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JEAN KRUTMANN

Das Institut fiir umweltmedizinische Forschung an der
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf gGmbH

Einleitung

Im Mittelpunkt der modernen umweltmedizinischen Forschung steht die Aufkldarung der
molekularen Wirkungsmechanismen von Umweltnoxen, die zu Gesundheitsschidden beim
Menschen fiihren. Diese Erkenntnisse sind die Voraussetzung fiir Abschitzungen von Ge-
sundheitsrisiken der Bevolkerung sowie fiir priventive und therapeutische Mallnahmen.
Im Institut fir umweltmedizinische Forschung (IUF) an der Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf gGmbH werden umweltmedizinisch relevante Mechanismen in den Arbeits-
bereichen Zellbiologie, Immunologie/Allergologie, Toxikologie, Partikelforschung, Epi-
demiologie und Molekulare Alternsforschung facheriibergreifend untersucht. Das IUF
widmet sich mit einer Vielzahl von Forschungsarbeiten den biologischen Wirkungen,
die Umweltschadstoffe (insbesondere Partikel und nicht-ionisierende Strahlung) auf den
menschlichen Organismus ausiiben. Dabei stehen umweltinduzierte Alterungsprozesse
und Stérungen des Immunsystems im Vordergrund.

Organisationsstruktur

Das IUF wurde im Jahr 2001 in der Rechtsform einer gemeinniitzigen GmbH gegriin-
det. Alleiniger Gesellschafter ist die Gesellschaft zur Foérderung umweltmedizinischer
Forschung e.V. — ein Zusammenschluss von sieben renommierten medizinischen Fachge-
sellschaften. Das IUF wird vom Land Nordrhein-Westfalen institutionell gefordert. Es hat
derzeit 117 Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter, von denen nahezu zwei Drittel iiber projekt-
gebundene Fordermittel des Bundesministeriums fiir Umwelt, der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft, der EU, der Deutschen Krebshilfe und anderer Drittmittelgeber finanziert
werden.

Institutsdirektor und wissenschaftlicher Leiter des IUF ist Univ.-Prof. Dr. Jean Krut-
mann, der als Inhaber des Lehrstuhls fiir umweltmedizinische Forschung Mitglied der
Medizinischen Fakultidt der Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf ist. Kaufménnischer
Geschiftsfiihrer des IUF ist Michael Hovelmann. Die innere wissenschaftliche Struktur
des IUF ergibt sich aus dem Zusammenwirken von zurzeit sechs Arbeitsbereichen: Zell-
biologie, Immunologie/Allergologie, Toxikologie, Partikelforschung, Epidemiologie und
Molekulare Alternsforschung.

Durch einen Kooperationsvertrag ist das IUF mit dem Status eines An-Institutes eng
an die Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf angebunden. Es existieren zahlreiche in-
haltliche Verflechtungen der wissenschaftlichen Aktivitdten. So triagt das I[UF mit seinem
Forschungsprogramm wesentlich zum Forschungsschwerpunkt ,,Umweltmedizin und Al-
ternsforschung® der Medizinischen Fakultit bei. Das IUF ist mit Projekten im Sonderfor-
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Abb. 1: Ubersicht iiber die Forschungsstruktur des Instituts fiir umweltmedizinische Forschung

schungsbereich (SFB) 503 ,,Molekulare und zelluldre Mediatoren exogener Noxen* und
im SFB 575 ,.Experimentelle Hepatologie* beteiligt. Zudem ist Professor Krutmann Initia-
tor und Sprecher des Graduiertenkollegs (GK) 1033 ,,Molekulare Ziele von Alterungspro-
zessen und Ansatzpunkte der Alterungsprivention und einer SFB-Initiative zum Thema
,Umweltinduzierte Alterungsprozesse®. Auch am kiirzlich bewilligten GK 1427 ,Nah-
rungsinhaltsstoffe als Signalgeber nukledrer Rezeptoren im Darm® (Sprecherin: Univ.-
Prof. Dr. Regine Kahl) ist das IUF mit sechs von insgesamt neun Projekten mafigeblich
beteiligt.

Aufgaben und Forschungsschwerpunkte

Zentrale Aufgabe des IUF ist die priaventivmedizinische Erforschung molekularer Mecha-
nismen umweltinduzierter Erkrankungen. Durch die Analyse und Bewertung des Risikos,
das exogene Noxen fiir die Gesundheit des Menschen darstellen, sollen die Gesundheits-
vorsorge im Hinblick auf Umweltbelastungen verbessert und priaventive bzw. therapeu-
tische Ansitze entwickelt werden. Dabei konzentrieren sich die Forschungsarbeiten des
IUF auf die molekularen Mechanismen vorzeitiger Alterungsprozesse, degenerativer Er-
krankungen sowie umweltinduzierter Verinderungen von Immunantworten, insbesondere
Allergien. In diesem Zusammenhang stehen derzeit vor allem zwei Umweltnoxen im Zen-
trum des Interesses: Schwebstdube und nicht-ionisierende Strahlung. Zur Analyse ihrer
Wirkungsmechanismen werden modernste zellbiologische, immunologische und moleku-
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larbiologische Methoden eingesetzt. Ergiinzt werden diese Arbeiten durch epidemiologi-
sche Studien. Eine Ubersicht iiber die Forschung des IUF gibt Abbildung 1.

Die im Institut vorhandene wissenschaftliche Kompetenz ermoglicht es, facheriibergrei-
fende Untersuchungen durchzufiihren. So verfiigt das IUF iiber eine vermutlich bundes-
weit einmalige Expertise in den Bereichen Zellbiologie, Immunologie und Allergologie,
Toxikologie, Epidemiologie und Molekulare Alternsforschung. Neben In-vitro-Untersu-
chungen an kultivierten Zellen werden In-vivo-Untersuchungen sowohl an Tiermodellen
als auch in einer extra hierfiir eingerichteten klinischen Untersuchungseinheit am Men-
schen durchgefiihrt. Somit betreibt das IUF sowohl Grundlagen- wie auch angewandte
Forschung.

Arbeitsbereich Zellbiologie

Im Arbeitsbereich Zellbiologie gibt es derzeit drei Arbeitsgruppen, die sich mit der Ana-
lyse der Beeinflussung unterschiedlicher zelluldrer Strukturen durch Umweltnoxen (Parti-
kel, UV- und Infrarotstrahlung sowie Schwermetalle) befassen. Von besonderem Interesse
sind zurzeit (a) Wirkungen auf die Zellmembran und die sich daraus ergebenden Signal-
prozesse in der Zelle, die zur Induktion von Genexpression fiithren, (b) Effekte auf die
Struktur und die Funktion des Zellkerns, insbesondere die Proteindegradation durch das
nukledre Ubiquitin-Proteasomen-System, und (c) die an der durch Infrarotstrahlung in-
duzierten Signaltransduktion beteiligten Prozesse, insbesondere die Rolle von oxidativem
Stress.

UV-induzierte Signaltransduktion

Der Schwerpunkt der Arbeiten der Gruppe von PD Dr. Susanne Grether-Beck liegt auf
der Analyse der photobiologischen und molekularen Grundlagen der Induktion von Gen-
expression durch ultraviolette Strahlung im langwelligen UVA-Bereich. Dies ist deshalb
von wesentlicher Bedeutung, weil gerade dieser Anteil des UV-Spektrums nicht durch die
Ozonschicht in der Stratosphire adsobiert wird und somit die Erdoberflidche in vollem
AusmalB erreicht. Es konnte gezeigt werden, dass eine Bestrahlung mit physiologischen
UVA-Dosen zu einer Aktivierung von Genen in den Keratinozyten der Basalschicht der
Oberhaut fiihrt. In diesem Zusammenhang sei angemerkt, dass unter ,,physiologischer Do-
sis* eine Bestrahlung verstanden wird, der ein Spazierginger in unseren Breiten an einem
sonnigen Friihjahrstag wihrend eines Spazierganges von etwa 30 Minuten ausgesetzt ist.
An der Genaktivierung sind reaktive Sauerstoffspezies initial beteiligt. Hierdurch kommt
es zur Freisetzung von sekundiren Botenstoffen. Die aus einem wesentlichen Bestandteil
der Zellmembran, dem Sphingomyelin, generierten Ceramide fiithren dann zur Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren und zur Induktion einer Vielzahl von Genen.

