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MEDIZIN auf neuen Wegen

Krebstest ohne
Tierversuch

Mehr als 70 Prozent aller Krebserkrankungen beim Menschen werden durch duBere

Faktoren ausgeldst. Neben Strahlung bergen Chemikalien dabei das grdBte Risiko.

Forscher um JUORGEN KUHLMANN vOm MAX-PLANCK-INSTITUT FUR MOLEKULARE

PHysioLoale in Dortmund haben ein leistungsfdhiges Testsystem entwickelt,

das Stoffe als Krebs erregend identifiziert, dabei eine deutlich hohere Empfindlichkeit

erreicht als die konventionellen Verfahren - und ohne Tierversuche auskommt.

m Jahr 1761 erkannte erstmals ein

englischer Arzt, dass bestimmte
Stoffe Krebs erregend wirken. Er
stellte fest, dass tibermiBiger Ge-
brauch von Schnupftabak zu Krebs
der Nasenschleimhaut fithren kann.
Heute gelten mehrere Dutzend Che-
mikalien und Chemikaliengemische
als eindeutig kanzerogen. Im Ver-
gleich zur Gesamtzahl aller bekann-
ten chemischen Verbindungen er-
scheint diese Zahl erstaunlich klein.
Darin spiegelt sich jedoch lediglich
die Tatsache wider, dass fiir die mei-
sten Chemikalien keine genauen Da-
ten zur Verfiigung stehen. Denn will
man die Frage nach der Giftigkeit ei-
ner Substanz beantworten, bendotigt
man in der Regel aufwéndige Tests.

Zunichst wird die Wirkung in
Zellkulturen analysiert. Allein diese
Arbeiten konnen mehrere Monate
oder sogar linger dauern. Erweist
sich eine Substanz dabei als Krebs
erregend, heift das noch lange nicht,
dass sie diese Wirkung auch im
menschlichen Korper entfaltet. Meist
versuchen Wissenschaftler, das an-
hand von Tierversuchen zu klaren.

Foto: MPI FUR MOLEKULARE PHYSIOLOGIE

Vom Schlachthof kommt das Ausgangsmaterial fiir das neue Verfahren: Harnblasen von Schweinen.

Auf deren Innenseite sitzen die Epithelzellen - das Testmaterial fiir kanzerogene Stoffe.

Kompliziert wird die Sache auch,
weil Krebs keine einheitliche Erkran-
kung, sondern ein Oberbegriff fiir
mehr als 100 verschiedene Krank-
heitsbilder ist. Er kann sich in fast
allen Korperzellen entwickeln. Was
sich dabei auf molekularer Ebene ab-
spielt, wissen die Forscher trotz jahr-
zehntelanger Krebsforschung in den
meisten Fillen nicht.

Eine Gruppe um Jirgen Kuhlmann
vom Max-Planck-Institut fiir mole-
kulare Physiologie und Forscher aus
dem Institut fiir Arbeitsphysiologie
um Hermann M. Bolt und Wolfram
Follmann in Dortmund haben nun in
einem Kooperationsprojekt ein neues
Testverfahren entwickelt. ,,Wir brau-
chen dazu keine Versuchstiere, son-
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dern verwenden Zellen aus Schlacht-
hausmaterial. Und wir erreichen da-
mit eine deutlich héhere Empfind-
lichkeit als mit den meisten anderen
Tests®, beschreibt Jirgen Kuhlmann
die Vorteile des neuen Verfahrens.

In der Tat beziehen die Dortmun-
der Forscher das Ausgangsmaterial
fir ihre Zellkulturen in regelméBi-
gen Abstidnden beim Schlachter. Es
handelt sich dabei um Harnblasen
des Hausschweins, die nach dem
Zerlegen der Tiere normalerweise im
Mill oder in der Tierfutterverarbei-
tung landen. Thre Verwendung
bringt gleich mehrere Vorteile mit
sich: Weil sie ein Abfallprodukt der
Fleischverarbeitung sind, muss kein
Tier fiir wissenschaftliche Versuchs-




