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Institut fiir Pharmakologie und Biochemie, Veterindr-Medizinische Fakultit der Universitéit Ziirich

SIGNALUBERMITTLUNG IN NORMALEN UND
KREBSARTIGEN ZELLEN*

M.W. BERCHTOLD

I ndende Prot ne

EINLEITUNG

In einem mehrzelligen Organismus miissen nicht alle Zellen
alles konnen, wie dies bei einzelligen Organismen natiirlich
der Fall ist. Arbeitsteilung in einem vielzelligen Organismus
bedeutet, dass die einzelnen Zellen und Zellverbéande zu ei-
nem gegenseitigen Geben und Nehmen imstande sein miis-
sen. Die dazu nétige Koordination wird im wesentlichen tiber
chemische Signale erreicht. Die meisten der ankommenden
Nachrichten (zum Beispiel Hormone) gelangen jedoch nie-
mals direkt ins Zellinnere, sondern werden an der dusseren
Zellmembran von molekularen «Antennen», den Membran-
rezeptoren, abgefangen. Dies bewirkt die Aktivierung einer
Signalkette, die schliesslich zelluldre Vorgiange wie beispiels-
weise Sekretion, Metabolismus, Zellteilung, Wachstum oder
Genaktivierung in Gang setzt oder unterdriickt. Technisch
gesehen wire die Situation dem Eintreffen einer tiber Funk
vermittelten kodierten Nachricht vergleichbar, die dann tiber
eine Antenne in einem Fernschreiber aufgenommen, entzif-
fert und weitergegeben wiirde. Es ist sicher einleuchtend, dass

Ubermittlungssysteme besonders anfillig auf Storungen sind.
Probleme entstehen vielfach, wenn Signaliibermittlungspro-
zesse unkontrolliert verlaufen. Dies kann dazu fithren, dass
sich die Zellen ungehindert teilen und damit Tumoren produ-
zieren. Um zu verstehen, wie es zu Entgleisungen bei der
Signaliibermittlung und damit zu Krebs kommen kann, soll
zunichst einmal gezeigt werden, wie solche Prozesse in nor-
malen, gesunden Zellen funktionieren. Im Zentrum stehen
folgende Fragen: Wie gelangen Signale von aussen in die
Zelle und wie werden sie verarbeitet? Welche Komponenten
sind notwendig dazu? Etwas moderner gefragt, wie ist die
«Hardware» der Informationsiibermittlung aufgebaut? Wie
kann es zu Storungen kommen und welche Auswirkungen
haben solche Storungen?

* Nach der am 6. Juli 1991 an der Universitdt Ziirich gehal-
tenen Antrittsvorlesung
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MOLEKULE DER SIGNALUBERMITTLUNG

Fiir eine erfolgreiche Signaliibermittlung sind verschiedene
qualitativ und quantitativ unterschiedliche Komponenten not-
wendig (Abb. 1, Diagramm links) (Berridge, 1985). Zunichst
miussen externe Signale durch spezielle Mechanismen er-
kannt, umgewandelt und verstirkt werden. Weitere Boten-
stoffe, die zweiten Boten, leiten die Nachricht dann weiter.
Fiir sie ist in die Fachsprache auch der englische Ausdruck
«second messengersy gebrauchlich. Sekundire Botenstoffe
werden wiederum von intrazelluldren Rezeptoren oder Effek-
toren erkannt und aktivieren ihrerseits wieder weitere Kom-
ponenten, was dann schliesslich zu einer zelluldren Antwort
fiihrt. Die Anzahl sekundérer Botenstoffe erscheint ange-
sichts der Unmenge von ersten Botenstoffen und von ver-
schiedenartigen Zellen iiberraschend klein, das heisst, die
internen Signalwege sind fiir alle Zellen erstaunlich einheit-
lich. Zwei Hauptsignaliibermittlungswege sind bisher be-
kannt: Der eine verlduft iiber den Botenstoff zyklisches Ade-
nosinmonophosphat (kurz cAMP), der andere iiber Kalzium.
Die beiden Systeme verhalten sich sehr dhnlich: die zweiten
Botenstoffe rufen eine Anderung in der Struktur zelluldrer
Proteine hervor. In der einen dreidimensionalen Anordnung
ist das Protein inaktiv, in der andern 16st es eine zelluldre
Funktion aus. In den meisten Féllen ist damit die intrazelluldre
Signaliibermittlung nicht beendet. In vielen Féllen braucht es
mehrere hintereinander geschaltete Signaliibermittlungspro-
zesse. Oft sind Details der Signaliibermittlung in diesem
Bereich nicht bekannt. Es scheint jedoch, dass Botenstoffe in
den meisten Fallen Phosphorylasen, auch Kinasen genannt,
aktivieren (Krebs und Beavo, 1979; Cohen, 1982). Dies sind
Enzyme, welche in der Lage sind, Phosphatgruppen zu iiber-
tragen und dadurch weitere Proteine von einer inaktiven in
eine aktive Form zu iiberfithren (Abb. 2). Kiirzlich hat man
entdeckt, dass auch Phosphatasen, welche die umgekehrte
Reaktion katalysieren, eine wichtige Bedeutung bei Signal-
tibermittlungsreaktionen haben (Ingbritsen und Cohen, 1983;
Cohen, 1989; Fischer et al., 1991). Der Sinn solch komplexer
Vorgénge liegt sicherlich darin, dass dabei eine Verstirkung
und eine verbesserte Kontrolle moglich werden. Zusammen-
gefasst kann festgehalten werden, dass bei der Signaliiber-
mittlung meist sehr viele verschiedene Komponenten prizise
miteinander zusammenarbeiten miissen, damit das Ziel er-
reicht wird, ein externes Signal in ein internes umzuwandeln,
was schliesslich zu einer zellulédren Antwort wie zum Beispiel
Zellteilung oder Wachstum fiihrt.
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REZEPTOREN