Aktuelle Arbeiten beschiftigen sich mit der Analyse der Rolle der so genannten Rafts
in der UVA-induzierten Signaltransduktion. Rafts sind Mikrodoménen in der Zellmem-
bran, die sich durch eine verdnderte Lipid- und Proteinzusammensetzung von der restli-
chen Membran unterscheiden. Sie bestehen aus Aggregaten von Sphingomyelin und Cho-
lesterol und dienen als Plattform fiir die Signaltransduktion. Innerhalb der ersten Stunde
nach einer UVA-Bestrahlung konnte in der Membran bestrahlter Keratinozyten — infolge
einer nicht-enzymatischen Hydrolyse von Sphingomyelin — eine Freisetzung von Signal-
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ceramiden beobachtet werden, die durch Singulettsauerstoff ausgelost wird. AnschlieBend
kommt es iiber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Aktivatorprotein-2 (AP2) zur
Aufregulation von UVA-induzierbaren Genen wie dem ICAM-1-Gen. Eine Analyse der
Lipidzusammensetzung der Mikrodoméinen zeigt nun, dass eine UVA-Bestrahlung zu ei-
ner Reduktion des Sphingomyelingehaltes fiihrt, die mit einer Zunahme des Ceramidge-
haltes in diesen Strukturen einhergeht. Zudem nimmt auch der Cholesterolgehalt bei einer
Bestrahlung mit UVA in den Rafts drastisch ab. Eine Erhthung des Sterolgehaltes der
Zellen fiihrt zu einer vollstindigen Hemmung der UVA-induzierten Signalkaskade auf der
Ebene der Ceramidbildung, der Aktivierung von AP2 und der Induktion des interzellula-
ren Adhisionsmolekiils-1 (ICAM-1).! In den Mikrodomiinen kommt es infolge der Ste-
rolzugabe zu einem Anstieg sowohl des Sphingomyelin- als auch des Cholesterolgehaltes.
Untersuchungen mit Inhibitoren der De-novo-Synthese von Sphingolipid bzw. Cholesterol
sollen nun die Frage kléren, ob eine Verdnderung des Sphingomyelin- oder des Choleste-
rolgehaltes fiir die UVA-induzierte Bildung von Ceramiden in den Mikrodoménen von
Bedeutung ist. Erste Befunde deuten darauf hin, dass eine Hemmung der Cholesterolsyn-
these auf Ebene der Delta-7-Sterolreduktase zu einer Verringerung des Cholesterols und
einem Anstieg des Sphingomyelingehaltes in den Rafts fiihrt.

Die menschliche Haut ist einem breiten Spektrum elektromagnetischer Strahlung aus-
gesetzt. Die im natiirlichen Sonnenlicht enthaltene UVA- und die kurzwelligere UVB-
Strahlung konnten als Ursache fiir verschiedene, die menschliche Haut schidigende Pha-
nomene ermittelt werden. Eine Schidigung der DNS und die Verstiarkung von oxidativem
Stress durch UV-Strahlung kénnen grundlegende Mechanismen wie Proliferation, Apop-
tose und Signaltransduktionsprozesse beeinflussen. Bislang wurden die durch UVA- und
UVB-Strahlung ausgelosten Prozesse stets getrennt voneinander betrachtet, und es war
nicht bekannt, ob diese sich wechselseitig beeinflussen konnen. Genau dies konnten wir
nun auf Signaltransduktionsebene feststellen und am Beispiel der Aktivierung dreier wich-
tiger MAP-Kinasen (mitogen activated protein kinases) charakterisieren. Es zeigte sich,
dass eine kombinierte Bestrahlung mit UVA (30 J/em?) und UVB (100 J/m?) zu einer weit
geringeren Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1 und 2 fiihrt als eine Einzelbestrahlung
mit den jeweiligen UVA- bzw. UVB-Dosen. Anders verhilt es sich mit den MAP-Kina-
sen p38 (SAPK) und JNK1/2. Wihrend die Einzelbestrahlung mit UVA oder UVB hier
keine Aktivierung auslost, fithrt die Kombination beider Strahlungsqualititen zu einer si-
gnifikanten Verstirkung der Aktivierung, die bei weitem hoher ist, als es durch einen rein
additiven Effekt zu erkldren wire. Dieser Crosstalk zwischen UVA- und UVB-induzierten
Signaltransduktionsprozessen konnte sowohl fiir primédre humane dermale Keratinozyten
als auch fiir primire humane Hautfibroblasten gezeigt werden.? Das Ziel weiterer Unter-
suchungen wird es sein, biologische Konsequenzen dieses Crosstalk-Phanomens aufzuzei-
gen.

Infrarotinduzierte Signaltransduktion

Die Arbeitsgruppe von Dr. Peter Schroder untersucht die biologische Wirkung von In-
frarotstrahlung (IR-Strahlung), iiber deren molekulare Auswirkungen auf die menschliche

' Vgl. Grether-Beck ez al. (2005).
2 Vgl. Schieke et al. (2005).
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Haut bisher wenig bekannt ist. Wichtigste Quelle der IR-Strahlung ist die Sonne. So enthiilt
das Sonnenlicht auf Meereshohe neben dem ultravioletten (UV) und dem sichtbaren Anteil
etwa 50 Prozent IR-Strahlung, die zum grofiten Teil dem energiereichsten Infrarot-A-Be-
reich (IR-A-Bereich) zuzuordnen ist. Zusitzlich wird der Mensch infraroter Strahlung aus
anderen Quellen wie Saunen, Heizungen und Ofen sowie durch gezielte Anwendung im
medizinischen Bereich ausgesetzt. Zellkulturversuche an menschlichen Hautzellen (der-
male Fibroblasten) zeigten, dass in den Hautzellen durch IR-Strahlung ein Mechanismus
aktiviert wird, wie er auch fiir UV-Strahlung bekannt ist.> So kam es nach Bestrahlung der
Hautzellen zu einer gesteigerten Expression des Enzyms Kollagenase. Die Kollagenase ist
in der Lage, das Eiweill Kollagen, einen wesentlichen Bestandteil des Bindegewebes (z. B.
der Haut), abzubauen. Dieser Vorgang findet im Korper normalerweise — beispielsweise
bei der Wundheilung — in einer genau regulierten Form statt. Durch UV-Strahlung kommt
es jedoch zu einer unregulierten und iiberschiefenden Aktivierung dieses Vorganges. Die
Folge ist eine Zerstorung des Hautbindegewebes, die sich nach Jahren in der Entstehung
von Falten duBert. Die Fahigkeit von IR-Strahlung, diesen Mechanismus ebenfalls zu akti-
vieren, deutet auf eine mogliche Beteiligung der IR-Strahlung an der vorzeitigen Hautal-
terung hin. Neuste noch nicht verdffentlichte Arbeiten zeigen zudem, dass es nicht nur
in isolierten Hautzellen, sondern auch in der intakten menschlichen Haut zu einer Aufre-
gulation von Kollagenase nach IR-A-Bestrahlung kommt. Dies unterstreicht die Notwen-
digkeit, nach Moglichkeiten zu suchen, die Haut vor IR-Strahlung zu schiitzen. Weitere
Untersuchungen miissen zudem kldren, in welchem Umfang IR-Strahlung im Vergleich
zur UV-Strahlung zur Hautschiddigung beitragt. Weiterfithrende Untersuchungen zeigen,
dass IR-A-Strahlung in der Lage ist, so genannte reaktive Sauerstoffspezies zu erzeugen.
Reaktive Sauerstoffspezies sind dafiir bekannt, bei zahlreichen Krankheitsprozessen (z. B.
Krebsentstehung) eine wichtige Rolle zu spielen. Ihr Vorkommen ldsst vermuten, dass die
Wirkung von IR-A-Strahlung noch weitere negative Auswirkungen hat, als dies bislang
bekannt ist.

Umweltnoxen und Zellkern

Die Arbeitsgruppe von PD Dr. Anna von Mikecz untersucht die Effekte von Stduben, ins-
besondere Nanopartikeln (1-100 nm), auf die Struktur und Funktion im Zellkern. Aufgrund
der stindig wachsenden industriellen und biotechnologischen Verwendung der Nanotech-
nologie sowie der zunehmenden Verbreitung von Nanopartikeln, insbesondere in urba-
nen Zentren (Verkehr), steht die Aufkldrung biologischer Effekte und Wirkmechanismen
dieses neuen Umweltschadstoffs im Vordergrund. Der eukaryotische Zellkern (Nukleus)
erfiillt mit der Transkription, Maturierung von Ribonukleinsdure (RNS) und der Riboso-
menbiosynthese grundlegende Funktionen der Genexpression. Diese Vorginge sind nicht
diffus im Zellkern verteilt, sondern in eine funktionelle, nukledre Architektur integriert.
Ein typisches Kennzeichen des Interphase-Zellkerns ist seine Organisation in visuell und
funktionell definierte subnukledre Kompartimente. Diese Substrukturen des Zellkerns sind
dynamisch organisiert und bilden sich aufgrund von nukledren Aktivititen wie Replikation
der DNS, Transkription und Prozessierung von RNS und Biogenese von Ribosomen. Die
engen Struktur- und Funktionsbeziehungen im Zellkern ermdglichen eine flexible Modu-

