Mechanismus in re/B” Mausen
nicht defekt ist.

Spezifische Aktivierung
von p52-RelB-

Komplexen durch den
Lymphotoxin- [3-Rezeptor

Daraufhin stellte sich die Frage,
ob RelB stromabwaérts des Lym-
photoxin  Signalilibertragungs-
weges liegt und ob die Aktivie-
rung des Lymphotoxin-3-Rezep-
tors zu einer Induktion von RelB-
Komplexen fihrt. In der Tat konn-
ten wir mit Hilfe von embryonalen
Bindegewebszellen zeigen, dass
die Signalluibertragung durch den
Lymphotoxin-B3-Rezeptor zu einer
spezifischen Aktivierung von
p52-RelB Heterodimeren fihrt,
wahrend z.B. nach Stimulation
mit dem Tumor-Nekrose-Faktor
ausschlieBlich der ,klassische”
p50-RelA NF-kB Komplex zu be-
obachten ist.

Neben den defekten Milzstruktu-
ren und der volligen Abwesenheit
von Peyerschen Plaques wurde
in relB” Mausen auch eine dra-
matische  Verkleinerung der
Lymphknoten beobachtet. Eine
mogliche Erklarung fir diese
massiv gestorte Entwicklung se-
kundarer lymphoider Organe ist,
dass die Synthese von bestimm-
ten Botenstoffen (Chemokinen),
welche die Wanderung und Ver-
teilung lymphoider Zellen steu-
ern, in relB” Mausen beeintrach-
tigt ist. In der Tat wurde in Milzen




RelB-defizienter Mause eine
deutliche Abnahme des Chemo-
kins BLC (B lymphocyte chemo-
attractant) festgestellt [8].

Zusammenfassung

Unsere Ergebnisse deuten auf ei-
ne essentielle Funktion von RelB-
Komplexen bei der Entwicklung
der Milz, der Peyerschen Plaques

und auch von anderen lymphoi-
den Organen hin. Sehr wahr-
scheinlich bewirkt die Bindung
der Lymphotoxin Liganden, die
sich auf der Oberflache von héa-
matopoietischen Zellen befinden,
an den Lymphotoxin-f3-Rezeptor
eine Aktivierung der p52-RelB
Heterodimere in stromalen Zellen
(siehe Abb. 2). Unser besonderes
Interesse gilt nun der Frage, wel-

che Komponenten des IKK-Kom-
plexes fur die Aktivierung der
p52-RelB Heterodimere bendbtigt
und welche Zielgene von RelB re-
guliert werden.
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Zwischen Genen, biologischer Komplexitat

und Krankheiten:

Alternatives Spleif3en von Botenmolekilen

H. Kénig, ITG

Eine der groRten Uberraschun-
gen bei der Analyse des mensch-
lichen Erbgutes war die Identifi-
zierung von nur 30.000-40.000
proteinkodierenden Genen [1, 2]
— nur circa zweimal mehr als bei
der Fliege oder einem einfachen
Fadenwurm (s. Abb.1). Die Ent-
wicklung der hohen biologischen
Komplexitat des Menschen (und
wahrscheinlich auch anderer
Saugetiere), basierend auf einer
solch relativ kleinen Zahl von Ge-
nen, erklart sich hauptsachlich
durch zellulare Mechanismen,
Uber die aus einem einzigen Gen
verschiedene Proteine (Eiweil3e)
hergestellt werden kénnen.

Der weitaus haufigste dieser Me-
chanismen ist alternatives pré-
MRNA-Spleil3en [3, 4] (s. Abb. 2).
Es beruht auf der Eigenschaft
von Genen aller Organismen
(auRBer Bakterien) die Information
zur Herstellung eines Proteins in
kleinen Stiicken (Exons) zu ent-
halten, die voneinander durch
lange nichtkodierende Genberei-
che (Introns) getrennt sind. Wah-
rend der Reifung eines Vorlau-
fer-Botenmolekils (pra-mRNA)
zum funktionellen Botenmolekl
(mMRNA) miussen die Introns
herausgeschnitten werden und
die Exons zu einer zusammen-
hangenden, proteinkodierenden
RNA-Sequenz zusammengefiigt
werden. Man bezeichnet dies als
SpleilRen. Exons kénnen dabei in
unterschiedlicher Weise mitein-
ander kombiniert werden, wo-
durch aus einem Gen bzw. Vor-
l[aufer-Botenmolekil unterschied-
liche mRNAs und Proteine herge-
stellt werden kdénnen. Dies wird
als alternatives SpleiRen be-
zeichnet. Nach gegenwartigen
Schatzungen spielt alternatives

Splei3en bei der RNA- und Pro-
teinbildung von mindestens 60%
aller menschlichen Gene eine
Rolle [1]. Proteinformen, die
durch alternatives SpleiRen her-
gestellt werden (sog. Spleivari-
anten) spielen in der normalen
Entwicklung von Organismen und
— wenn zur falschen Zeit oder in
der falschen Zelle hergestellt —
bei der Entstehung menschlicher
Krankheiten, wie neurodegenera-
tiven Erkrankungen oder Krebs,
eine wichtige Rolle [5, 6]. Damit
Zellen am richtigen Ort im Orga-
nismus zur richtigen Zeit
SpleiRvarianten herstellen kén-

nen, missen sie entsprechende
Signale (z.B. Wachstumsfaktoren
oder entwicklungssteuernde Sub-
stanzen) aus ihrer Umgebung de-
tektieren und Uber zellulare Sig-
nalwege die SpleiBmaschinerie
entsprechend instruieren. Wie
solche extrazellularen Signale al-
ternative Spleil3prozesse steuern
kénnen ist weitgehend unbe-
kannt.

Das Ziel unserer Arbeiten ist es
Eiweil3stoffe zu identifizieren,
welche alternatives Splei3en in
normalen Koérperfunktionen und
bei der Entstehung von Krebs

| 20.000 Gene

Abb.1: Die Analyse des menschlichen Erbgutes ergab Uberra-
schenderweise nur 30.000 bis 40.000 Gene (Abschnitte auf der
Erbsubstanz, DNA, welche Eiweil3e kodieren). Das sind nur unge-
fahr zweimal mehr Gene als bei der Fruchtfliege oder bei einem
einfachen Fadenwurm. Die erhebliche Diskrepanz zwischen bio-
logischer Komplexitat und unserer Genzahl wird durch die Exis-
tenz und die haufigere Verwendung von Mechanismen erklart,
durch die aus einem einzigen Gen verschiedene Proteine (Ei-
weile) hergestellt werden kénnen. Somit kdnnen wir trotz nur we-
nig mehr Genen eine grof3ere Zahl verschiedener Proteine (also
der Molekdle, welche den Korperfunktionen und -formen zugrun-
deliegen) herstellen als z.B. ein Wurm.
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Abb. 2 : Die Information fur die Herstellung eines Proteins liegt in unseren Genen nicht als konti-
nuierliche Informationsabfolge vor, sondern ist auf kurze Stilickchen (sog. Exons) verteilt. Diese
sind voneinander durch lange nicht-kodierende Genbereiche (sog. Introns) voneinander getrennt.
Diese gestlickelte Natur der Erbinformation bleibt bei der Abschrift (Transkription) des Gens in ein
Vorlaufer-Botenmolekil (pra-mRNA) zunachst erhalten. Um ein proteinkodierendes, reifes Boten-
molekul (MRNA) zu erhalten, missen die Intronbereiche herausgeschnitten und die Exonsequen-
zen zusammengefugt werden. Dieser Vorgang wird als Spleil3en bezeichnet. In mindestens 60% al-
ler menschlichen Gene kdnnen die proteinkodierenden RNA-Stiicke (Exons) in unterschiedlicher
Weise zusammengefiigt werden. Hierdurch kénnen aus einem Gen bzw. einem Vorlaufer-Botenmo-
lekdl unterschiedliche mRNAs und damit Proteine (Eiweil3e) hergestellt werden kénnen. Man be-
zeichnet dies als alternatives Spleil3en. Alternatives Spleif3en wird durch instruierende Signale aus
der Umgebung der Zelle oder durch zellulare Signalmolekiile, zu denen viele Onkogen-Produkte
(Produkte von Genen, deren Veranderung Zellen zu Krebszellen machen kénnen) reguliert. Es spielt
in der Embryonalentwicklung und bei der Entstehung von Krankheiten, wie neurodegenerativen Er-
krankungen (z.B. bestimmte Formen der Alzheimerschen Krankheit) oder Krebs eine wichtige Rolle.

steuern. Dartberhinaus wollen
wir die zellularen Signalrouten
finden und erforschen, die es Zel-
len ermdglichen SpleiBmuster in
Antwort auf duRere Signalstoffe
oder nach Veranderung bestimm-
ter Gene (z.B. Krebsgene) uber
diese Eiweil3stoffe zu verandern.

Das ,Modell-Gen*“ mit Hilfe des-
sen wir solche Proteine und Sig-
nalwege finden und untersuchen
wollen, ist das CD44-Gen. Es ko-
diert ein Zelloberflachenmolekl
von dem durch alternatives pra-
MRNA-Spleilen verschiedene
Formen, sog. CDA44-Varianten

entstehen (s. Abb. 3). Diese vari-
anten CD44-Formen sind in der
Embryonalentwicklung, bei der
Immunantwort und bei der Bil-
dung vieler boésartiger Tumore
von entscheidender Bedeutung
[7, 8, 9]. Die Identifizierung von
Proteinen, welche alternatives
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Abb. 3 : Verschiedene Proteinformen des Zelloberflachenmolekiils CD44 entstehen durch alternati-
ves SpleiRen unter Verwendung von bis zu zehn sog. varianter Exonsequenzen (v1-v10). Die daraus
resultierenden varianten CD44-Formen spielen in der Embryonalentwicklung, bei der Aktivierung
korpereigener Abwehrmechanismen (Immunantwort) und bei der Entstehung von Krebsmetastasen

(todliche Tochtergeschwiilste) eine wichtige Rolle.

SpleiBen von CD44 in diesen
Prozessen steuern, wird es uns
ermoglichen, die Rolle dieser Ei-
weil3stoffe im Organismus zu stu-
dieren und mdgliche Funktionen
dieser Proteine in der Regulation
anderer medizinisch relevanter
Gene zu finden.

Kdrzlich konnten wir einen in al-
len Lebewesen (aul3er Bakterien)
vorkommenden Signalweg identi-
fizieren (den sog. MAP-Kinase-
Weg) uber den Signalstoffe
SpleiBmuster regulieren [10]. Er
wird durch das Produkt des ras-

Krebsgenes, einem zentralen
Signalmolekdl der Zelle (das in
vielen Tumoren unkontrolliert ak-
tiv ist), aktiviert und steuert Pro-
zesse in der Embryonalentwick-
lung, in unseren koérpereigenen
Abwehrreaktionen (Immunant-
wort) und in der Entstehung von
Tumoren [11, 12, 13]. Als weite-
ren entscheidenden Schritt konn-
ten wir Eiweil3e identifizieren, die
an RNA-Exon-Sequenzen [14] in
der Vorlaufer-Boten-RNA des
CD44-Gens binden [15, 16]. Ei-
nes dieser Eiweil3e wird von die-

sem Signalweg direkt angesteu-
ert (s. Abb. 4). Dabei wird es
durch das zentrale Effektormo-
lekil des MAP-Kinase-Weges
chemisch  verandert (phos-
phoryliert), wodurch das Exon fur
die SpleiBmaschinerie zum Ver-
bleib in der reifen Boten-(m)RNA
markiert wird [16]. Damit konnte
zum erstenmal ein splei3regula-
torisches Protein identifiziert wer-
den, das Signale aus der Umge-
bung von Zellen und bei der
Krebsentwicklung aktivierte zel-
lulare Signalwege an die Entste-
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Abb. 4: Wir konnten einen in fast allen Lebewesen vorkommenden zellularen Signallbertragungs-
weg identifizieren (die sog. MAP-Kinase-Kaskade) Uber den &ul3ere Signale wie z.B. Wachstums-
faktoren, aber auch bestimmte krebsauslésende Substanzen (Tumorpromotoren) alternatives
SpleiRen des CD44-Vorlaufer-Botenmolekils (pra-mRNA) regulieren. Der gefundene Signalweg be-
inhaltet das Produkt des ras-Krebsgenes, ein zentrales Signalmolekil der Zelle, welches in vielen
Tumoren unkontrolliert aktiv ist. Der Signalweg spielt in der Embryonalentwicklung, in der Immun-
antwort und in der Tumorentstehung eine Rolle. Desweiteren konnten wir ein Eiweil identifizieren,
das an eine variante Exonsequenz im Vorlaufer-Botenmolekil des CD44-Gens bindet. Es wird von
der MAP-Kinase-Kaskade direkt angesteuert und chemisch verandert (phosphoryliert). Diese sig-
nal-induzierte Veranderung des spleil3regulatorischen Eiweil3es fuhrt zu dessen Aktivierung und,
auf noch nicht verstandene Weise, zum Verbleib des gebundenen Exons in der reifen CD44-mRNA
und damit zur Bildung varianter CD44-Formen. Eine wichtige Aufgabe unserer zukiinftigen Arbeit
wird es sein zu verstehen wie solche signal-induzierten Veranderungen von regulatorischen Ei-
weilRen die SpleiBmaschinerie aktivieren und welche Rolle solche regulatorischen Eiweil3stoffe in
der normalen Entwicklung des Organismus und bei der Entwicklung von Krebs spielen.

hung von Spleil3varianten kop-
pelt. Eine solche Kopplung tber
eine chemische Verédnderung von
spleiRregulatorischen Eiweil3stof-
fen kénnte ein allgemeines Prin-
zip fur die Regulation bzw. die
Verénderung von Spleillmustern
in normalen und krankhaften Pro-
zessen sein. Wichtige Aufgaben

unserer zukinftigen Arbeit wer-
den deshalb sein zu verstehen
wie solche signal-induzierten Ver-
anderungen spleil3regulatori-
scher Proteine die SpleiBmaschi-
nerie aktivieren und welche Rolle
solche regulatorischen Eiweil3-
stoffe im gesunden und im kran-
ken Organismus spielen.

Zusammenfassung

Alternatives Spleil3en von Boten-
molekuilen ist ein wichtiger Me-
chanismus fur die Entwicklung
der biologischen Komplexitat
hoherer Organismen und fur die
Herstellung von wichtigen Ei-
weil3formen in den Zellen unse-




res Organismus. Wir haben einen
zentralen zellularen Signaltber-
tragungsweg gefunden, der die
Herstellung von Metastasen-as-
soziierten Formen des Zellober-
flachenmolekils CD44 durch al-
ternatives Spleil3en steuert. Dar-
Uberhinaus konnten wir das erste

spleil3regulatorische Eiweil3 iden-
tifizieren, das auf instruierende
Signale aus der Zellumgebung
und auf in Krebszellen aktivierte
zellulare Signalmolekiile reagiert.
Diese Entdeckung eréffnet die
Moglichkeit die Rolle dieses und
verwandter Eiweil3stoffe im Orga-

nismus zu studieren und mogli-
che Funktionen dieser Proteine in
der Regulation anderer medizi-
nisch relevanter Gene zu finden.
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Genetik der Tumormetastasen

J. P. Sleeman, P. Baumann, N. Novac, W.-G. Thies, A. Nestl, O. von Stein, M. Hofmann, ITG

Einleitung

Die neuesten Statistiken fur
Deutschland zeigen, dass ca. ei-
ne von vier Personen an Krebs
sterben wird [1]. Im Jahr 1997
belief sich die Zahl der Krebsto-
ten auf 209.000. Jedoch wurden
338.000 neue Krebserkrankun-
gen diagnostiziert, was klar zeigt,
dass mehr als ein Drittel der Pati-
enten nicht an ihrer Erkrankung
stirbt. Warum? Die Antwort auf
diese Frage wird im Falle der
Hautkrebserkrankungen deut-
lich. Als gréf3tes Organ des Kor-
pers und direkt einer Reihe von
schadlichen Agentien ausge-
setzt, ist es nicht Uberraschend,
dass die Halfte aller neu diagno-
stizierten Félle Hautkrebse sind.
Von diesen sind ca. 80% Basal-
zell- oder Schuppenzellkarzino-
me, die aus epidermalen Kerati-
nozyten hervorgehen. Diese Tu-
more kénnen in 95% der Falle
geheilt werden. Auf der anderen
Seite tragen maligne Transfor-
mationen von Melanozyten zu
nur 4% der Hautkrebse bei, je-
doch werden 79% der Hautkreb-
stoten durch Melanome verur-
sacht. Das auffallend unter-
schiedliche Resultat dieser ver-
schiedenen Typen von Haut-
krebs kann fast ausschlief3lich
ihrem unterschiedlichen meta-
statischen Potential zugeschrie-
ben werden. Zum Beispiel kdn-
nen Basalzellkarzinome unbe-
handelt zu groRRen, klinischen
Proportionen anwachsen, meta-
stasieren aber nur selten. Im Ge-
gensatz dazu metastasieren Me-
lanome sehr aggressiv, wahrend
der primare Tumor noch klein ist.
Deshalb ist die metastatische
Ausbreitung von Tumorzellen
letztendlich verantwortlich fir die

groBe Mehrheit der Todesfélle
durch Hautkrebs. Dies gilt auch
fur die meisten anderen Krebsar-
ten. Die Pathobiologie der Sterb-
lichkeit bei Krebs bezieht sich
daher weitestgehend auf die Pro-
zesse, die zur Bildung von Meta-
stasen fuhren.

Was ist Metastasierung?

Das Wort Metastasierung wurde
vom Griechischen ,meta“ Wandel
und ,stasis”, Stand abgeleitet. Es
beschreibt die Ausbreitung von
Tumorzellen von einem Tumor
durch den Kdrper und die nach-
folgende Besiedlung an sekun-
daren Schauplatzen und das
Wachstum an diesen. Der Aus-
druck Metastasierung wurde zu-
erst von Joseph Claude Reca-
mier benutzt, um das Wachstum
von nicht in der direkten Nachbar-
schaft des primaren Tumors
wachsenden sekundaren Tumo-
ren zu beschreiben. Die Weiter-
entwicklung der Mikroskopie und
die Entwicklung von operativen
Techniken im letzten Jahrhundert
fihrten zu den Beobachtungen,
die die Basis fur unsere aktuellen
Vorstellungen Uber die zellulare
Basis der Metastasierung bilden.
Waéhrend der letzten 30 Jahre hat
die Anwendung molekularbiologi-
scher Techniken in der Metasta-
sierungsforschung viel zu diesen
Grundlagen beigetragen; bis zu
dem Punkt, an dem wir damit be-
ginnen konnen, zelluléare und mo-
lekulare Ereignisse, die zur Meta-
stasierung fuhren, zu beschrei-
ben [2].

Tumorzellen metastasieren bei
direkter Ausbreitung in Korper-
héhlungen und durch den Blut-
und Lymphkreislauf. Metastasie-

rung durch direkte Ausdehnung in
Kdrperhdhlungen ist ein Charak-
teristikum nur weniger Tumorar-
ten. Daher sind die zwei Kompo-
nenten des Kreislaufs, das Blut-
und das Lymphsystem, die
Hauptrouten uber die sich die Tu-
morzellen ausbreiten.

Eine Kombination von zellularen
und molekularen Ereignissen
sind wahrend der anféanglichen
Schritte der Tumormetastasie-
rung notwendig (Abb. 1). Die Tu-
morzellen missen ihre adhésiven
Eigenschaften andern. Sie mus-
sen fahig sein, sich von den sie
innerhalb des priméaren Tumors
umgebenden Zellen zu l6sen. Es
ist auch wichtig, dass die Tumor-
zellen Proteasen produzieren, in-
duzieren oder aktivieren, um Hin-
dernisse zu Uberwinden, um in
das darunterliegende Gewebe
eindringen zu kdénnen. Tumorzel-
len mussen auch in der Lage
sein, an neue Substrate wie zum
Beispiel die Bestandteile der ex-
trazellularen Matrix, die Basal-
membran oder an andere Zellen,
namlich jene, die die GefalRe
(Endothelzellen) bilden, zu bin-
den. Sie missen auch beweglich
sein, um in das Kreislaufsystem
einzudringen.

Nach Eintritt und wéahrend des
Transports im Kreislaufsystem
werden von den Tumorzellen
auch eine Vielzahl an zellularen
und molekularen Eigenschaften
bendtigt, um Metastasen zu bil-
den (Abb. 1). Im Blutstrom mus-
sen sich die Tumorzellen an das
Endothelium anheften und den
Ruckzug der Endothelzellen in-
duzieren. Zusatzlich missen sie
Proteasen produzieren, induzie-
ren oder aktivieren, die fahig sind,
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Abb. 1: Darstellung der wichtigen, wahrend der Metastasierung auftretenden zellularen und mole-
kularen Prozesse. Gednderte adhasive Eigenschaften (a), die Sekretion, Induktion und Aktivierung
von Proteasen (b) und der Erwerb von Bewegungsfahigkeit (c) tragen alle zum Eindringen der Tu-
morzellen in die Blut- oder Lymphkapillaren bei. Die losen zellularen Verbindungen und unvollstan-
digen bzw. fehlenden Basalmembranen machen die Lymphkapillaren fir die in das Kreislaufsystem
eindringenden Tumorzellen zu einem einfacheren Angriffspunkt als die Blutkapillaren. Innerhalb
des Lymphsystems kdnnen sich Metastasen bilden, wenn sich die Tumorzellen in den subcap-
sularen Sinusoiden der Lymphknoten ansiedeln. Diese Metastasen kénnen sekundére Ansiedelun-
gen bilden oder Uber den Blutstrom in andere Organe gelangen. Die Schliisselereignisse in der Bil-
dung von aus dem Blutstrom hervorgehenden Metastasen sind die Adhasion an und die Ablésung
vom Endothelium (d), die Sekretion, Induktion oder Aktivierung von Proteasen zusammen mit der

Bewegungsfahigkeit (e) und die Induktion von Angiogenese (f).

die darunterliegende Basalmem-
bran abzubauen, um dann in die
darunterliegenden Gewebe ein-
wandern zu kdnnen. Andererseits
sind Tumorzellen haufig nach
Eindringen in die lymphatische
GefalRe im Lymphknoten gefan-
gen und bilden dort Metastasen.
Wenn sich Tumorzellen an einem
entfernten Ort etabliert haben,

muss es ihnen mdoglich sein, pro-
gressiv zu wachsen, sonst blei-
ben sie Mikrometastasen. Man
nimmt an, dass dabei Eigen-
schaften, wie die Fahigkeit, An-
giogenese (neue Bildung von
Blutgefal3e) zu induzieren oder
auf lokal produzierte Wachstums-
faktoren zu reagieren, sehr wich-
tig sind.

Veranderte
Genexpression:

Die treibende Kraft hinter
der Metastasierung.

Es ist klar, dass Tumorzellen vie-
le Eigenschaften erwerben mus-
sen, wenn sie fahig sein sollen,
Zu metastasieren. Wie entstehen
im primaren Tumor Zellen, die die




Eigenschaft zur Metastasierung
besitzen? Die Eigenschaften ei-
ner Zelle wird bestimmt durch die
Gene (diskrete Abschnitte der
DNA, die Einheiten von geneti-
scher Information kodieren), die
sie exprimieren. Genexpression
bedeutet, dass eine Zelle die mo-
lekulare Maschinerie anschaltet,
die benétigt wird, um genetische
Information, die in einem Gen ko-
diert ist, in ein Protein umzuwan-
deln. Verschiedene Proteine ha-
ben verschiedene Funktionen
und genau welche Reihe von
Proteinen eine Zelle besitzt, be-
stimmt ihr Verhalten. Im Falle von
Tumoren wiirde man somit erwar-
ten, dass sich die Expression vie-
ler Gene quantitativ und qualitativ
verandern muss, um die Tumor-
zellen mit Eigenschaften auszu-
statten, die fur den komplexen
Prozess der Metastasierung notig
sind.

Es ist nicht Uberraschend, dass
wahrend des Studiums der
Metastasierung, die differenzielle
Expression einer Reihe von Ge-
nen mit einem metastasierenden
Phanotypen assoziiert worden
sind. Was jedoch ungeklart bleibt
ist, wie viele Gene genau ihr Ex-
pressionsmuster verandern,
wenn Tumorzellen die Fahigkeit
entwickeln zu metastasieren.
Mehr noch ist irgend eines dieser
Gene absolut notwendig fur die
Ausbildung von Metastasen, oder
kann die gleichen Eigenschaften,
die notwendig fUr Metastasierung
ist, durch einige verschiedene
Gene oder Gengruppen besorgt
werden? Bis zu welchem Aus-
malfd werden Gene, die keine Rol-
le in der Metastasierung spielen,
wahrend der Entwicklung in einen
metastasiserenden Phénotypen,
hochreguliert? Um Antworten auf
diese wichtigen Fragen zu finden,

ware es noétig, das Repertoire von
Genen, die spezifisch in metasta-
sierenden Zellen, aber nicht in
ihren nicht-metastasierenden Ge-
gensticken exprimiert werden,
zu beschreiben und zu verglei-
chen.

