Der epidermale Wachstumsfaktor (Nobel-Vortrag)**

Von Stanley Cohen*

1. Einleitung

Experimentelle Embryologie, Endokrinologie, Zellbio-
logie, Biochemie und Molekularbiologie lieferten die we-
sentlichen Ergebnisse, aufgrund derer man allmidhlich die
komplizierten regulatorischen Prozesse wihrend der Em-
bryonalentwicklung zu verstehen beginnt. Wihrend man
die Bedeutung der ,klassischen* Hormone fiir die Kon-
trolle von Wachstum und Entwicklung schon lange er-
kannt hat, wissen wir heute, dafl noch viel mehr interzellu-
lire Signale an diesen duflerst komplexen Prozessen betei-
ligt sind. Die erst kiirzlich erzielten Fortschritte auf diesem
Gebiet haben iiberraschenderweise auch Erkenntnisse

iiber Mechanismen erbracht, die zu einem genaueren’

Verstindnis wichtiger biomedizinischer Fragen, wie z.B.
des Wachstumsverhaltens maligner Zellen, fithren kon-
nen.

Wihrend der letzten dreiBig Jahre richteten sich meine
eigenen Bemiihungen in diesem Forschungsgebiet darauf,
zwei biologische Beobachtungen auf biochemischer Ebene
zu verstehen; beide waren zuerst am Institut fiir Zoologie
der Washington University, St. Louis, das damals von Dr.
Viktor Hamburger geleitet wurde, gemacht worden. Die er-
ste Beobachtung war die von Dr. Rita Levi-Montalcini, die
feststellte, daB bestimmte Tumoren der Maus nach Im-
plantation in Hithnerembryonen einen Faktor freisetzen,
der das Wachstum spezifischer embryonaler Neuronen sti-
muliert. Die zweite Beobachtung!"! machte ich wihrend
meiner Untersuchungen am Nervenwachstumsfaktor aus
der Unterkieferspeicheldriise der minnlichen Maus.
Spritzte man Rohextrakte dieser Speicheldriisen in neuge-
borene Miuse, so stellte man unerwartete ,,Nebeneffekte*
fest, die in keiner Beziehung zu den Aktivititen des Ner-
venwachstumsfaktors standen. Dazu gehérten das vorzei-
tige Offnen der Augenlider (6-7 Tage, im Vergleich zu 12-
14 Tagen bei den Kontrolltieren) und der vorzeitige
Durchbruch der Zihne (5-6 Tage, im Vergleich zu 8-10
Tagen bei den Kontrolltieren). ,

Nach meinem Wechsel 1959 an das biochemische Insti-
tut der Vanderbilt University sollten diese ,,Nebeneffekte*
der Schwerpunkt meiner Forschungsarbeit werden. Auf-
grund meiner Ausbildung in Embryologie hatte ich das
Gefiihl, daB jede Substanz, die den Zeitplan bestimmter
Entwicklungsprozesse dndert, biologisch wichtig sei. Da-
mals konnte ich natiirlich noch nicht vorhersehen, daB der
biochemische Mechanismus, durch den diese Extrakte das
vorzeitige Offnen der Augenlider induzieren, mit den Me-
chanismen in Beziehung stehen wiirde, die an der onkoge-
nen Transformation durch eine bestimmte Klasse von Re-
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troviren beteiligt sind. Die folgenden Ausfithrungen fassen
kurz einige der Uberlegungen und Schliisselexperimente
zusammen, die zu unserem heutigen Verstindnis des epi-
dermalen Wachstumsfaktors (epidermal growth factor,
EGF) gefiihrt haben.

2. Das erste Jahrzehnt

Ich verwendete das vorzeitige Offnen der Augenlider als
Testsystem und konnte so zu Beginn der sechziger Jahre
den Faktor, der fiir diese Effekte verantwortlich ist, als
kleines Protein aus der Speicheldiirse der Maus isolieren'®.
Die histologische Untersuchung (vgl. Abb. 1) von Kon-
trolltieren und von Tieren (Miuse, Ratten, Kaninchen), die
mit EGF behandelt worden waren, ergab, daf} die friihzei-
tige Trennung der Augenlider nur die Folge eines allge-
meineren biologischen Effekts war, ndmlich einer Be-
schleunigung des epidermalen Wachstums und der Kerati-
nisierung®®. Der scheinbar durch den EGF hervorgerufene
vorzeitige Durchbruch der Schneidezihne wurde in Wirk-
lichkeit durch eine schnellere Differenzierung der Lippen
der behandelten Tiere verursacht.