3 Vgl. Schieke er al. (2003) sowie Schroder et al. (2006).
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lation der Genexpression, d.h. als Antwort auf Umwelteinfliisse bilden sich spezifische
subnukledre Strukturen, die sowohl physiologische als auch pathologische Zustédnde der
Zelle widerspiegeln konnen. Kiirzlich konnte erstmals nachgewiesen werden, dass Nano-
partikel im Gegensatz zu groBeren Partikeln bis in den Zellkern vordringen und die nukle-
dre Architektur und Funktion verindern.* In den Untersuchungen an Zellkulturen wurden
fluoreszenzmarkierte Modellpartikel aus Siliziumdioxid (SiO,) verwendet. Im Zellkern
verursachen die Nanopartikel abnormale Eiweilansammlungen, wie sie sonst bei neu-
rodegenerativen Erkrankungen, z.B. der Chorea Huntington, beobachtet werden. Diese
Proteinaggregate bilden sich nicht spontan zuriick; sie konnen jedoch durch die Gabe von
spezifischen Aggregationshemmern reduziert werden. Neben den strukturellen Veridnde-
rungen blockieren die Nanopartikel wichtige Funktionen des Zellkerns, wie die Replika-
tion und Transkription der DNS, so dass sich die Zellen nicht mehr teilen und in einen
Zustand der zelluldren Seneszenz geraten. Zusammengefasst stellt die durch Nanopartikel
induzierte Proteinaggregation im Zellkern somit einen pathologischen Vorgang dar, der
mit neurodegenerativen Erkrankungen, Autoimmunitidt und vorzeitiger Alterung in Ver-
bindung gebracht wird.

Der Zytotoxizitit exogener Noxen wirkt eine Qualititskontrolle entgegen, die vornehm-
lich durch das Ubiquitin-Proteasomen-System geleistet wird.> Deshalb wurde in der Ar-
beitsgruppe ein In-situ/nucleo-Test fiir proteasomale Proteolyse entwickelt. Solche In-situ-
Analysen dienen zum einen der Charakterisierung von Proteinaggregaten im Hinblick auf
ihre proteolytische Aktivitdt. Zum anderen konnte erstmals proteasomale Aktivitit im
Zellkern nachgewiesen werden.® Die Proteindegradation erfolgt in nukleoplasmatischen
Fokussen, die mit bekannten subnukledren Strukturen und nanopartikelinduzierten Pro-
teinaggregaten liberlappen. Diese In-situ-Nachweise fiir proteasomale Proteolyse ermog-
lichen zukiinftig vergleichende Untersuchungen zur Rolle des nukledren Ubiquitin-Pro-
teasomen-Systems bei den initialen Schritten der Genexpression in unbelasteten und in
mit Nanopartikeln behandelten Zellen.

Arbeitsbereich Immunologie/Allergologie

Im Arbeitsbereich Immunologie/Allergologie wird den Wirkungen von Umweltnoxen auf
das Immunsystem nachgegangen. Es wird untersucht, durch welche Mechanismen Um-
welteinfliisse immuntoxische Wirkungen hervorrufen konnen bzw. an der Pathogenese
allergischer Erkrankungen beteiligt sind. Die Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr. Irmgard
Forster geht schwerpunktmifig Fragen der Immunregulation durch dendritische Zellen
nach. Die Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr. Charlotte Esser untersucht die Rolle des
Arylhydrocarbonrezeptors in der Immuntoxikologie, wihrend sich der Gruppe von Univ.-
Prof. Dr. Ernst Gleichmann mit der Induktion von Immuntoleranz gegen Nickel beschif-
tigt. Die Forschungsaktivititen dieses Arbeitsbereichs wurden bereits im Jahrbuch der
Heinrich-Heine-Universitiit Diisseldorf 2004 ausfiihrlich dargestellt.”

4 Vgl. Chen und v. Mikecz (2005).
5 Vgl. v. Mikecz (2006).

% Vgl. Rockel et al. (2005).

7 Vgl. Forster et al. (2005).



Das Institut fiir umweltmedizinische Forschung 541

Arbeitsbereich Toxikologie

Die Forschungsaktivititen im Arbeitsbereich Toxikologie konzentrieren sich auf die Cha-
rakterisierung der molekularen Mechanismen, die der Tumor promovierenden Wirkung
von Dioxin, Partikeln und UV-Strahlung sowie der endokrinen Wirkung von Umweltche-
mikalien zugrunde liegen. Im Vordergrund der Forschungsarbeiten steht die Analyse der
Funktion des Arylhydrocarbonrezeptors (AhR) bei der durch UV-Strahlung bzw. durch
Dioxin induzierten Modulation von Zellwachstum und -differenzierung. Zudem werden
die molekularen Mechanismen der partikelinduzierten Tumorbildung mit /n-vitro-Model-
len untersucht, wobei die Frage, ob geno- oder zytotoxische Prozesse zur Tumorentstehung
fithren, im Vordergrund steht. Im Arbeitsbereich Toxikologie gibt es derzeit drei Arbeits-
gruppen: Die Gruppe von Univ.-Prof. Dr. Josef Abel untersucht die molekularen Grundla-
gen und die Gruppe von Dr. Ellen Fritsche die funktionelle Relevanz des AhR-Signaling.
Die Arbeitsgruppe von Dr. Klaus Unfried beschéftigt sich mit Partikel-Zell-Interaktionen.

Die Rolle des AhR-Signalweges in der UVB-induzierten Signaltransduktion

In den Arbeitsgruppen von Univ.-Prof. Dr. Josef Abel und Dr. Ellen Fritsche besteht ei-
ne langjidhrige Expertise beziiglich der tiber den AhR vermittelten adversen gesundheitli-
chen Wirkungen von Dioxin und verwandten Substanzen sowie der Rolle dieses Rezep-
tors bei der Regulation der Genexpression. In aktuellen Untersuchungen steht die Rolle
des AhR-Signalweges in der UVB-induzierten Signaltransduktion im Vordergrund. Sola-
re UVB-Strahlung (290-320 nm) kann eine Vielzahl von Schiden an der menschlichen
Haut, einschlieflich Hautkrebs, hervorrufen. Forschungsergebnisse der letzten Jahre zei-
gen, dass UVB-induzierte Stressantworten in Keratinozyten durch zwei unterschiedliche
Signalwege ausgelost werden: Der eine Signalweg beginnt auf der Ebene der Zellmembran
und ist durch ein Clustering von Oberflichenrezeptoren wie z. B. dem Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR) charakterisiert; der zweite beginnt mit der Bildung von DNS-
Photoprodukten (Cyclobutanpyrimidindimeren) im Zellkern. Eigene Untersuchungen ha-
ben Hinweise auf die Existenz eines dritten UVB-induzierten Signalweges ergeben, der
im Zytoplasma durch die Aktivierung des AhR initiiert wird. Es zeigte sich, dass eine
Stimulation humaner Keratinozyten mit UVB, aber nicht mit UVA, zu einer Translokati-
on des AhR mit konsekutiver Induktion der Expression von Zytochrom P450 1A1 fiihrt.
Photoprodukte von Tryptophan wurden als endogene Liganden des AhR diskutiert. Die
Untersuchungen zur Aufkldrung der

AhR-vermittelten Signaltransduktion nach UVB-Strahlung wurden in immortalisierten
Keratinozyten (HaCaT-Zellen) durchgefiihrt. In neueren Untersuchungen wurde die Mes-
senger-Ribonukleinsdure (mRNS) und Proteinexpression der Cyclooxygenase-2 (COX-
2) als Endpunkt fiir UVB-abhingiges EGFR-Signaling etabliert. Durch Hemmung des
AhR mit dem AhR-spezifischen Inhibitor 3’Methoxy-4’Nitroflavon liel sich die COX-
2-mRNA- und Proteinexpression teilweise hemmen. Da zuvor nachgewiesen wurde, dass
der AhR die UVB-abhingige Internalisierung des EGFR kontrolliert und ausfiihrlich in
der Literatur beschrieben ist, dass die Induktion von COX-2 nach UVB EGFR-abhingig
ist, bedeutet dies, dass der AhR als zytoplasmatisches Zielmolekiil fiir die UVB-induzierte
Signaltransduktion identifiziert wurde.®

