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