. FOKUS

DER TEST IM SCHEMA

Geschlachteten Schweinen entnehmen
die Wissenschaftler um Jiirgen Kuhlmann
Harnblasen, von deren Innenwand
Epithelzellen gewonnen und in Nahr-
16sung kultiviert werden. Teilen diese
Kultur setzen die Forscher dann geson-
dert die Substanzen zu, deren karzino-
genes Potenzial es zu priifen gilt. Aus
diesen Proben wird anschlieBend die ge-
samte Boten-RNA isoliert, mittels PCR
analysiert und mit dem Muster der Boten-
RNA der urspriinglichen Zellkultur vergli-
chen. Das gibt dann Aufschluss dariiber,
welche Reaktionen die fragliche Substanz

Denn sobald Fremdstoffe in eine
Zelle eindringen, startet diese in der
Regel mehrere Reaktionskaskaden
mit dem Ziel, die Stoffe so schnell
wie moglich wieder loszuwerden,
gegebenenfalls die durch sie bereits
verursachten Schiden zu reparieren.
Dazu werden verschiedene Enzyme,
also spezielle Proteine, benétigt.
Meist gilt: Je ausgepragter der
Fremdstoffkontakt und je mehr Zell-
schiden, desto intensiver die Repa-
raturmechanismen, desto hoher also
auch die Konzentrationen der da-

klar®, sagt Kuhlmann. Fest steht da-
gegen, dass die Gifte - nachdem sie
iiber das Lungengewebe in den Kor-
per eingedrungen sind - zunéchst in
wasserlosliche Molekiile {tiberfiihrt
werden miissen; erst danach kénnen
sie iiber den Harnweg wieder ausge-
schieden werden.

Dazu werden diverse Enzyme akti-
viert, die zuerst fiir eine Oxidation
der Stoffe sorgen. An diese Zwi-
schenprodukte werden in einem
zweiten Schritt wasserlosliche Atom-
gruppen gekoppelt. Damit konnen

Diese komplexen Prozesse nehmen
die Forscher unter die Lupe. Sie be-
handeln dazu die Epithelzellen der
Schweineharnblasen zunéchst mit
Losungen, die einzelne Tabakrauch-
bestandteile enthalten, welche erwie-
senermaBen Krebs auslosen. ,Wir
konzentrieren uns zunichst auf Ein-
zelbestandteile und binidre Mischun-
gen; spater wollen wir auch komple-
xere Gemische testen“, sagt Jiirgen
Kuhlmann. Nach einigen Stunden
isolieren die Wissenschaftler die ge-
samte Boten-RNA der Proben.
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die in den Epithel-
zellen nach demsel-
ben Mechanismus ver-
arbeitet werden, auch
dhnliche Boten-RNA-
Muster erzeugen. Der
geplante Sensor konn-
te dazu dienen, Subs-
tanzen vergleichsweise
schnell auf ihr Poten-
zial als Krebsausloser
zu untersuchen.
Obwohl das Projekt
noch in einer relativ

Setzt viel Hoffnung auf

in den Testzellen ausgeldst hat.

das neue Testverfahren:
Jiirgen Kuhlman vom

Max-Planck-Institut fiir
molekulare Physiologie.

frithen Phase steckt,
haben die beiden Dort-
munder Gruppen be-

die Fremdstoffe dann mit dem Urin
aus dem Korper gespiilt werden. Ein
groBer Teil dieser Entgiftungsproze-

ran beteiligten Enzyme. Und genau
diese Konzentrationen konnen die
Dortmunder Max-Planck-Forscher

SENSOR SUCHT NACH
GENABSCHRIFTEN

zwecke sterben. Da-
ritber hinaus ist das

sche Versuche meis-
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indirekt durch die Analyse der Bo-
ten-RNA ermitteln. ,Indem wir das

sind und nur massive Schiaden am

dur verlduft in der Leber; in geringe-
rem AusmaB findet sie aber auch in

xikologischen Tests verwenden.