8 Vgl. Rannug und Fritsche (im Druck).



542 Jean Krutmann

Untersuchungen zur Expression und Funktion des AhR-Repressors

Der AhR-Repressor (AhRR) ist ein neues AhR-reguliertes Gen, dessen Funktion noch
nicht genau bekannt ist. Aufgrund von Befunden aus transienten Uberexpressionsexpe-
rimenten nimmt man an, dass der AhRR suppressiv in die AhR-Signalkaskade eingreift,
indem er das Transportmolekiil ARNT (AAR nuclear transporter) sequestriert und dadurch
inaktiviert.” Untersuchungen an C57BL6-Tieren ergaben eine starke Variation beziiglich
der AhRR-Expression in den verschiedenen Organen. Die hochsten AhRR-mRNS-Gehalte
waren in den Gehirnen und Herzen nachweisbar, wihrend in anderen Organen wie Leber,
Lunge und Thymus die AhRR-mRNS-Gehalte etwa um den Faktor zwei bis zehn niedriger
sind. Geschlechtsspezifische Unterschiede in der AhRR-Expression konnten nicht gefun-
den werden. Untersuchungen an AhR-defizienten Tieren'” zeigten, dass die Expression
des AhRR in den untersuchten Organen etwa um zwei bis drei Grolenordnungen niedri-
ger ist, was darauf hinweist, dass auch in vivo die konstitutive Expression des AhRR iiber
die AhR-Signalkaskade reguliert wird. Weiterhin wurde die Induzierbarkeit des AhRR
nach akuten Gaben von Benzo(a)pyren untersucht und die Responsivitit in Organen mit
der von Zytochrom P450 1A1 (CYP1Al) verglichen. Eine Induktion des AhRR durch
Benzo(a)pyren war in den Herzen und Gehirnen der Tiere nicht nachweisbar, wihrend in
den anderen untersuchten Organen eine drei- bis zehnfache Zunahme der AhRR-mRNS-
Gehalte gefunden wurde. Messungen der CYP1A1-Expression ergaben, dass gerade in
Herzen, die eine hohe AHRR-Expression haben, die stirkste Zunahme von CYP1A1 nach-
weisbar ist. Die Induzierbarkeit von CYP1A1 war nicht invers mit der Expressionshohe
des AhRR korreliert. Die Funktion des AhRR scheint aufgrund der Daten nicht mit dem
einfachen Begriff , Repressor definierbar zu sein.

Zur weiteren Charakterisierung der Funktion und Regulation des AhRR wurden Unter-
suchungen an verschiedenen Zelllinien des Menschen durchgefiihrt, die eine hohe (HeLa),
mittlere (HepG2) und niedrige (A549) Expression des AhRR aufweisen. In HeLa- und
A549-Zellen ist der AhRR nach Belastung mit AhR-Agonisten nicht induzierbar, wihrend
in HepG2-Zellen der AhRR auf Protein- und Transkriptebene auf Gaben von AhR-Agonis-
ten reagiert. Auch der Respons von CYP1A1 auf AhR-Agonisten ist in den verschiedenen
Zellen unterschiedlich: keine Induktion in HeLa-Zellen, médBige bis starke Induktion in
A549- und HepG2-Zellen. Mit verschiedenen experimentellen Ansitzen liel sich nach-
weisen, dass Hypermethylierung und/oder Histondeacetylierung fiir die Nichtresponsivi-
tit des AhRR in A549- und HeLa-Zellen verantwortlich sind. Erste Untersuchungen mit
siRNA zeigten, dass mit dem Grad der Abnahme der AhRR-Message die Transkripte fiir
CYP1A1 in HeLa-Zellen zunehmen, was fiir eine Funktion des AhRR bei der Transkrip-
tionskontrolle von CYP1A1 spricht, moglicherweise tiber eine Rekrutierung von Histon-
Deacetylasen.

Normale humane neurale Progenitorzellen als entwicklungsneurotoxisches
Modell

In der Umwelt vorkommende endokrine Disruptoren sind Chemikalien, die schidliche
Auswirkungen auf das Hormonsystem haben und dadurch die Entwicklung des mensch-

9 Vgl. Haarmann-Stemmann und Abel (im Druck).
10 Vgl. Bernshausen et al. (im Druck).
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lichen Gehirns storen. Die hierfiir verantwortlichen Mechanismen werden nur sehr un-
zureichend verstanden. Es ist jedoch bekannt, dass eine Storung im Gleichgewicht von
Schilddriisenhormonen fiir eine Storung der Hirnentwicklung verantwortlich sein kann. In
der Arbeitsgruppe von Dr. Ellen Fritsche wurde erstmals ein menschliches In-vitro-Modell
entwickelt, mit dem es moglich sein wird, Molekiile hinsichtlich ihres entwicklungsneu-
rotoxischen Potenzials zu untersuchen. Hierfiir wurden normale menschliche Progenitor-
zellen (NHNP-Zellen) verwendet, die die Fiahigkeit haben, in Neurone und Gliazellen aus-
zudifferenzieren. In diesem Zellmodell soll der Mechanismus der endokrinen Disruption
néher charakterisiert werden. Die Arbeiten zur Storung des Schilddriisenhormonsystems
durch PCB118 wurden kiirzlich publiziert.'! Anhand von Differenzierungsstudien mit
dem Schilddriisenhormonrezeptor(THR)-Antagonisten NH-3 und All-trans-Retinolsédure
konnte nachgewiesen werden, dass sowohl der THR-Antagonist als auch die All-trans-
Retinolséure die durch Trijodthyronin (T3) und PCB118 vermittelte Oligodendrozytenbil-
dung vollstdndig inhibieren. Somit konnte gezeigt werden, dass die endokrine Storung des
Schilddriisenhormonsystems durch PCB118 in NHNP-Zellen THR-abhiingig ist.

Interaktion zwischen Partikel und Zelle

Umweltstdube sind in der Lage, eine Vielzahl von Erkrankungen beim Menschen her-
vorzurufen. Die Art und Auspridgung der pathologischen Endpunkte wird dabei von den
physikalischen und chemischen Eigenschaften der Partikel beeinflusst. Kritische Parame-
ter in diesem Zusammenhang sind Partikelgrofie, Oberflichenladungen und Kontamina-
tionen mit reaktiven Verbindungen. In der Arbeitsgruppe von Dr. Klaus Unfried werden
die molekularen Mechanismen der Interaktion zwischen Partikel und Zelle untersucht, die
zu pathologischen Endpunkten fiihren. In den bisherigen Arbeiten konnte gezeigt wer-
den, dass Integrine eine Schliisselrolle fiir partikelinduzierte pathogene Reaktionen der
Zelle einnehmen. Integrine sind membranstindige Rezeptormolekiile, die wichtige Funk-
tionen in der Informationsiibertragung von der extrazelluliren Matrix ins Zellinnere — und
in umgekehrter Richtung — iibernehmen. Untersuchungen der mRNS-Expressionsmuster
withrend der durch Faserstaub induzierten Kanzerogenese haben Hinweise auf Signal-
transduktionskaskaden ergeben, die im direkten Zusammenhang mit Integrinen stehen.
Interventionsversuche mit spezifischen Inhibitoren von 1-Integrin ergaben deutliche Ef-
fekte auf den durch Faserstaub induzierten Zelltod (Apoptose) und die Proliferation von
Lungenepithelzellen in vitro. Dieser Effekt konnte in den relevanten Signaltransduktions-
wegen anhand einer Verringerung der Aktivierung spezifischer Signalproteine (Erk1/2,
PKB) nachvollzogen werden.!? Laufende Untersuchungen gehen den molekularen Me-
chanismen der Signalperzeption und -transduktion durch Integrine nach. Der Effekt von
Partikeln auf die Integrinausriistung der Zelle und die Verteilung der Integrine auf der Zell-
membran werden mit immunhistochemischen Methoden untersucht. Um den Verlauf der
partikelspezifischen, integrinabhéngigen Signaltransduktion und ihre Bedeutung fiir die
Ausprigung pathogener Endpunkte aufzuklidren, werden Inhibitorstudien fiir spezifische
Signalwege durchgefiihrt. Dariiber hinaus wird die Rolle der Integrine bei der Aufnahme
der Partikel in die Zelle untersucht. Durch spezifische Inhibitoren der Endozytose kann

1'Vgl. Fritsche er al. (2005).
12 vgl. Berken ez al. (2003).
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die Bedeutung dieses Prozesses fiir die Ausprigung pathogener Endpunkte analysiert wer-
den. Durch Nutzung von Partikeln mit unterschiedlichen physikalischen und chemischen
Eigenschaften sollen Partikelcharakteristika definiert werden, die entscheidend fiir die In-
duktion der integrinabhingigen Partikeleffekte sind.