—— i

Abb. 1. Querschnitte des Gebiets um das Augenlid von Kontroll-Ratten (a)
und acht Tage alten behandelten Ratten (b). Die behandelten Tiere hatten
tiglich Injektionen (1 pg pro Gramm Korpergewicht) des aktiven Proteins
erhalten. 100fache VergroBerung. (Quelle: J. Invest. Dermatol. 40 (1963) 1-5.)

Da dies Experimente an lebenden Tieren waren, standen
wir vor dem Problem, ob der Faktor direkt auf Epidermal-
zellen einwirkt, oder ob das Wachstum indirekt induziert
wird, vielleicht durch vermehrte Produkten eines ,klassi-
schen* Hormons.

Die Methoden zur Ziichtung von Gewebe- und Organ-
kulturen schienen bestens fiir die Losung dieses Problems
geeignet zu sein. Eine vorliufige Untersuchung mit Organ-
kulturen wurde wihrend eines Freisemesters am Istituto
Superiore di Sanita in Rom in Zusammenarbeit mit Dr.
Rita Levi-Montalcini und Dr. Domenica Attardi durchge-
fithrt und spiter an der Vanderbilt University fortgesetzt.
Der Name epidermal growth factor wurde zum ersten Mal
in den urspriinglichen Verdffentlichungen dieser Studien
verwendet!’. Die Ergebnisse zeigten, da@ EGF direkt die
Proliferation von Epidermalzellen in Organkulturen der
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Haut von Hiithnerembryonen stimuliert. Diese mitogene
Wirkung von EGF hing deshalb nicht notwendigerweise
von anderen systemischen oder hormonellen Einflissen
ab. Wihrend dieser Experimente fanden wir auch noch an-
dere Tiere, die auf EGF ansprachen, darunter Vogel
ebenso wie Sdugetiere, so daB wir vermuteten, daB die
Kenntnis der evolutiondren Urspriinge von EGF einen
Beitrag zu unserem Verstindnis erbringen wiirde.

Bis etwa 1970 hatten wir eine Vielfalt an Informationen
gesammelt, die viele Teilbereiche der Physiologie des
EGFs betrafen:

1. Wir beschrieben eine Reihe von Stoffwechselverdnde-
rungen (vermehrte Polysomenbildung, Induktion der
Ornithin-Decarboxylase etc.), die mit dem wachstums-
férdernden Effekt von EGF auf Epidermalzellen ein-
hergehen. Von vielen dieser Verinderungen wei3 man
heute, daB sie in recht unterschiedlichen Zellen nach
Applikation eines Wachstumsstimulus stattfinden.

2. Wir identifizierten die Zellen der Speicheldriisentubuli,
die in der Maus sexuellen Dimorphismus zeigen, als
den hauptsichlichen Syntheseort von EGF in dieser
Spezies und stellten mit Hilfe eines Radioimmunoas-
says fest, daB die Synthese von EGF, besonders in der
weiblichen Maus, durch die Verabreichung von Testo-
steron gesteigert wird.

3. Wir konnten zeigen, da EGF in Rohhomogenaten der
Speicheldriise der Maus als nicht kovalent gebundener
Komplex von hohem Molekulargewicht (ca. 75000 Da)
existiert, der aus zwei Molekillen EGF und aus zwei
Molekiilen eines EGF-Bindungsproteins, das Arginyl-
Esteraseaktivitit aufweist, besteht.

4, Auf mehr praxisbezogener Ebene fanden wir und an-
dere Gruppen, daB die lokale Applikation von EGF die
Reepithelisierung der Hornhaut in Kaninchen mit
Hornhautverletzungen fordert.