Unterschiedliche Testmethoden
sind verwendet worden, um Gene
zu Uberprifen, die wéahrend des
Fortschreitens zu metastatischer
Kompetenz hoch- und herunter-
reguliert werden und jede dieser
Studien hat ein oder mehrere sol-
cher Gene identifiziert. Keine die-
ser Studien war jedoch fahig, die
Unterschiede in den Genexpres-
sionsprofilen von metastasieren-
den im Vergleich zu nicht-metas-
tasierenden Zellen effektiv und
vollstandig zu analysieren. Wir
haben uns dieser Frage zuge-
wendet, indem wir die Suppres-
sion Subtractive Hybridisation

Brust-
Karzinome

160 unterschiedlich
exprimierte Gene

90 homolog zu
bekannten Genen

70 neue (< 70% Homologie zu
hekannten Genen)

Bauchspeicheldriise-
Karzinome

11
gemeinsame
Gene

Abb. 2: Zusammenfassung der Gene, die durch SSH identifiziert wurden, welche unterschiedlich in

metastasierenden Zellen im Vergleich zu ihren verwandten, nicht metastasierenden Zellen expri-
miert sind. Im Brustkarzinom-SSH-Test wurden MTPa-Zellen (nicht-metastatisch) mit MTLy-Zellen
(metastatische Zellen) verglichen. Im Bauchspeicheldriisekarzinom-SSH-Test wurden 1AS-Zellen
(nicht metastatisch) mit ASML (metastatische Zellen) verglichen. Insgesamt wurden 268 unter-
schiedlich exprimierte Gene identifiziert, von denen 11 in beiden Brust- und Bauchspeicheldruse-

karzinom-SSH-Tests nachgewiesen wurden. Fir weitere Details siehe [3].




(SSH) verwendeten, in der Er-
wartung vollstéandiger die globa-
len Veranderungen der Genex-
pression beschreiben zu kénnen,
die sich ereignen, wenn Tumore
metastatische Eigenschaften ent-
wickeln [3]. Speziell verglichen
wir die Genexpressionsprofile
von  genetisch  verwandten
metastatischen und nicht-metas-
tatischen Zellen.

Unsere SSH-Tests weisen darauf
hin, dass der genetische Hinter-
grund der Tumormetastasierung
ziemlich komplex ist (Abb. 2). Wir
isolierten 268 unabhangige, un-
terschiedlich exprimierte Gene,
zirka die Halfte von ihnen
sind bereits bekannte Gene
(vollstandige Information Uber
diese Gene sind erhdltlich unter
http://igtmv1.fzk.de/www/itg/
sleeman/sleeman.html). Die Ex-
pression einiger dieser bekann-
ten Gene, ist schon mit Metasta-
sierung assoziiert worden. Die
verbleibenden Gene, die wir iso-
liert haben, sind neue vorher
nicht publizierte Sequenzen. Nur
11 dieser Gene wurden in beiden
SSH-Tests isoliert und somit wur-
de die Mehrzahl der Gene in nur
einem der Tests, aber nicht in
dem anderen, isoliert. Als wir je-
doch zufallig die Expression der
Gene Uberprifen, die in nur ei-
nem der SSH-Tests isoliert wur-
den, wurde beobachtet, dass ei-
ne grofl3e Anzahl von ihnen diffe-
rentiell in Metastasen verwandten
Brust- und Bauchspeicheldrise-
karzinom-Modellen  exprimiert
sind [3]. Dies weist auf zwei Din-
ge hin. Erstens: der Vorrat an Ge-
nen, die differentiell in Brust- und
Bauchspeicheldrisekarzinom-
Modellen exprimiert werden, ist
viel grol3er als die 11 Gene, wel-

che in beiden SSH-Tests isoliert
wurden. Zweitens: die Anzahl von
Genen, die unterschiedlich in den
von uns verwendeten metasta-
sierenden und nicht-metastasie-
renden Zellen exprimiert sind,
mussen bedeutend hdher sein
als die 268 unabhangigen Se-
quenzen, die wir erhalten haben.

Warum verandert sich

das Genexpressions-
muster in Tumoren?

Unsere Daten zeigen, dass
wéahrend des metastatischen
Fortschreitens viele Gene ihr Ex-
pressionsmuster veréndern. Ge-
nomische Instabilitat ist mogli-
cherweise die genetisch treiben-
de Kraft hinter diesen Verénde-
rungen. Die Genome von Tumor-
zellen sind instabil, aufgrund von
Mutationen und dem Ausfall von
Genen wie z.B. p53, die eine ent-
scheidende Rolle spielen in der
Zellantwort auf DNA-Zerstorung.
Dies hat zur Folge, dass Zellen
mit geschéadigter DNA Uberleben
und proliferieren, mit der Gefahr,
dass Veranderungen bestehen
und/oder Gene amplifiziert wer-
den. Diese Mutationen und chro-
mosomalen Veranderungen, die
so entstehen, sind zellspezifisch
und werden in einem sich ent-
wickelnden Tumor zu einem hete-
rogenen Genexpressionsmuster
fuhren. Wéahrend der Tumoraus-
breitung werden nur solche Tu-
morzellen die zahlreichen Selek-
tionsdriicke Uberleben und zu
progressiven sekundaren Tumo-
ren wachsen, die Veranderungen
in der Genexpression erworben
haben, die ihnen Eigenschaften
verleihen, die sie fur die Metasta-
sierung bendtigen. Viele Veran-
derungen in der Genexpression,

die aus genomischer Instabilitat
resultieren, haben jedoch keine
funktionelle Relevanz fir die Me-
tastasierung, da in Folge der ge-
nomischen Instabilitat nicht nur
das Expressionsmuster der Gene
verandert wird, die relevant fur
Metastasierung sind, sondern
auch Gene, welche keine oder ei-
ne nur untergeordnete Rolle in
der Metastasierung haben. Mehr-
noch, nicht alle Gene, die unter-
schiedlich in metastasierenden
Zellen exprimiert werden, sind
tatséchlich notwendig fur den
Prozess der Metastasierung.

Welche der Gene, die
wir identifiziert haben,

sind wichtig fur die
Metastasierung?

Um solche Gene zu identifizieren,
die die starkste Relevanz in Bezug
auf Metastasierung besitzen, ha-
ben wir eine Vielzahl von Testme-
thoden verwendet. Erstens, haben
wir Northern Blots verwendet, um
solche Gene zu identifizieren, de-
ren Expression in vielen Tumor-
modellen mit Metastasierung as-
soziiert ist. Zu solchen Genen
zéhlen CD24 und das ribosomale
Protein S7 [3]. Wir haben gezeigt,
dass CD24 und S7 auch in huma-
nen metastasierenden Tumoren
hochreguliert sind. lhre funktionel-
le Bedeutung fur die Metastasie-
rung wird gerade durch Geninakti-
vierung und durch ecotopische
Expression getestet. Zweitens,
verstarkte Beweglichkeit ist oft ei-
ne Eigenschaft von metastati-
schen Zellen, deshalb haben wir
in unseren Tests auch nach Ge-
nen gesucht, die in aktivierten
Lymphozyten und in Makropha-
gen (bewegliche Zellen des Im-
munsystems) exprimiert sind. Da-




bei identifizierten wir das unmittel-
bar frihe Gen Pip92 und ein neu-
es Gen, welches bis jetzt noch
nicht beschrieben ist. Wiederum
waren diese Gene in bestimmten
humanen Tumoren hochreguliert
und momentan Uberprifen wir, ob

ihre Expression eine wichtige
Funktion fir Metastasierung be-
sitzt. Weiterfihrende Studien mit
unseren Genen, die mit Metasta-
sierung assoziiert sind, werden
weitere wichtige Einblicke in die
genetischen Grundlagen der Tu-

mormetastasierung geben und
vielleicht Zielobjekte fur therapeu-
tische Anséatze in der Metastase-
nerkrankung identifizieren.

[1] Deutsche Krebshilfe.
Siehe http://www.krebshilfe.de/
neu/medieninfos/stat.html

[2] J.P. Sleeman,
The lymph node as a bridgehead in
the metastatic dissemination of
tumors.
Recent Results Cancer Res 2000;
157: 55-81

[3] A. Nestl, O.D. von Stein, K. Zatloukal,
W.-G. Thies, P. Herrlich, M. Hofmann,
J.P. Sleeman ,

Gene expression patterns associated
with the metastatic phenotype in
rodent and human tumors.

Cancer Res 2001, in press




Stop or Go — CD44 als Regulator essentieller
zellularer Entscheidungen

H. Ponta, V. Orian-Rousseau, L. Chen, H. Morrison, P. Herrlich, ITG

Ein Schalter: Ein/Aus — das ist
uns gelaufig. Das gibt es nicht nur
bei technischen Geréaten, son-
dern auch in menschlichen Zel-
len. Eine Immunantwort muss an-
gestellt und spater wieder abge-
stellt werden. Wir mobilisieren
Glukose in der Leber, wenn wir
Energie fur einen Marathonlauf
bendtigen, und schalten die Frei-
setzung ab, wenn wir es endlich
geschafft haben und uns von den
Strapazen erholen. Aber es gibt
bei technischen Geraten auch
kompliziertere Schalter, denken
wir an den Programmschalter bei
Radio- oder Fernsehgeraten, der
uns erlaubt, zwischen verschie-
denen Programmen zu wéhlen.
Wir haben einen solchen biologi-
schen Schalter, der unterschiedli-
che genetische Programme an-
steuert, identifiziert. Seine Funkti-
on wird hier geschildert.

Es ist nun schon 15 Jahre her,
dass uns der damalige Mitarbei-
ter des Deutschen Krebsfor-
schungszentrums in Heidelberg,
Prof. Siegfried Matzku, mit seinen
Anstrengungen, metastatische
Tumoreigenschaften zu identifi-
zieren, konfrontierte. Daraus wur-
de eine Kollaboration und
schlieBBlich ein Projekt mit dem
Ziel, Proteine zu identifizieren,
die entscheidende Funktionen im
Prozess der Metastasierung von
Tumorzellen austiben. Nach an-
fanglichen Fehlschlagen haben
wir schlieBlich mit der Beschrei-
bung eines der ersten metasta-
senspezifischen Proteinen mit
dem Namen CD44v in der Meta-
stasenforschung einen entschei-
denden Durchbruch erzielt [1].
Ein Indikator fur die Bedeutung
von CD44 st die Publikati-
onstatigkeit seit unserer Erst-Be-

schreibung, die exponentiell zu-
genommen hat und inzwischen
bei mehr als 5.000 Artikeln liegt.
Ein wesentlicher Grund fur dieses
breite Interesse liegt im Bedarf an
geeigneten Metastasenmarkern,
die fur Diagnose und/oder Thera-
pie eingesetzt werden kénnen.
Die ersten klinischen Studien
zum Einsatz von Antikorpern, die
spezifisch menschliche CD44v
Proteine erkennen, laufen bereits
seit einem Jahr und scheinen er-
folgversprechend zu sein.

Eines unserer zentralen Ziele
nach der Identifizierung von
CD44v als metastasenspezifi-
sches Protein war, seine Funktion
in diesem Prozess zu verstehen.
Dass dies ein schwieriges Unter-
fangen wurde, hangt mit drei Fak-
toren zusammen. Zum einen
konnten wir aus der Primarse-
quenz, also der Abfolge von Ami-
nosauren, die das Protein auf-
bauen und die wir aus der Nu-
kleotidsequenz ableiten konnten,
keine Schliisse auf seine Funktio-
nen ziehen, etwa auf Grund &hn-
licher Sequenzen mit Proteinen,
deren Funktion man bereits
kennt. Die Primérsequenz liel3 le-
diglich den Schluss zu, dass es
sich um ein Transmembranpro-
tein handelt, mit einem intrazel-
lularen, zytoplasmatischen Pro-
teinanteil, einem Transmembran-
abschnitt und einem relativ
grof3en extrazellularen Proteinan-
teil (Abb. 1). Zum anderen ist der
Metastasierungsprozess aullerst
komplex: Tumorzellen muissen
aus dem Priméartumor absiedeln,
durch Bindegewebe wandern, in
Lymph- oder Blutgefal3e eindrin-
gen, wieder auswandern und in
neuem Gewebe Uberleben und
wachsen. In all diesen Schritten,

die in der Summe nur im Tier
nachvollzogen werden kénnen,
kann CD44v wichtig und ent-
scheidend sein. Und schlie3lich
ist CD44v die Umschreibung ei-
nes komplexen Tatbestandes.
CD44v bezeichnet namlich eine
ganze Familie von Proteinen, die
aus der Kombination von 10 Gen-
abschnitten durch einen Prozess,
den man ,alternatives Spleil3en*
bezeichnet, hervorgehen (siehe
den Beitrag von Harald Konig).
Nur einige der Proteine dieser
CD44v Familie sind an der Meta-
stasierung beteiligt, andere ha-
ben wahrscheinlich Funktionen in
anderen physiologischen oder
pathologischen Prozessen. Das
bedeutet aber, dass unterschied-
liche Funktionen durch die unter-
schiedlichen CD44v’s ausgelbt
werden. Da aber die meisten Tu-
morzellen mehrere CD44v’s tra-
gen, fallt die Analyse und Zuord-
nung schwer.

Ein entscheidender Durchbruch
beziglich der Funktion von
CD44v gelang uber die Kartie-
rung von CD44v in normalem Ge-
webe. Die Lokalitat suggerierte
Funktionen. Als prominentestes
Vorkommen von CD44v’s fiel der
Ubergang von epithelialem zu
mesenchymalem Gewebe ins Au-
ge. Wéahrend der Embryonalent-
wicklung tragen zum Beispiel die
Randleistenzellen im Glied-
mal3enfeld CD44v. Die Funktion
dieser Randleistenzellen (epithe-
liale Zellen) besteht darin, dass
darunterliegende (mesenchyma-
le) Zellen zur Vermehrung und
damit zur Ausbildung einer Glied-
mafenknospe angeregt werden.
Wenn man die Funktion von
CD44v auf diesen Randleisten-
zellen (durch inhibierende Anti-
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CD44 als Schalter genetischer Programme

Wachstum, Wanderung, Invasion Kontaktinhibition
Wachstums- .
faktor ) Bindegewebe
Wachstums- Ch44 ‘ l g
faktor- & _> of g
rezeptor Qi/ » ( O.E/’ =

Zelimembran

Ankerprotein

I - -
Ir= Signaltransduktion
Zytoskelett I’T-F_

Je|njjazeul

genetische Programme

Abb. 1: Schematische Darstellung der Funktion von CD44 als Korezeptor und Vermittler von Kon-
taktinhibition. Das Bild zeigt einen Ausschnitt aus einer Zelle. Der Extrazellularbereich ist vom In-
trazellularbereich (Zytoplasma) durch eine Zellmembran (Lipiddoppelschicht) getrennt. In der Zell-
membran sind Transmembranproteine verankert. CD44 ist als buntes, ein Wachstumsfaktorrezep-
tor ist als blaues Transmembranprotein dargestellt. Die meisten Wachstumsfaktorrezeptoren kom-
men als Dimere vor. Die schwarzen ,Seitenketten“ an CD44 symbolisieren Zuckerketten. Der linke
Teil der Abbildung zeigt CD44 als Teil eines ternaren Komplexes, der zur Aktivierung von Signal-
ketten fuhrt. Die Signalketten gehen vom Wachstumsfaktorrezeptor aus (sie sind nicht gezeigt). Die
Aktivierung der Signalketten setzt Bindung eines ,Ankerproteins* an CD44 voraus, das das Zyto-
skelett (Aktinfilamente) an die Membran verankert. Der rechte Teil zeigt den Konformationszustand
von CD44 (der Ubergang ist durch die schwarzen Pfeile dargestellt), der nach Bindung einer Binde-
gewebssubstanz zur Rekrutierung von Merlin fhrt. Merlin unterbindet Signaltransduktion, weshalb
die genetischen Programme fiir Zellvermehrung, Wanderung und Invasion nicht aktualisiert werden
kénnen.

korper) inaktiviert, kénnen sich
die mesenchymalen Zellen nicht
mehr vermehren. In aufwendigen
Experimenten, in denen wir die-
sen Wachstumsstimulus im Rea-
genzglas nachgestellt und so der
Manipulation und Analyse zu-

ganglich gemacht haben, konn- tumsfaktors aktiviert werden

ten wir die Funktion von CD44v in
diesem Prozess entschlusseln:
Die mesenchymalen Zellen tra-
gen auf ihrer Oberflache einen
Wachstumsfaktorrezeptor, der
Uber die Bindung eines Wachs-

muss, damit es zur Zellvermeh-
rung kommt. Dieser Wachstums-
faktor wird von den Randleisten-
zellen produziert. Er kann nun
aber nicht direkt an seinen Re-
zeptor binden, sondern bendétigt




die Hilfe eines zweiten Proteins,
CD44v, das ihn dem Rezeptor in
geeigneter Form anbietet. Auch
die molekularen Details dieser
Ko-Rezeptorfunktion wurden von
uns aufgedeckt [2]. Es ist eine
spezifische Modifikation von
CD44v durch Zuckerseitenketten
(Heparansulfat), die eine ent-
scheidende Rolle spielt. Damit
war es das erste Mal gelungen,
den Beitrag eines CD44v Pro-
teins zum Mechanismus eines
physiologischen Prozesses funk-
tionell zu verstehen.

Dieser Erfolg legte die Uberle-
gung nahe, dass CD44v vielleicht
auch auf metastasierenden Tu-
morzellen eine ahnliche Ko-Re-
zeptorfunktion erfillen kodnnte.
Naturlich sind die Gegebenheiten
auf Tumorzellen géanzlich andere
als im Gliedmalenfeld. Der Re-
zeptor und sein Ko-Rezeptor
(CD44v) miussten auf der glei-
chen Zelle vorkommen. Aul3er-
dem sind die CD44v-Proteine, die
in der Metastasierung wichtig
sind, andere als diejenigen, die
auf den Randleistenzellen vor-
kommen. Andererseits gibt es
viele unterschiedliche Wachs-
tumsfaktorrezeptoren (und ent-
sprechend Wachstumsfaktoren),
deren Aktivitdt durchaus durch
unterschiedliche Mechanismen
reguliert werden kénnte. Ein Re-
zeptor an der Oberflache, der
Zellwanderung, Invasivitat, Ver-
mehrung beeinflusst, kbnnte der
richtige Kandidat fur die Wirkwei-
se von CD44v sein. Aus Daten ei-
nes U.S. Labors (van der Woude)
und des Max Delbriick Zentrums
in Berlin (Carmen Birchmeier) ist
ein solcher Rezeptor plausibel:
cMet. cMet kommt einerseits auf
den metastasierenden Tumorzel-

len, auf denen wir urspringlich
CD44v identifiziert hatten, vor
und wird andererseits auf Dick-
darmtumoren vermehrt produ-
ziert, fur die das Auftreten von
CD44v ein Indikator fur aggressi-
ves Wachstum und Metastasie-
rung ist. Fur eine humane Dick-
darmzelllinie war ein Beitrag von
CD44v zur Metastasierung von
einer anderen Arbeitsgruppe do-
kumentiert worden.

Tatsachlich war in beiden Zell-
linien die Aktivierung des cMet-
Rezeptors vollig von der Prasenz
von CD44v abhéangig. Der Me-
chanismus, wie CD44v in die
cMet-Aktivierung eingreift, unter-
scheidet sich allerdings wesent-
lich von demjenigen der Glied-
mafenentwicklung. Auf den Tu-
morzellen ist es ein CD44yv, das
nicht durch Heparansulfat modifi-
ziert ist und es findet keine Pré-
sentation von Zelle zu Zelle statt.
Vielmehr bildet CD44v mit cMet
und seinem Liganden einen
ternaren Komplex, Gber den erst
die Aktivierung des cMet-Rezep-
tors erfolgen kann. Wie sich die-
ser Komplex bildet und welche
Proteinteile von CD44v und des
cMet-Rezeptors und seines Li-
ganden genau fur die Ausbildung
des Komplexes benétigt werden,
ist Teil unserer gegenwartigen
Untersuchungen. Diese Untersu-
chungen sind auch von direkter
praktischer Relevanz, weil man
aus dem Wissen die genaue In-
teraktion mit niedermolekulare
Molekule ableiten kann, die diese
Interaktion verhindern und so
vielleicht die Metastasierung
blockieren kénnen.

Es genugt naturlich nicht, dass
ein Wachstumsfaktorrezeptor an
der Zelloberflache aktiviert wird,

damit die Zelle sich vermehrt
oder Wanderung und Invasion
ausgeldst wird. Vielmehr muss
das Signal — Aktivierung des Re-
zeptors — in den Zellkern gelan-
gen, wo das genetische Pro-
gramm auf Vermehrung etc. um-
geschaltet wird. Diese ,Signal-
transduktion“ erfolgt Uber eine
Reihe von intrazellularen Protei-
nen, die ein Netzwerk von Ver-
schaltungen bildet. Eine Kompo-
nente nach der anderen wird akti-
viert (in den meisten Fallen durch
Modifikation durch Phosphorylie-
rung). Am Ende des Netzwerks
wird ein Kernprotein aktiviert, das
je nach Rezeptor die Regulation
von Genen steuert, welche Zell-
beweglichkeit, Wanderung, Inva-
sivitat oder Vermehrung bewir-
ken. Die Signaltransduktionskas-
kade, ausgehend vom aktivierten
cMet-Rezeptor, ist gut bekannt.
Welche Rolle spielt dabei
CD44v? Fur die cMet-Aktivierung
genugte eine CD44v-Mutante,
welche nur die extrazellular-lie-
gende Doméne enthalt. Ein sol-
ches Protein reicht aus, um den
ternaren Komplex zu bilden. Eine
Uberraschung erlebten wir, als
wir die vom aktivierten cMet-Re-
zeptor ausgeldste Signalkaskade
untersuchten. In der durch die
CD44v-Mutante ausgelosten
cMet-Rezeptor-Aktivierung brach
die Signalweiterleitung ab und
das Signal gelangte nicht in den
Kern. Dies bedeutet, dass CD44v
noch eine zweite Rolle in der
cMet-Signalkette spielt, fur die
der intrazelluléare Teil von CD44v
benotigt wird. Wir nehmen an —
und testen dies —, dass an die in-
trazellulare Doméane von CD44v
ein Protein binden muss, uber
das dann die Signalkaskade lauft.
Ein wahrscheinlicher Kandidat ist




ein Protein, das das Zytoskelett
der Zelle an der Zellmembran
Uber Bindung an Transmembran-
proteine wie CD44 verankert
(Abb.1). Eine Mutante von
CD44v, in der diese Bindeféahig-
keit gestort ist, kann ebenfalls
das Signal nicht weiterreichen,
wie die Mutante ohne intrazellul&-
re Doméne, ein Indiz, dass die
Bindung des ,Ankerproteins” ent-
scheidend fur die Signalweiterlei-
tung ist.

Die Ko-Rezeptorfunktion von
CD44v fur Wachstumsfaktorre-
zeptoren wie cMet, die Zellwan-
derung und Invasivitat vermitteln,
konnte eine gute Erklarung bie-
ten, warum CD44v auf metasta-
sierenden  Tumorzellen vor-
kommt. Interessanterweise gibt
es aber Tumore, z. B. Neurobla-
stome, Prostatakarzinome, einige
Lymphome, in denen CD44 die
genau gegenteilige Rolle zu spie-
len scheint: Diese Tumore ent-
wickeln sich nur, wenn CD44
nicht auf den Zellen vorkommt.
Man bezeichnet solche Gene, de-
ren Genprodukte (Proteine) auf
Tumoren abwesend sein mus-
sen, damit sich der Tumor ent-
wickelt, als Tumorsuppressorge-
ne. In einer menschlichen Erb-
krankheit namens Neurofibroma-
tose Typ Il (NFIl) kommt es bei
den betroffenen Patienten zum
Auftreten von Tumoren des Ner-
vensystems, Uberwiegend soge-
nannte ,Schwannome*. In diesen
Tumoren ist das Tumorsuppres-
sorgen Merlin nicht mehr aktiv
(siehe oben). Folgerichtig fuhrt
die Aktivierung von Merlin in die-
sen Tumorzellen zur Unter-
drickung der Krebsbildung. Die
Verbindung zu CD44 besteht nun
darin, dass Merlin, ahnlich dem

JAnkerprotein, an Transmem-
branproteine binden kann. Wir
untersuchten zwei Fragen: 1.
Kann Merlin auch an CD44 bin-
den? 2. Wenn ja, ist diese Bin-
dung fir die tumorsuppressive
Wirkung von Merlin wichtig? Das
Bild, das diese Untersuchungen
lieferten, ist folgendes [3]: Merlin
kann tatsachlich, &ahnlich dem
LJAnkerprotein“, an CD44 binden,
allerdings nur unter bestimmten
physiologischen Bedingungen,
namlich dann, wenn die Zellen
»ausreichend dicht* in Kultur ge-
wachsen sind. Dann werden
Phosphatmodifikationen am Pro-
tein entfernt, Merlin bindet an
CD44 und unterbricht die Signal-
transduktion in der Zelle. Als Kon-
sequenz wird das genetische
Programm der Zelle zur Vermeh-
rung nicht aktiv und die Zelle
stoppt ihr Wachstum. Diesen Pro-
zess bezeichnet man als Kontak-
tinhibition — ein Vorgang, dem
Krebszellen nicht mehr unterlie-
gen, sie kdnnen ,unkontrolliert”
wachsen. Woher ,wissen“ die
Zellen, dass sie dicht gewachsen
sind (im Tier ist dies wahrschein-
lich das Erkennen von Gewebe-
grenzen)? Auch hier spielt CD44
die entscheidende Rolle. Eine
Komponente, die an den extra-
zellularen Teil von CD44 binden
kann, ist eine Bindegewebssub-
stanz. Die Konzentration dieser
Substanz, die von den Zellen
selbst produziert wird, ist ent-
scheidend. Ist diese Konzentrati-
on hoch genug (bei hoher Zell-
dichte), besetzt diese Substanz
alle CD44-Proteine, die Bindung
fuhrt zu Konformationsanderung
von CD44, in der Folge zur Bin-
dung von Merlin etc., siehe oben.
Uber diesen Mechanismus kénn-

te CD44 als Tumorsuppressor
wirken.