Rezeptoren oder eben die zelluldiren Antennen stehen am
Anfang der intrazelluldren Signaliibermittlung (Wallis et al.,
1986; Wilson und Foster, 1985; Snyder, 1985). Sie kénnen mit
grosser Selektivitdt und Sensitivitdt Signale empfangen, wel-
che zum Beispiel tiber die Blutbahn kommen. Ein Beispiel
dafiir ist Adrenalin, das in der Nebenniere gebildet wird und
im Zielorgan (z. B. in der Muskulatur) den Glykogenabbau
aktiviert. Zusétzlich kénnen auch autokrine Signale, welche
von den Zellen selbst gebildet werden (zum Beispiel Wachs-
tumsfaktoren), iiber Rezeptoren empfangen werden. Dies er-
moglicht der Zelle, autonom, das heisst von endokrinen Si-
gnalen unabhingig zu werden. Tatsichlich produzieren viele
entgleiste Zellen Wachstumsfaktoren und regen sich und be-
nachbarte Zellen zu unkontrolliertem Wachstum an, was zur
Bildung eines Tumors fithren kann.

SIGNALUMWANDLUNG UND VERSTARKUNG

Auch im Bereich der Signalumwandlung und Verstirkung
haben beide Signaliibermittlungswege vieles gemeinsam. Die
Ubermittlung der Information vom Rezeptormolekiil an der
Zelloberflache durch die Zellmembran hindurch ins Zellinne-
re (Abb. 1, Diagramm rechts) geschieht mittels einer Familie
sogenannter G-Proteine (Gilman, 1984; Birnbaumer et al.,
1987; Collins et al., 1992). In beiden Fillen aktivieren die
G-Proteine ein Verstirkerenzym an der Innenseite der Mem-
bran, entweder Adenylatcyclase oder Phospholipase C. Durch
die Beladung des Rezeptors mit dem Hormon kann das G-Pro-
tein eine Verbindung des Rezeptors mit der Adenylatcyclase
herstellen, welche dadurch aktiviert wird und cAMP herstellt
(Benovic et al., 1988; Limbird, 1988). Beim cAMP-Weg
kommt es durch zwei unterschiedliche G-Proteine entweder
zu einer Stimulation (mit dem Gs-Protein) oder zu einer
Inhibition (mit dem Gi-Protein), je nachdem, ob ein stimulie-
rendes Hormon den Rezeptor Rs besetzt oder ein inhibieren-
des Hormon den Rezeptor Ri. Eine schwere Stérung der
Signaltibermittlung tritt zum Beispiel bei der Choleraerkran-
kung auf. Choleratoxin aktiviert Gs permanent. Somit wird
auch die Adenylatcyclase stindig aktiviert, was zur Uberpro-
duktion von cAMP fiihrt (Lefkowitz et al., 1976). Dies erklart
den schweren Durchfall, unter dem Choleraopfer leiden. In
den Epithelzellen des Darms veranlasst cAMP die Absonde-
rung von Flussigkeit (Sharp, 1977). Auch das Toxin des
Keuchhustenerregers aktiviert den cAMP-Signaliibermitt-
lungsweg permanent. Hier geschieht die Wirkung tiber die
Inaktivierung von Gi (Dolphin, 1987).
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Abb. 1:  Intrazellulire Signalbahnen. Links sind die gemeinsamen Schritte aller membranrezeptorabhdngigen Signaliibermitt-
lungswege dargestellt. Detailliertere Informationen tiber den cAMP- und den Kalzium-Signalweg sind auf der rechten Seite
wiedergegeben. Die dicken schwarzen Balken kennzeichnen die Begrenzung der Zellmembran. Externe Signale konnen entweder
aktivierende (mit + dargestellt) oder inaktivierende (mit — dargestellt) Wirkung haben. CaM, Calmodulin, G, G-Protein, Gi,
inhibierendes G-Protein; Gs, stimulierendes G-Protein; R, Rezeptor, Ri, inhibierender Rezeptor, Rs, stimulierender Rezeptor;
PDE, Phosphodiesterase (nach Berridge, 1985).
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Abb. 2:  Phosphorylasen und Phosphatasen. Bei den meisten
Signaliibermittlungsprozessen sind Phosphorylierungs- und
Dephosphorylierungsreaktionen Schaltstellen.
Phosphorylasen (Kinasen) tibertragen Phosphatgruppen von
Adenosintriphosphat (ATP) auf Proteine. ATP ist ein energie-
reiches Molekiil, welches fiir die Zelle als Energietrdiger eine
zentrale Bedeutung hat. Phosphatasen dephosphorylieren
Proteine, wobei anorganisches Phosphat (Pi) frei wird.

zentrale

Phosphorylasen und Phosphatasen

Phosphorylase (Kinase)