Der Leser sei auf einige frilhere Ubersichtsartikel ver-
wiesen, in denen diese Ergebnisse genauer dargestellt sind
und wo weitere Literaturhinweise gegeben werden'®”.. Am
Ende dieses ersten Jahrzehnts war ich iiberzeugt, da EGF
eine normale physiologische Rolle in vielen Spezies entwe-
der wihrend der Embryonalentwicklung oder bei der Ho-
moostase spielt. Fiir die Zukunft stellte sich aber noch die
Aufgabe herauszufinden, was dies fiir eine Rolle im leben-
den Tier ist, und wie EGF auf molekularer Ebene mit Zel-
len in Wechselwirkung tritt.

3. Das zweite Jahrzehnt

In den friihen siebziger Jahren entwickelten wir eine
Methode, mit der wir schnell und im wesentlichen in zwei
Schritten Milligramm-Mengen an EGF aus der Speichel-
driise der Maus (mEGF) isolieren konnten!!; dies ermog-
lichte die Reinigung von mEGF in Mengen, die fiir eine
sorgfiltige Charakterisierung ausreichten. Dieser techni-
sche Fortschritt 8ffnete die Tiir fiir die Anwendung vieler
biochemischer Methoden und damit fiir die Gewinnung
neuer Erkenntnisse. Die Aminosiureanalyse ergab, daf
mEGF ein Polypeptid aus 53 Aminosiuren ist, das keine
Alanyl-, Phenylalanyl- und Lysylreste enthilt®®. Die Pri-
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mirstruktur von mEGF™ und die Position der drei inter-
nen Disulfidbriicken!'” wurden bestimmt und sind in Ab-
bildung 2 wiedergegeben. Obwohl mEGF noch nicht kri-
stallisiert werden konnte und somit noch keine Rdntgen-
Strukturanalyse vorliegt, spricht doch eine Vielzahl von
spektroskopischen Daten dafiir, daB das Hormon wenig
periodische Sekunddrstruktur enthdlt; B-Faltblattstruktu-
ren sind vorhanden (vgl. Ubersicht !'"),

Abb. 2. Die Aminosiuresequenz von EGF mit den Positionen der Disulfid-
bricken. (Quelle: J. Biol. Chem. 248 (1973) 7669-7672.)

Ungefihr zu dieser Zeit (1973) entdeckte man einen
neuen Aspekt der Biologie von EGF. Armelin''? sowie Hol-
lenberg und Cuatrecasas'"®! berichteten als erste, dal Fi-
broblasten in Kultur auf EGF mit gesteigerter DNA-Syn-
these reagieren. Diese Befunde wurden in unserem Labo-
ratorium an menschlichen Fibroblasten erhartet!'* '3\

Da also EGF aus der Maus ein starkes Mitogen fiir
menschliche Zellen ist, miissen Rezeptoren fiir EGF auf
menschlichen Zellen vorhanden sein, und man miifite des-
halb ein dem EGF &hnliches Polypeptid in menschlichem
Gewebe finden. Auf zwei Wegen versuchten wir, EGF-
dhnliche Molekiile aus dem menschlichen Urin zu isolie-
ren. Zuerst beniitzten wir eine Immunoaffinititsstiule (mit
Anti-Maus-EGF-Antik8rpern), mit der wir aus menschti-
chem Urin eine Substanz anreicherten, die dem Hormon
aus der Maus in ihrer biologischen Aktivitat dhnelt!'®l. Als
zweiten Ansatz entwickelten wir einen sensitiven und spe-
zifischen kompetitiven Bindungstest fiir EGF-dhnliche Po-
lypeptide, wofiir wir menschliche Fibroblasten in Kultur
und '**lod-markierten mEGF verwendeten. Dies ermdg-
lichte die Isolierung von Mikrogramm-Mengen reinen
Wachstumsfaktors aus Proteinkonzentraten menschlichen
Urins!'”. Die biologischen Effekte des gereinigten mensch-
lichen Polypeptids waren qualitativ die gleichen, die zuvor
fir den Wachstumsfaktor aus der Maus beschrieben wor-
den waren. Dazu gehorten sowohl die Stimulation der Pro-
liferation von Fibroblasten und Epithelzellen der Horn-
haut in vitro als auch die Induktion des vorzeitigen Off-
nens der Augenlider bei neugeborenen Méusen, noch im-
mer der spezifischste biologische Test auf EGF. Die Ami-
nosiurezusammensetzung des menschlichen und des
Maus-Polypeptids war unterschiedlich, aber Ahnlichkeiten
konnten doch eindeutig festgestellt werden. Beide Poly-
peptide konkurrierten offensichtlich um dieselbe Bin-
dungsstelle auf der Zellmembran, und Antikérper gegen
das Polypeptid aus der Maus zeigten Kreuzreaktion mit
dem menschlichen Hormon. Wir folgerten daraus, dafl wir
das menschliche Gegenstiick zum mEGF isoliert hatten.
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Wie es oft in den Naturwissenschaften vorkommt, so
tauchte auch hier ein unerwarteter und voéllig neuer Aspekt
der Biologie des EGFs auf, als namlich Gregory versffent-
lichte"'®, da® Urogastron, ein antisekretorisches Hormon
des Magens, das er aus dem menschlichen Urin isoliert
hatte, anscheinend identisch mit dem menschlichen EGF
und nahe verwandt dem mEGF ist. Man nimmt heute an,
daB menschlicher EGF (Urogastron) und mEGF identi-
sche Reaktionen in allen Zielzellen hervorrufen. Die Be-
ziechung zwischen menschlichem EGF und Urogastron
konnte nur aus einem strukturellen Vergleich dieser Mole-
kiile abgeleitet werden; bis heute gibt es keine Erkldrung,
die die Inhibition der Siduresekretion und die Stimulation
des Zellwachstums miteinander verkniipfen kann.