Wenn Merlin in Zellen nicht pro-
duziert wird (z.B. in NFIl-Patien-
ten), dann ist klar, dass Kontak-
tinhibition nicht funktioniert und
die Zellen zu Tumorzellen entar-
ten kénnen. In vielen Tumorzellen
wird aber Merlin produziert, trotz-
dem unterliegen sie nicht der
Kontaktinhibition und sind trans-
formiert. Warum? Eine Erklarung
koénnte darin liegen, dass in nor-
malen Zellen bei Erreichen von
x<dichtem Wachstum* Merlin nicht
nur Uber Bindung an CD44 akti-
viert wird, sondern auch die Men-
gen an Merlin in der Zelle um das
Drei- bis Vierfache ansteigt. In
Tumorzellen bleibt die Merlinkon-
zentration immer auf niedrigem
Niveau. Zu verstehen, wie diese
Mengenregulation von Merlin er-
folgt, kdnnte ein Schlussel daftr
sein, die tumorsuppressive Wir-
kung von Merlin in Tumorzellen
zu aktivieren und dadurch deren
Wachstum zu hemmen.

Jungste Untersuchungen einer
amerikanischen Arbeitsgruppe
(McClatchey) zeigen, dass Merlin
nicht nur entscheidend fir die
Krebsentstehung, sondern auch
fur die Bildung von Metastasen
ist. In Mausen, in denen das NF2-
Gen verandert ist und die kein
Merlin bilden kénnen, entwickeln
sich nicht nur mehr Tumore, son-
dern diese Tumore wachsen we-
sentlich aggressiver und bilden
vermehrt Metastasen. In diesem
Sinne kdnnte Merlin im Zusam-
menwirken mit CD44 als ,Meta-
stasensuppressor” wirken.

CD44 kontrolliert also gegenséatz-
liche Prozesse in der Zelle (Abb.
1). Einerseits Vermehrung, Wan-




derung und Invasivitat der Zellen
(was zum Beispiel wahrend der
Embryogenese oder wahrend der
Wundheilung wichtig ist), als Ko-
Rezeptor fir Wachstumsfaktorre-
zeptoren. Andererseits Vermeh-
rungsstopp und Wanderungsar-
rest (wenn Gewebegrenzen er-
reicht sind oder Zellen in vitro
dicht genug gewachsen sind)

durch Bindung einer Bindege-
webssubstanz und Rekrutierung
von Merlin. Wenn einer der Me-
chanismen aus dem Lot gerat,
kann es zur Tumorentstehung
und Metastasierung kommen.
Die molekularen Details dieser
beiden Prozesse werden uns zei-
gen, an welchen Stellen in trans-
formierten Zellen am einfachsten

Umpolung zur ,Normalitat” in ei-
ner Tumorzelle erreicht werden
kann und so das Tumorwachstum
und Absiedlung von Metastasen
gehemmt oder sogar unterbun-
den werden kann.
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Warum scheitert die Antihormontherapie bei
fortgeschrittenem Prostatakrebs?

A. C. B. Cato, L. Shatkina, A. Nestl, ITG; S. Mink, G2M Cancer Drugs AG

Einleitung

In den letzten Jahren hat die Dia-
gnose ,Prostatakrebs” in der
westlichen Welt bestandig zuge-
nommen. Heute stellt das Prosta-
takarzinom die zweithaufigste,
zum Tode fuhrende Krebsart bei
Ménnern dar [1]. Die Anfangsthe-
rapie besteht gewohnlich in einer
Entfernung der Prostata oder ei-
ner Bestrahlung, um die entarte-
ten Zellen zu entfernen, die sich
immer noch eingekapselt in der
Prostata befinden. Wahrend sol-
che, lediglich auf die Prostata be-
schrankten Tumore durch eine
Operation erfolgreich behandelt
werden konnen, ist das fortge-
schrittene oder metastasierende
Prostatakarzinom nur durch eine
lindernde Hormontherapie zu be-
handeln. Diese Behandlung ba-
siert auf der seit 1941 bestehen-
den Erkenntnis, dass die Redu-
zierung der im Blut zirkulierenden
Testosteronmenge die Krank-
heitssymtome bei Prostatakrebs-
patienten abschwacht [2]. Ur-
springlich wurde diese Verringe-
rung der Testosteronmenge durch
eine operative Kastration erreicht
(beidseitige Entfernung der Ho-
den). Spater wurden andere, che-
mische Arten der Kastration ein-
gefihrt, die keine Operation erfor-
derlich machten. So kam es zum
Einsatz von Diethylstilbesterol
oder Ostrogenen, um (ber den
Hypothalamus die Ausschuttung
des luteinisierenden Hormons
(LH) in der Hypophyse zu verhin-
dern [3]. Das luteinisierende Hor-
mon regt beim Mann die Bildung
von Testosteron in den Leydig-
schen Zwischenzellen des Ho-
dens an. Diese Behandlung hatte
allerdings gravierende Nebenwir-
kungen; in erster Linie ein erhoh-

tes Risiko fur Thrombosen und In-
farkte [4, 5]. Daher setzte man
spater Peptide als vertraglichere
Mittel zur chemischen Kastration
ein. Ahnlich wie die operative,
blockiert die chemische Kastra-
tion aber nur die Ausschittung
von Testosteron im Hoden; sie
verhindert jedoch nicht die Aus-
schittung von Dehydroepiandro-
steron oder Dehydroepiandroster-
on-sulphat in der Nebenniere [6].

Bis zu 40% des Dihydrotestoste-
rons in der Prostata kommt aber
aus den Nebennieren. Dies be-
deutet, dass eine kombinierte
Therapie eingesetzt werden
muss, um die Aktivitat der méann-
lichen Geschlechtshormone, die
auch Androgene genannt wer-
den, vollstandig zu hemmen.
Dieses Konzept einer totalen

Blockade der Androgene beinhal-
tet die Kombination aus operati-
ver oder chemischer Kastration
mit Antiandrogenen [7]. Androge-
ne binden normalerweise in der
Zelle an ein spezialisiertes Pro-
tein, das ihre Wirkung vermittelt
und Androgenrezeptor genannt
wird. Antiandrogene sind Mo-
lekile, die eine ahnliche Struktur
haben wie die Androgene, eben-
falls an den Androgenrezeptor
binden kénnen aber die Aktivie-
rung des Androgenrezeptors
durch Androgene verhindern.
Dies bedeutet, dass die Andro-
genwirkung nicht weitervermittelt
werden kann.

Die heute verfugbaren Antiandro-
gene sind Cyproteronaztetat
(CPA), Hydroxyflutamid, Nilutamid
und Bicalutamid (Casodex) (Abb.
1). Diese hemmen die Aktivitat al-

2-Hydroxyflutamid

Blcalutamld (Casodex)

wn=o

O=

me OH

ol
Cyproteronacetat

Nilutamid (RU 56187)

Abb. 1: Darstellung der Struktur des Androgens Testosteron und
der steroidalen (CPA) und nicht steroidalen Antiandrogene (Ca-
sodex, Hydroxyflutamid und Nilutamid).
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ler Androgene im ganzen Kdrper
und gehen in ihrer Wirkung des-
halb Uber operative und chemi-
sche Kastration hinaus, welche
die Androgene aus der Nebennie-
re nicht erreicht [8]. Allerdings
kann die Hormontherapie den fort-
geschrittenen Prostatakrebs nicht
heilen. Die Behandlung bewirkt
zunéchst eine antiandrogenab-
hangige Hemmung des Tumor-
wachstums. Nach durchschnittlich
zwei Jahren konnen die Anti-
androgene aber das Wachstum
der Tumorzellen aus unzurei-
chend verstandenen Griinden
nicht mehr bremsen [9]. Die Er-
forschung der Ursache dieser
Unempfindlichkeit von Prostata-
tumoren gegenuber der Anti-
androgentherapie stellt heutzuta-
ge eine der Herausforderungen
der Krebsforschung dar. Dies ist
auch einer der Schwerpunkte un-

serer Forschungsgruppe am Insti-
tut fir Toxikologie und Genetik.

Ursachen fur das

Scheitern der
Antihormontherapie

Es gibt mindestens vier Erklarun-
gen fur das Scheitern der Antihor-
montherapie bei fortgeschritte-
nem Prostatakrebs, die alle zu
der Insensitivitat gegentber der
Antiandrogentherapie beitragen
konnten (Abb. 2):

1. Mutationen im Androgenre-
zeptor, die das Verhalten die-
ses Proteins gegeniiber Anti-
androgenen verandern

2. Eine von Androgenen unab-
hangige Aktivierung des An-
drogenrezeptors

3. Eine neue Wirkungsweise des
Androgenrezeptors, welche

nicht der klassischen ent-
spricht und nicht durch Anti-
androgene gehemmt werden
kann

4. Eine Veranderung der Wir-

kungsweise des Rezeptors
durch assoziierte Proteine, die
seine Aktivitat modulieren

Mutationen des

Androgenrezeptors bei
Prostatakrebs

Der Androgenrezeptor befindet
sich im Zytoplasma der Andro-
gen-Zielzellen in einem inaktiven
Zustand. Wenn Androgene im
Blutkreislauf vorhanden sind,
kénnen sie wie alle Steroidhor-
mone problemlos die Zellmem-
bran durchdringen und im Zyto-
plasma an den Androgenrezeptor
binden. Diese Bindung bewirkt,
dass der Androgenrezeptor aus

1. AR-Mutanten kinnen durch
Antiandrogene aktiviert werden

3. Alternative Signaliibertragungswege
(zytoplasmatische Androgen-Antwort)
sind weniger sensitiv gegeniiber
Antiandrogenen

Mechanismus der Androgenresistenz beim

fortgeschrittenen Prostatakrebs

oAndrogen |

O Antiandrogen
o 0
QD ° ¢
2 las
\ » raf
» MEK

S D-D-

ARE SRE

GFR

ARE ARE

2. Ligandenunabhéngige
Aktivierung des AR

4. Koregulatorische Proteine
(in Tumoren exprimiert)
verdndern die Hormonspezifitat
des AR

Abb. 2: Schematische Darstellung der Signaltransduktionswege des Androgenrezeptors, welche
moglicherweise an der Entwicklung der Androgeninsensivitat bei der Antiandrogen-Behandlung
beim fortgeschrittenen Prostatakrebs beteiligt sind.




dem Zytoplasma in den Zellkern
transportiert wird. Dort bindet er
an das Erbmaterial DNA und akti-
viert die Ablesung bestimmter
Gene [10]. Antiandrogene binden
ebenfalls an den Rezeptor und
verhindern dadurch seine Aktivie-
rung durch seinen eigentlichen
Bindungspartner (Liganden).
Ausgehend davon nahm man an,
dass die Menge des Androgenre-
zeptors bei Fortschreiten des
Prostatakarzinoms erniedrigt wird
und das Wachstum der Tumor-
zellen nicht mehr durch den Re-
zeptor gesteuert werden kann.
Immunologische Analysen von
Gewebeschnitten haben aber ge-
zeigt, dass der Androgenrezeptor
in allen Stadien des Prostatakar-
zinoms vorhanden ist [11]. Dies
deutet darauf hin, dass die Insen-
sitivitat gegentiber der Antiandro-
gentherapie nicht in einem Ver-
lust des Rezeptors begriindet
sein kann. Genetische Studien
haben gezeigt, dass 30% aller
hormoninsensitiven Prostatakar-
zinome sogar mehrere Gene fir
den Androgenrezeptor enthalten.
Dies war in den Ausgangstumo-
ren vor der Antihormontherapie
noch nicht der Fall [12, 13]. Die
Vervielfachung der Gene ist mog-
licherweise das Ergebnis einer
Selektion von Tumorzellen, die
besonders viel Androgenrezeptor
enthalten und auch bei sehr ge-
ringen, aber trotzdem noch wirk-
samen Androgenmengen wach-
sen kdnnen.

Eine weitere Anpassung an eine
Umgebung mit geringer Andro-
genmenge stellen Mutationen im
Androgenrezeptor dar, die es er-
lauben, die normale Wachstums-
regulation durch Androgene zu
umgehen. Bei diesen Mutationen

handelt es sich normalerweise
um den Austausch von einzelnen
Aminosauren. Dies erniedrigt die
Spezifitdét der Ligandenbindung
und erlaubt die Aktivierung des
Rezeptors durch verschiedene,
nicht androgene Steroide und so-
gar durch Antiandrogene. Gene-
rell kann man sagen, dass die
Haufigkeit von Androgenrezep-
tor-Mutationen in Tumoren nach
der Antihormontherapie gegen-
Uber priméaren Tumoren vor der
Therapie signifikant erhéht ist.
Dies bedeutet nicht, dass die
Therapie die Mutationsrate er-
hoéht sondern, dass solche Zellen
einen Selektionsvorteil haben,
die eine Mutation im Androgen-
rezeptor-Gen tragen. Mutationen
spielen deshalb hdéchstwahr-
scheinlich eine wichtige Rolle bei
der Entwicklung der Insensitivitat
gegeniber Antiandrogenen.

Die erste Mutation dieses Typs,
die bei einem Patienten identifi-
ziert wurde, war eine Mutation im
Androgenrezeptor-Gen, die zu ei-
nem Austausch der Aminosaure
Threonin gegen Alanin an der Po-
sition 877 (T877A) des Androgen-
rezeptor-Proteins fuhrt [14]. Mo-
lekulare Studien haben gezeigt,
dass Progesteron, Ostrogene
und Antiandrogene an diesen
mutierten Rezeptor binden, ihn
aktivieren und das Wachstum der
ihn enthaltenden Tumorzellen sti-
mulieren. Kristallographische Un-
tersuchungen der Ligandenbin-
dungsdoméne des Wildtyp-Re-
zeptors, d.h. des normalen An-
drogenrezeptors und seiner
T877A-Variante zeigten, dass
durch die Mutation die Tasche,
welche das Hormon aufnimmt,
derart veréandert wird, dass nun
auch Progesteron, Ostrogene

und Antiandrogene hineinpassen
[15]. Prostatakarzinomzellen, die
im Androgenrezeptor zusatzlich
zu der T877A-Mutation die Muta-
tion L701H (Austausch der Ami-
nosaure Leucin gegen Histidin an
der Position 701) tragen, kénnen
sogar durch Glukokortikoide wie
Cortisol aktiviert werden [16]. Da
die zirkulierende Menge an Glu-
kokortikoiden relativ hoch ist, wird
dieser mutierte Rezeptor auch
bei extrem niedrigen Androgen-
konzentrationen aktiviert. Abb. 3
zeigt eine Zusammenfassung der
Mutationen, die bisher in Andro-
genrezeptorgenen von Prostata-
krebspatienten gefunden wurden
(http://iww2.mcqill.ca/androgenb/
prost.gif). Die meisten dieser Mu-
tationen sind noch nicht funktio-
nell untersucht worden, so dal3
der Effekt, den sie auf das Fort-
schreiten des Prostatakarzinoms
ausuben, noch unbekannt ist. Ei-
ne begrenzte Anzahl von Studien,
darunter unsere in Kollaboration
mit der urologischen Abteilung
der Universitatsklinik Innsbruck
durchgefuhrten Untersuchungen
an den mutierten Rezeptoren
V715M und V730M, bestétigen
eine breitere Steroidspezifitat der
veranderten Rezeptoren [17]. An-
hand der hier beschriebenen Rol-
le der Mutationen im Androgen-
rezeptor beim androgeninsensiti-
ven Prostatakarzinom, muss klar-
gestellt werden, dass derartige
Mutationen keineswegs alle Falle
von antiandrogenresistenten Pro-
statatumoren erklaren kdnnen.
Da nicht alle fortgeschrittenen Tu-
more Mutationen im Androgenre-
zeptorgen tragen, muss es ande-
re Mechanismen geben, die zur
Resistenz gegen die Antiandro-
gentherapie fuhren.
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Abb. 3: Auflistung bekannter Mutationen des Androgenrezeptors, welche bei Prostatakrebspatien-
ten gefunden wurden. Beschreibung der Nomenklatur dieser Mutationen: Der erste Buchstabe, dem
eine Nummer folgt, bezeichnet die Aminosaure mit der entsprechenden Postion in der Sequenz des
Androgenrezeptors. Der letzte Buchstabe steht fiir den Aminoséureaustausch, welcher bei der Mu-
tation stattgefunden hat. So bedeutet die Bezeichnung ,L701H", dal3 die Aminosdure Leucin an der
Position 701 gegen die Aminosaure Histidin ausgetauscht wurde. Die umrandeten Mutationen

wurden in unserem Labor analysiert [17]. Weitere Informationen sind tber

androgenb/prost.gif _ erhéltlich.

Die ligandenunab-

hangige Aktivierung des
Androgenrezeptors

Der Androgenrezeptor ist ein
Protein, das an DNA binden und
die Ablesung (Transkription) von
Genen regulieren kann. Solche
Proteine bezeichnet man als
Transkriptionsfaktoren. Wie an-
dere Steroidrezeptoren ist der
Androgenrezeptor ein liganden-
abhangiger Transkriptionsfaktor,
der nur in Anwesenheit von An-
drogenen aktiv wird. Neuere For-
schungsergebnisse zeigen je-
doch, dass der Androgenrezep-
tor in bestimmten Fallen auch in
Abwesenheit seines Liganden

(Androgen) als Transkriptions-
faktor wirken kann. Solche ligan-
denunabhéangigen Aktivierungen
sind fur den sogenannten Wild-
typ-Rezeptor, d.h. den normalen
Androgenrezeptor, beschrieben
worden; eine Verdnderung des
Rezeptorproteins stellt hierfir al-
so keine Voraussetzung dar. Die
Aktivierung erfolgt durch be-
stimmte Wachstumsfaktoren, wie
den insulindhnlichen Wachs-
tumsfaktor (IGF, fur englisch:
insulin like growth factor), den
Keratinozyten-Wachstumsfaktor
(KGF) oder den Epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) [18]. Bei
diesen Wachstumsfaktoren han-
delt es sich um Peptide, die an

http:/ww2.mcqill.ca/

spezialisierte membranstandige
Rezeptoren binden. Wie solche
Wachstumsfaktorrezeptoren den
Androgenrezeptor in Abwesen-
heit von Androgenen aktivieren
kénnen, ist im Detail noch nicht
geklart. Die Tatsache, dass die
beschriebenen Wachstumsfakto-
ren Uber ihre Rezeptoren soge-
nannte MAP-Kinasen (fur eng-
lisch: mitogen activated protein
kinase) aktivieren, legt aber die
Vermutung nahe, dass eine
Phosphorylierung des Androgen-
rezeptors zu seiner Aktivierung
fuhren konnte. Tatséchlich konn-
ten Untersuchungen, die wir
kurzlich in unserem Labor durch-
gefuhrt haben, zeigen, dass der




Androgenrezeptor ein Zielprotein
fur MAP-Kinasen ist. Zwei Serin-
Seitenketten in dem Teil des Re-
zeptors, der fur die Aktivierung
von Genen verantwortlich ist,
kénnen durch die MAP-Kinase
Erk-2 phosphoryliert werden. Die
Mutation dieser Serin-Positionen
hat in vitro einen Verlust der
Phosphorylierbarkeit zur Folge
und in vivo eine teilweise Hem-
mung der ligandenunabh&ngigen
Aktivierung des Rezeptors durch
Wachstumsfaktoren. Die Tatsa-
che, dalR die Mutationen die
ligandenunabhangige Aktivie-
rung aber nicht komplett blockie-
ren kénnen, 1aR3t vermuten, dass
der Signalweg, der von den
Wachstumsfaktoren ausgeht, ne-
ben der Aktivierungsdoméne des
Rezeptors noch andere Ziele hat.
Dabei konnte es sich um mit dem
Androgenrezeptor assoziierte
Proteine handeln.

Zwei Eigenschaften der wachs-
tumsfaktorvermittelten Aktivie-
rung des Androgenrezeptors
machen sie fur die Erklarung der
Androgeninsensivitat bei Prosta-
takrebs interessant. Zum einen
werden einige Wachstumsfakto-
ren von fortgeschrittenen Pro-
statatumoren verstarkt produ-
ziert und zum anderen konnten
wir bisher mit keinem der thera-
peutisch eingesetzten Antiandro-
gene die Aktivierung des Andro-
genrezeptors durch Wachstums-
faktoren hemmen. Dies deutet
darauf hin, dass dieser weitere
Mechanismus  wahrscheinlich
daran beteiligt sein kdnnte, dass
fortgeschrittene Prostatatumore
auch in Gegenwart von Antiand-
rogenen weiterwachsen kénnen.

Die zytoplasmatische
Androgenantwort

Der Androgenrezeptor wird in der
Literatur als ein ligandenabhangi-
ger Transkriptionsfaktor beschrie-
ben, der seine Wirkung im Zell-
kern entfaltet, indem er an die re-
gulatorischen Sequenzen be-
stimmter Gene bindet und deren
Transkription aktiviert. In den
letzten Jahren h&ufen sich aber
die Indizien, dass ein hormonbe-
ladener Androgenrezeptor bereits
im Zytoplasma schon Signalwege
aktiviert. Unsere eigenen Unter-
suchungen zeigen, dafl} Prosta-
takarzinomzellen bereits 2 min
nach der Behandlung mit dem
Androgen  Dihydrotestosteron
(DHT) eine Phosphorylierung der
zytoplasmatischen MAP-Kinasen
Erk-1 und Erk-2 zeigen [19].
Durch die Phosphorylierung wer-
den diese Enzyme aktiviert, ihrer-
seits Phosphatreste auf andere
Proteine zu Ubertragen. Diese
Aktivierung ist aber nur von be-
schrankter Dauer, denn sie halt
nur fir etwa 60 min an. Sie setzt
die Anwesenheit des Androgen-
rezeptors voraus und ist zell-
typspezifisch, denn in anderen
Zellen als Prostatakarzinomzel-
len kann diese Kinaseaktivierung
nicht beobachtet werden. Da die
Aktivitat des Androgenrezeptors
als Transkriptionsfaktor erst
Stunden nach Hormonbehand-
lung beobachtet werden kann,
bezeichnen wir die Kinaseaktivie-
rung wenige Minuten nach Hor-
mongabe als schnelle Androge-
nantwort. Die Proteine Erk-1 und
Erk-2 kdnnen die Zellteilung in
Gang setzen. Daher ist es mog-
lich, dal3 ihre Aktivierung durch
Androgene zumindest zum Teil
fur die fordernde Wirkung von

Androgenen auf das Tumor-
wachstum verantwortlich ist.
Uberraschenderweise aktivieren
auch verschiedene Antiandroge-
ne wie Hydroxyflutamid oder Ca-
sodex ebenfalls Erk-1 und Erk-2;
sie hemmen die Aktivierung
von zytoplasmatischen Kinasen
durch Dihydrotestosteron also
nicht [19].

Es gibt aber Substanzen, welche
die schnelle Androgenantwort
hemmen kénnen. Es handelt sich
dabei um bekannte Hemmstoffe
fur zytoplasmatischen Kinasen.
Substanzen, die alle Proteinsyn-
thesevorgange der Zelle blockie-
ren, hemmen die schnelle Andro-
genantwort dagegen nicht. Dies
spricht dafir, dass es sich bei der
schnellen Androgenantwort um
eine rein zytoplasmatische Wir-
kungsweise des Androgenrezep-
tors handelt, die keine neue Syn-
these von Proteinen bendtigt.
Dieser Befund wird unterstutzt
durch die Tatsache, dass in unse-
rem Labor hergestellte Mutanten
des Androgenrezeptors, die ent-
weder rein zytoplasmatisch oder
membranstandig lokalisiert sind,
ebenfalls zu einer hormonabhén-
gigen Kinaseaktivierung fahig
sind.

Es handelt sich hier also um eine
neue, d.h. nicht klassische Wir-
kungsweise des Androgenrezep-
tors, die nicht durch eine Anti-
androgenbehandlung zu hem-
men ist und deshalb an der Ent-
wicklung einer Androgeninsensiti-
vitat beteiligt sein kdnnte.

Der genaue Signalweg dieser zy-
toplasmatischen Androgenant-
wort ist noch nicht geklart, eben-
so sind die Zielproteine der Kina-
sekaskade unklar. Von den Ziel-




genen, die schlussendlich durch
die zytoplasmatische Androgen-
antwort aktiviert werden, kennen
wir bisher nur eines. Es handelt
sich um das c-fos Gen [19], das
auch durch viele andere wachs-
tumsinduzierende Stimuli akti-
viert wird.

Ein Zielprotein der Phosphorylie-
rungskaskade konnte der Andro-
genrezeptor selbst sein. Uber ei-
ne positive Rickkopplung kénnte
die zytoplasmatische Androgen-
antwort so eine ligandenunab-
hangige Genaktivierung durch
den Androgenrezeptor vorberei-
ten.

Wie bereits dargestellt, beruht die
ligandenunabhangige Wirkung
des Androgenrezeptors nicht al-

lein auf einer Phosphorylierung
des Rezeptors selbst, sondern
schlief3t hdchstwahrscheinlich mit
dem Rezeptor assozierte Protei-
ne mit ein.

Solche koregulatorischen Protei-
ne haben eine wichtige Funktion
in der klassischen Wirkungswei-
se des Androgenrezeptors im
Zellkern.

