Forschung durchfithrbar, sondern
auch auf den alltdglichen Einsatz in
der Praxis abgestimmt sein. Trotz des
problematischen Zugangs zu relevan-
tem Probenmaterial werden die Ex-
pressionsprofil-Marker vor allem in
der nahen Zukunft fir die Anwen-
dung von Pharmakogenomik eine be-
sondere Bedeutung haben. Denn mit
diesen Markern konnen die dyna-
mischen Parameter gemessen wer-
den, die den Krankheitsstatus und
-verlauf beschreiben. Wegen unseres
noch beschrankten Verstdndnisses
der Genregulation lassen sich derarti-
ge Parameter aus SNP-Daten noch
nicht voraussagen. Mittelfristig wer-
den mit SNPs vorwiegend statische
Zustande von Patienten beschrieben,
wobei sie sich vornehmlich auf die
Bestimmung monogener Effekte kon-
zentrieren. Wahrend pharmako-
genomische und -genetische Metho-
den in F&E heute bereits weit ver-
breitet sind, wird die Routineanwen-
dung in der Klinik erst langsam Ein-
zug halten. Langfristig jedoch wird
der
symptomatisch behandelnden Thera-

Paradigmenwechsel von der

pie hin zur kombinierten genetisch
basierten kausalen Diagnose und
Therapie nicht aufzuhalten sein. Da-
mit wird die individuelle Erfahrung
des behandelnden Arztes durch ob-
jektive Testparameter erginzt. Von
den schnellen Fortschritten in der
Genomforschung befliigelt, steigt die
Erwartung, dass die Therapie fur je-
den  Patienten malfSgeschneidert
wird.”” Die tatsachliche Umsetzung
dieses Ziels mag noch weit in der Zu-
kunft liegen, die Unterteilung in
mehrere Untergruppen, wie im Falle
der Metabolisierer wird jedoch schon
heute vorgenommen. Und in nicht
allzu ferner Zukunft werden wir den
heutigen ,,One-size-fits-all“-Ansatz
fur die Arzneimittelauswahl und -do-
sierung wie die Anfange der medika-
mentosen Behandlung zu Beginn des

letzten Jahrhunderts betrachten.

Werner Kroll

Bayer Corp., West Haven, USA
Wolfgang Hartwig

Bayer AG, Wuppertal
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Inositphosphate

Das unerkannte Arsenal der
intrazelluldren
Signaliibertragung?

@ Inositphosphate und Phosphoino-
sitide sind intrazellulare Botenstoffe
(second messenger). In ihrer Ent-
deckungsgeschichte ist das Jahr 1983
von besonderer Bedeutung. Den
Gruppen von Schulz und Berridge ge-
lang damals der Nachweis, dass myo-
Inosit-1,4,5-trisphosphat [Ins(1,4,5)P;]
wesentlich an der Regulation der in-
trazelluldaren  Calciumionenkonzen-
tration beteiligt ist.” Damit war ein
Meilenstein bei der Aufklarung der
sblack box“ zwischen Rezeptors-
timulation und physiologischer Ant-
wort der Zellen erreicht. In kurzer
Zeit wurden ca. 30 weitere Inosit-
phosphate in verschiedenen Zell-
typen identifiziert.

Da myo-Inosit ein Cyclohexange-
rist mit sechs Hydroxygruppen auf-
weist (Abbildung 1), konnen 63 ver-

L
sz SO
o1 ik HEF e =1

oH

schieden stark phosphorylierte Ino-
sitphosphate auftreten, vom myo-
Inosit-1-phosphat bis zur sechsfach
phosphorylierten Phytinsaure (InsPy),
einem der wichtigsten Phosphatspei-
cherstoffe in Pflanzen. Damit nicht
genug, treten in einigen Zellen kurz-
zeitig Inositpyrophosphate auf. Diese
werden unpriziserweise oft mit InsP,
und InsPg bezeichnet. Charakteris-
tisch fur die besser mit Formeln wie
InsPsPP abgekiirzten Verbindungen
ist das Pyrophosphat in der 5-Position.