Arbeitsbereich Partikelforschung

Im Bereich Partikelforschung werden die molekularen Mechanismen gesundheitsschi-
digender Wirkungen untersucht, die aus der Belastung mit Umweltpartikeln resultieren.
Sowohl Real-life-Partikel wie Feinstdube der Auflenluft, inhalierbare Quarzpartikel und
Nanopartikel als auch sorgfiltig entwickelte Modellpartikel werden in In-vitro- und In-
vivo-Experimenten eingesetzt. Gegenwértige Forschungsprojekte konzentrieren sich auf
die partikelinduzierte Aktivierung von Signalwegen, die bei der Ausbildung entziindlicher
und proliferativer Prozesse eine Rolle spiclen,'® sowie auf die Effekte von Partikeln hin-
sichtlich einer DNS-Schiidigung und -Reparatur.'* Im Arbeitsbereich Partikelforschung
gibt es zwei Arbeitsgruppen: Die Gruppe von Dr. Roel Schins konzentriert sich auf die
Wirkungen von Partikeln und partikelinduzierten chronischen Entziindungen auf die Schi-
digung und Reparatur der DNS. Das Team von Dr. Catrin Albrecht untersucht die mole-
kularen Mechanismen der partikelinduzierten Entziindung und hierbei insbesondere die
Rolle von alveolaren Makrophagen.

Partikelbedingte Entziindung, oxidativer Stress und Schidigung in der
Lunge

Untersuchungen weisen darauf hin, dass die durch Partikel induzierte akute neutrophile
Entziindung durch eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB (nuclear factor kap-
pa B) sowie Hochregulation von TNFo (Tumornekrosefaktor alpha) und MIP-2 (macro-
phage inflammatory protein 2) vermittelt wird. Obwohl Alveolarmakrophagen in diesem
Prozess eine Schliisselposition einnehmen, gibt es Hinweise, dass auch direkte Effekte der
Partikel auf das Lungenepithel am Entziindungsgeschehen beteiligt sein konnen.!> Da-
her wurde die Aktivierung des NFxB-Signaltransduktionsweges in Lungenepithelzellen
nach direkter Quarzbehandlung oder Stimulation mit dem Zellkulturiiberstand quarzakti-
vierter alveolarer Makrophagen untersucht. Die Stimulation mit Entziindungsmediatoren
resultierte in einer schnelleren und stirkeren NFxB-Aktivierung als eine direkte Belas-
tung mit Quarzpartikeln, gezeigt an der Degradierung des Inhibitorproteins IxkBor sowie
dessen Phosphorylierung. Diese Phosphorylierung sowie die des stromaufwirts aktiven
Kinasekomplexes IKK o/ konnte auch in vivo nachgewiesen werden. Da sich die Hinwei-
se verstirken, dass TNFa nicht als zentraler Mediator der durch Quarzpartikel induzier-
ten Entziindung fungiert, kommen andere Mediatoren in Frage, wie z. B. stabile reaktive
Sauerstoffspezies. Deshalb richteten sich nachfolgende Untersuchungen auf die Redox-
Regulierung von NFxB. Da dem Protein APE1/Ref-1 neben seiner AP-Endonuklease-
Aktivitdt bei der DNS-Reparatur auch eine Funktion bei der Regulation redoxsensitiver

13 Vgl. Albrecht er al. (2004a).
14 Vgl. Knaapen et al. (2004).
15 vgl. Albrecht et al. (2004b).
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Transkriptionsfaktoren, wie z. B. NFxB, zugeschrieben wird, wurde Lungengewebe nach
Quarzexposition hinsichtlich der Ref-1-Expression untersucht und erstmals in vivo nach
Partikelexposition eine Erhohung festgestellt.'®

Untersuchungen zu Mechanismen der partikelinduzierten Genotoxizitét

In der Arbeitsgruppe von Dr. Roel Schins werden die molekularen Mechanismen der
partikelinduzierten Entziindungsreaktion in der Lunge und deren Bedeutung fiir die Mu-
tagenese anhand einer Vielzahl von In-vitro- und In-vivo-Modellen untersucht.!” Dabei
werden verschiedene Modellstdube (z.B. mit Benzo[a]pyren oder Eisensulfat beschich-
tete RuBpartikel) verglichen. In Untersuchungen an transgenen Big-Blue-Ratten, denen
die Partikel intratracheal instilliert wurden, zeigten die Modellpartikel deutliche Unter-
schiede hinsichtlich der subchronischen entziindlichen bzw. genotoxischen Eigenschaf-
ten, die anhand der bronchoalveolaren Lavagefliissigkeiten (z. B. Entziindungszellprofile,
Myeloperoxidaseaktivitit, Stickstoffmonoxid (NO), monocyte chemotactic protein-1) und
der Lungengewebe (z.B. Expression von IxBo, B[a]P-diolepoxide-Addukte, 8-Hydro-
xydeoxyguanosin) bestimmt wurden. Da sich diese Beobachtungen zumindest teilweise
mit einer Induktion der DNS-Reparatur erklidren lassen, wurde in vivo die Expression der
Reparaturproteine Oggl und APE/Ref-1 mittels Western-Blot untersucht und die Aktivitét
der DNS-Reparatur im Comet-Assay bestimmt. Die bisherigen Ergebnisse sprechen dafiir,
dass Partikel bzw. deren Bestandteile in der Tat die DNS-Reparatur in vivo beeinflussen
konnen. Um die Kinetiken von Entziindung und Genotoxizitét in Relation zur DNS-Re-
paratur ndher zu untersuchen, wurde eine weitere akute Studie mit denselben Materialien
durchgefiihrt; die Proben werden derzeit ausgewertet.

Arbeitsbereich Epidemiologie

Die Entstehung und Entwicklung von Atemwegserkrankungen und Allergien im Kindesal-
ter sowie Alterungsprozesse und damit verbundene Erkrankungen (Hautalterung, chro-
nisch obstruktive Lungenerkrankungen) werden im Arbeitsbereich Epidemiologie mittels
Kohorten- und Panelstudien sowie in wiederholten Querschnittstudien untersucht. Insbe-
sondere wird tiberpriift, inwieweit diese Prozesse durch Partikelimmissionen aus dem Stra-
Benverkehr, UV-Strahlung, biogene (Pollen) und/oder genetische Faktoren verursacht oder
modifiziert werden. Humanmedizinische Wirkungen (Bio- und Effektmonitoring) spezifi-
scher Schadstoffe wie Schwermetalle und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
bilden einen weiteren Schwerpunkt der Forschung in diesem Arbeitsbereich. Die Arbeits-
gruppe von PD Dr. Ursula Kramer untersucht die Rolle des Umwelteinflusses bei Allergien
und Alterungsprozessen. Die Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr. Ulrich Ranft beschiftigt
sich mit den gesundheitlichen Folgen raumbezogener Umweltbelastungen (so genannter
Hot Spots) in Nordrhein-Westfalen.

16'Vgl. Albrecht er al. (2005).
17V gl. Knaapen et al. (2005) sowie Borm et al. (2005).
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Wirkungen von Belastungen durch verkehrsbedingte Luftverunreinigungen

Der motorisierte Straenverkehr ist die Hauptquelle fiir Partikel, mit denen die Menschen
aus westlichen Industrienationen belastet sind. Die emittierten Partikel haben einen enor-
men Einfluss auf Morbiditidt und Mortalitit der Bevolkerung. Aus experimentellen Expo-
sitionsstudien am Menschen ist bekannt, dass insbesondere Dieselrufpartikel einen adju-
vanten Effekt auf die Entstehung einer allergischen Sensibilisierung haben und dass sie
die allergische Entziindungsreaktion bei Personen, die bereits sensibilisiert sind, verstér-
ken konnen. Zusitzlich konnen Schadstoffe, die aus dem Stralenverkehr stammen, sowohl
die Allergenfreisetzung wie auch die Freisetzung von proinflammatorischen Substanzen
aus Pollen verstirken.

Die Arbeitsgruppe von PD Dr. Ursula Krdmer hat zahlreiche Studien iiber die gesund-
heitlichen Wirkungen von Partikeln und verkehrsbedingten Expositionen durchgefiihrt. So
wurde bei neunjihrigen Kindern aus Diisseldorf ein Zusammenhang zwischen der ver-
kehrsbedingten Luftverunreinigung und den Symptomen von Heuschnupfen und allergi-
scher Sensibilisierung beobachtet.!® Untersuchungen an ilteren Frauen aus dem Ruhrge-
biet zeigten, dass eine Langzeitexposition mit Partikeln sowie das Wohnen in der Néhe
einer verkehrsreichen Strafe zu einem vermehrten Auftreten chronisch obstruktiver Lun-
generkrankungen sowie zu einer Verschlechterung der Lungenfunktion fiithrt.!® Zudem
wurde eine Erhohung der kardiopulmonalen Mortalitdt beobachtet. Auch bei Kindern,
die langfristig gegeniiber Partikeln exponiert waren und in der Nihe einer verkehrsrei-
chen Strafle lebten, zeigten sich eine verminderte totale Lungenkapazitit und ein erhohter
Atemwegswiderstand. Nach der Wiedervereinigung ging in Ostdeutschland die Konzen-
tration von Schwebstaubpartikeln in der Luft deutlich zuriick, gleichzeitig kam es zu einem
Anstieg des Kraftfahrzeugverkehrs. Die niedrigeren Partikelbelastungen waren von einer
Verbesserung der Lungenfunktionswerte bei sechsjihrigen Kindern begleitet. Bei Kindern,
die in der Nihe verkehrsreicher Stralen lebten, wurde dieser positive Effekt jedoch wieder
aufgehoben.?’