Koregulatorische
Proteine

Verschiedene Proteine, die in
Prostatakarzinomzellen vorhan-
den sind, binden an den Andro-
genrezeptor und verstarken seine
Aktivitat sogar bei niedrigen An-
drogenmengen oder in der Ge-

genwart von Antiandrogenen. Ei-
ne besonders hohe Konzentrat-
ion solcher koregulatorischen
Proteine kann also einen ahnli-
chen Effekt wie eine Mutation im
Androgenrezeptor haben. Abb. 4
zeigt einige dieser koregulatori-
schen Proteine, die als Partner
des Androgenrezeptors identifi-
ziert wurden (http.//ww2.mcgill.ca/
androgenb/ARIPmap.gif). Einige
dieser Proteine wurden bisher
nur als Interaktionspartner des
Androgenrezeptors beschrieben,
d.h., sie kdnnen zwar an den Re-
zeptor binden; die funktionelle
Konsequenz dieser Bindung ist
dennoch unklar. Die Wirkung wei-
terer koregulatorischer Proteine
wurde intensiv untersucht, wie
zum Beispiel die Funktion der

O Koaktivatoren/Koregulatoren = Korepressoren Y Andere Proteine
Doméne: N-Terminus : DBD : HBD
I ANPK |
B
| |
ARA24/RAN  BRCA1 Cyclin E I SNURF | é\:f: 2::5450
RAF  TFIIH,CAK  RB I Ubc9 | o
ARNIP  GAPDH  TFIIF | ARIP3 TIFZ Tip60
(o gun o ARA70 mZaclb
| Calreticulin |~ — ot
i RelA | .
' Filamen ! HSPS Ydj1p
I GR I
(6, (Gly), 1 0CT-112 |
hAR DU %

Interaktion mit
mehreren Doménen

935 625

ARA160 CBP  FHL2
GRIP1  SRC-1 TRAM-1
ERM TR4  ER-a

Doméne unbekannt 919

E6-AP HMG-1/2
Cyclin D1  BAG-1L

Abb 4.: Auflistung der Faktoren, deren Bindung an das Androgenrezeptorprotein bekannt ist. Diese
Faktoren kénnen die Wirkung des Androgenrezeptors entweder in positiver oder in negativer Wei-
se regulieren. Anhand der schematischen Darstellung des Androgenrezeptors sind die Doméanen,
die bei den jeweiligen Interaktionen eine Rolle spielen, ersichtlich. Rechts unten sind die Faktoren
aufgelistet, bei denen nicht bekannt ist, mit welcher Doméne des Androgenrezeptors sie interagie-
ren. Weitere Informationen sind Uber http:/ww2.mcgill.ca/androgenb/ARIPmap.gif erhaltlich.




Proteine TIF-2 und SRC-1, deren
Konzentration in einigen fortge-
schrittenen Prostatatumoren er-
hoht ist [20]. Sie kdnnen die Akti-
vitat des Androgenrezeptors auch
in Gegenwart der physiologi-
schen Konzentration der Andro-
gene aus der Nebenniere verstar-
ken. In einer anderen Studie wur-
de beschrieben, dass der Koakti-
vator ARA70 in der Prostatatumor
Zellinie DU 145 nicht nur die Akti-
vitat des Androgenrezeptors ver-
starkt, sondern auch die antago-
nistische Wirkung einiger Ligan-
den in eine agonistische umwan-
deln kann [21].

Wir haben uns in den letzten Jah-
ren mit einem anderen koregula-
torischen Faktor des Androgenre-
zeptors beschaftigt, dem Bag-1L
Protein. Auch dieses Protein ver-
starkt die Aktivitat des Androgen-
rezeptors; sowohl in Gegenwart
von Dihydrotestosteron, als auch
von Antiandrogenen. Analysen
von Gewebeschnitten, die wir zu-
sammen mit unseren Kollegen an
der Universitatsklinik Innsbruck
durchgefihrt haben, haben ge-
zeigt, dass das Bag-1L-Protein in
der Prostata immer produziert
wird; der genaue Ort dieser Pro-
duktion &ndert sich hingegen
wéahrend der Tumorprogression.
In der normalen Prostata ist
Bag-1L in den basalen Zellen vor-
handen, im Prostatakarzinom fin-
det sich Bag-1L in den sekretori-
schen Epithelzellen. Diese letzte-
ren Zellen enthalten auch den
Androgenrezeptor und es ist da-
her wahrscheinlich, dass Bag-1L
nur im Tumorstadium seine Wir-
kung auf den Androgenrezeptor
entfalten kann. Bezlglich einer
therapeutischen Anwendung ist
es fur uns wichtig herauszufin-

den, ob die Unterbrechung der In-
teraktion des Androgenrezeptors
mit Bag-1L das Tumorwachstum
bremsen kann. Im Vorfeld mis-
sen aber noch einige Fragen be-
antwortet werden. Erstens: wie
wird die drtliche Verlagerung der
Bag-1L Produktion wahrend der
Tumorprogression  kontrolliert
und wie kann sie verhindert wer-
den? Zweitens: Wie genau sieht
die physische Interaktion zwi-
schen Androgenrezeptor und
Bag-1L aus? Die entsprechenden
Experimente werden zur Zeit in
unserem Labor durchgefuhrt und
wir hoffen, dass sie es uns er-
mdglichen werden, die Interak-
tion zwischen Bag-1L und dem
Androgenrezeptor zu unterbre-
chen. Dabei gehen wir von der
Annahme aus, dass diese Inter-
aktion zu der Antiandrogeninsen-
sitivitdt bei Prostatakrebs bei-
tragt.

Perspektiven

Die Untersuchung verschiedener
Entstehungsmaoglichkeiten der
Insensitivitat gegendber der An-
tihormontherapie bei Prostata-
krebs haben zur Entdeckung
wichtiger neuer Mechanismen in
der Wirkungsweise des Andro-
genrezeptors gefiihrt. Es gelang
uns herauszufinden, daf3 maligne
Zellen alternative Signaltransduk-
tionswege entwickeln und das
Hormonsystem dazu benutzen,
therapeutische Versuche zu un-
terlaufen, welche das Zellwachs-
tum durch Androgenentzug brem-
sen sollen.

Dennoch gehen wir davon aus,
dass die vier Mechanismen, die
in diesem Artikel beschrieben
wurden, nicht alle Moglichkeiten

ausschopfen, dem therapeu-
tischen Androgenentzug zu ent-
kommen. Es ist sehr wahrschein-
lich, daf? weitere Studien zuséatz-
liche Mechanismen aufdecken
werden. Hochstwahrscheinlich ist
eine einzelne Krebszelle sogar in
der Lage, verschiedene Mecha-
nismen zur Erreichung der Insen-
sitivitat gegentber Antiandroge-
nen zu benutzen. Trotzdem sind
wir davon Uberzeugt, dass eine
Hierarchie der benutzten Signal-
wege existieren muss. Eine Ent-
schlisselung dieser Hierarchie
und der dazugehodrigen Mecha-
nismen wird uns einen weiteren
Schritt in die Richtung der Ent-
wicklung von Medikamenten
fuhren, welche das Tumorwachs-
tum anhaltend bremsen kénnen.
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Mutanten, Molekulle und Mikroarrays
Dem Appetit auf der Spur ...

M. Bauer, J. Katzenberger, I. Zinke, C. Melcher, C. Schitz, A. Gahler, M. Ritter, M. Pankratz, ITG

Haben Sie gerade Hunger wéah-
rend Sie diesen Artikel lesen?
Kennen Sie die Warteschlangen
in der Kantine? — Keine Angst, wir
wollen an dieser Stelle nicht tber
die Essgewohnheiten der FZK-
Mitarbeiter referieren.

Das Hunger-Gefuhl ist ein phy-
siologischer Mechanismus, der
im ersten Moment sehr rudi-
mentér und einfach erscheint. Bei
naherer Betrachtung jedoch sind
die Steuerung der Nahrungsauf-
nahme und die Verwertung der
Nahrstoffe komplizierte und in ho-
hem Mal3e regulierte biochemi-
sche Vorgange. Die Erforschung
dieser Prozesse kdnnen wichtige
Erkenntnisse der Wechselwirkun-
gen zwischen physiologischen
Zustand des Gesamtorganismus
und der Genkontrolle einzelner
Zellen und Geweben bringen.
Das Verstandnis dieser bioche-
mischen Koordination kann in
der Bekdmpfung verschiedener
Krankheiten und Gesundheits-
storungen, wie beispielsweise
Diabetes, Fettleibigkeit oder auch
in der Krebs-Diagnose und -The-
rapie, neue Ansatze liefern.

Fruchtfliegen

Nahrungsaufnahme und die damit
verbundenen biologischen Pro-
zesse sind bei einfachen und
hoher entwickelten Organismen
sehr ahnlich. Deshalb wird in un-
serer Arbeitsgruppe die Fruchtflie-
ge Drosophila melanogaster als

Forschern seit dem Beginn der
genetischen und molekularbiolo-
gischen Untersuchungen einge-
setzt [1]. Das biologische Hinter-
grundwissen ist entsprechend
umfangreich. Eine der bekannte-
sten Arbeitsgruppen um die Tu-
binger Biologin Prof. Nusslein-
Volhard wurde fur ihre Ergebnisse
in der Embryonalentwicklung von
Drosophila 1995 mit dem Nobel-
preis ausgezeichnet [2, 3].

Das Genom der Fruchtfliege wur-
de bereit vollstandig entschlis-
selt. Die DNA-Sequenz aller Ge-
ne ist somit bekannt. Dies bein-
haltet jedoch nicht, dass alle ge-
netischen Funktionen bekannt
und daraus abgeleitet, dass alle
funktionalen Gene bereits als sol-
che erkannt wurden. Ein weiterer
Punkt, der die Fruchtfliege gera-
de fir die Erforschung im Feld
der Nahrungsaufnahme und da-
mit verbundenen Kontrollmecha-
nismen interessant macht, ist ihr
Entwicklungszyklus in mehreren
Stadien. 21 Stunden nach der Ei-
ablage beginnt eine dreistufige
Larven-Entwicklung, an deren
Ende, 117 Stunden nach Eiabla-

ge, sich die Larven verpuppen
und 213 Stunden nach Eiablage
die Fliegen schlipfen. Der Zeit-
punkt der Verpuppung ist davon
abhangig, ob sich die Larve einen
ausreichenden Nahrstoffvorrat
anfressen konnte. Dieser Um-
stand zeigt, dass an diesem
Punkt eine enge Kopplung zwi-
schen Nahrungsaufnahme und
Entwicklung vorliegt.

Beginn der Suche

Die Suche nach Kontaktpunkten
in der genetischen und biochemi-
schen Kontrolle des Fressverhal-
tens begann in unserer Arbeits-
gruppe vor 4 Jahren mit der sys-
tematischen Untersuchung von
Drosophila-Mutanten, deren Lar-
ve ein gestortes Fressverhalten
zeigten. In diesen Mutanten wur-
den verschiedene Gene durch
Einfugen von DNA-Elementen
aulBer Funktion gesetzt. Dabei
wurde unter anderem das ,Rot-
kehlchen“-Gen entdeckt. Sein
Ausschalten bewirkt, dass die
Larven ihre Nahrung zwar auf-
nehmen jedoch nicht in den Ma-

verschiedene Mutanten mit verandertem rot-Gen

Modellorganismus eingesetzt. Sie
ist im Haushalt weit weniger be-
liebt als sie es im wissenschaft-
lichen Sinne ist. Die Fruchtfliege
wurde von vielen verschiedenen

Abb. 1: Drosophila-melanogaster-Larven, die mit rotgefarbten Futter gefut-
tert wurden. Die mit ,wt“ gekennzeichneten Fliegen sind genetisch unveran-
dert (Wildtyp). In den tbrigen Larven ist das ,Rotkehlchen-Gen* (,rot“-Gen)
genetisch inaktiviert worden. Unvollstandige Nahrungsaufnahme, verzoger-
tes Wachstum und Abbruch der Larvenentwicklung sind die Folgen.
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gen befoérdern. Dabei treten keine
gewebe- oder organspezifischen
Veranderungen auf. Vielmehr
scheint es eine grundlegende
Veranderung in der Steuerung
der Nahrungsaufnahme zu bewir-
ken (Abb. 1). Die Analyse des
Gens identifizierte das davon ko-
dierte Protein als sogenannten
Transkriptionsfaktor. Dies ist eine
zellulare Komponente, die als
Schalter zur Aktivierung anderer
Gene fungiert. Das ,Rotkehl-
chen“-Protein scheint ein Teil ei-
nes regulatorischen Netzwerks
zu sein, das die Nahrungsaufnah-
me steuert.

In der ersten Suche, aus der auch
das ,Rotkehlchen“-Gen hervor-
ging, wurden weitere Gene ge-
funden, die eine Rolle in einem
solchen Netzwerk spielen kon-
nen. Detaillierte Untersuchungen
einzelner Gene zeigten, dass die

weiteren Forschungsarbeiten ei-
nen umfassenderen Ansatz ver-
folgen mussten, um die Komple-
xitat des Kontrollsystems erfas-
sen zu kdnnen.

Technologische

Weiterentwicklung:
Mikroarrays

Aus dieser Intention heraus
wuchs auch der Beschluss, eine
neue Technologie fiir unsere Ar-
beitsgruppe und das Institut zu
erschlielen. Es handelt sich da-
bei um die Mikroarray-Technik
[4]. In diesem Verfahren werden
zunéachst Teil-DNA-Sticke be-
kannter und unbekannter Gene
hergestellt. Die DNA kann dabei
entweder de-novo in einer chemi-
schen Reaktion synthetisiert wer-
den oder durch Polymerase-Ket-
tenreaktion (engl. Polymerase

Abb. 2: Blick Uber den Arbeitstisch des Mikroarray-Roboters mit dem die
DNA-Proben aus Mikroplatten auf beschichtete Objekttrager Ubertragen
werden. Die eingespannten Objekttrager sind im Vordergrund, der rote Ro-
boterarm mit goldfarbigem Halter der Nadeln zum Transfer der Losungen ist
im Hintergrund erkennbar.

Chain Reaction, PCR) von geno-
mischer DNA erhalten werden.
Die PCR ist eine etablierte mole-
kularbiologische Methode, bei
der durch eine mehrstufige Reak-
tion von DNA-Molekdilen als Vor-
lage definierte Teilstlicke verviel-
faltigt werden konnen [5]. Die
Start- und End-Sequenz des ver-
vielfaltigten DNA-Bereichs wird
durch die Wahl von sogenannten
Primern definiert. Primer sind kur-
ze synthetisch hergestellte, ein-
zelstrangige DNA-Molekile. Das
Drosophila-Genom ist, wie be-
reits oben erwéahnt, vollstandig
sequenziert. Deshalb ist es mdg-
lich fur alle bekannten und poten-
ziellen Gene spezifische PCR-
Primer zu entwerfen. Anhand ei-
nes umfassenden Primer-Satzes
konnten wir 14.151 unterschied-
liche Teil-Sequenzen von Droso-
phila-Genen durch PCR herstel-
len. Die Reaktionen wurden im
100pul-Maf3stab in Mikrotiter-Plat-
ten durchgefihrt, bei denen 96
Ansatze parallel gehandhabt wer-
den koénnen. Das Verwenden des
Mikrotiter-Formats mit hohem
Probendurchsatz (engl. high-
throughput) brachte auch Neue-
rungen in der Arbeitsmethodik.
So konnte und musste der Auto-
matisierungsgrad mit Hilfe von
Robotern erhdht werden, um den
zeitlichen Aufwand des Gesamt-
projekts eingrenzen zu kénnen.

Die DNA-PCR-Produkte werden
bei der Herstellung der Mikro-
arrays mit Hilfe eines Roboters
auf 26 x 76 mm grof3e, beschich-
tete Glas-Objekttrager transfe-
riert (Abb. 2). Am Roboterkopf be-
festigte Stahlnadeln, an deren
Spitze eine Mikrokapillare einge-
arbeitet wurde, werden zunéachst
in die DNA-L6sung getaucht. Da-
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Abb. 3: Der Transfer der DNA-L&sungen mit Hilfe der Nadeln erfolgt nach einem einfachen Prinzip. Die Nadel-
spitzen sind mit einem etwa 50 pm breiten Spalt versehen. Die Losungen werden durch die Kapillarkraft aufge-
nommen. Beim Kontakt der Nadeln mit der Oberflache der Objekttrager wird eine geringe Menge abgegeben,
die einen Tropfen von etwa 100 um Durchmesser bildet. Durch Wiederholen des Vorgangs werden alle (in un-

serem Falle ca. 14.000) Proben auf jeden Mikroarray aufgebracht.

bei werden etwa 0,25 pl Flussig-
keit aufgenommen. Durch kurzes
Aufsetzen der Nadeln auf die Ob-
jekttréager wird eine geringe Men-
ge abgegeben, die einen Tropfen
von etwa 100 um Durchmesser
bildet. Dieser Vorgang wird so oft
wiederholt, bis alle Proben auf die
Mikroarrays aufgebracht sind
(Abb. 3). Vor der Aufnahme neuer
Lésung werden die Nadeln im Ul-
traschallbad und in einem Durch-
flussbecken gereinigt und in ei-
nem Luftstrom getrocknet. Der
von uns verwendete Roboter
kann mit bis zu 48 Nadeln und
100 Objekttragern gleichzeitig ar-
beiten [6]. Die aufgebrachte DNA
wird durch Warme denaturiert,
d.h. die gegenlaufigen helikalen
Strange werden getrennt und
durch eine chemische Reaktion
mit der Beschichtung der Objekt-
trager fest an die Oberflache ge-
bunden.

Mikroarray-Experimente

Die Verwendung der Mikroarrays
ist in Abb. 4 schematisch darge-
stellt. Zunéchst wird aus experi-

mentell behandelte Fliegen, Lar-
ven oder Geweben RNA isoliert.
Bei aktiven Genen wird im Zell-
kern eine einzelstrangige mRNA-
Kopie (engl. messenger RNA,
Boten-RNA) des Abschnitts der
genomischen DNA hergestellt,
die als Matrize fur die zellulare
Proteinsynthese dient. Proteine
vermitteln nahezu alle zellspezifi-
schen Funktionen. Die mRNA-
und nachfolgende Proteinsynthe-
se eines aktivierten Gens wird als
Gen-Expression bezeichnet. Das
Transkriptom einer Zelle, eines
Gewebes oder Organismus, als
Summe aller mRNA-Molekiile,
reprasentiert somit die Gesamt-
heit aller aktiven Gene. Nach der
Isolierung der mRNA werden zu
deren Sequenz komplementare
DNA-Kopien in vitro hergestellt
und dabei mit Fluoreszenzfarb-
stoffen markiert. Diese ebenfalls
einzelstrdngigen DNA-Molekile
werden auch als Sonden be-
zeichnet. Die DNA-Sonden wer-
den auf einen Mikroarray gege-
ben und verbinden sich spezi-
fisch mit den komplementaren
DNA-Stuicken auf der Oberflache,

also an den Punkten, an denen
die entsprechende PCR-DNA
aufgebracht wurde. Dabei bilden
sich Hybride aus dieser DNA und
den Molekilen der Sonde auf
dem Mikroarray (Hybridisierung).
Unspezifische Bindung, die zu
starken Hintergrundsignalen fuh-
ren kénnte, wird durch die Wahl
geeigneter Reaktionsbedingun-
gen und nachfolgender Wasch-
schritte unterbunden. Die Hybri-
disierung wird gleichzeitig mit
verschiedenen Sonden-Typen
vorgenommen, die mit unter-
schiedlichen Farbstoffen markiert
wurden. Die urspringlichen
MRNA-Proben kénnen beispiels-
weise einerseits von gentech-
nisch veranderten (Mutanten)
(,Zustand A") und andererseits
von unveranderten, sog. Wildtyp-
Fliegen (,Zustand B*) stammen.

In einem Scanner werden die
Farbstoffe durch Laserlicht ange-
regt und die Fluoreszenz gemes-
sen. Anhand der verschiedenen
Signalstarken kann fir jeden Zu-
stand ein Expressionsprofil aller
auf dem Mikroarray erfassten Ge-
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Abb. 4. Schematische Darstellung eines Mikroarray-Experiments. Die darge-
stellten Fliegen stehen stellvertretend fiir Organismen (Fliegen, Larven oder
Embryos) oder Geweben aus Tieren. Von aktiven Genen des Genoms (Sum-
me aller Gene) werden in der Zelle wahrend der Transkription mRNA-Kopien
hergestellt. Die Summe aller mMRNA-Molekule (Transkriptom) kann somit als
Abbild aller aktiven (exprimierten) Gene betrachtet werden. Je Zustand wer-
den von den isolierten mRNA-Molekdlen in vitro markierte DNA-Kopien (Son-
den) hergestellt. Die Sonden der zu vergleichenden Zustéande werden auf den
selben Mikroarray gegeben und koppeln sich dort an die bei der Herstellung
des Arrays aufgebrachten und gebundenen DNA-Proben verschiedener be-
kannter und unbekannter Gene. Die Kopplung (Hybridisierung) erfolgt dabei
sequenzspezifisch, also nur wenn die Basenabfolge von Sonden- und Array-
DNA Ubereinstimmen.

ne erstellt werden (Abb. 5). Durch
Vergleich der Profile kann eine
guantitative Aussage Uber die
Veranderung der Genaktivitaten
zwischen den beiden Zusténden
gemacht werden.

In einer Serie von Mikroarray-Ex-
perimenten wurden Fliegen-Lar-
ven unter verschiedenen Bedin-
gungen wachsen gelassen. Dabei
wurden unter anderem die Veran-
derungen des Expressionsprofils
in Abhangigkeit unterschiedlicher
Zucker-Konzentrationen im Futter
getestet. Dabei konnte ein Gen
identifiziert werden, dessen Funk-
tion in nachfolgenden Experimen-
ten néher charakterisiert wurde.
Es handelt sich, wie bei ,Rotkehl-
chen®, um einen Transkriptions-
faktor, der offensichtlich eine
wichtige Regulationsfunktion im
Fettstoffwechsel erflllt. Es wur-
den transgene Fliegen hergestellt
deren ,Rotkehlchen“-Gen standig
und verglichen zum urspring-
lichen Wildtyp-Zustand auf einem
héheren Niveau aktiviert ist. Die-
se Situation wird auch als Uberex-
pression des Gens bezeichnet.
Mit Hilfe der Mikroarray-Technik
konnte das Expressionsprofil die-
se Tiere wiederum analysiert und
weitere Gene identifiziert werden,
die durch das veranderte Gen re-
guliert werden. In dieser Weise
soll in Zukunft Stiick fur Stick ei-
ne Karte des regulatorischen
Netzwerks der Nahrungsaufnah-
me und davon beeinflusster Me-
chanismen erarbeitet werden. Die
Knotenpunkte des Netzes werden
von Genen gebildet, deren Cha-
rakterisierung durch ergénzende
Experimente und verschiedene
Methoden bewerkstelligt werden
muss.
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Abb. 5: Die spezifisch gebundene, markierte Sonden-DNA wird mit Hilfe eines Scanners detektiert.
Die Signalstarke korrespondiert dabei mit der Anzahl der gebundenen Sonden-Molekile, damit
lasst sich auf die Konzentration der mRNA im verwendeten Gewebe riickschliel3en. Da die Identitat
der einzelnen Punkte der gebundenen Array-DNA bekannt ist, kann fir jedes Gen, das auf dem Ar-
ray reprasentiert wird, eine spezifische Signalstarke zugeordnet werden. Die Gesamtheit aller Sig-
nale ergibt ein Profil aller aktiven Gene (Expressionsprofil) des untersuchten Organismus bzw. Ge-

webes flr beide verglichenen Zusténde. Die Analyse der Signalstarken zeigt die regulatorische Ver-
anderung der Genexpression zwischen diesen Zustanden.




Neuronale Signale

Als einen weiteren Ansatz zur
Ubergeordneter
regulatorischer Zusammenhan-
ge verfolgen wir die Erforschung

Beschreibung

Abb. 6: Ein Teil des Nervensystems einer
Drosophila-Larve wurde mit drei verschie-
denen Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt. Das
Bild wurde auf drei (Farben) Kanélen mit
Hilfe eines Konfokalen-Laserscanning-Mi-
kroskops aufgenommen. Das Laserlicht
des Mikroskops regt in verschiedenen Fo-
kusebenen und verschiedenen Wellenlan-
gen die Farbstoffe zur Fluoreszenz an und
zeichnet die Bilder auf. In der Darstellung
sind Axone (Nervenbahnen) mit blau, Neu-
ronen (Nervenzellen) mit rot und Zellmem-
branen mit griin fluoreszierendem Farb-
stoff markiert.

bekannter und potentieller Neu-
ropeptide. Es handelt sich dabei
um Botenstoffe, die Signale zwi-
schen neuronalem System und
verschiedenen Geweben uber-
mitteln. Somit liegt die Vermu-
tung nahe, dass es Neuropeptide
gibt, die bei der Steuerung des
Fressverhaltens eine Rolle spie-
len. Die Expression der Neuro-
peptid-Gene wird dabei ebenfalls
durch Mikroarray-Experimente
analysiert. Ein wichtige Aspekt ist
hierbei jedoch auch in welchen
Zellen oder Geweben die Neuro-
peptid-Gene aktiviert werden.
Dies kann durch histologische
Farbung mit spezifischen Son-
den erfolgen. Im konfokalen La-
serscanning-Mikroskop werden
die gefarbten Gewebeproben in
verschiedenen Fokusebenen ab-
getastet. Fur jede Ebene wird da-
bei ein Bild aufgezeichnet, auf
denen die Positionen der ange-
regten Fluoreszenzfarbstoffe zu
erkennen sind. Aus vielen Bildern
kann nachfolgend eine drei-
dimensionale Darstellung rekon-
struiert werden (Abb. 6).

In Zukunft soll die Maus als zu-
satzlicher Modellorganismus hin-
zugezogen werden, um die mit
Drosophila erhaltenen Ergebnis-
se zu Uberprifen. Die Maus ist
als Saugetier evolutiv naher mit

dem Menschen verwandt als die
Fruchtfliege. Sie kann deshalb
als wichtiges Bindeglied in der
Nutzung des erlangten Grundla-
genwissens fir Fragestellungen
in der human Medizin dienen.
Méause werden am ITG bereits zu
Versuchen eingesetzt, so dass
die entsprechende Infrastruktur
vorhanden ist. In unserer Arbeits-
gruppe hergestellte Mikroarrays
zur Analyse von Maus-Genen be-
finden sich in der Entwicklung.