Als wir nun ein Zellkultursystem (menschliche Fibrobla-
sten) in der Hand hatten, in dem EGF als ,,Wachstumsfak-
tor** wirkte, waren wir 1975 mit einer ungeheuer schwieri-
gen Frage konfrontiert: Auf welche Weise stimuliert EGF
das Zellwachstum? Obwohl neuronale Aufnahme und re-
trograder Transport des Nervenwachstumsfaktors 1974
nachgewiesen worden waren!'®), waren doch fast alle En-
dokrinologen der Meinung, daB Peptidhormone nach Bin-
dung an ihre Rezeptoren auf der Plasmamembran wieder
in den extrazelluliren Raum abgegeben werden.

Unsere ersten Experimente?® mit '2’I-EGF und
menschlichen Fibroblasten bestitigten die Gegenwart von
EGF-Rezeptoren auf der Plasmamembran. AuBerdem
machten wir zwei zusitzliche bedeutsame Beobachtungen.
Erstens: Der Bindung von '*1-EGF an die Zelloberfliche
intakter Fibroblasten folgte der schnelle proteolytische Ab-
bau des Wachstumsfaktors durch einen zellvermittelten
ProzeB. Zweitens: NRK-Zellen verloren offensichtlich
nach Transformation durch das Kirsten-Virus ihre Fihig-
keit, '®I-EGF zu binden. Die erste Beobachtung veran-
laBte uns, die Mdglichkeit zu untersuchen, daB3 zellgebun-
dener EGF vor dem Abbau internalisiert wird?"". Die an-
dere Beobachtung wurde spiter dahingehend verallgemei-
nert, daB sie eine Vielzahl von Zellen einschloB, die durch
Retroviren transformiert werden!®?; sie fiihrte schlieBlich
dazu, daB George Todaro und andere das dem EGF ver-
wandte Polypeptid a-transformierender Wachstumsfaktor
(o-transforming growth factor, a-TGF) isolierten und die
,,autokrine Hypothese** formulierten!?2,

Ein erster Schritt zur Charakterisierung der biochemi-
schen Vorginge wihrend und nach der Bindung von EGF
an die Zelloberfliche war die Untersuchung des weiteren
Weges des gebundenen Hormons im Stoffwechsel. Wir fol-
gerten'?, daB nach der Bindung von '*I-EGF an spezifi-
sche Plasmamembranrezeptoren der EGF-Rezeptorkom-
plex internalisiert und das Hormon schlieBlich in den Ly-
sosomen abgebaut wird. Diese SchluBfolgerungen aus den
Untersuchungen zur Wechselwirkung von '*’I-EGF mit
menschlichen Fibroblasten basierten auf folgenden Beob-
achtungen:

1. Zellgebundener '’I-EGF wurde bei 37°C schnell zu
{"**T}Monoiodtyrosin abgebaut. Bei 0°C aber wurde
zellgebundener '**1-EGF nicht abgebaut, sondern wie-
der langsam von der Zelloberfliche abgespalten.