Durch den Vergleich mit unbehandel-
ten Proben konnen sie feststellen,

der. Proteine, deren Bauanleitungen

reits eine giangige Lehr-
meinung in Frage gestellt: Bisher

vorruft“, berichtet Kuhlmann. Erst

Hausschwein gene- n 4000 [ Boten-RNA-Muster der Zelle ana- den Epithelzellen der menschlichen = welche Gene unter Einwirkung der = nahmen die Experten an, dass vor g
tisch betrachtet mit § 3500 lysieren, sehen wir Zellschiaden Harnblase statt - also genau in jenen  Fremdstoffe vor allem héufiger abge- allem die aromatischen Amine im Ta- %
v S

dem Menschen viel g 2000 auBerdem in einem viel fritheren Zellen, welche die Dortmunder Wis- lesen werden. Das schléagt sich in ei- bakrauch Krebs erzeugen. ,Wir konn- 2
enger verwandt als = /] Stadium als mit herkommlichen zy- senschaftler (allerdings mit Schwei- ner Verinderung der Konzentration  ten zeigen, dass diese Substanzklasse =
die fiir toxikologi- < 1000 / ) tologischen Tests, die aufwindiger nen als Organspendern) fiir ihre to- der entsprechenden Boten-RNA nie- alleine keine massiven Schédden her- é
' .

) Zyklus 10
tens eingesetzten

Nager wie Maiuse

und Ratten, wodurch die Testergeb-
nisse fiir den Menschen eine hohe-
re Aussagekraft besitzen. ,Und wir
arbeiten mit einem Zellmodell, das
von einem gesunden Organismus
stammt®, sagt Jirgen Kuhlmann.

Andere Wissenschaftler verwenden
fiir toxikologische Untersuchungen
dagegen Zelllinien, die im Labor un-
sterblich gemacht wurden. Fiir viele
Experimente ist dies duBerst prak-
tisch - die Zellkulturen teilen sich
fortwdhrend und lassen sich deshalb
schier unendlich lange nutzen. Diese
Eigenschaft beruht aber auf Zellscha-
den, durch die der natiirliche Alte-
rungsprozess auBer Kraft gesetzt ist.
Genau das charakterisiert aber auch
Krebs: die unkontrollierte Teilung von
Zellen, die weder altern noch sterben.
Der Einsatz von Zellen, in denen diese
reguldren Mechanismen nach wie vor
ablaufen, sollte fiir toxikologische
Tests daher Vorziige bieten.

Die Dortmunder Wissenschaftler fah-
ren deshalb regelmaBig zum Schlacht-
hof. Eisgekiihlt transportieren sie die
Schweineharnblasen zuriick in ihr La-
bor. Dort schaben sie von der Innen-
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seite des von Muskeln umspannten
Organs so genannte Epithelzellen ab
und legen diese sofort in eine geeig-
nete Nahrlosung. ,Dabei muss man
darauf achten, dass keine anderen
Zelltypen mitgeschleppt werden®, sagt
Kuhlmann. Nach wenigen Tagen sind
die Zellen dann bereit fiir die toxiko-
logischen Tests.

RNA-MUSTER
ALS FRUHWARNSYSTEM

Zunichst werden sie mit der zu un-
tersuchenden Substanz kultiviert;
dabei testen die Forscher verschiede-
ne Konzentrationen ebenso wie un-
terschiedliche Kontaktzeiten. Danach
isolieren sie aus jeder Probe die ge-
samte Boten-RNA (mRNA). Und weil
jede Boten-RNA ein bestimmtes Pro-
tein kodiert, liefert die Entschliisse-
lung der Erbsubstanz-Sequenzen den
Wissenschaftlern prazise Auskunft
dariiber, welche Proteine die Zellma-
schinerie unter den gewihlten Ver-
suchsbedingungen produziert - und
dies gibt wiederum Hinweise auf
das karzinogene Potenzial der Test-
substanz.
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Erbgut der Zellen anzeigen®, erklért
Jirgen Kuhlmann. SchlieBlich erfasst
das Dortmunder Verfahren Zellver-
anderungen bei wesentlich geringe-
ren Schadstoffkonzentrationen.

All dies erreichen Kuhlmann und
sein Team mit der Echtzeit-Polyme-
rase-Kettenreaktion (Echtzeit PCR).
Hierbei wird Boten-RNA zunichst in
DNA iberfiihrt. In aufeinander fol-
genden Reaktionszyklen werden die
einzelnen DNA-Stringe jeweils du-
pliziert. Fiir die im Visier der For-
scher stehenden Sequenzen befinden
sich Fluoreszenzmarker im Reakti-
onsgefiB, die sich in die gebildeten
DNA-Doppelstrange einlagern. Je
hoher der Gehalt an entsprechender
Boten-RNA, umso weniger Reakti-
onszyklen sind notwendig, um ein
vorgegebenes Mindestsignal fiir die
Fluoreszenz zu erreichen.