[1] Francois Jacob
Die Maus, die Fliege
und der Mensch,
Berlin-Verlag, Berlin, 1998

[2] http://wvww.nobel.se

[3] Keller,
Drosophila embryos as
transitional objects: the work of
Donald Poulson and Christiane
Nusslein-Volhard,
Historical studies in the
physical and biological
sciences,
1996,26(2):313-46

[4] Philip Ball,
Gen-Chips,
Der Tagesspiegel, 14.02.2001
[5] Hubert Rehm, Friederike Hammar:

Biochemie light,
Verlag Harri Deutsch, 2001

[6] http://www.genemachines.com/
OmniGrid/OmniGrid.html
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Proteomik: Proteine im (Hefe-)Kontext

P. Uetz, ITG

Einleitung

Proteine sind die aktiven Be-
standteile aller lebenden Zellen.
Als Enzyme katalysieren sie fast
alle Reaktionen eines Organis-
mus. Als Strukturproteine pragen
sie dessen Gestalt von der Zelle
bis zum kompletten Lebewesen.
Dazu kommen noch regulatori-
sche Proteine, welche die Dyna-
mik lebender Systeme steuern
und einige andere.

Traditionell werden Proteine ein-
zeln untersucht, oft ein Protein
von mehreren Arbeitsgruppen zu-
gleich. Die Analyse von Proteinen
ist muhselig, weshalb in Einzelfal-
len Tausende von Wissenschaft-
lern an einem oder wenigen Pro-
teinen arbeiten. Allein zum The-
ma HIV (= Human Immunodefi-
ciency [= AIDS] Virus, das aus
nur ca. 10 Proteinen besteht)
werden pro Jahr Tausende von
Arbeiten veroffentlicht. Dabei ent-
steht eine seltsame Diskrepanz:
wenige, als wichtig erachtete Pro-
teine werden von sehr vielen Mo-
lekularbiologen untersucht und
sehr viele Proteine von wenigen
oder gar keinen Wissenschaft-
lern. Sicher wird man mehr Ehr-
geiz darauf verwenden, wichtige
Proteine mit mehr Personalauf-
wand zu untersuchen als ver-
gleichsweise unwichtige. Nur:
woher weil3 man, ob ein Protein
wichtig ist, solange man es noch
nicht untersucht hat? Selbst
wenn man weil3, dass ein be-
stimmtes Protein wichtig ist,
reicht es meistens trotzdem nicht
aus, nur das eine Protein zu un-
tersuchen. lllustrieren lasst sich
das gut an einem Protein namens
-Myc", das u.a. eine Form des
Knochenmarkkrebses verursacht

(und schon dadurch ,wichtig“ ist).
Der Name ,Myc* stammt von den
im Knochenmark vorkommenden
.Myelocyten“, aus denen sich be-
stimmte weilRe Blutzellen bilden.

Ein Beispiel:
das Krebsprotein Myc

Das Myc Protein ist eines der
meiststudierten Ursachen von
Krebs. Allerdings war es ein lan-
ger Weg bis man die Funktion
des Proteins geklart hatte [1].
Myc bindet als Transkriptionsfak-
tor an DNA und schaltet dabei an-
dere Gene an, die wiederum eine
wichtige Rolle bei der Zellteilung
spielen. Als man diese DNA-Bin-
dungsaktivitat 1991 entdeckte [2],
waren bereits mehr als 2000 wis-

senschaftliche Artikel Uber Myc
veroffentlicht worden! Die wich-
tigste Funktion wurde in diesen
2000 Studien nicht erkannt; Myc
braucht einen Partner, um an
DNA zu binden, namlich ein an-
deres Protein namens Max. Bei-
de Proteine bilden einen Kom-
plex, der im Gegensatz zu den
einzelnen Proteinen an DNA bin-
den kann. Damit ist die Geschich-
te aber noch nicht zu Ende: die
Aktivitat von Max wird durch ein
drittes Protein reguliert, das viel-
leicht nicht unpassend Mad ge-
tauft wurde und das wiederum ei-
ne Bindung mit Max eingeht um
den Komplex Mad-Max zu bilden.
Die Geschichte ist damit aber im-
mer noch nicht zu Ende — weitere
Proteine binden an Myc und Max

FKBP12

Abb. 1: Das c-Myc-Interaktions-Netzwerk. c-Myc (gelb) und seine
Interaktionspartner (das ,c" steht fir ,cellular” im Gegensatz zu
-Myc" oder ,N-Myc", die in Viren bzw. Nervenzellen gefunden
wurden). Beachte, dass c-Myc nur mit einem Interaktionspartner
wie Max an DNA binden kann (Details im Text). Protein-Protein-
Interaktionen sind hier als gerade Verbindungslinien dargestellt.
Ovale deuten an, dass das Protein links oben am Oval mit sich
selbst interagieren kann (also ein Homodimer bildet). Alle hier rot
gezeigten Proteine haben wiederum weitere Interaktionspartner

etc. (Daten und Diagramm aus [8]).
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und an diese binden wiederum
andere (Abb. 1). Wenn aber Myc
fur seine Aufgabe Max braucht
und Max braucht Mad, und Mad
wiederum andere Proteine, dann
kann man Proteine wie Myc (oder
Max oder Mad oder...) auch nur
im Kontext ihrer Interaktionen
verstehen. Tatsachlich stellte es
sich erst vor 1-2 Jahren immer
mehr heraus, dass die meisten
Proteine einer Zelle Giber solche
Protein-Protein-Interaktionen in
komplexen Netzwerken miteinan-
der verbunden sind (s. Abb. 2).

Myc-Mad-Max: Krebs-

proteine ... und Hefe?

Offensichtlich reicht es nicht,
wenn man nur einzelne Proteine
untersucht, seien sie auch noch
so wichtig (obwohl viele Krebs-
proteine per definitionem wichtig
sind, l6sen ihre ebenso wichtigen
Bindungspartner oft keinen Krebs
aus). Aus diesem Grund haben
wir beschlossen, Protein-Protein-
Interaktionen im ,Gesamtkontext"
zu untersuchen, also am besten
gleich Proteom-weit, d.h. alle

Proteine eines Organismus um-
fassend. Begonnen habe ich da-
mit bereits als Postdoc in Seattle,
wo wir 1997 angefangen haben
alle Proteine der Backerhefe auf
lhre Interaktionen zu testen [3].
Aber warum gerade Hefe? Es
gibt verschiedene gute Grinde
und nur einer davon ist: Die Hefe
war und ist der Modellorganismus
schlechthin: die Hefe war der ers-
te hohere Organismus, dessen
Gene alle bekannt wurden, der
erste Organismus, flir den man
DNA-Chips hergestellt hat, der

Abb. 2: Proteinnetzwerk in Hefe. Ein Netzwerk verbindet 1548 Proteine tber 2358 Interaktionen. Pro-
teine bekannter Funktion sind hier in Grau, Proteine unbekannter Funktion in Rot dargestellt. Be-

achte, dass hier nur ein Teil aller Hefeproteine dargestellt ist! (nach [7]).




erste bei dem systematische Stu-
dien an allen Proteinen durchge-
fuhrt wurden und so weiter. Und
immerhin rund ein Viertel der
6000 Hefegene haben verwandte
Gene beim Menschen und sind
somit auch ein sehr gutes Modell
fur zahlreiche Prozesse, wie sie
sich auch in menschlichen Zellen
abspielen. Man kann mit Fug und
Recht sagen, dass alle wichtigen
Prozesse bei Hefezellen und
menschlichen Zellen gleich oder
sehr ahnlich ablaufen. Die gestor-
te Zellteilung, wie sie bei mensch-
lichen Tumoren auftritt, wurde
beispielsweise zunachst bei der
Hefe untersucht. Drei Pioniere
der Hefegenetik, Leland Hartwell,
Tim Hunt und Paul Nurse, wur-
den dafir 2001 mit dem Medizin-
Nobelpreis ausgezeichnet!

Wie man komplexe

O G EIAVE G
untersucht

Nachdem das Hefegenom voll-
standig sequenziert war, kannte
man zwar die darin kodierten
6000 Proteine, aber nicht deren
Funktion und Anordnung in der
Zelle. Oft gibt die Sequenz eines
Proteins bereits einen Hinweis
auf die Funktion oder den Ort in-
nerhalb der Zelle. Beispielsweise

ren und dann ihre Zusammenset-
zung mit Hilfe der Massenspek-
trometrie zu bestimmen. Aus der
Genomsequenz kann man ja die
genauen Massen aller darin ko-
dierten Proteine vorhersagen und
mit den experimentell ermittelten
Massen vergleichen. Seit kurzem
gibt es Projekte, die solche Analy-
sen von Proteinkomplexen syste-
matisch im Hochdurchsatzverfah-
ren durchfihren. Auch hier war
die Hefe wieder der wichtigste
Modellorganismus, bei dem diese
Methoden entwickelt und da-
durch auch zuerst angewandt
wurden [4]. Leider liefert die Mas-
senspektrometrie keine Informati-
on Uber die Anordnung der Pro-
teine in einem Proteinkomplex.
Es gabe naturlich die Moglichkeit,
die Struktur der Komplexe mit kri-
stallographischen Methoden zu

untersuchen; auf Grund ihrer
Grol3e ist dies bei vielen Protein-
aggregaten aber nicht maéglich.
Wir verwenden daher das soge-
nannte Two-hybrid-System, eine
Methode, die auf einem geneti-
schen Trick basiert: man kann ei-
ne Zelle dazu veranlassen nur
dann zu wachsen, wenn zwei be-
stimmte Proteine interagieren
(Abb. 3). Damit kann man eine
Proteininteraktion an einer sim-
plen Hefekolonie gleichsam ,ab-
lesen“. Da man alle Proteine in
der Hefe kennt, kann man auch
alle Proteine systematisch paar-
weise auf solche Interaktionen te-
sten — bei der Hefe sind dies rund
6000 mal 6000 = 36 Millionen
Paare (wenn man alle Kombina-
tionen testen will)! Freilich ist dies
mit einem ziemlich grof3en Auf-
wand verbunden, aber glickli-

PREY

Wachstum auf HIS

enthalten mehr als 1000 Hefepro-
teine hydrophobe Aminoséaure-
Abschnitte und deuten damit an,
dass sie in einer der ebenso hy-
drophoben Membranen stecken.
Aber in welchen Membranen und
in welcher Anordnung ist daraus
meistens nicht ersichtlich. Eine
Maoglichkeit die Umgebung eines
Proteins aufzuklaren, besteht
z.B. darin, alle damit zusammen-
hangenden Proteine in Form ei-
nes ,Proteinkomplexes” zu isolie-

Abb. 3: Prinzip des Two-hybrid-Systems. Das Two-hybrid-System beruht auf

der Expression zweier Fusionsproteine in einer Zelle, die in diesem Fall
durch die Verpaarung von zwei haploiden Hefezellen erreicht wird, von de-

nen jede ein anderes Fusionsprotein exprimiert. Eines der Fusionsproteine
besteht aus einer DNA-bindenden Doméane (DBD), die an den Promoter eines
Reportergens (hier: His3) binden kann, und einem Protein ,B* (fur Jbait" =
Kdder). Das zweite Fusionsprotein besteht aus einer Transkriptionsaktivie-
rungsdomane (AD) und einem Protein ORF (fir ~ open reading frame = offenes
Leseraster, also ein beliebiges Protein.  Prey = Beute). Interagiert B mit ORF
wird ein Transkriptionsfaktor gebildet, der das Reportergen anschalten
kann. Dadurch kann die Zelle auf Histidin-freiem Medium wachsen. Eine
wachsende Hefekolonie zeigt damit an, dass die beiden Proteine interagieren
(Details auf unserer Webseite [9]).




At

Abb. 4: Roboter, wie er von uns fir automatisierte Two-hybrid-Screens ver-

wendet wird.

cherweise lassen sich solche
Tests automatisieren und damit
fur recht grofRe Proteinzahlen
realisieren (Abb. 4).

Was lernt man nun

daraus ...
und was nicht?

Die Analyse von Proteininterak-
tionen hat nattrlich zum Ziel, die
Funktion einzelner Proteine zu
verstehen. Da ein Protein seine
Aufgaben aber fast immer in Zu-
sammenarbeit mit anderen Pro-
teinen erfillen kann, sind seine
Interaktionen von zentraler Be-
deutung fir dessen Funktion —
genauso wie die Teile eines Auto-
motors nicht alleine arbeiten kén-
nen um einen Wagen zu bewe-
gen. Wie bei einem Auto ist das
Schlusselwort aber auch hier ,be-
wegen®. Proteininteraktionen
werden meistens zuerst als Zu-
stédnde beschrieben und nicht als
Aktionen (auch wenn das Wort

Aktion in Interaktion drin steckt!).
Und eine solche Zustandsbe-
schreibung sagt meistens nicht
viel Uber die Konsequenzen einer
Interaktion aus, die man deshalb
im nachhinein noch gezielter un-
tersuchen muss! In unserem Bei-
spiel mit Myc bewirkt die Bindung
von Max, dass der Komplex Myc-
Max an DNA binden kann, was
wiederum eine weitere Aktion
nach sich zieht, ndmlich das An-
schalten eines Gens (also des-
sen Transkription), was wiederum
weitere Effekte zur Folge hat.
Umgekehrt verhindert die Bin-
dung von Mad an Max, dass Max
an Myc binden kann, womit die
Aktivitat von Myc reguliert werden
kann.

Man kann also tber Proteininter-
aktionen viel Uber die Funktion
einzelner Proteine lernen, wobei
die Interaktion aber nur der erste
Schritt zum Verstandnis eines
Proteins sein kann. Nun erfordern

Experimente, welche die funktio-
nellen Konsequenzen solcher In-
teraktionen erforschen, einen
weit groReren Aufwand als die
Identifikation der Interaktion an
sich. Damit wird man vor das Di-
lemma gestellt, entweder viele In-
teraktionen zu identifizieren (oh-
ne jedoch viel Uber die Funktio-
nen zu lernen) oder wenige ein-
zelne Interaktionen genauer zu
studieren — mit der Hoffnung, ihre
Funktion genau zu verstehen. Im
Moment konzentrieren wir uns
noch darauf, moglichst viele In-
teraktionen zu finden, schlicht
weil bisher nur ein Bruchteil aller
Proteininteraktionen bekannt ist
(in der Hefe ca. 8000 von bis zu
30.000 [5,6] — beim Menschen ist
das Verhaltnis zwischen bekann-
ten und allen Interaktionen sicher
noch viel kleiner). Je mehr Inter-
aktionen aber bekannt sind, de-
sto klarer wird auch der Kontext,
in dem ein Protein seine Funktion
entfaltet und desto gezielter las-
sen sich wiederum Experimente
Zu seiner genauen Funktion an-
stellen. Ein weiteres Ziel unserer
Arbeit ist es nicht zuletzt, solche
.gezielten* Experimente flir eine
groBere Anzahl von Proteinen
parallel durchzufiihren, also auch
schwierigere Experimente zu au-
tomatisieren.

Aus groBeren Datensatzen las-
sen sich aber nicht nur Einsichten
in die Funktion einzelner Proteine
gewinnen, sondern auch ein Ver-
standnis der Zusammenhange
auf ,hoherer" Ebene. So konnten
wir mit einer theoretischen Analy-
se aller bekannten Proteininter-
aktionen in der Hefe zeigen, wie
verschiedene Funktionen in einer
Zelle vernetzt sind [7]. Beispiels-
weise interagieren Proteine des




Zellzyklus mit vielen anderen
Proteinklassen — was darauf hin-
deutet, dass letztere im Lauf des
Zellzyklus (also wahrend der Tei-
lung) gezielt reguliert werden. An-
dere Prozesse wie der Protein-
transport zwischen einzelnen Or-
ganellen werden offensichtlich
nicht vom Zellzyklus beeinflusst.
Man kann daraus z.B. schlieRen,
dass solche Prozesse fur die
Krebsentstehung keine maf3geb-
liche Rolle spielen sollten, wo
Zellzyklusproteine ja immer betei-
ligt sein missen.

Epistemologischer
Epilog — Prinzipien

versus Details in der
Biologie

Das vorher genannte Dilemma,
entweder einzelne Details sehr
grindlich oder groRRere Zusam-
menhé&nge eher oberflachlich zu
studieren, fuhrt zu einer funda-
mentaleren Frage: reicht es fur
das Verstandnis eines biologi-
schen Organismus aus, anhand
einer kleinen Anzahl von Prote-
inen dessen Funktionsprinzipien
zu verstehen?

Die Biologie und besonders die
Molekularbiologie haben sich in
den letzten 40 Jahren vor allem
um die Aufklarung von Mechanis-
men gekimmert, also zum Bei-
spiel ,Wie funktioniert der geneti-
sche Code?" oder ,Wie werden
Nervensignale Ubertragen?*.
Erntchternd ist, dass selbst ein
gutes Verstandnis dieser Mecha-
nismen die realen Organismen
nicht wirklich erklart. Es gibt zwei
Grunde fur diese Diskrepanz: ers-
tens bericksichtigen Prinzipien
nicht die Komplexitat eines Lebe-
wesens. Beispielsweise sind die

Mechanismen der Signallbertra-
gung im Nervensystem relativ gut
verstanden, aber zur Informati-
onsspeicherung reicht eben eine
Synapse nicht aus — man braucht
davon sehr viele, komplex ver-
schaltete Synapsen. Zweitens
unterliegen Prinzipien zahlrei-
chen Variationen, so wie die
Synapsen im Gehirn viele ver-
schiedene Transmitter, Signal-
transduktionswege, und physiolo-
gische Zustéande besitzen. Diese
mehr oder weniger grof3en Varia-
tionen erklaren wiederum im Prin-
zip die Unterschiede zwischen
Arten, also z.B. zwischen Ratten-
hirn und Menschenhirn, aber
eben nur im Prinzip. Man ist sich
dieser Variationen gewiss, ohne
jedoch viele konkrete Details zu
kennen.

Die Schlussfolgerung daraus ist,
dass wir nicht nur die Mechanis-
men verstehen, sondern die De-
tails kennen mussen, die Ratten-
und Menschenhirn unterschei-
den. Man muss aber nicht einmal
bis zur Hirnforschung gehen:
selbst um eine einzelne Hefezelle
zu verstehen, reicht es nicht,
wenn man die Details der Trans-
kription, der Replikation etc.
kennt. Man musste wissen, wie
jedes einzelne Gen transkribiert
wird, wie jedes einzelne Protein
gefaltet wird, wie stabil jede ein-
zelne mRNA und jedes einzelne
Protein ist, ihre Funktion, Struktur
et cetera. Prinzipien erklaren
zwar virtuelle Zellen aber keine
realen. Aus diesem Grund kom-
men wir nicht umhin, alle Gene,
Transkripte und Proteine zu un-
tersuchen. Dies erfordert den
massiven Einsatz von parallelen
Untersuchungsverfahren, d.h.
letztendlich Automatisierung und

Robotik — die Alternative ware
langweilige, vermutlich jahrzehn-
telange Routinearbeit.

Gene oder Proteine auf Eigen-
schaften zu untersuchen, auf die
man schon Dutzende oder Hun-
derte andere Gene oder Proteine
untersucht hat, mag nicht beson-
ders originell sein — vor allem weil
die Wahrscheinlichkeit drama-
tisch abnimmt, neue ,Prinzipien*
und damit aufregende neue Me-
chanismen zu finden. Aber diese
Art von Forschung ist trotzdem
von entscheidender Bedeutung in
der Biologie, die nun einmal von
wenigen Prinzipien und endlos
vielen Variationen uber diese
Themen gepragt ist — erst da-
durch kommt ja auch die un-
glaubliche Vielfalt an Lebewesen
zustande — obwohl es nur ein
paar Dutzend ,Hauptbauplane”
gibt. Die Herausforderung wird
deshalb darin bestehen, biologi-
sche Phanomene aus einer Un-
zahl von ,Faktoiden® zu erklaren
und gleichzeitig aus der Masse
an Daten wiederum ,emergente”
Prinzipien herauszufiltern, die
eher Systemeigenschaften denn
Eigenschaften einzelner Bauteile
sind. Das wird die Hauptaufgabe
der ,Systembiologie* im 21. Jahr-
hundert sein, der wir uns stellen
mussen.
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Todessignale durch Umweltchemikalien

H.F. Krug, ITG

Leben und Tod sind zwei standi-
ge Begleiter, die bereits wahrend
der Entwicklung eines neuen Or-
ganismus im Ei oder im Mutter-
leib Hand in Hand arbeiten. Ohne
gezieltes Absterben einzelner
Zellen bzw. Zellgruppen nach ei-
nem festgelegten ,Programm®,
kommt es unweigerlich zu Fehl-
entwicklungen und somit zu einer
starken Beeintrachtigung der Le-
bensqualitat. Die genetisch fest-
gelegte Form des Zelltodes wur-
de in dieser Form erstin den 70er
Jahren des letzten Jahrhunderts
erkannt. An einfachen Organis-
men, wie dem Fadenwurm Cae-
norhabditis elegans, wurden die-
jenigen Gene gefunden, die fur
diesen Prozess der Apoptose
verantwortlich sind. Als nachfol-
gend beschrieben wurde, dass
die Uberexpression eines be-
stimmten Gens diesen Zelltod
verhindern kann und somit zur
Krebsentstehung beitragt [1], war
ein wissenschatftliches Feld eroff-
net, das bis heute viele 10.000
Veroffentlichungen  hervorge-
bracht hat (vgl. unsere Arbeiten:

(2]

Die Apoptose ist fur einen vielzel-
ligen Organismus eine unerlassli-
che Mdglichkeit, sich selbst zu or-
ganisieren und zu erhalten
(Abb. 1). Wie bereits erwahnt,
spielt der gezielte apoptotische
Tod bestimmter Zellen bereits
wahrend der Embryonalentwick-
lung eine wichtige Rolle. Die
Formgebung von Kérper und Or-

ziellen die Ruckbildung des
Schwanzes, ist solch ein typi-
sches Beispiel (fir einen
Uberblick siehe: [3]).

Eine ganz besondere Rolle spielt
die Apoptose aber bei Vorgan-
gen, die der Vererbung dienen,
so die Bildung und Selektion von
Keimzellen (Ei- und Samenzel-
len). Jeder Fehler im genetischen
Material dieser Zellen wirde sich
unweigerlich auf die Nachkom-
men Ubertragen. Daher wird auf
dieser Stufe ganz besonders in-
tensiv kontrolliert und bis zu 95%
der angelegten Keimzellen wer-
den vor der Reifung apoptotisch
eliminiert. Das gleiche gilt fir Im-
munzellen, deren Auslese eben-

falls fiir das Uberleben sehr wich-
tig ist, und fir alle Gewebe, die ei-
ne besonders hohe Wachstums-
rate besitzen, wie die Haut, die
Epithelien des Magen-Darm-
Traktes oder das Knochenmark.
Hier kbnnen bei der Zellteilung
wesentlich haufiger Fehler bei
der Verdopplung der DNA auftre-
ten und solche Zellen, die fehler-
hafte DNA besitzen, werden nor-
malerweise umgehend zur Apo-
ptose angeregt und somit ,ausge-
lesen”“. Fehler oder Schaden in
einzelnen Zellen kénnen aber
auch die Folge von aufieren Ein-
flussen sein. Virale Infektionen,
DNA-schadigende Stoffe oder
Stoffe, die in die SignalUbertra-

| Induktionsphase

Exekutionsphase Endphase

faktoren,Hormonen und
Zell-Zell-Kontakten

o Aktivierung von
Todesrezeptoren

o DNA-Schidigung

o Zellzyklusstdrungen
o zytotoxische T-Zellen
o toxische Schadstoffe

Suizid-
P> hefehl

gesunde zur Apoptose
Gewebszelle angeregte Zelle
Todessignale
o Entzug von Wachstums-

sterbende tote Zelle:
Zelle Beseitigung der Zellreste

Aktivierung von
Endonukleasen

Aktivierung * Veranderung fisch

der Caspase- ) der Zell- agozytotische

> kaskatl >nberﬂziche P> Beseitigung

Umstrukturierung
des Zytoskeletts

ganen geschieht durch Apoptose.
So werden zum Beispiel die Hau-
te zwischen Zehen und Fingernin
der menschlichen Embryonalent-
wicklung apoptotisch entfernt.
Auch die Metamorphose der
Kaulquappe zum Frosch, im Spe-

Abb. 1: Die verschiedenen Phasen der Apoptose. Durch sehr unterschiedli-
che Ausléser kann der programmierte Zelltod herbeigefihrt werden. Nach-
dem ein solcher ,Suizidbefehl* gegeben wurde, werden in der Zelle be-
stimmte Exekutions-Enzyme, die Caspasen, aktiv, die samtliche wichtigen
Funktionen der Zelle ausschalten. Die Zelle 16st sich dabei nicht einfach auf,
sondern bildet kleine ,Pakete”, die apoptotischen Kdérperchen, die dann von

umliegenden Zellen aufgenommen (phagozytiert) werden.
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gungswege der Zelle eingreifen
[4], konnen ebenfalls dazu
fuhren, dass die betroffenen Zel-
len ,eliminiert” werden.

Wie wichtig der Vorgang des pro-
grammierten Zelltodes fur einen
Organismus ist, wird durch diese
Beispiele deutlich. Gleichzeitig

kann dieser Prozess auch von
Schadstoffen und anderen auf3e-
ren Einflissen ausgeldst werden.
Somit ist die Homoostase (Stoff-
wechselgleichgewicht) eines Or-
gans bzw. eines Organismus von
vielen Faktoren abhangig, die
den Prozess der Apoptose steu-
ern (Abb. 2).