Mehrere Studien weisen auf eine Beteiligung straBenverkehrsbezogener Schadstoffe an
der Verstarkung von Symptomen des allergischen Asthmas und des Heuschnupfens hin;
fiir das allergische Ekzem sind die Untersuchungsergebnisse nicht eindeutig.?! Um den
Einfluss der Exposition mit Partikeln aus dem StraBenverkehr und der Allergenexposi-
tion auf die Atopie-Entwicklung von Kindern abschitzen zu konnen, lauft derzeit eine
Untersuchung an iiber 6.000 Kindern, die zwischen 1996 und 2000 in den Stiddten Miin-
chen, Leipzig und Duisburg und im Kreis Wesel geboren wurden. Die Untersuchung der
jetzt sechsjdhrigen Kinder beinhaltet eine Fragebogenerhebung, einen Lungenfunktions-
test, eine Hautbegutachtung sowie eine Blutentnahme zur Bestimmung von spezifischem
Immunglobulin E (IgE) und der DNS. Parallel dazu wurde an jeweils 40 Messstationen
in den Untersuchungsgebieten die kleinrdumige Verteilung der Partikel- und Rufimmis-
sionen aus dem Straflenverkehr ermittelt. Zur Bestimmung der Allergenexposition wurden
an denselben Messpunkten Birkenpollen wéhrend der Bliite im April gesammelt und de-
ren Freisetzung von Allergenen sowie von proinflammatorischen Substanzen gemessen.

18 Vgl. Kriamer et al. (2000).

19 Vgl. Schikowski ez al. (2005).
20 Vgl. Sugiri et al. (2006).

21 ygl. Kriimer (2004).
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Birkenpollen, die in der Nihe verkehrsreicher Stralen gesammelt wurden, wiesen einen
erhohten Gehalt an proinflammatorischen Substanzen auf. Derzeit lduft die Auswertung
der Studie.

Gesundheitliche Folgen raumbezogener Umweltbelastungen in Nordrhein-
Westfalen

In der Nihe industrieller Emittenten in Nordrhein-Westfalen sind Immissionsbelastungen
in Wohngebieten trotz erfolgreicher UmweltschutzmaBnahmen der letzten Jahrzehnte im-
mer noch von gesundheitlicher Bedeutung fiir die betroffene Bevolkerung. Metalle (Blei,
Nickel, Chrom, Cadmium) und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe in Schweb-
stduben sind hierbei von besonderem Interesse. In so genannten Hot-Spot-Untersuchungen
werden deshalb an umschriebenen Belastungsschwerpunkten in der Umgebung von In-
dustriestandorten in Nordrhein-Westfalen humanmedizinische Wirkungsuntersuchungen
durchgefiihrt. Als Studienpopulation der epidemiologischen Querschnittstudien wurden
einzuschulende Kinder und ihre Miitter ausgewihlt. Ein Biomonitoring von Blei, Cadmi-
um, Nickel und Chrom zeigte einen signifikanten Zusammenhang der internen Belastung
mit der Immissionsbelastung.??> DNS-Einzel- und Doppelstrangbriiche sowie alkalilabi-
le Stellen wurden mittels der alkalischen Version des Comet Assay (Einzelzell-Gelelek-
trophorese) in peripheren Lymphozyten als Biomarker einer DNS-Exposition untersucht.
Bei Miittern und ihren Kindern zeigte sich eine deutlich hohere Belastung der DNS in
der Umgebung eines industriellen Hot Spots im Vergleich zu einem lidndlichen Referenz-
gebiet. Eine auffillige Haufung einer Nickelsensibilisierung wurde bei Kindern aus der
Wohnumgebung eines Stahlwerkes beobachtet. Ebenso wurde eine Héufung von Infek-
ten und Symptomen der oberen wie auch der unteren Atemwege im Zusammenhang mit
erhohten Schwebstaubbelastungen und dabei insbesondere mit den Inhaltsstoffen Nickel
und Chrom nachgewiesen.??

Endokrine Wirkungen persistierender organischer Schadstoffe

Experimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass persistierende organische Schadstof-
fe, wie z. B. PCB oder Dioxine, mit dem Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisensystem
sowie dem Hypothalamus-Hypophysen-Keimdriisensystem interagieren konnen. In einer
Geburtskohorte werden mogliche Auswirkungen solcher endokriner Stérungen durch eine
prinatale Exposition auf die kindliche Entwicklung untersucht. Hinsichtlich einer Inter-
aktion mit dem Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisensystem konnten bei den Neuge-
borenen keine eindeutigen Wirkungen beobachtet werden. Ebenso zeigten motorische und
mentale Entwicklungsindikatoren keine Auffilligkeiten innerhalb der ersten zwei Lebens-
jahre der Kinder bei erhohter Belastung mit persistierenden organischen Schadstoffen.
Friihere vergleichbare Untersuchungen hatten bei deutlich hoheren Dioxin- und PCB-Ex-
positionen im vierten Lebensjahr geringfiigige, aber signifikante Wirkungen auf die kind-
liche Entwicklung feststellen konnen. Als ein auffilliges Ergebnis allerdings, iiber das
bislang in der Literatur noch nicht berichtet worden war, zeigten sich signifikante Zusam-

22 Vgl. Wilhelm et al. (2005).
23 Vgl. Landesumweltamt Nordrhein-Westfalen (2004).
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menhiinge zwischen den Sexualhormonspiegeln (Testosteron, Ostradiol) der Neugebore-
nen und der pridnatalen Exposition gegeniiber persistierenden organischen Schadstoffen.
Dieser Befund weist auf eine mogliche Interaktion mit dem Hypothalamus-Hypophysen-
Keimdriisensystem hin.

Umweltfaktoren und Krebserkrankungen

Die Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr. Ulrich Ranft hat eine langjéhrige Erfahrung mit
der Durchfiithrung von Fall-Kontroll-Studien in der Krebsforschung und war an mehre-
ren groBen internationalen Studien beteiligt.>* Unter anderem wurde in einer von der EU
geforderten Fall-Kontroll-Studie das Risiko einer Arsenbelastung, die von einem Kohle-
kraftwerk in der Slowakei ausging, fiir die Entwicklung eines Nicht-Melanom-Hautkreb-
ses untersucht. Es zeigte sich ein erhohtes Risiko der exponierten Bevolkerung fiir diese
Erkrankung infolge der Arsenbelastung in der Umwelt.?> Im Rahmen dieser Studie sowie
einer anderen Untersuchung in Ruminien und Kirgisien wurden DNS-Proben der expo-
nierten Bevolkerung mit sehr unterschiedlichem genetischen Hintergrund gesammelt, um
Polymorphismen Fremdstoff metabolisierender Enzyme (NAT2, GSTM1) und Reparatur-
gene zu untersuchen. Dabei wurde eine ausgeprigte ethnische Differenz im Hinblick auf
den NAT2-Genotyp zwischen der asiatischen Bevolkerung in Kirgisien und der kaukasi-
schen Bevilkerung gefunden.?®

Arbeitsbereich Molekulare Alternsforschung

Die Forschungsarbeiten im Bereich Molekulare Alternsforschung beschiftigen sich mit
der Untersuchung der Mechanismen, durch die Umweltnoxen zu einem vorzeitigen Alte-
rungsprozess fithren. Von besonderem Interesse sind hierbei die Fihigkeit von Umwelt-
noxen, das so genannte ,,mitochondriale Altern* in menschlichen Zellen auszulosen, die
Fahigkeit von IR-Strahlung, eine vorzeitige Alterung der menschlichen Haut zu bewirken
sowie Einfliisse von Umweltnoxen auf die Proteinoxidation und Proteindegradationspro-
zesse. Diese Untersuchungen werden iiberwiegend an zwei Modellorganen durchgefiihrt:
der Haut sowie dem Nervensystem. Zudem wird untersucht, ob bestimmte Altersgrup-
pen sich durch eine spezifische Empfindlichkeit gegeniiber Umweltnoxen auszeichnen.
Hierbei werden erstmals Biomarker bestimmt, die eine Aussage dariiber erlauben, ob Um-
weltnoxen bei bestimmten Altersgruppen zu degenerativen bzw. Alterungsprozessen in
menschlichen Geweben fiihren.

Die Rolle mitochondrialer DNS-Mutationen bei der Lichtalterung der
menschlichen Haut

Unter allen Umweltfaktoren ist die UV-Strahlung der Sonne fiir die vorzeitige Haut-
alterung am bedeutendsten. Die genauen Mechanismen, iiber die die UV-Strahlung diese

2 Vgl. Kogevinas et al. (2003), Puente e al. (2006), Pesch et al. (2000a), Pesch et al. (2000b), Pesch et al.
(2002) sowie Pesch et al. (2005).