2. LieB man '*I-EGF zuerst bei 37°C an die Zellen bin-
den und inkubierte diese dann bei 0°C, so konnte fast
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keine Freisetzung zellgebundener Radioaktivitét festge-
stellt werden.

3. Stoffwechselenergie wurde fiir den Abbau von '*%1-
EGF, aber nicht fir seine Bindung benétigt.

4. Der Abbau wurde durch Pharmaka inhibiert, die die ly-
sosomale Funktion beeintrichtigen, z.B. Chloroquin
und Ammoniumchlorid.

5. Wurde '>I-EGF bei 0°C von Zellen gebunden, so war
das Hormon leicht fiir Substanzen zuginglich, die mit
EGF auf der Zelloberfliche reagieren konnten, z. B.
Trypsin oder Antikorper gegen EGF. Wenn aber das
Hormon bei 37°C an die Zellen gebunden wurde, so
konnten diese Reagentien nicht im gleichen Ausmai
auf EGF wirken. .

6. Wenn man Fibroblasten mit EGF inkubierte, trat ein
Verlust an EGF-Rezeptoren ein.

Zusammengenommen lieferten diese Beobachtungen,
die spéter noch von anderen auf eine Vielzahl von Poly-
peptidhormonen ausgedehnt wurden, einen quantitativen
biochemischen Beweis fiir einen komplexen Mechanismus,
iber den Zellen mit extrazelluliren regulatorischen Signa-
len in Wechselwirkung treten.

Es war eine Herausforderung, die Internalisierung von
EGF direkt sichtbar zu machen; um dies zu erreichen,
schlugen wir drei Wege ein: Wir synthetisierten fluoreszie-
rende EGF-Derivate und verfolgten ihren Weg auf und
in der Zelle!®>?4; wir spiirten dem Schicksal von '*°I-
EGF durch elektronenmikroskopische Autoradiographie
nach®®, und wir synthetisierten EGF-Ferritin-Konjugate
und verfolgten deren Weg elektronenmikroskopisch!?2".

Obwohl alle drei morphologischen Ansitze die ur-
spriinglichen biochemischen Untersuchungen mit '*I-
EGF bestitigten®"), so zeigte doch die Verwendung des
biologisch aktiven EGF-Ferritin-Konjugats am Kklarsten
und auf direktem Weg das metabolische Schicksal von
EGF. Bei 4°C band das Konjugat an die Plasmamembran
der Zellen und schien nach einem Zufallsmuster auf spezi-
fische Rezeptorbindungsstellen verteilt zu sein. Erwidrmte
man die Zellen auf 37°C, so verteilte sich EGF-Ferritin auf
der Oberfléche der Plasmamembran neu und bildete inner-
halb 1 min viele kleine Cluster. Diese Cluster aus rezep-
torgebundenen EGF-Ferritin-Molekiillen wurden dann
schnell in endocytotische Vesikel internalisiert. Innerhalb
von 30 min konnte man ungefihr 84% des Ferritins in mul-
tivesikuldren Gebilden finden, die offenbar mit den Lyso-
somen in Beziehung standen. So erhielten wir auch einen
morphologischen Beweis fiir die Hypothese, daB das ,,Her-
unterregulieren* (down regulation) von EGF-Oberflichen-
rezeptoren die Internalisierung intakter Hormonrezeptor-
komplexe mit sich bringt. Unsere SchluBfolgerungen sind
in Abbildung 3 dargestellt. Spiter zeigten Markierungsex-
perimente und die Immunprizipitation mit Anti-Rezeptor-
Antikdrpern, daBl die EGF-vermittelte Internalisierung des
EGF-Rezeptor-Komplexes nicht nur den Abbau von EGF,
sondern auch den beschleunigten Abbau des EGF-Rezep-
tors zur Folge hat!®®,