Adenosintriphosphat Adenosindiphosphat
(ATP) \ / (ADP)
Protein = Protein -
inaktiv - aktiv
anorganisches
Phosphat (P) Phosphatase

SEKUNDARE BOTENSTOFFE
Zyklisches AMP

Seine molekulare Vorstufe ist das Adenosintriphosphat (ab-
gekiirzt ATP), das normalerweise dazu dient, der Zelle Ener-
gie fiir chemische Reaktionen zu liefern (Abb. 3). Zur Um-
wandlung in einen zelluldren Boten werden zwei Phosphat-
gruppen von ATP durch das membrangebundene Enzym
Adenylatcyclase abgespalten, wodurch cAMP entsteht
(Schramm und Selinger, 1984; Casperson und Bourne, 1987).
Dieser Signaliibermittlungsschritt ist neben der Signalum-

_.9

Abb. 3: Chemische Struktur von sekunddiren Botenstoffen.
Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) (oben) entsteht
durch Abspaltung von zwei der drei Phosphatgruppen des
Adenosintriphosphates (ATP). Diacylglycerin (DG) und Ino-
sit-triphosphat (IP3) (unten) bilden sich aus Phosphoinosit-
4,5 diphosphat (PIP2), einem Phospholipid, das sich an der
zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran befindet. Dabei
wird der negativ geladene «Kopfteily der Vorstufe vom
«Riickgraty des Glycerin-Molekiils abgespalten: die beiden
Fettsdure-«Schwdnzey des Vorldufers verbleiben nun im
Diacylglycerin. Diese Reaktion wird von einer Phosphodi-
esterase (PDE) katalysiert.
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wandlung in der Zellmembran der bis heute am besten cha-
rakterisierte Prozess in der Signalkette. Er wurde ab 1958,
dem Jahr, in dem Sutherland und Rall das zyklische AMP
entdeckten, etappenweise geklért (Pastan, 1972; Sutherland,
1972).
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Kalzium

Gegeniiber cAMP ist Kalzium ein sehr einfaches Molekiil.
Als Botenstoff ist es aktiv in der ionisierten Form, also als
Ca**-Ion.

Im Jahre 1883 machte der Englénder Sidney Ringer eine sehr
bedeutungsvolle Beobachtung (Ringer, 1883). Dieser Arzt
und Physiologe fand ndmlich, dass sich Froschmuskelfasern
nicht kontrahierten, wenn sie in destilliertem Wasser inkubiert
waren; dagegen zogen sie sich zusammen, wenn er Londoner
Leitungswasser verwendete. Das Magische in diesem Wasser
gibt es nicht nur in London. Ringer fand nimlich sehr schnell,
dass das in diesem Wasser vorhandene Kalzium, welches
natiirlich in destilliertem Wasser fehlt, fiir die Muskelkontrak-
tion notwendig ist. Erst vor etwa 20 Jahren war man sich der
vollen Bedeutung von Kalzium als sekundirer Botenstoff
nicht nur im Zusammenhang mit der Muskelkontraktion,
sondern auch mit sehr vielen andern zelluldren Vorgidngen
bewusst (Campbell, 1983). Dank den unzéhligen Beobach-
tungen sehr vieler Forscher wissen wir heute, dass Kalzium
der vielseitigste intrazellulidre Botenstoffist. Er wird von allen
Tieren und auch von Pflanzen zur Signaliibermittlung ver-
wendet.

Wie kann ein einfaches Ion, das Kalzium, die Funktion eines
Botenstoffes iibernehmen? Kalzium ist vor allem als eine
Hauptkomponente des Knochens (4aron, 1976), als wichtiger
Faktor bei der Blutgerinnung (Fearon und Austen, 1976) oder
als medizinisches Préparat gegen Allergien und Entziindun-
gen bekannt. Hyper- und Hypokalzamie fithren zu schwer-
wiegenden Erkrankungen (Campbell, 1983). Ein dramati-
sches Beispiel einer Hypokalzédmie ist die wirtschaftlich fol-
genschwere Gebirparese des Rindes (4/len und Sansom,
1985), welche den Tieridrzten bestens bekannt ist. Die sehr
bedeutungsvolle Rolle von Kalzium als intrazelluldrer Boten-
stoff ist jedoch weit weniger bekannt.

In hoher Konzentration wirkt Kalzium toxisch auf die Zelle.
Einerseits fithrt dies zu Kalzium-Phosphat-Ablagerungen, an-
derseits werden durch hohes intrazelluldres Kalzium Protea-
sen, Nukleasen und Phospholipasen aktiviert (Chien et al.,
1978). Dies muss auf jeden Fall vermieden werden. Aus
diesem Grunde benotigt jede Zelle sehr effiziente Kalzium-
Pumpen und Austauschmechanismen (Schatzmann, 1975) so-
wie Organellen wie Mitochondrien und das endoplasmatische
Retikulum, die ebenfalls Kalzium aufnehmen kénnen (Camp-
bell, 1983) (Abb. 4). Zudem kommen in den Zellen geloste
und membrangebundene Proteine vor, welche Kalzium bin-
den kénnen (Carafoli, 1987). Da die Kalzium-Konzentration
in der Zelle sehr gering ist (etwa 10 000mal geringer als in den