Trotz der faszinierenden Vielfalt
an Inositphosphaten, die Zellen zur
Regulation ihrer physiologischen
Prozesse zur Verfigung haben, ge-
lingt eine Zuordnung der Bedeutung
der einzelnen Isomere nur zogerlich.
Dabei wurden keine Anstrengungen
gescheut, um Enzyme zu identifizie-
ren, die Inositphosphate metabolisie-
ren. Tatsachlich sind die meisten der

Abb 1.

Die Struktur des
Inosits in der myo-
Konfiguration. Kon-
ventionsgemdf
wird gegen den
Uhrzeigersinn num-
meriert und die Po-
sition der einzigen
axialen OH-Gruppe
mit der Ziffer 2 be-

zeichnet.
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Abb. 2. Eine vereinfachte Form des metabolischen Geflechts der Inositphosphate. Man kann vier Substanzgruppen unterscheiden (A: den Ins(1,4,5)P-

Metabolismus, der auch die potentiellen Botenstoffe Ins(1,3,4,5)P, und Ins(1,3,4)P; liefert; B: die héher phosphorylierten Inositphosphate, die vorwiegend aus

Ins(1,3,4,5,6)Ps gebildet werden; C: InsP; und die Pyrophosphate; D: die Phosphatidylinosite, die in Membranen biosynthetisiert werden). Dicke Pfeile zeigen den

Einfluss extrazelluldirer Stimulation auf den Inositphosphatmetabolismus. Mehr Details, insbesondere zu den beteiligten Enzymen, auf der Homepage von Steve
Shears (http://dir.niehs.nih.gov/dirlst/shears.htm).

Abb. 3.

myo-Inosit-
1,4,5-trisphosphat
[Ins(1,4,5)P;] bindet
an Rezeptoren (R)
am endoplasmati-
schen Reticulum
(ER), worauf diese
Poren bilden, durch
die Calcium ins
Cytosol stromt.
Oszillationen der
Ins(1,4,5)P;-Kon-
zentration fiihren
so zu Calcium-

oszillationen.

verschiedenen Phosphatasen und Ki-
nasen, die Inositphosphate dephos-
phorylieren oder phosphorylieren
und den komplexen Metabolismus
(Abbildung 2) regulieren, bekannt.>>
Die Funktion der Inositphosphate al-
lerdings ist in der Regel ungewiss,
auch wenn in den letzten Jahren viele
Hinweise dazu gefunden wurden.
Die Situation bei den Phosphatidyl-
inositen (Abbildung 2D) ist grund-
legend anders, da die involvierten
Zielproteine, anders als bei den Ino-
zigig
wurden.*” Nach der Entdeckung des

sitphosphaten, identifiziert
Phosphatidylinosit-3,4,5-trisphosphats
[PtdIns(3,4,5)P;] war man sich der
Bedeutung der Phosphatidylinosit-
3-kinase in den diversen Signaliiber-
tragungsketten immer  bewusst.”
Welche Rolle die Phosphatidylinosite
spielen, dariiber wird in Kurze in den
Nachrichten aus der Chemie zu lesen
sein.

Einige der aufregenden neuen Er-
kenntnisse hinsichtlich der physiolo-
gischen Funktion der Inositphospha-
te sind im Folgenden zusammenge-
fasst.

Ins(1,4,5)P; und
Calciumoszillationen

@ Die Rezeptorstimulation resultiert
in vielen Féllen in einem transienten,
etwa 10 bis 30 Sekunden dauernden
Anstieg der Ins(1,4,5)P;-Konzentra-

tion. Der darauf folgende ebenfalls
transiente Calciumausstofs aus den
internen Calciumspeichern des En-
doplasmatischen Reticulums regu-
liert eine Vielzahl grundlegender
Zellfunktionen wie Sekretion und
Kontraktion.” Es stellte sich jedoch
die Frage, ob auch langfristigere
Funktionen wie die Zellteilung tiber
den Ins(1,4,5)P;/Calcium-Signalweg
reguliert werden konnten. Phanomene
wie der Calcium-induzierte Calcium-
einstrom und die haufig in lebenden
Zellen beobachteten Calciumoszilla-
tionen sprachen dafar.” Mit einem
durch Totalsynthese dargestellten,
membranpermeablen, photoaktivier-
baren Ins(1,4,5)P;-Derivats gelang es
Tsien und Mitarbeitern nachzuwei-
sen, dass eine kunstlich erzeugte Ab-
folge von Calciumtransienten in
T-Zellen ein hinreichendes Signal zur
Auslosung von Genexpression dar-
stellt.” Dieses Ergebnis zeigte, dass
die Oszillation der Calciumionen-
konzentration eher durch die Oszilla-
tion der Ins(1,4,5)P;-Konzentration