ﬁ 05300

Bel-2 O
Bax

Hypoplasie

Zelltod (Apoptose)

Wachstum/
Neoplasie

=

[Ca 2+] i ﬁ
Bel-10

¢-Mye

Bel-20

Aktivierung von Onkogenen

Inaktivierung von
Tumor Suppressor Genen

Al Proliferation

—>

Abb. 2: Die Regulation der Organhoméostase.

Das Wachstum und die Regeneration von Organen ist von einer Vielzahl von
Faktoren abhangig, die ein vermehrtes Wachstum (Neoplasie) oder einen
vermehrten Zelltod (Hypoplasie) auslésen kdnnen. Proteine (p53, Bcl-x, Bax,
c-Myc), regulatorische lonen (Ca 2*) und die Aktivierung oder Hemmung ver-
schiedener Gene kénnen dieses Gleichgewicht in die eine oder andere Rich-

tung verschieben.

Apoptoserate zu niedrig Apoptose zu hoch

AbstoRung transplantierter Organe
AIDS

Alzheimer Erkrankung

BSE / Creutzfeld-Jakob
Chronische Hepatitis

Morbus Parkinson

Schlaganfall / Herzinfarkt

Burkitt-Lymphom

Diabetis

Krebs

Nierenerkrankungen (SLE*)
Pfeiffersches Drusenfieber
Syndactylie (Einzehigkeit)

*SLE: Systemischer Lupus Erythematosus,

Tab. 1: Beispiele fur den Zusammenhang zwischen Apoptose und Krank-

heiten.

Bleibt der den Zelltod ausldsende
Effekt von toxischen Stoffen auf
einzelne Zellen beschrankt, so
stellt das fur den Organismus
kein groRes Problem dar. Er-
streckt sich der schadigende Ein-
fluss aber auf ganze Gewebebe-
reiche oder wichtige regulatori-
sche Zellen in Schlisselpositio-
nen, dann hat das u.U. negative
Folgen fur das ganze Lebewe-
sen. Bei nicht angepasster
Apoptose kann sich ein Organ
nicht mehr regenerieren und ver-
liert die Fahigkeit, seine Funktion
auszuliben. Bei einer Verhinde-
rung der Apoptose kann es dage-
gen zu krebsartigen Wucherun-
gen kommen, die sich bei Anh&u-
fung bestimmter Mutationen dann
Zu einem bosartigen Tumor wan-
deln kdnnen (Tab. 1).

Fur den biomedizinischen
Schwerpunkt im Forschungszen-
trum Karlsruhe ergeben sich zwei
wichtige Gesichtspunkte aus die-
sen Uberlegungen:

e Die Untersuchung technischer
Stoffe, denen der Mensch aus-
gesetzt ist.

e Die Optimierung der Material-
entwicklung fur kinstliche Im-
plantate und medizinische
Gerate.

Beiden Gesichtspunkten ist der
direkte Kontakt von Kdrperzellen
mit Fremdstoffen oder syntheti-
schen Oberflachen gemeinsam,
der eine Veranderung des Verhal-
tens der betroffenen Zellen nach
sich ziehen kann [vgl. 5].

Ausgeklammert werden soll bei
den nachfolgenden Betrachtun-
gen die akut-toxische Form des
Zelltodes, die Nekrose. Da diese
nicht regulierte Form immer dann




auftritt, wenn z. B. eine Verlet-
zung vorliegt oder eine sehr hohe
Konzentration eines Schadstof-
fes einwirkt, soll sie bei den Be-
trachtungen biologischer Mecha-
nismen an dieser Stelle aulRer
Acht gelassen werden.

Wie wird der programmierte Zell-
tod reguliert und welche Elemen-
te kdnnten direkt durch Fremd-
stoffe beeinflusst werden? Ver-
mittler sind hierbei verschiedene
Rezeptoren in der Zellmembran,
die bei entsprechender Aktivie-
rung die apoptotische Signalkette
in Gang setzen (Abb. 3).

In der Phase der Aktivierung bil-
det sich der als DISC bezeichne-
te ,Death-inducing signalling
complex” [7], der aus mind. 4 ver-
schiedenen Proteinen besteht,
dem Aktivator, dem Rezeptor,
dem Adaptorprotein und der In-
itiatorcaspase. Der nachste
Schritt besteht wahrscheinlich in
einer autokatalytischen Spaltung
der benachbarten Caspasemo-
lekile, die dadurch eigenstéandig
aktiv werden koénnen, d.h. sie 16-
sen sich vom DISC und bauen in
der Zelle verschiedene Proteine
ab. AuBerdem zerschneiden die-
se molekularen Scheren auch
weitere Caspasen, was zu deren
Aktivierung fuihrt (Caspase-Kas-
kade). Nun gibt es kein Zuriick
mehr. Wichtige Reparaturenzy-
me, aber auch Strukturproteine
des Zytoskeletts werden abge-
baut und letztlich sind auch im
Zellkern Enzyme dabei, die DNA
zu zerschneiden. All dies ge-
schieht unter Energieaufwen-
dung, d.h. die Zelle fihrt noch in
einem bestimmten Ausmalie ei-
nen Stoffwechsel zur Energiege-
winnung durch, sie lebt noch!
Erst, wenn sie in mehrere kleine-
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Abb. 3: Die Elemente der apoptotischen Signalkette.

Schematisch gezeigt sind die 4 wichtigsten , Todesrezeptoren® (linke Seite).
Allen gemeinsam ist ein Proteinteil auf der Innenseite der Zelle, die im Bild
rot markierte sogenannte , Todesdomane" [6]. Nach Aktivierung aggregieren
mehrere Rezeptormolekile miteinander (rechte Seite) und dann kénnen be-
stimmte Adaptor-Proteine (FADD) an der Todesdoméane andocken. Sie stel-
len eine Verbindung mit Enzymen her (Pro-Caspase), die nachfolgend den
gesteuerten Abbau der Zelle durchfuhren.

re Teile zerfallt und von benach-
barten Zellen aufgenommen und
rezykliert wird, ist sie tot (vgl.
Abb. 1). In diesem Netz von Sig-
nalen spielen auch die Mitochon-
drien, die Kraftwerke der Zellen,
eine herausragende Rolle. Zum
einen missen sie die notwendige
Energie bereitstellen, um die Ab-
bauprozesse zu ermdglichen,
zum anderen aber kénnen sie
selbst in das Geschehen der
Apoptose eingreifen, sowohl aus-
[6send als auch hemmend. In
verschiedenen Zellen miissen sie

sogar das Apoptosesignal der
Rezeptoren verstarken, da die-
ses selbst nicht stark genug wa-
re, um den Zelltod herbeizu-
fuhren (Abb. 4). Diese Funktion
der Mitochondrien wird sehr ge-
nau durch verschiedene Regula-
torproteine der Bcl-2 Proteinfami-
lie Uberwacht [8]. Als verstérken-
des Signal wird von den Mito-
chondrien das Protein Cyto-
chrom C abgegeben, das im Zy-
tosol der Zelle zur Aktivierung der
Caspase-9 und somit ebenfalls
zur Apoptose fiuhrt.
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Abb. 4: Die Signalwege zum regulierten Zelltod.

Der vollstéandige Signalweg vom Rezeptor bis zum Auftreten der
Todessubstrate beginnt am DISC (vgl. Abb. 3) und fuhrt in man-
chen Zellen zur direkten Stimulierung der Caspase-Kaskade, wo-
bei mehrere verschiedene Caspasetypen nacheinander aktiviert
werden und schlieBlich die Zelle zerstort wird. In anderen Zellen
jedoch ist dieser direkte Weg verbaut. In diesen werden daher
vorher die Mitochondrien insoweit beeinflusst, dass in deren

Membranen Ldcher auftreten, durch die Cytochrom C (Cyt C)
austreten kann. Dieses Cytochrom C verstarkt die Aktivitat von

Caspasen und dies resultiert dann im Tod der Zelle.

Alle genannten Elemente der
apoptotischen Signalwege kon-
nen naturlich unter bestimmten
Bedingungen ein Angriffsziel fur
schadigende Einflisse, wie z. B.

Umweltschadstoffe oder Viren,
aber auch fur Medikamente sein.
Im weiteren sollen diese Moglich-
keiten an einigen Beispielen dis-
kutiert werden.

Halogenierte Kohlen-

wasserstoffe (PAKSs,
PCBs und Dioxine)

Die Stoffgruppe der polyzykli-
schen aromatischen Kohlenwas-
serstoffe (PAKs) sowie die halo-
genierten  Kohlenwasserstoffe
PCB (polychlorierte Biphenyle)
und Dioxine (Abb. 5) sind Um-
weltschadstoffe, die ausschliel3-
lich durch den Menschen in die
Umwelt eingebracht werden.

All diese Kohlenwasserstoffe
kénnen in die Regulation geneti-
scher Programme der Zelle ein-
greifen (siehe nachfolgenden Be-
richt von M. Géttlicher). Fur ganz
spezielle Zellen des Immunsy-
stems wird diskutiert, dass da-
durch auch die Apoptose dieser
Zellen eingeleitet wird und somit
z.B. durch Dioxin das Immunsy-
stem seine Aufgabe nicht mehr
erfullen kann [9]. Beispielhaft sei-
en die Falle von Robbensterben,
u.a. in der Nordsee, genannt, die
der immuntoxischen Wirkung ver-
schiedener chlorierter Kohlen-
wasserstoffe zugeschrieben wer-
den [10,11]. Die so geschwéch-
ten Tiere sind dann ein leichtes
Opfer einer Morbillivirus-Infektion
geworden. Nach wie vor ist je-
doch der Beweis nicht erbracht,
dass die Schwéachung des Im-
munsystems durch die Apoptose
der Thymozyten (Thymusatro-
phie) eine Voraussetzung fur ei-
nen tédlichen Verlauf der Infekti-
on mit Morbillivirus ist [12,13].
Dennoch sind gerade in juingster
Zeit wieder Experimente verof-
fentlicht worden, die gezeigt ha-
ben, dass Uber die Aktivierung
des Ah-Rezeptors durch PAKs
Zellen in die Apoptose getrieben
werden [14].
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Abb. 5: Allgemeine Strukturen der polychlorierten Biphenyle (links) und Dioxine (rechts).

Wéhrend die PCBs technisch eingesetzte Substanzen darstellen und daher in groRen Mengen
produziert wurden, sind die Dioxine reine Umweltschadstoffe, die hauptséchlich bei Verbren-
nungsprozessen entstehen. Beide Stoffgruppen gibt es in verschiedener Anzahl (Kongenere), da
sie unterschiedlich chloriert sein kdnnen (Clx und Cly). PCBs haben daher 209 (Cly + Clx = 1 bis 10)
und Dioxine 75 (Cly + ClIx = 1 bis 8) verschiedene Erscheinungsformen, von denen aber nur wenige
wirklich umweltrelevant sind. Sauerstoffatome sind rot, Kohlenstoffatome sind grau und die Chlor-
atome sind griin dargestellt. Die Zahlen innerhalb der gezeigten Strukturen bezeichnen die Posi-
tionsnummern der Ringatome. Das bekannteste und giftigste Dioxin ist z. B. das 2,3,7,8-Tetrachlor-

Dibenzodioxin (TCDD).

Metalle: lonen und
Organometalle

In der Ausgabe 4/2001 der
.Nachrichten“ wurde bereits auf
die besondere Bedeutung der
Metalle in der Umwelt hingewie-
sen [15]. Sie werden am haufig-
sten und mengenmafig am be-
deutendsten freigesetzt. Weiter-
hin werden sie in vielen medizini-
schen Bereichen eingesetzt, so-
wohl als Implantate als auch in
Medikamenten. Die Exposition al-
ler Lebewesen gegeniber den
Metallen ist daher ein intensiv be-
arbeitetes Gebiet [Ubersichten
bei: 16,17].

Die verschiedenen Metalle und
Metallspezies unterscheiden sich
meist auch in ihren Wirkungen.
So gibt es keinen gemeinsamen
Mechanismus, Uber den sie den
Zelltod auslésen, aber es gibt ei-
nige Gemeinsamkeiten, die an
dieser Stelle besonders hervor-
gehoben werden sollen. So ist fur
Cadmium beschrieben worden,
dass es den lonenhaushalt der

Zelle, insbesondere flur Calcium,
verandert, aber auch die Mito-
chondrien stark beeinflusst [18].
Calcium ist aber ein wichtiges lon
fur die Signalprozesse in der Zel-
le und eine unkontrollierte Veran-
derung seiner Konzentration fuhrt
leicht zum Tod der Zelle [19]. Ein
Beweis fir die Beteiligung der
Mitochondrien kommt aus den
Versuchen zur Rolle des Bcl-2
Proteins. Dieses anti-apoptoti-
sche Protein verhindert die Frei-
setzung des Cytochrom C aus
den Mitochondrien und unter-
bricht somit an dieser Stelle die
todbringende Signalkette (vgl.
Abb. 4). Wird dieses Protein in
Zellen Uberexprimiert, d.h. weit
Uber das normale MalR hinaus
produziert, dann kann die
Apoptose durch Cadmium nicht
mehr oder nur noch schwach
ausgeldst werden [20]. Andere
Metalle fuhren Uber eine Caspa-
se-Aktivierung zur Apoptose, die
mdglicherweise ebenfalls von to-
xischen Effekten auf die Mito-
chondrien abhangt. So wurde

Apoptose in Zellen beobachtet,
die mit Arsentrioxid behandelt
wurden [21]. Durch Bleinitrat her-
vorgerufene Sauerstoffradikalbil-
dung in den Mitochondrien leitet
diesen Prozess ebenfalls ein [22].
Durch Veranderungen im Immun-
system kodnnen Metalle ebenfalls
nachhaltig in die Signalprozesse
der Zelle eingreifen und zum Zell-
tod fuhren. Das wird vor allem als
Antwort des Organismus auf Me-
talloberflachen bei Implantaten
[23] oder Spurenelementen aus
Stahl-Stents [24] beobachtet.

Eine besondere Stellung nehmen
die organischen Metallverbindun-
gen ein. Durch ihre hohe Fettlds-
lichkeit kénnen z. B. Methyl-
guecksilber aber auch organi-
sche Zinn- oder Bleiverbindun-
gen durch die Zellmembran hin-
durch wandern. Dadurch ergeben
sich fir verschiedene Queck-
silberspezies erhebliche Un-
terschiede in ihrer Wirkung.
Wahrend Methylquecksilber in
viel geringeren Konzentrationen
bereits zu einer Aktivierung der




Todesrezeptoren [25] als auch
der Mitochondrien fuhrt, werden
von Quecksilberchlorid deutlich
hoéhere Mengen benétigt, um in
den Zellen oxidativen Stress und
Zelltod auszulésen [26]. Far trial-
kylierte Zinnverbindungen konnte
gezeigt werden, dass sie zu ei-
nem Verlust des Membranpoten-
tials der Mitochondrien beitragen
und nachfolgend die mito-
chondriale Permeabilitatspore

geotffnet wird, wodurch Cyto-
chrom C freigesetzt und die Cas-
pase-Kaskade ausgeldst wird
[27]. Unsere Arbeitsgruppe konn-
te zusatzlich beweisen, dass die-
se Verbindungen auch einen An-
stieg der Calciumkonzentration in
der Zelle herbeifihren [28] und in
sehr niedrigen Konzentrationen
direkt auf Todesrezeptoren ein-
wirken und diese aktivieren kon-
nen [29]. Damit sind auch die

wichtigsten Parameter genannt,
die von toxischen Substanzen in
der Zellen angegriffen werden
kénnen, um die Apoptose aus-
zuldésen (Abb. 6).

Unsere neuesten Ergebnisse
deuten eine Beteiligung einer
ganz bestimmten Initiatorcaspa-
se an, die erst vor Kurzem als re-
zeptor-gebunden beschrieben
worden ist, der Caspase-10 [30].
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Abb. 6: Angriffsorte toxischer Substanzen, die zur Auslésung der Apoptose fiihren.
Umweltschadstoffe kénnen die Calciumkonzentration in der Zelle erhéhen aber auch den Energie-
haushalt durch Hemmung der Mitochondrien negativ beeinflussen. Insbesondere Metalle sind an
der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt. Dies zusammen kann das Membranpo-
tential an den Mitochondrien ( AWm) zusammenbrechen lassen und die mitochondriale Permeabi-
litatspore (MPT) 6ffnen. Dadurch dringt Cytochrom C nach auf3en und aktiviert den Apoptose-aus-
I6senden Faktor-1 (Apaf-1), der wiederum die Caspase-Kaskade stimuliert. Andere Verbindungen
kdnnen aber auch direkt die Todesrezeptoren aktivieren, ohne dass der physiologische Ligand an-
wesend ist und somit die Apoptose Uber den ,normalen” Weg bewirken. Bid, Bcl-2, Bcl-XL und Bax

sind regulatorische Proteine, die aktivierend (

fen konnen.

(1) oder hemmend ( 0J) in diese Mechanismen eingrei-




Durch Tributylzinn (TBT) wird in
menschlichen Zellen des Immun-
systems die Apoptose ausgelost.
Eine direkte Wirkung tber die To-
desrezeptoren konnte mit gene-
tisch veranderten Zellen bereits
nachgewiesen werden [29] und in
Abb. 7 wird gezeigt, dass die Ak-
tivierung der Caspase-10 fur die-
sen Vorgang unerlasslich ist. Die
Vorbehandlung der Zellen mit ei-
nem spezifischen Hemmstoff der
Caspase-10 kann die Zellen vor
einer TBT-Vergiftung retten. Alle
untersuchten Parameter kdnnen
durch den mit AEVD bezeichne-
ten Inhibitor verhindert werden.

Apoptose als
therapeutisches Ziel

Apoptose kann aber auch die
Rettung fir ein Individuum be-
deuten, wenn sie spezifisch in
entarteten Zellen ausgeltst wird.
Krebszellen kdnnen meist nicht
mehr von Immunzellen oder
durch andere Mechanismen eli-
miniert werden. Die klassische
Chemotherapie oder die Strah-
lentherapie fihren zur Apoptose
der Zellen durch direkte DNA-
Schadigung. Auf der anderen
Seite wird aber auch die DNA ge-
sunder Zellen geschadigt, was

nach Ablauf einiger Jahre wieder
zu einer sekundaren Krebser-
krankung filhren kann. Daher
wird nach anderen Wegen ge-
sucht, die keine irreparablen
DNA-Schaden hervorrufen. Da-
bei steht die Auslésung des pro-
grammierten Zelltodes mittlerwei-
le an erste Stelle [31,32]. Das ITG
untersucht zusammen mit der Tu-
morklinik in Freiburg eine Sub-
stanzklasse synthetischer Lipide,
von denen inzwischen nachge-
wiesen werden konnte, dass die
Behandlung von Tumorzellen
tatsachlich deren Apoptose zur
Folge hat [2,33].

Zahl der Einzelzellen

Fluoreszenzintensitﬁt

AEVD O) Ay
+ K | TBT
K | T8T T8T TBT
- 6%
116 Hheer® — PARP
—
89 l1nmp- v
immp s e Casp. 3
100% 1113,6% §76,5%

Abb. 7: Ein Inhibitor der Caspase-10 verhindert die Apoptose durch Tributylzinn.

In menschlichen Jurkat-Zellen (T-Zelllinie) beginnt die Apoptose nach Behandlung mit 1 uM Tribu-
tylzinn (TBT) nach nur 4 h. Verschiedene Reaktionen der Zellen lassen sich im Versuch bestimmen.
a): Die Veranderung der Zusammensetzung der Zellmembran kann mit Hilfe eines Einzel-Zell-Ana-
lysators (FACS) und vorheriger Fluoreszenzmarkierung nachgewiesen werden. Wahrend in den un-
behandelten Kontrollen keine erhéhte Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes zu erkennen ist, ist
nach TBT-Behandlung die Mehrzahl der Zellen nach rechts verschoben (griine Fache).

b): Proteine kdnnen mit spezifischen Antikdrpern sichtbar gemacht werden. Zwei Proteine, die bei
der Apoptose zerschnitten werden, sind hier dargestellt. PARP ist ein DNA-Reparaturenzym und hat
ein ungefahres Molekulargewicht von 116 kD (griner Pfeil). Nach TBT-Behandlung verschwindet
diese Proteinbande nahezu vollstandig und das kleinere Bruchstiick bei 89 kD ist erkennbar. Das
Verschwinden der Bande ist auch bei der Caspase 3 beobachtbar.
¢): Nach TBT-Behandlung wird auch die DNA zersetzt, wie im Vergleich zur Kontrolle (K) am Auftre-

ten der DNA-Leiter deutlich wird.

Alle drei Effekte lassen sich durch einen Hemmstoff fiir die Caspase-10 (AEVD) verhindern, was klar
auf die Beteiligung dieser Initiator-Caspase bei der rezeptorgekoppelten Signalubertragung hin-

weist.




Zusammenfassung und

Ausblick

Wie gezeigt werden konnte, hat
die Apoptose zwei Seiten: bei ih-
rer Auslésung durch Umwelt-
schadstoffe oder z. B. durch Kon-
takt von Zellen mit synthetischen
Oberflachen kann ein Zuviel zu
nachteiligen Wirkungen fur den
Organismus fihren. Es kann die

Immunantwort reduziert werden
und damit die Abwehr von Krank-
heitskeimen deutlich abgesenkt
sein oder aber eine AbstolRungs-
reaktion gegeniber Implantaten
erfolgen. Daher muss das Wis-
sen um diese Mechanismen ver-
bessert werden, um gefahrliche
Schadstoffe zu erkennen oder
um die medizinische Entwicklung
neuer Oberflachen, deren Bio-

kompatibilitat verbessert ist, vor-
anzutreiben. Andererseits ist die
gezielte Auslésung der Apoptose
ein neuer therapeutischer An-
satzpunkt mit geringen Nebenwir-
kungen, um Krebserkrankungen
zu behandein.
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Molekulare Toxikologie der Valproinsaure:
Von der Schadigung der Embryonalentwicklung zur

Therapie von Krebs

M. Géttlicher, P. Zhu, U. Werling, J. Sleeman, ITG; O. Kramer, T. Heinzel, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt

Einleitung

Valproinsaure (VPA) ist seit drei
Jahrzehnten als Medikament zur
Behandlung von Krampfleiden
(,Epilepsien*) im Einsatz. Das
VPA-Molekul ist verglichen mit an-
deren Medikamenten sehr einfach
aufgebaut: es ist eine verzweigte
Carbonséure mit 5 Kohlenstoffato-
men in der Haupt- und drei Koh-
lenstoffatomen in der Seitenkette
(Abb. 1). Trotz der einfachen
Struktur hat das Molekil mehrere
Wirkungen im Organismus. Zur
Therapie von Krampfleiden ge-
nutzt wird die auf das zentrale Ner-
vensystem wirkende antiepilepti-
sche und dampfende Komponen-
te. Zusatzlich hat das Medikament
eine wesentliche Nebenwirkung:
es induziert Misshildungen im Em-
bryo wie zum Beispiel fehlerhafter
Schluss des Ruckenmarkskanals
oder unproportionierte Ausbildung
des Gesichtsschadels. Aufgrund
dieser Nebenwirkung sollte VPA
auch nicht wahrend der Schwan-
gerschaft eingesetzt werden. Da
aber bisher keine guten Alternati-
ven verfugbar sind, kommt es im-
mer wieder vor, dass Epileptikerin-
nen unter Behandlung mit VPA
schwanger werden, und dass bei
wenigen Prozent dieser Schwan-
gerschaften die genannten Fehlbil-
dungen auftreten. Unsere Fra-
gestellung war, warum Valpro-
insaure solche Fehlbildungen in-
duzieren kann. Wir erwarteten, et-
was Grundsatzliches uber die Re-
gulation des Schicksals von Zellen
wahrend der Embryonalentwick-
lung zu lernen, und herauszufin-
den, wie ein so einfaches Molekdll
wie die Valproinséure die komple-
xen Vorgange wahrend der Em-
bryonalentwicklung stéren kann.
Um das Wesentliche vorweg zu

nehmen: Wir konnten zeigen, dass
Valproinsdure in einen ganz we-
sentlichen Prozess der Steuerung
der Genaktivitat eingreift, ndmlich
die Enzymsysteme, die den Acety-
lierungsgrad von Histonen und da-
mit die Zuganglichkeit von Genen
steuern. Valproinsaure ist ein
Hemmstoff der Histondeacetyla-
sen, also ein Enzym, dass Acetyl-
reste von Histonen entfernt. His-
tondeacetylierung ist ein physio-
logischer Mechanismus, Uber den
Genexpression gehemmt wird,
und deshalb fuhrt die Hemmung
dieser Enzyme zur Aktivierung be-
stimmter Gene. Offensichtlich ist
die Embryonalentwicklung beson-
ders anféllig gegen Stérungen in
diesem Prozess. Stérungen in die-
sem Kontrollmechanismus spielen
auch eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von Krebs, und viele
aktuelle Arbeiten deuten darauf
hin, dass die Hemmung von His-
tondeacetylasen auch in Tumor-
zellen besonders kritisch ist. Im
Kontext solcher Arbeiten konnten
wir zeigen, dass VPA in Leukamie-
zellen oder Tumorzellen aus dem
Dickdarm oder der Brust eine Spe-
zialisierung vermutlich zuriick zur
normalen Funktion oder Absterben
induziert. Damit scheint dieselbe
Wirkungskomponente der VPA,
namlich die Hemmung von Histon-
deacetylasen, die unerwinschte
Induktion von Fehlbildungen des
Embryos zu erklaren und zugleich
ein neuartiges Konzept der Krebs-
therapie zu begriinden.