Abb. 4: Intrazellulires Kalzium. Die Mitochondrien und
das endoplasmatische Retikulum sind Kalzium-Speicher.
Durch Offnen von Kalzium-Kandlen gelangt Kalzium von der
extrazelluldren Fliissigkeit in die Zelle. Dies geschieht zum
Beispiel bei einer Stimulierung mit einem Hormon. Kalzium
muss aus der Zelle gepumpt werden, damit die intrazellulire
Kalzium-Konzentration konstant gehalten werden kann. Da-
neben wird Kalzium auch durch das Na+/Ca2+ Transportsy-
stem reguliert. Als Kalzium-Rezeptoren wirken geldste oder
membrangebundene Kalzium-bindende Proteine.

|Kalzium in der Zelle|

-3
extrazelluldares Kalzium 10 M

I gebundenes
Nat <. 5 n Kalzium
e Ca *
ATP
Ca2+ Ca 2+ \ A
Kanéle Ca™-
10" M Pumpe

Mitochondrium  Endoplasmatisches

Retikulum

Korperflissigkeiten ausserhalb der Zellen) und genau kon-
trolliert wird, bietet sich Kalzium als Botenmolekiil an. Um
wieder auf die Analogie mit dem Funkverkehr zuriickzukom-
men, konnte gesagt werden, das Rauschen, oder der «Back-
ground» bei der Signaliibermittlung sei gering.
Kalzium-Messung

Wie kann man intrazellulire Kalzium-Konzentrationen be-
stimmen? Da Kalzium in den Zellen in einer sehr geringen
Konzentration vorkommt, war dies lange Zeit ein grosses
Problem und kann auch als Grund dafiir gelten, dass sehr
wesentliche Erkenntnisse in bezug auf Kalzium-Signalwege
erst vor kurzer Zeit gewonnen wurden. Eine Mdglichkeit,
Kalzium zu messen, bietet sich mit dem heute oft verwendeten
kalziumselektiven und sensitiven Fluoreszenzfarbstoff
Fura-2 an (Tsien und Poenie, 1986) (Abb. 5). Mit diesem
Farbstoff konnen Kalzium-Uberginge bei Zellverbinden
oder bei Einzelzellen wihrend einer Stimulation untersucht
werden.

Die Mobilisierung von Kalzium

Wie kommt es nun dazu, dass Kalzium in der Zelle als
Antwort auf ein externes Signal wie zum Beispiel ein Hormon
kurzfristig erhoht wird? Erst in den frithen 1980er Jahren
wurde das allgemeine Prinzip der Kalzium-Freisetzung vor
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Abb. 5: Vergleich der Struktur von Fura-2 und EGTA (Ethylenglycol-O,0 - bis(2-aminoethyl)-N,N,N’,N 'tetraessigsdure) und
optische Eigenschaften. Fura-2 ist ein sehr sensitiver und selektiver Farbstoff mit der Eigenschaft, sein Anregungsspektrum in

Anwesenheit von Kalzium zu veréndern.

oben) Kalzium wird durch die Tetracarboxylsdure gebunden, welche bei Fura-2 und dem Kalzium-Chelator EGTA sehr dhnlich

ist. Als Fluoreszenzreportergruppe wirkt das aromatische Ringsystem bei Fura-2.

unten) Optische Eigenschaften von Fura-2. Die Anregungsspektren in Anwesenheitvon verschiedenen Kalzium-Konzentrationen
sind dargestellt. Kalzium-Konzentrationen sind in nanomolar angegeben. In der Abszisse ist die Anregungswellenlinge (in

Nanometer) angegeben. Die Ordinate zeigt die relative Emissionsintensitdt bei 510 Nanometer.
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Abb. 6: Kalzium-Freisetzung. Bei der PIP2-Signalbahn wird als zweiter Botenstoff PIP3 und Diacylglycerin gebildet. IP3 ist
wasserldslich und kann so ungehindert ins Zytoplasma diffundieren. Dort ldst es die Freisetzung von Kalzium aus, das im
endoplasmatischen Retikulum gespeichert ist. Kalzium seinerseits bindet an Kalzium-bindende Proteine, was zur Aktivierung

von Enzymen (z. B. Proteinkinasen) fiihrt. Diacylglycerin bleibt in der Membran, wo es das Enzym C-Kinase stimuliert (nach
Berridge, 1985).

Kalzium - Freisetzung
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aussen 4,5 diphosphat (PIP2) Dja/c\ylglycerin

\ A Protein
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Retikulum

IP3 -empfindlicher
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allem durch Berridge und Irvine bewiesen (Berridge und
Irvine, 1984; Downes, 1988; Putney et al., 1989). Bei der
Kalzium-Freisetzung haben die beiden Molekiile Phospho-
inosit-triphosphat (abgekiirzt IP3) und Diacylglycerin (abge-
kiirzt DG) eine zentrale Bedeutung (Abb. 6). Sie haben eine
erstaunliche Herkunft: Sie stammen nimlich beide aus der
Zellmembran. Diese beiden Molekiile entstehen durch die
Wirkung des Enzymes Phospholipase C aus dem Phospholi-
pid Phosphoinosit-4,5-diphosphat (abgekiirzt PIP2). Das
durch die Phospholipase C freigesetzte IP3, welches im Zy-
tosol 1oslich ist, diffundiert zum endoplasmatischen Retiku-
lum, ein sdckchenartiges Zellorganell (Abb. 6). IP3 wird dabei
an spezifische Rezeptoren gebunden, wodurch sich Kalzium-
Kanile 6ffnen. Es existieren auch Kalzium-Kanile in der
Plasmamembran, auf die hier jedoch nicht eingegangen wer-
den soll.