o cpft
Pa-fton PP Top

8 HO 1

durch
Riickkopplungsmechanismen ablauft
(Abbildung 3).10) Mit Hilfe neuartiger
Reportermolekile — wie der mit dem

als rein Calcium-basierte

Green Fluorescent Protein fusionier-
ten PH-Doméne der Phospholipase-
Cd (eines der Enzyme, die
Ins(1,4,5)P; aus dem Phospholipid
PtdIns(4,5)P, generieren) — gelang es
nun, der
Ins(1,4,5)P5-Oszillation in Ovarien-
zellen von Hamstern sichtbar zu ma-

dieses Phinomen

chen.'"'? Gemessen wurde dabei die
Translokation des Fusionsproteins an
die Plasmamembran, wo PtdIns(4,5)P,
gebunden wurde. In diesem Ruhe-
zustand war die Ins(1,4,5)P;-Kon-
zentration niedrig. Wurden Rezeptoren
aktiviert, hydrolysierte PtdIns(4,5)P,,
und die Ins(1,4,5)P;-Konzentration
stieg an. Da Ins(1,4,5)P; ebenfalls an
die fusionierte PH-Domine band,
wurde die Membranbindung der Pro-
be gelost und das fluoreszierende
Protein diffundierte ins Cytosol. Es
konnte auf beeindruckende Weise ge-
zeigt werden, dass Oszillationen der
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Ins(1,4,5)P;-Konzentration mit de-
nen der Calciumkonzentration kor-
relierten. Die Verwendung derartiger
Proben fur die Beobachtung von dy-
namischen Prozessen in lebenden
Zellen kann unseren Kenntnisstand
tber zelluldre Ablaufe drastisch erho-
hen, insbesondere, wenn simultan
noch andere physiologische Prozesse
gemessen werden konnen.

Ins(1,3,4,5)P, und Ins(1,3,4)P;

@ Ins(1,4,5)P; wird in wenigen Se-
kunden durch Dephosphorylierung
zu Bisphosphaten oder Phosphorylie-
rung zu Ins(1,3,4,5)P, metabolisiert
(Abbildung 2A). Letztere Verbin-
dung hat eine deutlich hohere Le-
bensdauer als Ins(1,4,5)P;, und ihre
Funktion als Modulator der intrazel-
lularen Calciumionenkonzentration
wird seit 1986 kontrovers diskutiert.
Die Ergebnisse sind oft widerspriich-
lich und ihre Interpretationen verwir-
rend."” In einigen Zellen aktiviert
Ins(1,3,4,5)P, definitiv Ca**-Kanile

Y Nun

in der Plasmamembran.'
konnte durch Patch-Clamp-Experi-
mente  gezeigt  werden,  dass
Ins(1,3,4,5)P, Abbau

Ins(1,4,5)P; verlangsamt und so den

den von

Calcium-aktivierten Calciumein-
strom in die Zelle erleichtert.”” Ge-
nauso interessant ist aber, dass
Ins(1,3,4,5)P, die Kopfgruppe des
Signallipids PtdIns(3,4,5)P; ist und
daher mit diesem um Proteinbin-
dungsstellen, z.B. PH-Domanen,
konkurrieren kann (Abbildung 4).19
Interferiert Ins(1,3,4,5)P, also mit
Signalen aus anderen Signalkaskaden
wie denen von Wachstumsfaktoren,
die tber PtdIns(3,4,5)P; gesteuert
werden?

Das Dephosphorylierungsprodukt
von Ins(1,3,4,5)P, ist Ins(1,3,4)P;
(Abbildung 2 A). Letzteres ist ein In-
hibitor (und  Cosubstrat)  der
Ins(3,4,5,6)P,-1-Kinase und fithrt so-

DC0C 7 a5

. H
G gH3,
EpH 1 g:'l:l .