25 Vgl. Pesch et al. (2002).

26 ygl. Rabstein et al. (2006).
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so genannte Lichtalterung bewirkt, sind noch ungeklirt. In der Arbeitsgruppe von Univ.-
Prof. Dr. Jean Krutmann wurden in den letzten Jahren Hinweise gewonnen, dass Muta-
tionen der mitochondrialen DNS (mt-DNS) beim Prozess der Lichtalterung eine kritische
Rolle spielen: So ist lichtgealterte Haut durch vermehrte Mutationen des mitochondrialen
Genoms charakterisiert. Nach wiederholter Exposition gegeniiber UVA-Dosen, die den-
jenigen eines Sommerurlaubs entsprachen, wurden in kultivierten primédren menschlichen
Fibroblasten singulettsauerstoffmediierte mt-DNS-Mutationen beobachtet.”” Auch in vi-
vo konnten nach wiederholter, dreimal tidglicher Exposition von zuvor unbestrahlter Haut
gegeniiber physiologischen UV-Dosen iiber zwei Wochen Mutationen der mt-DNS in der
menschlichen Haut nachgewiesen werden. Diese Mutationen persistieren iiber mindes-
tens 16 Monate, was darauf hinweist, dass sie ein molekulares Merkmal der Lichtalterung
sind.”® Um die Validitit dieses Biomarkers fiir die aktinische Schidigung der menschli-
chen Haut zu iiberpriifen, wird derzeit in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Epidemiolo-
gie untersucht, ob die Nutzung von Sonnenbinken ebenfalls mt-DNS-Mutationen auslost
und — falls ja — ob verschiedene Altersgruppen hierfiir eine unterschiedliche Empfindlich-
keit aufweisen.

Bei einigen Personen persistieren die UVA-induzierten mt-DNS-Mutationen nicht nur,
sondern nehmen mit der Zeit ohne weitere Bestrahlung zu. In der mitochondrialen Theorie
des Alterns wurde postuliert, dass diese Mutationen Folge eines Circulus vitiosus sind, in
dem oxidativer Stress zur Entstehung mitochondrialer DNS-Mutationen fiihrt, die wieder-
um — durch Storung der oxidativen Phosphorylierung — eine vermehrte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies und damit eine verstarkte Mutagenese zur Folge haben. So kann die
beobachtete Zunahme der mt-DNS-Mutationen ohne weitere UV-Bestrahlung ein erster
Beleg dafiir sein, dass dieser Circulus vitiosus tatsdchlich in vivo vorkommt.

Aktuelle Untersuchungen sollen nun die Mechanismen aufkldren, iiber die Mutatio-
nen der mt-DNS zu morphologischen Verdnderungen fiihren, wie sie bei der Hautalterung
auftreten. Erste Untersuchungen zeigten, dass durch UVA-Strahlung induzierte Mutatio-
nen der mt-DNS in primédren menschlichen Hautfibroblasten von funktioneller Bedeu-
tung sind und molekulare Konsequenzen haben, die eine kausale Rolle dieser Mutationen
bei der Lichtalterung vermuten lassen. So fiihrte die Induktion von mt-DNS-Mutationen
nicht nur zur Stérung mitochondrialer Funktionen, sondern auch zu einer gesteigerten Ex-
pression der Matrix-Metalloproteinase-1, wihrend deren Inhibitor TIMP (tissue inhibitor
of matrix-metalloproteinases) unverindert blieb. Diese Imbalance ist bekanntermafen an
der Lichtalterung der menschlichen Haut beteiligt. Die Ergebnisse weisen auf einen Zu-
sammenhang zwischen mt-DNS-Mutationen, Energiestoffwechsel und einem Genexpres-
sionsprofil in den Fibroblasten hin, das funktionell mit einer vermehrten Matrixdegene-
ration und somit einer Faltenbildung der Haut korreliert ist.

Um der Frage nachzugehen, ob diese funktionellen Verdnderungen tatsichlich Folge der
mt-DNS-Mutation sind oder unabhingig davon auftreten, beispielsweise als direkte Folge
der UV-Strahlung, wurden folgende Strategien entwickelt: (1) Im ersten Ansatz wurde
die UV-induzierte Bildung mitochondrialer DNS-Deletionen nachgeahmt, indem bei un-
bestrahlten menschlichen Hautfibroblasten die mt-DNS mit Ethidiumbromid schrittweise

27 Vgl. Berneburg er al. (2004).
28 Vgl. Berneburg et al. (1999).
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entfernt wurde. In der ersten Behandlungswoche, als nur ein Teil der mt-DNS depletiert
und eine teilweise Reduktion mitochondrialer Aktivitdt zu beobachten war, zeigten die
Fibroblasten ein Genexpressionsprofil, das demjenigen in lichtgealterter Haut stark glich.
(2) Im zweiten Ansatz wurden menschliche Hautidquivalente entwickelt, die aus priméren
menschlichen Fibroblasten gebildet wurden, die konstitutiv, d. h. auch ohne UVA-Expo-
sition UVA-induzierbare Mutationen in ihrer mt-DNS ausbilden. Derzeit werden diese
Hautédquivalente mit Hautidquivalenten aus normalen, gesunden Fibroblasten im Hinblick
auf Parameter verglichen, die bei der Lichtalterung von Bedeutung sein kénnten. (3) Der
dritte Ansatz basiert auf der kiirzlich gemachten Beobachtung, dass primére Fibroblasten
von Patienten mit Cockayne-Syndrom A (CSA) oder B (CSB) eine erhthte Empfindlich-
keit fiir UVA-induzierte mitochondriale Mutagenese aufweisen. Es zeigte sich, dass die
CSA- und CSB-Proteine in Mitochondrien vorkommen und dass ihre Empfindlichkeit fiir
UVA-induzierte mitochondriale Mutagenese durch die Transfektion von CSB-Zellen mit
dem Wildtyp-Gen normalisiert wird. Diese Untersuchungen haben eine zuvor unbekannte
Funktion von CS-Proteinen aufgezeigt und bilden die Grundlage fiir weitere Untersuchun-
gen, in denen normale, empfindliche und resistente Zellen fiir menschliche Hautidquiva-
lente verwendet werden, um der Rolle von UVA-induzierten mt-DNS-Mutationen bei der
Hautalterung nachzugehen. Zudem wird die Relevanz dieser Beobachtungen in vivo an
CSB-Knockout-M4iusen iiberpriift werden.

Durch den Einsatz der genannten In-vitro- und In-vivo-Modelle lief3 sich auch zeigen,
dass eine Privention UVA-induzierter mt-DNS-Mutationen und der funktionellen Folgen
generell moglich ist. Bislang erfolgreiche Strategien beinhalten den Einsatz von Mikro-
nihrstoffen wie Carotinoiden, Energiedquivalenten wie Kreatin, UV-Filtern, in Liposomen
verkapselter DNS-Reparaturenzyme und bestimmter Antioxidantien.

Proteinstoffwechsel und Zellalterung

Die Arbeitsgruppe von PD Dr. Tilman Grune beschiftigt sich mit Proteinoxidationsprozes-
sen, die bei der zelluldren Alterung ebenfalls eine Rolle spielen. Im Stoffwechsel der Zel-
le entstehen stindig oxidierende Verbindungen. Zusitzlich entfalten viele Umweltnoxen,
Arznei- und Genussmittel ihre toxische Wirkung durch freie Radikale und andere aktive
Oxidantien. So kommt es permanent zu einer Zell- und Gewebeschiddigung durch oxidati-
ven Stress. Im Laufe der Evolution hat sich ein vielschichtiges antioxidatives Schutzsys-
tem herausgebildet, das auf die Verhinderung von Oxidationsreaktionen oder die Reparatur
von Oxidationsschidden ausgerichtet ist. Es konnte nachgewiesen werden, dass Sdugerzel-
len iiber die Fihigkeit zur Steigerung der Proteolyserate nach oxidativem Stress verfiigen.
So fiihren oxidative Schidigungen normalerweise zu einem erhohten Abbau modifizier-
ter Proteine durch das proteasomale System, aber unter Umstdnden kommt es zur Akku-
mulation solcher oxidierten Proteinformen. Diese Prozesse spielen bei einigen, vor allem
neurodegenerativen Erkrankungen, aber auch beim physiologischen Alterungsprozess eine
Rolle.