Diacylglycerin

Neben IP3 wird noch ein zweites Molekiil neu gebildet, das
Diacylglycerin. Dieses Molekiil kann die Zellmembran nicht
verlassen. Wie IP3 wirkt Diacylglycerin als Botenstoff. Ni-
shizuka und Mitarbeiter entdeckten, dass dieser Botenstoff
eine membrangebundene Proteinkinase aktiviert, die C-Kina-
se, welche Phosphatgruppen auf andere Proteine iibertrigt
(Nishizuka, 1983). Auf dieser Stufe geschieht also eine Gabe-
lung der Signalwege in zwei Geleise.

Es existieren pharmakologisch aktive Substanzen wie zum
Beispiel Phorbolester, die den Effekt von Diacylglycerin imi-
tieren, indem sie direkt auf die C-Kinase einwirken. Phorbol-
ester rufen Entziindungen der Haut hervor und kénnen bei
Tieren in Kombination mit einem Karzinogen Tumoren er-
zeugen (Berenblum, 1974). Durch Phorbolester ldsst sich eine
Vielzahl zelluldrer Prozesse experimentell in Gang bringen.
Einer der interessantesten Befunde war, dass Phorbolester,
iber die Phosphorylierung von Membranrezeptoren, die
DNA-Synthese ankurbeln kénnen (Davis und Czech, 1985) —
interessant deshalb, weil damit gezeigt werden konnte, dass
Signalsequenzen, die normalerweise fiir zelluldre Routineak-
tivitdten wie die Sekretion oder die Kontraktion verantwort-
lich sind, auch Zellteilung und Wachstum regulieren kénnen.
Dass Phorbolester als Tumorpromotoren wirken, beruht
wabhrscheinlich auf ihrer Fihigkeit, iiber das C-Kinase-Gelei-
se in das Zellgeschehen einzugreifen (Parker et al., 1986). In
der Tat wird heute zunehmend deutlicher, dass Stérungen der
intrazelluldren Signalbahnen Krebs verursachen kdnnen.
Tabelle 1 zeigt Effekte, die durch den cAMP-Weg gesteuert
werden und solche, die iiber Kalzium laufen. Es handelt sich
hier jedoch nur um eine sehr beschrinkte Auswahl. Adrenalin
wirkt zum Beispiel iiber alpha- und beta-Rezeptoren via
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cAMP auf den Metabolismus und Serotonin auf demselben
Weg auf die Sekretion. Hingegen wirken Spermien sowie
auch Wachstumsfaktoren iiber den Kalzium-Weg auf Zell-
wachstum und Differenzierung. Einige Hormone, wie zum
Beispiel Vasopressin, wirken tiber beide Wege, indem sie in
verschiedenen Zellen verschiedene Rezeptoren beniitzen.
Vielfach sind die beiden Signalwege eng miteinander ver-
netzt.

Kalzium-bindende Proteine

Wie oben ausgefiihrt wurde, fiihrt die Aktivierung einer Zelle
durch ein Hormon in vielen Zellen zu einer kurzfristigen

Abb. 7:  Rdéumliche Struktur des Kalzium-bindenden Protei-
nes Parvalbumin (Kretsinger und Nockolds, 1973). Die
alpha-Helices AB, CD und EF sind in Schwarz dargestellt.
Alpha-Helices CD und EF sind in der Lage, mit dem zwischen
den Helices liegenden Loops Kalzium mit hoher Affinitit zu
binden. Alpha Helices AB sind wegen einer Deletion nicht in
der Lage, Kalzium zu binden. COO" bezeichnet den C-Termi-
nus und NH3" den N-Terminus des Proteines. Zahlen bezeich-
nen die Aminosdure-Positionen im Protein (nach Heizmann
und Berchtold, 1987).

[3-D Struktur von Parvalbumin |
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Tab. 1: Beispiele der Signaliibermittlung

Aktivierung/Inaktivierung einiger bekannter zellulirer Reaktionen (Zusammenstellung nach Berridge, 1985)
a) cAMP-abhdngige Signalwege.

Bei den mit Sternchen bezeichneten Fiillen dient cAMP dazu, Kalzium als weiteren sekunddren Boten zu aktivieren.
b) Reaktionen, die iiber die PIP2-Signalbahn gesteuert werden.