Pidiredd,4,5)P;

mit tber die Ins(1,4,5)P;-Signalkas-
kade zur
Ins(3,4,5,6)P,-Konzentration.
Mit Hilfe membranpermeabler Deri-

Erhohung der
17.18)

vate von Ins(1,3,4)P; wurde in Epi-
thelzellen ein inhibitorischer Einfluss
von Ins(1,3,4)P; auf die Chloridse-

. ) 17,19
kretion nachgewiesen. )

Die Enantiomere: Ins(3,4,5,6)P,
und Ins(1,4,5,6)P,

@ Bereits Mitte der Neunzigerjahre
wurde gezeigt, dass das aus
Ins(1,3,4,5,6)P5
myo-Inosit-3,4,5,6-tetrakisphosphat
[Ins(3,4,5,6)P,, Abbildung 2B] inhi-

bitorisch auf die Chloridsekretion

biosynthetisierte

von Epithelzellen wirkt.***" Unter
anderem in Hinblick auf eine poten-
tielle therapeutische Anwendung,
z.B. bei der Behandlung der todli-
chen Erbkrankheit Mukoviszidose,
ist es von grofSem Interesse, heraus-
zufinden, welcher Chloridkanal des
Epithels durch Ins(3,4,5,6)P, regu-
liert wird. Sicher ist bisher, dass es
sich um einen Ca**-regulierten Kanal
handelt.””*" Arbeiten von Benos und
Mitarbeitern am rekombinanten Ka-
nal CLCA1 aus Rindertrachea lassen
eine direkte Inhibition des Kanals
durch 1Ins(3,4,5,6)P, 2
Neue Arbeiten aus der Gruppe um

2
vermuten.

Shears weisen fir Humanzellen je-
doch auf einen neuen Kanal hin.*”
Fur die potentielle Behandlung der
Mukoviszidose ist zudem folgende
Entdeckung hochinteressant: Einige
synthetische Ins(3,4,5,6)P,-Derivate
inhibieren die chronisch erhohte Na-
triumabsorption im Nasenepithel
von Mukoviszidosepatienten, wahr-
scheinlich durch eine Inhibition des
epithelialen Natriumkanals.*”

Die Bedeutung des enantiomeren
Ins(1,4,5,6)P, scheint auf anderem
Gebiet zu liegen. Seine Konzentra-
tion stieg erheblich an, wenn Zellen

mit dem invasiven Bakterium Salmo-
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nella dublin infiziert wurden. Gleich-
zeitig wurde der Wachstumsfaktor-
stimulierte Phosphatidylinosit-3-Ki-
naseweg blockiert, eventuell weil die
hohen 1Ins(1,4,5,0)P,-Spiegel mit
PtdIns(3,4,5)P; um Bindungsstellen
konkurrierten.”” Zumindest ein Teil
der durch Salmonellen gesteigerten
Chlorid- und Wassersekretion konn-
te auf das Salmonellenprotein SopB,
eine  Inositphosphat-Phosphatase,
zurtickzufithren sein. Uberexpressi-

on dieses Proteins in humanen
203-Zellen fuhrte zu erhohter
Chloridkanalaktivitat, erhohten

Ins(1,4,5,6)P4-Spiegeln und einem

Absinken der InsPs- und InsPs-Kon-

. 26
zentrationen. )

Abb. 4.
myo-Inosit-1,3,4,5-
tetrakisphosphat
[Ins(1,3,4,5)P,] und
Phosphatidyl-
inosit-3,4,5-
trisphosphat
[Ptdins(3,4,5)P;]
unterscheiden sich
lediglich durch den
Lipidrest. Konkur-
rieren beide Sub-
stanzen um die
gleichen Bindungs-

stellen?