Zu den ersten Substanzen, welche
die Wissenschaftler mit dem neuen
Testsystem untersucht haben, geho-
ren Bestandteile des Tabakrauchs. Als
besonders schidlich gelten polyzykli-
sche Kohlenwasserstoffe, aromatische
Amine, Nitrosamine und Epoxide.
,Die detaillierten Wirkmechanismen
sind in den meisten Fillen noch un-
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rel. Fluoreszenz

4Fur die Untersuchung von Tabak-
rauch eignet sich unser System be-
sonders gut. Rauchen ist ndmlich
eine der Hauptursachen fiir Blasen-
krebs beim Menschen®, stellt Kuhl-
mann fest. Damit sind die Tests aus-
sagekriftiger als solche, die mit
anderen Zellarten ausgefiihrt wer-
den. Als Verursacher von Krebs gel-
ten {brigens nur zum Teil die
urspriinglich im Tabakrauch enthal-
tenen Stoffe. Vielmehr entstehen

wéhrend ihres Abbaus im Korper re-
aktive Zwischenprodukte, welche die
Erbsubstanz der Korperzellen schadi-
gen konnen - wenn sie nicht schnell
genug zu ungiftigen Stoffen weiter-
verarbeitet werden.

Zahl der —#

PCR-Zyklen 10 20 30

Je mehr von einer bestimmten Boten-RNA in den Zellproben
vorliegt, umso weniger PCR-Zyklen sind erforderlich, um
ein Fluoreszenzsignal der entsprechenden DNA zu erhalten.

/
e )

in diesen Erbgutabschnitten stecken,
wirken dann vermutlich an der Verar-
beitung der krebserregenden Substan-
zen mit. Gelingt es den Forschern, die
einzelnen EiweiBmolekiile zu identifi-
zieren, haben sie damit wertvolle In-
formationen iiber den Metabolismus
dieser Stoffe in der Hand.

Im zweiten Schritt konzentrieren
sich die Dortmunder Wissenschaftler
auf einzelne Gene, fiir die sie die
groBten Verdanderungen festgestellt
haben. Sie generieren die passenden
Fluoreszenzsonden und messen da-
mit den Boten-RNA-Gehalt von be-
handelten Harnblasenzellen mittels
Echtzeit-PCR. Unter anderem ver-
gleichen sie die Bildungsgeschwin-
digkeit der RNA in einem
Zeitraum von fiinf bis 30
Stunden. ,Unser Ziel ist
es, einen Sensor zu ent-
wickeln, der mehrere Son-
den fiir die relevanten
Genabschriften  enthailt.
Diese sollen dann parallel
ausgelesen werden kon-
40 nen”, sagt Kuhlmann.

Dabei gehen die Wis-
senschaftler davon aus,
dass solche Karzinogene,

wenn zusitzlich polyzyklische aro-
matische Kohlenwasserstoffe auf die
Zellen einwirken, werden auch die
Amine zur Gefahr. Polyzyklische aro-
matische Kohlenwasserstoffe alleine
erzeugen zwar auch Zellschiden, aber
sie aktivieren vor allem die Zellen;
diesen gelingt es dann, Fremdstoffe
effizient zu verarbeiten. Insgesamt al-
so gibt es eine Kaskade aus sich selbst
verstarkenden Schidigungen.
Kuhlmanns Fazit: Solche synergis-
tische Effekte miissen viel stirker als
bisher erforscht werden. ,In der Ver-
gangenheit wurden viele Studien mit
Einzelbestandteilen des Tabakrauchs
oder mit dem gesamten Kondensat
durchgefiihrt, aber kaum mit Gemi-
schen aus nur wenigen Stoffen®,
bemingelt der Max-Planck-Forscher.
Dies soll deshalb eines der Gebiete
sein, auf dem das neue, leistungs-
fahige Testsystem zum Einsatz kom-
men wird. Und noch etwas betont
Jirgen Kuhlmann: ,Wir haben hier
auch ein ausgezeichnetes Beispiel fiir
eine fruchtbare Kooperation regiona-
ler Arbeitsgruppen, bei der sich die
fachliche Expertise der beteiligten
Institute hochst produktiv ergéanzt.”
UTE HANSLER
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