Erhohung des Kalzium-Spiegels. Wie wirkt nun Kalzium reversibel und mit grosser Affinitdt binden konnen. Tatsich-
selbst? Wiederum braucht es in der Zelle Erkennungssysteme, lich gibt es solche Kalzium-bindenden Proteine, und zwar
welche das Kalzium-Signal umwandeln miissen (Carafoli, sehr viele. Man kennt heute fast 200 solcher Proteine (Kret-
1987). Es braucht also Kalzium-Rezeptoren, welche Kalzium singer, 1980; Moncrief et al., 1990; Kretsinger et al., 1991).
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Der Prototyp eines hochaffinen Kalzium-bindenden Proteines
ist Parvalbumin (Wnuk et al., 1982; Berchtold, 1989). Abbil-
dung 7 zeigt die rdumliche Struktur dieses Molekiiles. Sie
wurde bereits im Jahre 1973 durch einen Pionier auf diesem
Gebiet, Robert Kretsinger, mit der Methode der Rontgen-
strukturanalyse ermittelt (Kretsinger und Nockolds, 1973).
Die Erkenntnisse, die dadurch gewonnen werden konnten,
waren die Grundlage zum Versténdnis von Struktur und Funk-
tion vieler anderer Kalzium-bindender Proteine. Parvalbumin
ist ein relativ kleines Molekiil mit einem Molekulargewicht
von ca. 10 000 D. Zwei Kalzium-Ionen koénnen von diesem
Molekiil mit hoher Affinitdt in Bindungsstellen gebunden
werden, die bei vielen verwandten Proteinen eine sehr dhnli-
che Struktur haben. Man nimmt an, dass Parvalbumin wichtig
ist fiir die rasche Einstellung des Kalzium-Gleichgewichtes
nach einer Zellaktivierung vor allem im Muskel (Pechére et
al., 1977, Heizmann, 1984). Arbeiten aus unserem Labor
zeigten, dass Parvalbumin auch im Hirn und in Driisengewe-
ben vorkommt (Berchtold et al., 1982; 1984; Heizmann und
Berchtold, 1987). Parvalbumin wird heute vielfach als Marker
fiir eine Population spezifischer Hirnzellen verwendet. Eine
heute oft vertretene Hypothese geht dahin, dass Parvalbumin
und verwandte Proteine die Nervenzellen vor einer Kalzium-
Uberlastung schiitzen (Sloviter, 1991). Tatséchlich hat man
festgestellt, dass Parvalbumin-enthaltende Hirnzellen besser
geschiitzt sind gegen Zellschddigungen, bei denen Kalzium
erhoht wird. Hervorzuheben wire noch ein weiteres Kalzium-
bindendes Protein, nimlich Calmodulin (Means, 1988). Es ist
der universellste intrazelluldre Kalzium-Rezeptor. Er kommt
in jeder Pflanzen- und tierischen Zelle vor. Calmodulin hat in
kristalliner Form eine hantelférmige Struktur und bindet 4
Kalzium-Ionen mit sehr dhnlichen Bindungsstellen, wie sie
bei Parvalbumin gefunden wurden. Bei einigen Signaliiber-
mittlungswegen weiss man auch, wie dieses Molekiil funktio-
niert. Durch die Bindung mit Kalzium veréndert sich seine
Struktur, und es kann eine Aktivierung oder Inaktivierung
eines Zielproteines stattfinden. Durch die Analyse der Primér-
struktur der Proteine und der Gene, welche fiir Kalzium-bin-
dende Proteine kodieren, konnten unsere und andere For-
schergruppen eindeutig zeigen, dass kalziumbindende Protei-
ne entwicklungsgeschichtlich sehr eng miteinander verwandt
sind und sich wihrend der Evolution auseinander entwickelt
haben (Berchtold, 1989; Moncrief et al., 1990).

DER ZELLZYKLUS

Bevor Storungen bei Zellwachstum und Teilung behandelt
werden, sollen einige Grundlagen zu diesem Thema vermit-
telt werden. Zellen vermehren sich, indem sie nacheinander

362

Abb. 8:  Kalzium und Calmodulin im Zellzyklus. Der Zellzy-
klus verléduft tiber eine Synthese-(S)-Phase, in welcher die
DNA verdoppelt wird. Nach einem Unterbruch in der G2
(= Gap2) Phase erfolgt die Mitosephase, in der sich die
Schwesterchromosomen teilen und in der die Zellteilung statt-
findet. Die intermitotischen Zellen bleiben kurzfristig in der
GI (= Gapl) Phase stehen. Die fakultativ-postmitotischen
Zellen verharren zeitweilig in der GO-Phase, wihrend die
obligat postmitotischen Zellen nicht mehr in den Zellzyklus
eingeschleust werden. Wachstumsfaktoren bewirken meist,
dass Zellen aus der G0-Phase wieder in den Zellzyklus zu-
riickgefiihrt werden. Pfeile bezeichnen Schaltstellen im Zell-
zyklus, welche von Kalzium und Calmodulin kontrolliert wer-
den.

|Kalzium und Calmodulin im Zellzyklus|

3 : Wachstums-
2\ faktoren

(zB PDGF)

/

e
N\

die einzelnen Stadien des Zellzyklus durchlaufen (Beach et
al., 1988; Cross et al., 1989; Pardee, 1989) (Abb. 8). In der
ersten Wachstumsphase, G1, vergrossern sie sich. Dann —
wihrend der sogenannten S-Phase oder DNA-Synthesephase
verdoppeln sie ihre DNA und jhre Chromosomen und bereiten
sich in der zweiten Wachstumsphase G2 auf die Zellteilung
vor. In der Mitosephase oder M-Phase schliesslich teilen sie
sich. Direkt danach entscheidet sich, in welcher Richtung es
weitergeht. Entweder tritt die Zelle wieder in den Zellzyklus
ein und teilt sich erneut, oder die Tochterzelle schligt den
Weg der Differenzierung ein, die Go-Phase, in der sie fiir ihre
spezielle Funktion in einem Gewebe des Korpers ausreift. Fiir
bestimmte Zelltypen, so die Nervenzellen, bedeutet Differen-
zierung das Ende der Teilungsfihigkeit, andere Zelltypen
konnen auch danach wieder in den Zellzyklus eintreten (Ba-
serga, 1985). Die Riickkehr in den Zellzyklus wird durch
Wachstumsfaktoren ausgeldst (daronson, 1991). Es sind dies
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Substanzen, die von einzelnen Zellen oder von einem be-
simmten Zellverband freigesetzt werden.