Konzept der Wirkung

von Medikament und
Giftstoff

Jede chemische Substanz, die im
Organismus eine Wirkung erzielt,
muss in irgendeiner Form An-

schluss an die bestehenden phy-
siologischen Signalsysteme von
Zelle und Organismus finden.
Dies gilt gleichermal3en fur Medi-
kamente und fast alle Giftstoffe,
es sei denn letztere fuhren un-
spezifisch zur Zerstérung von
Zellen. Diese Signalsysteme und
Netzwerke von Signalwegen kon-
trollieren, welche genetischen
Programme zu einer bestimmten
Zeit an einem bestimmten Platz
im Organismus und unter den je-
weils vorliegenden Bedingungen
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Abb. 1: Valproinsaure (a) und davon abge-
leitete Verbindungen Valpromid (b) und

2-Propyl-4-Pentinsaure (c).
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ausgefihrt werden. Deshalb be-
stehen Signalnetzwerke und die
durch sie kontrollierten geneti-
schen Programme aus physiolo-
gischer Notwendigkeit, denn oh-
ne sie gabe es keine geordnete
Entwicklung unseres Korpers
oder kein Bestehen in der Um-
welt. Genauso wie das Betriebs-
system und die ,Hardware" eines
Computers noch nicht daruber
entscheiden, welche Programme
ein Computer letztlich ausfihrt,
genauso bestimmen die beste-
henden Signalnetzwerke und ge-
netischen Programme noch nicht
welche Funktionen eine spezifi-
sche Zelle im Organismus zu ei-
ner gegebenen Zeit erfullt. Es
sind die kontextabhéngige Akti-
vierung und Repression von ge-
netischen Programmen durch
Signale von zumeist auf3erhalb
der Zelle, die die spezifische
Funktion einer einzelnen Zelle
steuern und dadurch erst die Inte-
gritat und Lebensfahigkeit des
Gesamtorganismus erméglichen.
Gewisse Fehler im Signalnetz-
werk kann der Organismus aus-
gleichen. Wenn diese Kapazitat
allerdings erschopft ist, entstehen
Krankheiten. Viele Krankheiten,
wie zum Beispiel Krebs, haben
ihre Ursache in genetisch beding-
ten oder im Lauf des Lebens er-
worbenen Fehlern im zellularen
Programm. Ziel der Therapie mit
Pharmaka ist eine Kompensation
dieser Defekte durch gezielte
Eingriffe in die Regelsysteme.
Umgekehrt interessiert den Toxi-
kologen, dass Giftstoffe Kompo-
nenten der bestehenden Signal-
netzwerke und genetischen Pro-
gramme storen und dadurch erst
Krankheiten auslésen kénnen.
Damit lassen sich aus der Sicht
des Toxikologen oder Pharmako-

logen zwei komplementéare An-
sichten desselben Grundprozes-
ses zeichnen: Der Organismus
mit seinen Zellen und deren Sig-
nalsystemen und genetischen
Programmen steht gegeniber
dem gewaltigen Raum denkbarer
oder bestehender chemischer
Verbindungen. Es ist die kon-
textabhangige Funktion von Sig-
nalsystemen und genetischen
Programmen sowie deren Kon-
trolle durch die chemisch (und
physikalisch) definierte Umwelt
der Zelle, die Uber Gesundheit
und Krankheit entscheiden.

Die Analyse der Interaktion zwi-
schen Organismus und chemi-
schem Raum hat sich zu einem
komplexen  wissenschaftlichen
Ansatz entwickelt, der neben klas-
sischer Toxikologie und Pharma-
kologie erheblich durch Zellbiolo-
gie, Genetik, Modellsystem filr
menschliche Krankheiten in Tie-
ren, die Genomforschung und, zu-
mindest aus dem medizinisch-the-
rapeutischen Blickwinkel, durch
eine moderne synthetische Che-
mie bestimmt wird.

Mechanismus der

Wirkung von
Valproinsaure

Aktivierung von Genaktivitat
durch VPA lber einen
intrazelluldren Rezeptor

Unsere Suche nach dem Mecha-
nismus der embryoschadigenden
Wirkung von VPA konzentrierte
sich zunéchst auf die Suche nach
einem Surrogat-Marker der Reak-
tion des zellularen Signalnetz-
werks auf Valproinsaure. Unser
Ausgangspunkt war der Vergleich

einer Serie von Substanzen, die
von der Valproinsaure abgeleitet
sind: Valpromid (Abb. 1) wirkt zum
Beispiel antiepileptisch, schadigt
aber den Embryo nicht. 2-Propyl-
Pentinsaure (Abb. 1) ist eine chira-
le Verbindung, d.h. sie existiert in
R und S Enantiomeren (links- bzw.
rechts-drehend). Beide Enantio-
meren sind schwach antiepilep-
tisch. Den Embryo schadigt aller-
dings nur das S-Enantiomer,
wahrend durch das R-Enantiomer
keine Schadigung nachgewiesen
wurde. Diese Struktur-Wirkungs-
beziehungen zeigte uns, dass die
therapeutisch genutzte Wirkung
zur Unterdrickung von Krampf-
anfallen einem anderen Mecha-
nismus folgt, als die Stérung der
Embryonalentwicklung. Unsere
Frage nach einem Surrogatmar-
ker wurde also dahingehend pré-
zisiert, ob wir eine Komponente im
zellularen Signalnetzwerk finden
konnen, die durch VPA aktiviert
wird, und die ,richtig” zwischen
den Embryo-schadigenden und
den nicht schadigenden Derivaten
unterscheidet. Unsere Suche be-
gann bei den intrazelluléaren Hor-
monrezeptoren, von denen Mit-
glieder eine ganze Familie auf je-
weils unterschiedliche zellulare
Botenstoffe wie Hormone oder Vi-
tamine reagieren. Diese Rezepto-
ren binden im ,Vorspann“ (= Pro-
moter) von bestimmten Genen an
die DNA und schalten je nachdem,
ob ein Botenstoff fir den Rezeptor
vorhanden ist, die Aktivitat des fol-
genden kodierenden Bereichs von
Genen an oder ab (Abb. 2a). Wir
konnten zeigen, dass ein solcher
Rezeptor, der PPARY, durch VPA
geschaltet wird (Abb. 2b). Offen
blieb zunachst die Frage, uber
welchen Mechanismus VPA den
Rezeptor aktiviert.
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Abb. 2: Regulation von Genaktivitat durch ,Rezeptoren (a) und Steuerung des PPAR

durch VPA (b).

DNA ist im Chromatin
gepackt und die Packungs-
dichte des Chromatins
reguliert die Aktivitdt von
Genen

Die Regulation von Genaktivitat
durch intrazellulare Rezeptoren
erfolgt im Grundkonzept Uber
zwei Mechanismen: Ohne Ligand
reprimiert (unterdriickt) der Re-
zeptor die Genaktivitat, und mit Li-
gand stimuliert er die Genaktivitat.
Ein wesentlicher Aspekt dieser
Regulation liegt darin, dass DNA
in der Zelle nicht als wirrer langer
Faden vorliegt, sondern zusam-
men mit Proteinen im Chromatin
organisiert ist. Zunachst einmal
ist DNA perlschnurartig in soge-
nannten Nukleosomen gepackt.
Jeweils etwa 200 Basenpaare
der DNA sind um einen Kern
aus 8 Histonproteinen ,gewickelt".
(Abb. 3). Die ,Enden” der Histon-
proteine ragen aus dem Nukleo-
som heraus und kénnen modifi-
ziert werden. Histonacetyltrans-
ferasen kdnnen die positiv gela-
denen Lysinreste der Histonen-
den acetylieren und damit deren

Ladung neutralisieren. Histondea-
cetylasen kdnnen diese Acetylre-
ste wieder entfernen, und damit
die positive Ladung wieder freile-
gen. Da jeder Baustein der DNA
eine negative Ladung tragt, geht

d-Rezeptors

man davon aus, dass die Ladung
der Histone einen erheblichen
Einfluss auf die Packungsdichte
von Chromatin hat und damit tiber
die Zugéanglichkeit fur die aktive
Genexpression oder deren Re-

g F"I

Positive Ladung

@—> Deacetylierte Histone

Geschlossenes Chromatin

Nukleosom

9— Acetylierte Histone
Neutralisierte Ladung
Offenes Chromatin

Abb. 3: DNA ist zusammen mit Proteinen im Chromatin organisiert. DNA ist
um Histone (griine ,Kugeln®) gewickelt, und eine Einheit aus etwa 200 Ba-
senpaaren DNA und 8 Histonen wird als Nukleosom bezeichnet. Acetylierte
Histone fuhren zu einer offenen Form des Chromatins, die Genaktivitat be-
glnstigt (rechte Halfte), und fehlende Acetylierung bedingt eine dichte
Packung des Chromatins, die Genaktivitat verhindert (linke Halfte).




pression entscheidet: Acetylierte
Histone beglnstigen offensicht-
lich die Aktivitat von Genen, d.h.
Expression und Abschrift in Bo-
ten-RNA (Abb. 3). Fehlende Ace-
tylierung hemmt die Aktivitat von
Genen.

Ein Rezeptor im Kern kann lokal
an der Stelle des jeweils zu regu-
lierenden Gens als ,Schalter*
zwischen acetylierten und nicht

acetylierten Histonen und damit
zwischen Aktivierung und Re-
pression der Genaktivitat wirken.
Ohne Botenstoff bindet der Re-
zeptor weitere Proteine an das
betreffende Gen. In diesen rekru-
tierten Proteinkomplexen finden
sich Histondeacetylasen, die
Chromatin in die reprimierte Form
Uberfuhren kénnen (Abb. 4a). In
der Gegenwart von Botenstoff
tauscht der Rezeptor die gebun-

Co-
faktoren

@ Reprimierte Form: Gen nicht aktiv

deacetylasen

Histon-

[CCol

faktoren

(b Aktivierte Form: Gen aktiv

transferasen

Histon-
acetyl-

Ac Acac Ac

Co-
faktoren

© Dereprimierte Form: Gen aktiv

dear~cy'asen

histe-

Abb. 4: Drei Arten der Regulation der Genexpression durch intra-
zellulare Rezeptoren: a) Reprimiert, b) Aktiviert, c) ,Dereprimiert*

= Aktiv.

denen Proteinkomplexe aus: die
reprimierenden Proteinkomplexe
werden durch aktivierende Kom-
plexe ersetzt, die als wesentliche
Komponenten Histonacetyltrans-
ferasen enthalten. Diese Acetyl-
transferasen kénnen Chromatin
in die aktive Form Uberfiihren und
begiinstigen deshalb die Aktivitat
des folgenden Gens (Abb. 4b).
Eine dritte Art der Regulation
kann dadurch erfolgen, dass
Komponenten der Repressions-
maschinerie gehemmt werden.
Die Enzymaktivitat von Histonde-
acetylasen kann durch niedermo-
lekulare Substanzen gehemmt
werden (Kreuz in Abb. 4c). Dies
fuhrt auch zu einer (gegebenen-
falls nur partiellen) Aktivierung
der Genaktivitat, kdnnte aber kor-
rekter als ,Derepression” be-
zeichnet werden. Histondeacety-
lase-Hemmer sind zum Beispiel
Buttersaure oder der bakterielle
Giftstoff Trichostatin A.

VPA ist ein Histon-
deacetylase-Hemmer und
moduliert Genaktivitét

liber den Acetylierungsgrad
von Histonen

Ausgehend von unserem Leitbe-
fund, dass VPA die PPARd-ab-
hangige Aktivitat von Genen steu-
ert, haben wir Uberpriift, welcher
Typ der Regulation von Genakti-
vitat Uber intrazellulare Rezepto-
ren durch VPA ausgeldst wird. Als
zentralen Befund konnten wir zei-
gen, dass VPA Uber die Hem-
mung von Histondeacetylasen
wirkt, d.h. dass VPA genau ge-
nommen die Aktivitat von Genen
dereprimiert. Es ist davon auszu-
gehen, dass PPAR&d-abhéngige
Genexpression zwar ein gut ge-
eigneter Leitbefund in unseren




Studien war, dass VPA aber uber
den gezeigten Mechanismus eine
ganze Reihe von intrazellularen
Rezeptoren dereprimieren und
damit de facto aktivieren wird. Die
zentralen Ergebnisse, die diese
These stitzen, sind im folgenden
dargestellt.

Histonacetylierung und Histonde-
acetylierung sind offensichtlich
an der Regulation vieler Gene be-
teiligt. Deshalb fuhrt die Behand-
lung von Zellen mit einem Histon-
deacetylase-Hemmer dazu, dass
sich ein ausreichender Anteil von
Histonen in der acetylierten Form
ansammelt und mittels spezifi-
scher Antikdrper sichtbar ge-
macht werden kann. Dieser
Nachweis ist uns nach VPA-Be-
handlung sowohl in kultivierten
Zellen als auch in den Immunzel-
len der Maus gelungen.

Die Histondeacetylaseaktivitat
lasst sich auch im Reagenzglas
messen. Histondeacetylasen
konnen mit spezifischen Antikor-
pern aus Zellextrakten isoliert
werden. Im Reagenzglas werden
solche Histondeacetylaseprapa-
rationen mit Histonen inkubiert,
die Tritium-markiertes Acetat tra-
gen. Die Freisetzung des Acetats
und damit die Histondeacetylie-
rung kann im Scintillationszahler
gemessen werden (Abb. 5a). Er-
gebnisse eines typischen Experi-
ments sind in Abb. 5b gezeigt.
Ohne die Zugabe von Hemmstof-
fen lasst sich die Histondeacety-
laseaktivitat der Praparation mes-
sen (100 %). Die Zugabe des eta-
blierten Histondeacetylase-Hem-
mers TrichostatinA (TSA) hemmt
diese Aktivitat um mehr als 80 %.
Ahnlich wirkt VPA schon bei einer
Konzentration von 0,5 mM. Im

Serum von Patienten, die VPA
zur Vermeidung von Krampfanfal-
len einnehmen, werden Konzen-
trationen von bis zu 1 mM er-
reicht, was durchaus im zur His-
tondeacetylasehemmung erfor-
derlichen Bereich liegt.

Bleibt die Frage, wie VPA Histon-
deacetylasen hemmt. Mittels ra-
dioaktiver VPA konnten wir zei-
gen, dass VPA selbst an das ka-
talytische Zentrum des Enzyms
bindet und dadurch offensichtlich
den Zugang fur das eigentliche
Substrat, das acetylierte Histon
blockiert.

Zusammenfassend zeigen unse-
re Daten, dass VPA ein Hemmer
von Histondeacetylasen ist.
Struktur-Aktivitdtsbeziehungen
deuten darauf hin, dass dies der
Grund fur die Stérung der Em-
bryonalentwicklung ist. Erstaunli-
cherweise toleriert der erwachse-
ne Organismus VPA sehr gut, ob-
wohl davon auszugehen ist, dass
auch hier Histondeacetylasen ge-
hemmt werden. Offensichtlich ist
das zellulare Signalsystem im Er-

wachsenen im Gegensatz zu ei-
nem kritischen Stadium der Em-
bryonalentwicklung so flexibel,
dass es diese Stdérung kompen-
sieren kann. Mit dieser Schluss-
folgerung ware ein Abschluss des
Projekts erreicht, wenn nicht His-
tondeacetylasen als sehr viel-
versprechende Kandidaten der
zukinftigen Krebstherapie welt-
weit diskutiert und entwickelt wir-
den.

HDAC-Inhibitoren als
Krebstherapeutika

Krebs hat wesentliche Ursachen
in der fehlerhaften Expression
genetischer Information. Erst in
den letzten Jahren ist klar gewor-
den, dass die fehlerhafte Repres-
sion von Genexpression durch
Histondeacetylasen die Ursache
fur Krebs sein kann. Bei bestimm-
ten Formen von Leukamie sind
Chromosomen so verandert,
dass zwei Stiicke von DNA zu-
sammengefuhrt wurden, die nor-
malerweise nicht zusammen
gehoéren. Solche fehlerhafte
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Abb. 5: Messung der HDAC-AKktivitat mittels Immunkomplexenzymassay.

Das Prinzip der Analyse ist im Text beschrieben und schematisch dargestellt

(a). Ein typisches Experiment ist im Diagramm gezeigt (b).




Chromosomen  kodieren  flr
chimére Proteine, die fehlerhaft
Histondeacetylasen binden und
Genaktivitditen hemmen, die fur
die normale Entwicklung von
Blutzellen nétig waren. Bei sol-
chen Formen der Leuk&mie kon-
nen Histondeacetylase-Hemmer
die fehlerhafte Funktion des
chiméren Proteins aufheben und
einen zumindest partiellen Hei-
lungserfolg bewirken. Interessan-
terweise kbnnen Histondeacety-
lase-Hemmer aber auch in
Krebszellen Differenzierung zu
normalen Zellen oder Zelltod aus-
I6sen, in denen kein Chromoso-
menbruch offensichtlich ist. Ob-
wohl noch nicht klar ist, welche
Gene in diesen Zellen derepri-
miert werden mussen, wird grof3e
Hoffnung auf Histondeacetylase-
Hemmer gesetzt, die fur den Ein-
satz bei Krebspatienten geeignet
sind und mit denen Studien an
groRen Patientengruppen durch-
gefuhrt werden kénnen. Die bis-
her verfligbaren Substanzen sind
nur unzureichend geeignet. VPA
ist dagegen seit Jahrzehnten als
Medikament im Einsatz und wird
abgesehen von den Stérungen in
der Embryonalentwicklung sehr
gut vertragen. Aufgrund unserer
Daten zur Histondeacetylase-
Hemmung muss man erwarten,
dass VPA zur Krebstherapie ge-
eignet ist. Diese Hypothese ha-

ben wir zunachst in Zellkulturen
und in einem Tiermodell mit
Brustkrebszellen bestatigt. Zu-
sammen mit der Universitdt Rom
konnte in Leukamiezellen aus
Patienten entweder die Speziali-
sierung (Differenzierung) zu of-
fensichtlich normalen Immunzelle
oder der kontrollierte Zelltod indu-
ziert werden. Damit sind die Vor-
arbeiten geleistet, VPA in der Kli-
nik an Patienten mit Leukamie,
Brust- oder Dickdarmtumoren zu
testen. Solche Studien haben wir
zusammen mit dem Europai-
schen Institut fir Onkologie in
Mailand begonnen.

Zusammenfassung und
offene Fragen

Histondeacetylasen nehmen zen-
trale Rollen bei der Kontrolle der
Genexpression in der Zelle ein.
Mit VPA konnten wir eine Sub-
stanz identifizieren, die als His-
tondeacetylase-Hemmer diese
fur das Schicksal von bestimmten
Zellen offensichtlich kritischen
Komponenten im zellularen Sig-
nalsystem beeinflussen kann.
Dabei kann VPA nicht zwischen
verschiedenen Zellen im Erwach-
senen oder im Embryo bzw. zwi-
schen normaler oder Krebszelle
unterscheiden. Es ist der spezifi-
sche Zustand der jeweiligen Zel-
le, der Uber die Konsequenzen

der VPA-Wirkung entscheidet.
Bestimmte Zellen im Embryo und
Krebszellen sind offensichtlich
besonders empfindlich auf die
Stoérung von Histondeacetylasen.
Je nach Bedingung im Embryo
bzw. in der Krebszelle zeigen sich
unterschiedliche Konsequenzen
der gleichen primaren molekula-
ren Wirkung: Fatale Stérung der
Entwicklung des Embryos oder
erwinschte Abtétung von Tumor-
zellen. Aufgabe der Zukunft wird
sein, diejenigen Gene zu finden,
die kritisch durch VPA reguliert
werden und die die Empfindlich-
keit gegenltiber VPA bestimmen.
Damit kénnten Krebsformen er-
kannt werden, die besonders fur
die Therapie mit VPA oder ande-
ren Histondeacetylase-Hemmern
geeignet sind. Bessere von VPA
abgeleitete Substanzen missen
entwickelt werden, die entweder
die Schadigung des Embryos
wahrend der Therapie von
Krampfleiden vermeiden oder die
gezielt fiir die Therapie von Krebs
geeignet sind. Hierbei werden
Genom- und Transkriptomfor-
schung eine entscheidende Rolle
an der Schnittstelle zwischen Ge-
nom und chemischem Raum
spielen.
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Krank durch Nanopartikel

S. Diabaté, K. Volkel, R. Wottrich, ITG

Einleitung

Die Lunge ist unser groéf3tes Or-
gan, das mit der Umwelt in stan-
digem Kontakt steht. Der Luftaus-
tausch von 10.000 bis 20.000 Li-
tern pro Tag findet Uber eine
Flache von etwa 100 m? statt. Da
mit der lebensnotwendigen Luft
auch Verunreinigungen wie Xe-
nobiotika* und Mikroorganismen
in die Lunge gelangen, miussen
Abwehrmechanismen daflr sor-
gen, dass eingeatmete Stoffe kei-
nen Schaden anrichten kdnnen.
In dieser Hinsicht ist der Atem-
trakt nicht nur als physikalische
Barriere anzusehen, er spielt
auch eine wichtige Rolle bei der
unspezifischen und spezifischen
Immunabwehr und der Entgiftung
von Xenobiotika. Trotz dieser
VorsichtsmaflRnahmen ist unsere
Lunge zunehmend verletzbarer
geworden, wie Lungenexperten
auf dem 4. Deutschen Lungentag
am 15. September 2001 mit dem
Schwerpunktthema ,Umwelt und
Lunge* berichten [1]. Fur Atem-
wegserkrankungen wie Asthma,
chronische Bronchitis, Lungen-
entziindung und Lungenkrebs
wird in Deutschland bis zum Jahr
2010 eine Zunahme um 25% pro-
gnostiziert. Sie belasten Deutsch-
lands Volkswirtschaft schon heu-
te mit jahrlichen Kosten von ca.
37 Milliarden DM fur direkte (Me-
dikamente, Krankenhausaufent-
halte) sowie indirekte Ausgaben
(Arbeitsunfahigkeit, Umschulun-
gen). Es besteht daher grolRes In-
teresse an der Aufklarung der Ur-
sachen fur diese Entwicklung.

Wahrend die nattrlichen Umwelt-
faktoren wie z.B. Pollenflug oder

die genetische Veranlagung fur
bestimmte Lungenkrankheiten
(z.B. Mukoviszidose) nur wenig
beeinflussbar sind, kann man bei
den anthropogen verursachten
Schadstoffen regulierend eingrei-
fen. Bekannt sind Schimmelpilze,
Tabakrauch oder Staube am Ar-
beitsplatz fur die Innenraumbela-
stung, sowie Emissionen aus der
Verbrennung fossiler Brennstoffe
in Verkehr und Industrie fur die
AuRBenraumbelastung. In der epi-
demiologischen Literatur findet
man zahlreiche Verdffentlichun-
gen zum Einfluss der klassischen
Luftschadstoffe SO,, NO,, CO,
Ozon und Schwebstaub auf die
Gesundheit der allgemeinen Be-
volkerung, die Ubereinstimmend
zu dem Ergebnis kommen, dass
Schwebstaub die stérkste Korre-
lation mit der Erkrankungshaufig-
keit (Morbiditat) und der Todes-
fallrate (Mortalitat) zeigt, wahrend
die Korrelation bei den Gasen
deutlich geringer ist [2, 3]. Die be-
obachteten Wirkungen traten je-
doch nicht bei gesunden Men-
schen auf, sondern bei Personen,
die entweder durch ihre geneti-
schen Veranlagung oder eine be-
stehende Erkrankung der Atem-
wege oder des Herz-Kreislauf-
Systems besonders empfindlich
waren.

Bisher konnte noch keine epide-
miologische Studie bestimmte
chemische Bestandteile als po-
tentiell verursachendes Agens der
Staube identifizieren, jedoch gibt
es deutliche Hinweise, dass die
sehr kleinen Partikel im Schweb-
staub gesundheitsschadlicher als
die groReren Partikel sind [4]. Aus
diesem Grund wird an den Mess-
stationen zur Uberwachung der

Luftqualitat neben dem Gesamt-
staub (TSP, total suspended mat-
ter) auch PM,, (particulate matter
< 10 um, lungengangiger Staub)
gemessen. Zu Forschungszwe-
cken werden auch die Fraktionen
PM, s (alveolengangiger Staub)
sowie PM,; (ultrafeine Partikel,
UFP) bestimmt.

Die Ursachen fir die schadlichen
Wirkungen der besonders kleinen
Partikel liegen einerseits in der
groRenabhangigen Eindringtiefe
in die Atemwege, andererseits
sind viele biologische Effekte um
so starker, je groRer die Anzahl
und die Oberflache der Partikel
sind. Bei gleicher Massenkon-
zentration haben kleinere Partikel
eine groRere Anzahl und eine
groBere Oberflache. An einer
gréReren Oberflache kdnnen sich
z.B. mehr Substanzen anlagern,
die sonst nicht bis in die Alveolen
vordringen kdnnten. Die Hypo-
these der ultrafeinen Partikel wird
auch durch Inhalationsexperi-
mente an Versuchstieren und
durch in vitro Tests mit Zellkultu-
ren unterstitzt, wobei die Wirkun-
gen synthetischer Modellpartikel
verschiedener GroRRenklassen
untersucht wurden [5, 6, 7].

Der anthropogen verursachte An-
teil in Umweltstduben wird im we-
sentlichen durch Emissionen aus
der Industrie und aus dem Verkehr
verursacht. Die Forschungsarbei-
ten konzentrieren sich auf Aeroso-
le, die bei der Verbrennung von
Kohle, Ol und Dieselkraftstoff ent-
stehen, wobei neben der Hypothe-
se der ultrafeinen Partikel auch die
Wirkungen der Metalle (Eisen,
Nickel, Zink) und der organischen
Verbindungen (z.B. polyaromati-

*) Die mit * gekennzeichneten Begriffe werden im Glossar erlautert.