EEQEH quEEH
3 oP apof

irvs(3,4.5 877

InsPg

@ Phytinsdure, myo-Inosithexaphos-
phat, InsPg, ist eines der am haufigs-
ten vorkommenden Inositphosphate
in tierischen Zellen (bis 60 pM) und
galt in der Vergangenheit oft als phy-
siologisch langweilig. Vor einigen
Jahren wurden allerdings die ersten
zellularen Funktionen vorgeschla-
gen: die Inhibition von Proteinphos-

27)

phatasen”" und die Aktivierung von

Proteinkinase C.*®  Ferner spielt
InsP4 gegebenenfalls in der neurona-
len Sekretion und dem Vesikelrecyc-
ling eine wesentliche Rolle; wegen
der Komplexierungseigenschaften von
InsPy gibt es aber noch Vorbehalte
hinsichtlich dieser Ergebnisse‘zg) Al-
lerdings wurden gerade hierzu sehr
interessante neue Erkenntnisse ge-
wonnen: InsPg aktiviert eine bisher
unbekannte Proteinkinase, die spezi-
fisch Pacsin/Syndapin I phosphory-
liert, ein Protein, das mit synapti-
schen Vesikeln assoziiert ist.”” Dass
InsP4 insbesondere in Nervenzellen

Po oP
ngﬁg:ﬁp oP

In=Fyg

Ins|1.4,5,8]P4
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von Bedeutung ist, zeigen auch neue
Arbeiten von Berggren und Mitarbei-
tern am Karolinska-Institut in Stock-
holm: In Neuronen des Hippocam-
pus stimuliert InsPg¢ die Bildung des
Botenstoffes cAMP und aktiviert so
die cAMP-abhangige Proteinkinase,
die wiederum selektiv die spannungs-
abhangigen L-Typ-Ca’*-Kanale phos-
phoryliert und deren Aktivitat so mo-
duliert.’” Andere Funktionen wie die
DNA-Reparatur32) oder der mRNA-
EXpOI‘[33) lassen Interaktionen von
InsPs mit DNA- oder RNA-binden-
den Proteinen vermuten. Man darf
mit Staunen feststellen, dass InsPg
wesentlich mehr Interesse gebiihrt
als fruher angenommen und das
nicht nur, weil aus InsPg in vielen
Zellen noch hoher phosphorylierte
Inositphosphate entstehen.

Inositpyrophosphate

@ Als wire es nicht aufwendig ge-
nug, die Vielzahl der verschiedenen
Inositphosphate zu bewiltigen, wur-
de das Repertoire 1993 durch die
Entdeckung der Inositpyrophosphate
(Abbildung 2 C) noch erweitert >
InsPsPP und InsP,(5,6-PP,) scheinen
einen recht hohen metabolischen
Umsatz zu haben.”” Trotzdem ist ihre

Py OH P
PPQ‘;ZD‘F-J-TEJEP FFE%EE P

||-|-=P'1DP Inuﬂ"i‘P

physiologische Bedeutung ungewiss.
Allerdings zeigen neue Arbeiten, dass
InsPsPP, das Produkt der Inosithexa-
kisphosphatkinase-2, eine wichtige
Rolle in der Kontrolle der Apoptose
spielen kann.’” Ferner offnet die
uberraschende Bildung von InsP,PP
durch die Inositpolyphosphat-Multi-
kinase neue Ansatzpunkte.w) Doch
auch hier ist die Verknupfung zur Bil-
dung von InsPy, zur Rolle in der
Transkriptionsregulation und zum
mRNA-Transport ungeklért.3)

Und die Chemiker?

@ Obwohl seit 18 Jahren intensiv auf
dem Gebiet der Inositphosphate ge-
forscht wird, stehen wir noch am An-
fang, was das Verstandnis ihrer phy-
siologischen Funktion und die kom-
plexen Zusammenhange der einzel-
nen Signalwege betrifft. Neue Metho-
den — vom biochemischen Assay bis
zum Echtzeitimaging — werden not-
wendig sein, um diese Signalwege
sichtbar zu machen und sie gezielt zu
beeinflussen. Bei diesen Anstrengun-
gen sollten sich insbesondere die
Chemiker beteiligen. Ohne ihre Ex-
pertise wird das Ziel, die Erkenntnisse
in der Signaltransduktion in Form
von neuen therapeutischen Ansatzen
fir den Menschen sinnvoll zu nut-
zen, nicht erreicht werden konnen.
Carsten Schultz
European Molecular Biology Laboratory
Heidelberg
schultz@EMBL-Heidelberg.de
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