Wachstumsfaktoren binden sich an Rezeptoren auf der Zell-
oberflache und schicken Signale ins Zellinnere. Diese miissen
dorthin gelangen, wo die DNA verdoppelt wird, ndmlich zum

Abb. 9: Onkogene in der Signaliibermittlung. Das Zell-
wachstum wird itiber verschiedene Signalbahnen reguliert.
Einige Wachstumsfaktoren, zum Beispiel PDGF (platelet-de-
rived growth factor), bentitzen den PIP2-Weg. IP3 mobilisiert
Kalzium. Dadurch kann die Anweisung zur DNA-Synthese in
den Kern iibermittelt werden. Eine Vielzahl von Vorldiufer-
krebsgenen (sis, ras, fos, sre, ros) sowie auch Tumorsuppres-
sorgene (mcc = mutated in colon cancer) vermag die das
Wachstum kontrollierenden Signalbahnen zu unterbrechen,
das heisst, diese permanent ablaufen zu lassen. R, Rezeptor;
G, G-Protein, PDE, Phosphodiesterase.

Onkogene in der
Signallibermittlung
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Zellkern. Es gibt sicher ganz verschiedene Wege, wie dies
geschehen kann. Ein solcher Weg, der von PDGF, dem plate-
let-derived growth factor, beniitzt wird, ist in Abb. 9 darge-
stellt. PDGF ist ein Wachstumsfaktor, der von den Blutpltt-
chen gebildet wird. Er wirkt tiber den IP3, Diacylglycerin und
Kalzium-Weg (Aaronson, 1991). Diese fordern dann wahr-
scheinlich Vorginge, die zur Vorbereitung der DNA-Synthe-
se dienen (Kelly et al., 1983). Was dabei auf molekularer
Ebene genau geschieht, weiss man nicht.

ENTGLEISTE WACHSTUMSKONTROLLE UND
KREBS

Da jede Signalbahn aus einer Reihe von Reaktionen besteht,
die von spezifischen Proteinen kontrolliert werden, muss das
genetische Material der Zelle auch die Gene enthalten, die fiir
die Synthese dieser Kontrollproteine benotigt werden. Jede
funktionelle Abweichung bei solchen Genen konnte daher
Abnormititen im Zellwachstum hervorrufen, z. B. unkontrol-
liertes Wachstum und strukturelle Verdnderungen, wie sie flir
Krebs typisch sind. Auf Mechanismen, wie Gene durch Um-
welteinfliisse wie z. B. krebserzeugende Substanzen oder
ultraviolettes Licht verdndert werden konnen, kann hier nicht
eingegangen werden. Inzwischen hat man etwa 60 Gene
identifiziert, deren abnorme Funktion mit dem Aufireten von
Krebs in Zusammenhang gebracht wird. Man bezeichnet sie
als Protoonkogene oder Vorldufer-Krebsgene (Land et al.,
1983; Hunter, 1985; Bishop, 1987). Bis vor kurzem war nicht
klar, welche Funktionen solche Gene im normalen Zellge-
schehen haben. Inzwischen hat sich aber herausgestellt, dass
in einem Teil von ithnen die Struktur von Komponenten der
Signalbahnen verschliisseltist, die das Zellwachstum kontrol-
lieren (Aaronson, 1991). Als erstes Beispiel fand man, dass
das Protoonkogenprodukt sis ein Teil des Wachstumsfaktors
PDGF ist (Doolittle et al., 1983) (Abb. 9). Wird nun sis stindig
produziert, kann es durch eine permanente Ankurbelung des
Wachstums zu Krebs kommen. Eine ganze Reihe anderer
Protoonkogene sind in Signaliibermittlungsprozesse invol-
viert (Zusammenstellung in Aaronson, 1991). Beim ras-On-
kogen, das sehr hdufig in verdnderter Form in Krebszellen zu

. finden ist, scheint es, dass es eine Form eines G-Proteines

darstellt, die nicht reguliert wird und deshalb stéindig aktiv ist.
Srcund ros wirken auf die Bildung von PIP2 ein. Wieder zwei
andere Protoonkogene, myc und fos, mischen sich am ande-
ren Ende der intrazelluldren Signalkaskade ein. Die myc- und
fos-Gene enthalten den Bauplan von Zellkernproteinen und
konnten so an der Vorbereitung der DNA-Synthese beteiligt
sein. Vor kurzem hat man eine Reihe von Genen identifiziert,
deren natiirliche Aufgabe es offensichtlich ist, Wachstum und
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Zellteilung zu hemmen. Man nennt diese Gene Tumorsup-
pressorgene (Klein, 1987; Sager, 1989; Weinberg, 1991). In
einigen Féllen wie z. B. beim mcc-Gen sind die Genprodukte
Signaliibermittlungskomponenten. Mcc heisst mutated in co-
lon cancer. Dieses Gen wurde 1991 erstmals beschrieben
(Kinzler et al., 1991). Offensichtlich ist dieses auf dem
menschlichen Chromosom 5 lokalisierte Gen wichtig bei der
Entstehung von Darmkrebs. Werden solche Tumorsuppres-
sorgene verdndert, kann es, wie bei den Onkogenen, zu Krebs
kommen. Fiir mehrere Krebsarten weiss man, welche Onko-
gene und Tumorsuppressorgene verdndert sind (Bishop, 1987,
Weinberg, 1991).