Einer der zentralen Punkte der Untersuchungen der Arbeitsgruppe ist die Messung der
Aktivitdt und der Regulation intrazelluldrer proteolytischer Systeme — unter anderem des
Proteasoms — wihrend der Alterung. Dabei konnte erstmals die intrazelluldre Verteilung
oxidierter Proteine mittels mikroskopischer Verfahren nachgewiesen werden. Diese Un-
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tersuchungen werden zurzeit weitergefiihrt und auf Alterungsmodelle iibertragen. In dem
eingesetzten Alterungsmodell mit Fibroblasten liefl sich die wihrend der natiirlichen Al-
terung vorkommende Proteinoxidation in vitro simulieren. Ebenfalls war ein Abfall der
proteolytischen Aktivitit des Proteasoms zu beobachten.?

Um die Bedeutung von Proteinoxidation und Hemmung des Proteasoms fiir die Orga-
nalterung zu kldren, werden Untersuchungen an priméren humanen Hautzellen und in vivo
an menschlicher Haut durchgefiihrt. Fibroblasten werden in vitro UVA-Strahlung ausge-
setzt und Vitalitdt, Prozesse der Proteinoxidation sowie Verdnderungen des proteasomalen
Systems untersucht. In einem /n-vivo-Bestrahlungsmodell wird in Hautbiopsien die Uber-
tragbarkeit der Befunde auf den Menschen gepriift. Es kommt in beiden Modellen unter
UVA-Behandlung zu einem massiven Anstieg der Proteinoxidation. Durch verschiedene
zu testende Substanzen wird versucht, diese Proteinoxidation zu verhindern. Aktuelle Ar-
beiten gehen der funktionellen Relevanz dieser Verdnderungen fiir die Lichtalterung der
Haut nach. Hierbei interessieren insbesondere Verdnderungen des Kollagenstoffwechsels
der Haut.

Im Mittelpunkt der Untersuchungen der intrazelluldren Proteolyse in Zellen des Nerven-
systems stehen mikrogliale Zellen, Astrozyten und Neuronen. Mikrogliale Zellen werden
vor allem im Hinblick auf ihre Moglichkeit, die Gewebshomdoostase im Gehirn aufrecht-
zuerhalten, untersucht. Dabei werden sowohl der Umsatz endogener Proteine als auch die
Aufnahme und der Abbau exogener oxidierter Proteine gepriift. Diese Studien werden in
Abhingigkeit des Aktivierungsgrades der Mikroglia durchgefiihrt. Ein weiteres Projekt
beschiftigt sich mit dem Turnover des fau-Proteins in Neuronen. Trotz der Erkenntnis,
dass das fau-Protein eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie der Alzheimer’schen Er-
krankung spielt, ist nach wie vor unklar, inwieweit der Turnover des fau-Proteins geregelt
wird. Der Turnover des fau-Proteins hingt wesentlich von der posttranslationalen Modifi-
zierung dieses Proteins ab. Eine besondere Rolle hierbei scheinen der Oxidationsgrad und
die Phosphorylierung des fau-Proteins zu spielen. In einem weiteren Projekt werden die
Proteinoxidation und die Proteolyse in Astrozyten unter den Bedingungen der hepatischen
Enzephalopathie untersucht. Unter diesen Bedingungen kommt es durch den gestorten
Leberstoffwechsel zu einer Hyperammonidmie. Diese 16st in den Astrozyten eine Aktivie-
rung der Glutaminsynthethase aus. Glutamin akkumuliert in Astrozyten und fiihrt zu einer
Schwellung dieser Zellen. Diese Schwellung ist mit oxidativem Stress und einer Akkumu-
lation oxidierter Proteine verbunden. In diesem Projekt wird untersucht, inwieweit diese
Proteinoxidation reversibel ist und ob das proteasomale System dabei eine Rolle spielt.

Stressinduzierte Signaltransduktion

In der zweiten Hilfte des Jahres 2006 wird PD Dr. Tilman Grune das IUF verlassen, um
einem Ruf auf eine W3-Professur an der Universitit Stuttgart-Hohenheim zu folgen. Als
sein Nachfolger wird PD Dr. Lars-Oliver Klotz, bisher Hochschuldozent am Institut fiir
Biochemie und Molekularbiologie I der Heinrich-Heine-Universitit, die Leitung einer For-
schungsgruppe im Arbeitsbereich Molekulare Alternsforschung iibernehmen. Durch die-
ses neue Team wird sich der Forschungsschwerpunkt der Arbeitsgruppe auf die Biochemie
der stressinduzierten Signaltransduktion verlagern. Insbesondere wird der durch oxidati-

2 Vel. Grune et al. (2005).
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ven Stress bedingten Modulation von Signaltransduktionswegen nachgegangen, die an der
Regulation der zelluldren Seneszenz beteiligt sind (Phosphoinositid-3-Kinase, FoxO-Pro-
teine).

Bei suboptimaler Versorgung von Organismen mit Brennstoffen im Sinne einer Kalo-
rienrestriktion wird bei unterschiedlichen Organismen eine Verldngerung der Lebenszeit
beobachtet. Dies wird zum einen der verringerten metabolischen Bildung reaktiver Sau-
erstoffspezies und der somit verzogerten oxidativen Schadigung von Biomolekiilen zuge-
schrieben und zum anderen der unter Kalorienrestriktion veridnderten Aktivitit zellulédrer
Signalkaskaden. Aus Studien an Caenorhabditis elegans gingen als die Langlebigkeit des
Organismus bedingende Gene solche hervor, die fiir Komponenten von Signalkaskaden
kodieren, die der menschlichen insulinabhéngigen zelluldren Signaliibertragung homolog
sind. Insbesondere der Forkhead-Transkriptionsfaktor Daf-16 scheint an der Regulation
des Alterungsprozesses beteiligt zu sein. Die Pendants in Sdugerzellen, Transkriptions-
faktoren der FoxO-Familie (FoxO1, 3a und 4), sind Endpunkte des durch Insulin stimu-
lierbaren Phosphoinositid-3-Kinase(PI3K)/Akt-Signalweges und werden von der Serin/
Threonin-Kinase-Akt phosphoryliert und inaktiviert. Beim Sduger hitte somit eine ver-
ringerte Brennstoffzufuhr durch Kalorienrestriktion eine verminderte Insulinausschiittung
und damit eine geringere Aktivierung dieser Kaskade zur Folge. Da der PI3K/Akt-Weg
auch insulinunabhiingig durch Stressfaktoren aktiviert werden kann,' kann man vermu-
ten, dass auf diese Weise als ,,insulinmimetisch® zu bezeichnende Stressfaktoren wie
Schwermetallionen und bestimmte Formen von oxidativem Stress einer Kalorienrestrikti-
on entgegenwirken und durch insulinunabhiéngige Aktivierung von Signalkaskaden zur be-
schleunigten zelluldren Seneszenz beitragen. Daher wird in weiteren Untersuchungen die
stressinduzierte Aktivierung der PI3K/Akt/FoxO-Kaskade hinsichtlich der Konsequenzen
fur die Zellalterung charakterisiert; dabei sollen verschiedene Umwelteinfliisse (Schwer-
metallionen, UV-Strahlung und diverse reaktive Sauerstoffspezies) als Stimuli verglichen
werden.

Ausblick

In naher Zukunft wird die translationale Forschung — also jener Prozess, bei dem Ide-
en und neue Erkenntnisse aus der Grundlagenforschung unmittelbar in neue Strategien
zur Privention und Therapie von Erkrankungen umgesetzt werden — wachsende Bedeu-
tung erlangen. Das IUF verfiigt mit seinem breiten Spektrum von Methoden und Testsys-
temen, die sowohl zellbasierte /n-vitro-Modelle, humane Organmodelle und Tierexperi-
mente als auch Humanuntersuchungen und epidemiologische Studien einschlieen, tiber
die idealen Voraussetzungen fiir translationale Forschung. Kooperationen mit klinischen
Einrichtungen werden einerseits zur Umsetzung neuer Erkenntnisse in der Klinik fiihren,
andererseits flieBen klinische Beobachtungen in neue grundlagenwissenschaftliche Frage-
stellungen ein. Zudem fiihrt die Kooperation mit der Industrie zu neuen Produkten, die der
Priavention oder Behandlung umweltbedingter Gesundheitsstorungen dienen. Ein aktuel-
les Beispiel hierfiir ist die Kooperation des IUF mit einem Biotechnologieunternehmen
bei der Entwicklung eines vollig neuartigen Produktes zur Privention feinstaubbedingter

30'Vgl. Sohal und Weindruch (1996).
31ygl. Klotz er al. (2000) sowie Schieke er al. (2004).
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Atemwegserkrankungen. Die Entwicklung eines Wirkstoffs auf Basis extremolythaltiger
Aerosole soll kiinftig als Atemwegsspray durch Feinstaub verursachte Lungenerkrankun-
gen wie Asthma oder Fibrose verhindern. Das Projekt war Sieger beim Zukunftswettbe-
werb Ruhrgebiet und wird auf Empfehlung der Jury durch das Land Nordrhein-Westfalen
gefordert.
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