NACHRICHTEN - Forschungszentrum Karlsruhe Jahrg. 34 1/2002 S. 75-83



sche Kohlenwasserstoffe) unter-
sucht werden. Auch Partikelbe-
standteile biologischen Ursprungs
kdnnten eine Ursache der beob-
achteten Gesundheitseffekte sein,
wie z.B. Endotoxine*, deren Rolle
bei arbeitsplatzbedingten Erkran-
kungen z.B. in Schweine- und Ge-
flugelzuchtanlagen, Millsortieran-
lagen oder Getreidemiuhlen gut
untersucht ist. All diese Substan-
zen und physikalischen Parame-
ter kdnnen synergistisch wirken.

Forschungsbedarf besteht nun
darin, diejenigen Komponenten
der Staube zu identifizieren, die
fur das Gesundheitsrisiko rele-
vant sind, damit man mit gezielten
Malnahmen entgegenwirken
kann. Ein besseres Verstandnis
der zugrundeliegenden biologi-

schen Mechanismen wiirde es er-
moglichen, Erkrankungen besser
zu erkennen und zu behandeln.

Auswahl eines

biologischen
Testsystems

Da die Auswirkungen auf den
Menschen im Mittelpunkt der um-
weltmedizinischen  Forschung
stehen, sind klinische Untersu-
chungsreihen und die Untersu-
chung von humanen Primarzellen
von besonderer Bedeutung. Es
gibt jedoch auch grof3e Nachteile.
Jeder Patient hat eine individuelle
Vorgeschichte und eine individu-
elle genetische Pradisposition.
Die erhaltenen Ergebnisse unter-
liegen oft groRen Schwankungen
und sind schlecht vergleichbar.

Makrophagen
Epithelzellen

Endothelzellen

R e

Luft und Aerosol

Membran
mit Poren
(400 nm)

Multiwell-Platte

Abb. 1: Transwell ®-Membransystem zur Herstellung eines Kokultursystems.
Der Einsatz trennt das System durch die Membran in ein unteres und oberes
Kompartiment auf, die nur durch die Poren in der Membran (@ = 400 nm) ver-
bunden sind. Die Poren sind grof3 genug, um Partikel, nicht aber Zellen einen
Ubergang zwischen den Kompartimenten zu erméglichen. Die Membran
wird von unten mit humanen Endothelzellen und von oben mit humanen
Epithelzellen besiedelt. Zudem werden humane Makrophagen auf den
Epithelzellen ausgebracht. Das ganze Kokultursystem gleicht der Luft/Blut
Schranke in den Lungenblaschen und eignet sich sowohl fir submerse Ex-
positionen als auch fur direkte Aerosol-Expositionen.

Zudem ist die Verfugbarkeit von
humanen Primarzellen oft einge-
schrankt. Ahnliches gilt auch fiir
Tierversuche.

Die Verwendung von Zellkulturen
bietet hingegen ein einfaches
Modell und einfache Handha-
bung bei kontrollierten Expositi-
onsbedingungen. Eine Standardi-
sierung ermdglicht eine gute Ver-
gleichbarkeit von Ergebnissen.
Die Versuchsaufbereitung gestal-
tet sich effizient und ermdoglicht
umfangreiche  Serienuntersu-
chungen bei Zugriff auf sehr viele
Parameter, da sich der Zugriff auf
zellularer Ebene durch moleku-
larbiologische Methoden ver-
gleichsweise einfach verwirkli-
chen laR3t. Auch lichtmikroskopi-
sche und elektronenmikroskopi-
sche Methoden sind moglich. Je-
doch darf man die Grenzen sol-
cher Zellkulturmodelle nicht aus
den Augen verlieren. Man arbei-
tet in einem artifiziellen System
und mufd deshalb auch mit Arte-
fakten bei den Ergebnissen rech-
nen. Zellkulturmodelle entspre-
chen nur in einer Anndherung der
physiologischen Realitdt. Des-
halb ist die Ruckkehr vom verein-
fachten System zum komplexen
System zur Uberprifung der Er-
gebnisse notwendig.

Um die Wirkung von Partikeln zu
untersuchen, werden Zellen aus
der Lunge eingesetzt; entweder
nur ein Zelltyp oder mehrere Zell-
typen in einer Kokultur. Letzteres
soll die Situation in der Lunge rea-
litdtsnah simulieren. Das in Abb. 1
gezeigte System berucksichtigt
die wichtigsten Zelltypen, die in
jedem der etwa 300 Millionen
Lungenblédschen an der Aus-
tauschflache von Sauerstoff und
Kohlendioxid zwischen dem Blut




und der Atmosphare beteiligt sind.
Da dieser Austausch durch Diffu-
sion stattfindet, sind die Wéande
der Alveolen sehr dinn. Die
Wandstéarke der Alveolen betragt
ungefahr 0,001 mm, ihr Durch-
messer ungefahr 0,25 mm. Sie
bestehen aus einer Lage Epithel-
zellen* auf der Luftseite und einer
Lage Endothelzellen* auf der Blut-
seite, dazwischen befindet sich
die Basalmembran aus extrazel-
lularer Matrix. Auf den Epithelzel-
len sitzen Makrophagen (Fress-
zellen) flr die Immunabwehr.

Auswahl relevanter
biologischer Endpunkte

Partikel, die kleiner als 2 um sind,
kdnnen bis in den Alveolarbereich
vordringen und sich auf der
groBen Lungenoberflache, die
mit einem dinnen Flussigkeits-
film (Surfactant) bedeckt ist, abla-
gern (Abb. 2). Wasserlgsliche
Verbindungen l6sen sich auf und
unlésliche Partikel werden von
den Alveolarmakrophagen er-
kannt und phagozytiert. Bei ho-
hen Partikelkonzentrationen ist

diese erste Abwehrlinie jedoch
Uberfordert. Dann kénnen Parti-
kel auch von den Epithelzellen,
welche die Lungenblaschen aus-
kleiden, aufgenommen werden.
Uber das weitere Schicksal die-
ser Partikel ist noch nichts be-
kannt. Der Kérper wehrt sich ge-
gen die potentielle Gefahrdung
von auf3en mit einer lokalen Ent-
zundungsreaktion. Dabei reagie-
ren vor allem die Makrophagen
mit der Bildung reaktiver Sauer-
stoffspezies, um Mikroorganis-
men abzutéten, sowie mit der Bil-

Luftraum

&
® e

Ry 7 -

Surffactant —>

@ +Weiterer Schadstoff (z.B. LPS)

Alveolar-
makrophage

\ OO |/

Epithelzellen ——

Basalmembran

Signaltransduktion

o Proteinkinasen

Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren

Endothelzellen

Blutgefah

o Reaktive 0-Spezies

Enzyme
Zytokine
)
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Abb. 2: Akute Wirkungen von Partikeln in Lungenzellen, die zu einer lokalen Entziindung fiihren.
Nach Aufnahme in die Zelle 16sen Partikel eine Signaltransduktion durch Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies sowie Aktivierung von Proteinkinasen aus. In der Folge werden Transkriptions-
faktoren aktiviert, die in den Zellkern wandern, um an die DNA zu binden und die Ablesung be-
stimmter Gene zu induzieren. Die daraufhin gebildete mMRNA wandert ins Zytoplasma, wo die ent-
sprechenden Proteine synthetisiert werden z.B. die Zytokine IL-6 und IL-8. Zytokine induzieren die
Bildung spezieller Adh&sionsproteine an der Oberflache der Blutgefal3zellen, die es den Leukozyten
des Blutes erlauben, hier anzudocken, um anschlielBend an den Ort der Gefahrdung einzuwandern.
IL-8 wirkt dabei chemotaktisch, es weist den Leukozyten den Weg entlang eines Konzentrations-

gradienten.




dung von Proteinen und Lipiden,
die als chemische Botenstoffe
(Mediatoren) fur andere Zellty-
pen wirken (Abb. 3). Die Protein-
Botenstoffe, auch Zytokine* ge-
nannt, dienen der Kommunikati-
on zwischen den aktivierten Ma-
krophagen am Ort der Geféahr-
dung und den Leukozyten (weil3e
Blutzellen), die normalerweise
nur im Blut oder in Depots (Milz,
Lymphknoten,  Knochenmark)
vorkommen, bei Bedarf jedoch an
den Entziindungsherd rekrutiert
werden. Auch die Zellen des Ge-
webes (in der Lunge Epithelzel-

len, Fibroblasten* und Endothel-
zellen) reagieren auf die von den
Makrophagen freigesetzten Zyto-
kine und setzen ihrerseits Wirk-
stoffe frei, die mithelfen, dass
Leukozyten in den Ort der Ge-
fahrdung einwandern, um dann in
einer konzertierten Aktion die Kei-
me zu téten und zu beseitigen
und deren Ausbreitung ins Sy-
stem vorzubeugen. Bei diesem
Vernichtungsprozess wird auch
gesundes Gewebe zerstort. Die
Feinregulation des Netzwerks
von Zytokinen sorgt jedoch daftr,
dass die entziindete Stelle wieder

U

&

Bakterien oder Lipopolysaccharid (LPS)

S

&) > ( ;'
Makrophage

g S

Proteine Sauerstoffspezies Lipide
TNF-a 0, PGE
IL-1 H,0, XA
IL-6 «0H PAF
IL-8 NO- hoher Gehalt
ﬂ. ﬂ. ﬂ. an Mediatoren
geringer Gehalt
an Mediatoren

—

vorteilhafte Effekte

o mibBiges Fieber

o allgemeine Stimulation des
Immunsystems

o Abtitung von Mikroorganismen

schadliche Effekte

o hohes Fieber

o Blutdruckabfall

o Gerinselbildung im Blut
o septischer Schock*

Abb. 3: LPS oder bestimmte Bakterien regen Makrophagen zur Produktion
und Freisetzung von Vermittlermolekilen in Form von Proteinen (Tumor-Ne-
krose-Faktor-alpha, Interleukin-1, -6, -8, induzierbare NO-Synthase), reakti-
ven Sauerstoffspezies (Sauerstoffanionradikal, Wasserstoffperoxid, Hy-

droxyradikal, Stickstoffmonoxid) und Lipiden (Prostaglandin E

,, Thrombo-

xan A ,, Plattchen-aktivierender Faktor) an. Diese sogenannten Mediatoren
sind sehr empfindlich aufeinander abgestimmt und kénnen verschiedene
vorteilhafte oder schadliche Effekte auslosen. Die freigesetzten Stoffe wir-

ken teilweise auf die Makrophagen zuriick. TNF-
, hemmt sie (gruner Pfeil).

Mediatoren (roter Pfeil) und PGE

a erhoht die Produktion von

abheilt. Wenn dieser Prozess
durch Uber- oder Unterregulation
der verschiedenen Mediatoren
gestort ist, kann noch mehr ge-
sundes Gewebe zerstort werden,
fahrt also zur Verschlimmerung
einer Erkrankung. Einige Media-
toren gelangen in den Blutkreis-
lauf und wirken systemisch* auf
andere Organe. In der Folge
kann es zu Fieber und Gerinsel-
bildung im Blut kommen, was die
Effekte erhdhter Partikelkonzen-
trationen auf das Herz-Kreislauf-
system bei epidemiologischen
Studien erklart [8], ohne jedoch
den Wirkungsmechanismus bis
ins Detall zu kennen.

In der Zellkultur kann die Reakti-
on von Makrophagen auf bakteri-
elle Erreger durch Zugabe von Li-
popolysaccharid* (LPS oder
Endotoxin) simuliert werden
(Abb. 3). LPS, bestehend aus ei-
nem Lipid- und einem Kohlenhy-
dratanteil, kommt in der auf3eren
Membran bestimmter Bakterien
vor und wird bei der Zellteilung
und beim Absterben der Bakteri-
en freigesetzt. Makrophagen tra-
gen auf ihrer Oberflache einen
Rezeptor fur LPS, nach dessen
Aktivierung Prozesse in Gang ge-
setzt werden, die zu einer Ent-
ziindung fuhren kdénnen. Da der
Kontakt der verschiedenen Zellty-
pen untereinander sowie die ge-
genseitige Beeinflussung von
enormer Wichtigkeit bei einer
Entzindungsreaktion sind, ist es
sinnvoll, auch in der Zellkultur mit
verschiedenen Zelltypen zu ar-
beiten.

In diesem Beitrag sollen die Er-
gebnisse von in vitro Studien mit
Flugstaub aus einer Hausmull-
verbrennungsanlage und mit syn-
thetischen Modellpartikeln vorge-




stellt werden, die potentielle Be-
standteile der Flugasche sein
kénnen. Im Allgemeinen werden
fur Toxizitatsstudien Zellkulturen
submers in flissigen Kulturmedi-
en mit den zu untersuchenden
Substanzen behandelt. Die Dosis
der Substanzen bezieht sich da-
bei auf ihre Konzentration im Me-
dium. Zur Untersuchung von Par-
tikeln ist dieser Versuchsansatz
jedoch nur bedingt geeignet, da
die physiko-chemischen Eigen-
schaften der Partikel und die Zell-
oberflachen in der flissigen Pha-
se andere Eigenschaften als in
der Gasphase aufweisen. Ein
realititsnahes Modell fur die in vi-
vo Situation ist die Exposition von
Zellen an der Gas/Flussigkeits-
schicht, die allerdings technisch
sehr aufwendig ist und daher nur

selten eingesetzt wird. Es muss
ein definiertes Aerosol erzeugt
werden, das in einer geeigneten
Weise Uber Testzellen geleitet
wird, und die Zellkulturen missen
durch geeignete Tragersysteme
Uber den Testzeitraum funktionell
lebensféhig erhalten werden.
Hier wurden die Zellen auf eine
pordse  Membran ausgesat
(Abb.1), die es den Zellen er-
laubt, sich wahrend der Luftexpo-
sition durch die Poren mit Flis-
sigkeit und Nahrstoffen zu versor-
gen. Bei dieser Methode ist die
Erarbeitung von Dosis-Wirkungs-
Beziehungen meist schwierig, da
die quantitative Bestimmung der
Ablagerung von Partikeln aus der
Gasphase auf die Zellen nur be-
rechnet oder geschatzt werden
kann.

System zur Exposition

von Zellen an der Luft

Als Beispiel fir potentielle Um-
weltpartikel wurde Flugstaub aus
einer industriellen Hausmdllver-
brennungsanlage ausgewahlt,
der aus feinen und ultrafeinen
Partikeln besteht. Diese Fluga-
sche wird mit einem Birstendo-
sierer resuspendiert und in die
mit gefilterter Frischluft durch-
stromte Aerosol-Laboranlage AE-
OLA dosiert (Abb. 4) [9]. Bei ei-
nem Volumenstrom von 500
Nm?3/h kénnen Massenkonzentra-
tionen von 1 - 100 mg/Nm? einge-
stellt werden. Durch weitere
Verdinnung mit Luft kann
bis auf Umweltkonzentrationen
1 - 10 pg/Nm? verdunnt werden.
Das Aerosol wird mit 5% CO, zur
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Abb. 4: Versuchsaufbau zur Dispersion von Flugasche und Herstellung verschiedener Verdin-
nungen zur in vitro Exposition von kultivierten Lungenzellen an der Aerosol-Laboranlage AEOLA.




Aufrechterhaltung eines physiolo-
gischen pH-Wertes im Zellkul-
turmedium angereichert, be-
feuchtet und auf 37°C temperiert,
bevor es in die Expositionskam-
mer mit den Zellen eingeleitet
wird. Die Konzentration und
GroRenverteilung des verdiinn-
ten Aerosols wird vor und nach
der Expositionskammer durch ei-
nen Differentiellen Mobilitatsana-
lysator (DMA) bestimmt. Dabei
werden die elektrostatisch aufge-
ladenen Partikel aufgrund ihrer
ladungsabhéngigen Beweglich-
keit im elektrischen Feld nach
GrolRenklassen fraktioniert, deren
jeweilige Anzahl mit einem opti-
schen Messverfahren im Kon-
densationskernzéahler (CPC,
Condensation Particle Counter)
ermittelt wird. Aus der Differenz
der Partikelkonzentrationen vor
und nach der Kammer kann der
Anteil der deponierten Partikel in
der Kammer und damit die Dosis
fur die exponierten Zellen abge-
schatzt werden. Die Partikel-

groRBenverteilung der verwende-
ten Flugasche ist in [10] darge-
stellt.

Die Expositionskammer nach
dem Prinzip von Voisin [11] be-
steht aus einer luftdicht ver-
schraubten Kammer (13 1), die
vollstandig in ein 37°C warmes
Wasserbad eingetaucht wird. In
die temperierte Kammer werden
zuvor die Zellkulturschalen auf ei-
ne Lochplatte gestellt. Das unter
der Lochplatte befindliche Was-
ser dient zur Erzeugung einer ho-
hen Luftfeuchtigkeit, um ein Aus-
trocknen der Zellen zu verhin-
dern. Die Exposition beginnt,
wenn mit einer Pumpe Aerosol
bzw. Luft/5% CO, in einer bau-
gleichen Kontrollkammer, ange-
saugt wird. Die Testatmosphére
durchstromt dann die Kammer
horizontal, und ein Ventilator an
der Einstrdomungsoéffnung sorgt
fur eine gleichméRige Durchmi-
schung des Aerosols. Die bisher
durchgefiihrten Tests haben ge-
zeigt, dass die Exposition von

Zellen an der Gasphase Uber
mehrere Stunden ohne Verande-
rungen der Vitalitat und der Zell-
funktionen maoglich ist. Nach der
Exposition mit zunachst niedrigen
Aerosolkonzentrationen und kur-
zen Expositionszeiten war ledig-
lich bei den Makrophagen
(NR8383) eine leichte Erhéhung
der metabolischen Aktivitat im
Vergleich zu den Kontrollzellen
messbar [12].

Ergebnisse aus der
Submerskultur

In vitro Tests mit synthetisch her-
gestellten feinen und ultrafeinen
Partikeln aus Eisen-IlI-Oxid so-
wie Siliziumdioxid in verschiede-
nen GroRRenklassen unterstitzten
die Hypothese, dass bei Partikeln
gleicher chemischer Zusammen-
setzung die ultrafeinen Partikel
toxischer sind als groRere
(Abb. 5). Allerdings scheint auch
die chemische Zusammenset-
zung eine Rolle zu spielen, da die

Zytoxizitit [%]

= 10 pg/ml
= 50 pg/ml

Hamatit Quarz S380 $S100 S60  S40

Abb. 5: Links: Darstellung von ultrafeinen Silicasol-Partikeln, mittlerer Durchmesser 60 nm im Ra-
ster-Elektronenmikroskop (B. Neufang, HVT-HZ). Rechts: Messung der Zytotoxizitat* von Hamatit

(a-Fe,05, ~ 70 nm) und Silicasol (amorphes SiO

2, 380, 100, 60 und 40 nm) (beide synthetisch herge-

stellt von W. Ferstl, ITC-WGT) sowie Quarzstaub (< 5 um) in Maus-Makrophagen (RAW234.7). Die
kleineren Silicasolpartikel sind toxischer als die gro3en. Hamatit im gleichen Gré3enbereich ist da-

gegen praktisch untoxisch.




Hamatitpartikel in der gleicher
GroRRenordnung wie das ultrafei-
ne Silicasol praktisch untoxisch
waren [7]. Nicht nur die professio-
nellen Fresszellen wie die Makro-
phagen nehmen Partikel in das
Zellinnere auf, sondern auch
Epithelzellen besitzen die Fahig-
keit, ultrafeine Partikel durch En-
dozytose aufzunehmen, wie in
Abb. 6 zu sehen ist. Die ultrafei-
nen Hamatitpartikel werden im
Lichtmikroskop erst dann sicht-
bar, wenn mehrere Partikel in den
Lysosomen* kompaktiert werden.

Bei subtoxischen Konzentratio-
nen von Flugaschepartikeln
konnten biologische Wirkungen
lediglich in solchen Makrophagen
beobachtet werden, die gleichzei-
tig mit LPS stimuliert wurden
(Abb. 7). Die Freisetzung der pro-
inflammatorischen Zytokine TNF-
a und MIP-2 war deutlich erhoht,
was im Organismus einer Ver-
starkung der Entziindungsreakti-
on entsprechen wirde. Gleichzei-
tig wurde die Bildung des NO-Ra-
dikals unterdrickt, d.h. die Ab-
wehr gegen Bakterien ware da-
durch beeintrachtigt. Beide Effek-
te wirden im Organismus zu ei-
ner Verschlimmerung einer bak-
teriellen Erkrankung fuhren [12].

Bei in vitro Versuchen mit Makro-
phagen und Epithelzellen aus der
Ratte ergaben sich deutliche Un-
terschiede zwischen Experimen-
ten mit jeweils nur einem Zelltyp
bzw. mit der Kokultur aus beiden
Zelltypen (Abb. 8). Flugascheex-
position allein induzierte keine
auffallende Freisetzung des Zyto-
kins MIP-2, welches funktionell
dem humanen IL-8 entspricht.
Dies gilt sowohl fiir die Epithelzel-
len (Alveolarepithelzellen Typ II,
RLE-6TN) als auch die Alveolar-

makrophagen (NR8383). Eine
verstarkte  MIP-2-Freisetzung

wird erst in der Kokultur beobach-
tet, wenn sie mit LPS kostimuliert
worden sind, und in diesem Fall
ist sie zudem abhé&ngig von der

Konzentration der eingesetzten
Flugasche. In den Kokultursyste-
men aus beiden Zelltypen ist die
Zytokin-Antwort deutlich starker
im Vergleich zu den Monokultur-
experimenten. Dabei handelt es

Abb. 6: Epithelzellen (humane Alveolarepithelzellen Typ Il, A549)
nach Endozytose von Hamatitpartikeln (& ~ 70 nm). Die Hamatit-
partikel sind erst nach Aggregation innerhalb der Zellen (rot) zu

erkennen. (630fache VergroRerung, Olimmersion, DIC.)

60 - |
= ohne LP§ mit LPS 0,1 pg/ml | kontrolle
= 50
E =
= 407 Flugasche 100 pg/ml
E 30 1
= 20
g 10-

0_

TNF-o MIP-2 Nitrit TNF-o MIP-2 Nitrit

Abb. 7: In Alveolarmakrophagen der Ratte (NR8383) bewirkte die
untersuchte Flugasche bei subtoxischer Konzentration nur in
LPS-stimulierten Zellen eine Veranderung immunologischer Pa-
rameter. Die LPS-induzierte Freisetzung der Mediatoren TNF- «
und MIP-2 wurde durch Flugasche verstarkt und die Freisetzung

von NO, gemessen als Nitrit, wurde gehemmt.




1600 = LPS 0,1 pg/ml
| @LPS 0,1 pg/ml +
Flugasche 10 ug/ml
_ 12001 U] Hg/
E
E‘ 800 +
o
= 10-
Epithelzellen Makrophagen  Kokultur

RLE-6TN 1,5E5 - 1,5
NR8383 - 1E4 1

Abb. 8: Vergleich der MIP-2-Freisetzung
bei Monokulturen aus Epithelzellen (RLE-

6TN, 1,5 E5 Zellen) bzw. Makrophagen
(NR8383, 1 E4 Zellen) und der Kokultur aus
beiden Zelltypen im Verhaltnis 15:1. Die
dargestellten Ergebnisse beziehen sich

auf eine Exposition mit LPS (0,1 pg/ml) so-

wie gleichzeitiger Stimulierung mit der

subtoxischen Flugasche-Konzentration

von 10 pg/ml.

sich nicht um einen einfachen ad-
ditiven, sondern einen synergisti-
schen Effekt, der auf die gegen-
seitige Beeinflussung der Zellen

durch Mediatoren zuriickzu-
fuhren ist (positive Ruckkopp-
lung).

Zusammenfassung und
Ausblick

Feine und ultrafeine Umweltstau-
be sind aufgrund von epidemiolo-
gischen Studien als Verursacher
einer erhdhten Morbiditat und
Mortalitat in der Bevdlkerung in
den Fokus wissenschaftlicher
Untersuchungen gelangt. Mit Hil-
fe von in vitro Tests wurde ge-
zeigt, dass ultrafeine syntheti-
sche Partikel stéarker zytotoxisch
wirken als groRere Partikel glei-
cher chemischer Zusammenset-
zung. Flugstaub aus einer Haus-
mdillverbrennungsanlage,  der
auch Partikel im Nanometer-Be-
reich enthdlt, bewirkt in Lipopoly-
saccharid-stimulierten Makropha-
gen eine verstarkte Freisetzung
pro-inflammatorischer Zytokine
sowie eine Inhibierung der Bil-
dung des NO-Radikals. In Kokul-
turen aus Makrophagen und Lun-
genepithelzellen wurde gezeigt,
dass diese mehr Zytokine freiset-
zen als die Summe der entspre-
chenden Einzelzellkulturen. Die
Ergebnisse unterstitzen die Hy-
pothese, dass erhdhte Schweb-
staubkonzentrationen bei beson-
ders empfindlichen Personen

(z.B. an einer chronischen Bron-
chitis oder Lungenentziindung er-
krankte) zu einer Verschlimme-
rung der bestehenden Erkran-
kung fuhren, indem das empfind-
liche Netz der Abwehrreaktionen
gestort wird. In den weiteren Ar-
beiten soll geprift werden, ob
tatséchlich der ultrafeine Anteil
der Flugasche fur die schéadlichen
Wirkungen verantwortlich ist,
oder ob auch andere Wirkpara-
meter wie z.B. Metalle eine Rolle
spielen. Durch gezielte MalRnah-
men in der Verbrennungs- und
Rauchgasreinigungstechnik mus-
sen diese Parameter dann ge-
mindert werden.
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