KALZIUM, CALMODULIN UND ANDERE
KALZIUM-BINDENDE PROTEINE UND KREBS

Was haben Kalzium und Kalzium-bindende Proteine mit dem
Zellzyklus und unkontrollierter Zellteilung zu tun? Es gibt im
Zellzyklus 3 Phasen, bei denen Kalzium und wahrscheinlich
auch Kalzium-bindende Proteine wichtig sind (Abb. 8). Es
sind dies die G1/S, G2/M und die M-Phase (Rasmussen und
Means, 1989). Kiirzlich konnte man mit Hilfe von gentechni-
schen Methoden einige Fragen beziiglich Bedeutung von
Calmodulinim Zellzyklus kldren. Es konnte eindeutig gezeigt
werden, dass Calmodulin fiir den Zellzyklus essentiell ist und
wihrend dem G1/S-Ubergang erhoht wird (Means und Ras-
mussen, 1988). Zusitzlich ist Calmodulin wihrend der Mi-
tosephase fiir die Umgestaltung des Zytoskelettes und fiir die
Spindelfaserbewegung notwendig. Molekulare Mechanis-
men der Calmodulin-Wirkung beim Zellzyklus sind bisher
rein hypothetisch.

AUSBLICK

Trotz intensiver Forschung erkrankt jeder 4. Westeuropéer
und Amerikaner an Krebs und jeder 5. stirbt daran (Prescott
und Flexer, 1990). Fiir die hufigsten Krebsarten, wie Lun-
gen- und Darmkrebs, gibt es heute keine sichere Therapie. Ein
Grund, weshalb durch die Krebsforschung noch keine gene-
rell wirkende Medikamente entwickelt werden konnten, liegt
sicherlich darin, dass Vorldufer-Krebsgene auch sehr wichtig
sind fiir das normale Funktionieren der Zelle, insbesondere
bei der Signaliibermittlung, wie in diesem Artikel gezeigt
wurde. Eine wichtige Voraussetzung, Krebs auf der Ebene der
Therapie erfolgreich bekdmpfen zu konnen, ist daher die
Erweiterung der Grundlagenerkenntnisse iiber Lebensvor-
ginge in normalen und krebsartigen Zellen, wobei den Signal-
tibermittlungswegen eine ganz besondere Bedeutung zuge-
messen werden muss. Bei einer Einschédtzung der Lage miis-
sen wir auch bedenken, dass viele heute verwendeten zellbio-
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logischen und molekulargenetischen Methoden gerade eben
erst erfunden wurden. Erfreulich ist, dass bei einigen Krebs-
arten, wie z. B. bei der Haarzellenleukdmie und bei Osteosar-
komen dank diesen neuen Disziplinen bereits Erfolge erzielt
worden sind (Baron und Narula, 1990; Baron et al., 1991).
Kiirzlich konnte man Pressemeldungen entnehmen, dass mit
gentechnisch hergestelltem Interferon alpha (ein korpereige-
ner Botenstoff mit Immunabwehrfunktion) in einigen Féllen
Lungenkarzinome erfolgreich eliminiert werden konnten.
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nierbar mit jeder Modulgrésse.
Verlangen Sie eine ausfiihrliche
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M.W. BERCHTOLD

Transmission de signaux dans des cellules
normales et cancereuses

Cet article de synthése décrit les processus moléculaires de
régulation de la transmission de signaux intracellulaires. Les
mécanismes en relation avec le calcium et les protéines liant
le calcium sont décrits. Ces processus biochimiques étroite-
ment contr6lés empéchent une croissance désorganisée dans
I’organisme sain et ainsi la formation de cancer. En général,
les mécanismes de transmission de signaux fonctionnent
d’une fagon similaire chez les organismes hautement déve-
loppés. On trouve dans beaucoup de tumeurs et de lignes de
cellules cancereuses des altérations sur quelques genes direc-
tement liés a la transmission des signaux (protooncogene ou
geéne suppresseur de tumeur).

Trasmissione di segnali in cellule normali e
cancerogene

11 seguente articolo traccia una paroramica sui processi mole-
colari nella trasmissione intracellulare di segnali. In partico-
lare vengono approfonditi 1 meccanismi che vedono il calcio
e le proteine leganti il calcio, come portatori di segnali. Questi
processi biochimici precisi e severamente controllati impedis-
cono, nell’organismo sano, una crescita incontrollata e quindi
I’insorgere del cancro. In linea di massima i segnali di tras-
missione funzionano in tutti gli esseri pitt evoluti in maniera
molto simile. In certi tumori e certe linee di cellule cancero-
gene si constatano delle variazioni in certi geni (proto-onco-
geni o geni tumore suppressivi), che partecipano direttamente
alla trasmissione di segnali.
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