Wesentlich auf diesem Teilgebiet der Hormonforschung
ist die Frage, ob das intrazellulire Prozessieren der Hor-
mone und ihrer Rezeptoren mit der Erzeugung von biolo-
gischen Reaktionen auf das Hormon in Beziehung steht
oder sogar dafiir notwendig ist. Meiner Meinung nach gibt
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Abb. 3. Schema der Wechselwirkung von Ferritin-EGF mit A-431-Zellen.
Ferritin-EGF-Rezeptorkomplexe, die durch die charakteristische rdumliche
Verteilung der Partikel auf der Membran (4-6 nm Abstand) identifiziert wer-
den kdnnen, sind schon nach der ersten Bindung deutlich zu sehen; sie wer-
den wihrend der Umverteilung zu Clustern, der Pinocytose und des Einbaus
in Multivesikularkdrper beibehalten. Weitere Inkubation bei 37°C fiihrt zur
Spaltung des Ferritin-EGF-Rezeptorkomplexes; dies kann durch den Pool
an freiem Ferritin nachgewiesen werden; Anwesenheit von Aminen inhibiert
diesen Zerfall. (Quelle: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76 (1979) 5689-5693.)

es keinen experimentellen Hinweis fiir eine eindeutige Be-
antwortung dieser wichtigen Frage.

Da wir also nicht in der Lage waren, die Bedeutung der
rezeptorvermittelten Internalisierung fiir die biologische
Aktivitit des Wachstumsfaktors genau zu beschreiben, und
da wir der Meinung waren, daf} die Verinderungen, die
EGF in der Zelle induzierte, aus der Vervielfaltigung und
Fortpflanzung einer Serie von Signalen resultieren, die
wihrend der Bindung und Internalisierung des Hormons
erzeugt werden, dachten wir gegen Ende der siebziger
Jahre daran, ein zellfreies System zu suchen, das in vitro
auf die Applikation von EGF reagiert. Da auf A-431, einer
Hautcarcinom-Zellinie des Menschen, eine auBerordent-
lich hohe Konzentration an EGF-Rezeptoren (2-3-10° Re-
zeptoren/Zelle) nachgewiesen worden war?*?%, benitzten
wir eine Membranpriparation dieser Zellen, um nach ei-
ner EGF-abhingigen Veréinderung der Membranstruktur
und/oder -funktion zu suchen. Wie der methodische Wen-
depunkt der schnellen Reinigung von Milligramm-Mengen
an EGF (siehe Beginn dieses Abschnitts), so war auch die
Identifizierung der A-431-Zellinie als eine reichhaltige
Quelle von EGF-Rezeptoren wesentlich sowohl! fiir bio-
chemische als auch fiir molekularbiologische Untersu-
chungen zum Wirkungsmechanismus von EGF.

Erwartungsgem#B konnten Membranen dieser Zellen
spezifisch relativ groBe Mengen an '**I-EGF binden. Da
Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsreaktionen
an der Kontrolle vieler Stoffwechselwege beteiligt sind,
und da Membranen endogene Protein-Kinasen und
-Phosphatasen enthalten, versuchten wir, die Rolle von
EGF als méglichem Modulator dieser regulatorischen Pro-
zesse aufzukldren®. Teile der A-431-Membranpripara-
tion wurden auf ihre Fihigkeit hin untersucht, endogene
Membrankomponenten zu phosphorylieren. AuBerdem
untersuchten wir, ob die Bindung von EGF eine Stérung
dieses biochemischen Systems zur Folge hatte. Die Inku-
bation von A-431-Membranen mit [y-**PJATP bei 0°C in
Gegenwart von Mg?* oder Mn2* fiihrte zum Einbau von
Radioaktivitit in Material, das in Trichloressigsdure nicht
16slich war. Eine Schliisselstellung nahm dabei die Entdec-
" kung ein, daB sich die Phosphorylierung von endogenen

Angew. Chem. 99 (1987) 738-744

membranassoziierten Proteinen auf das Dreifache erhéhte,
wenn EGF der Reaktionsmischung zugesetzt wurde
(Abb. 4).
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Abb. 4. EGF-stimulierter Einbau von **P-Phosphat aus [y-*PJATP in Zell-
membranen. Die Reaktionsmischung enthielt A-431-Membranen (27 pg Pro-
tein), HEPES-Puffer (20 mm, pH 7.4), MnCl, (1 mm), [y-*?PJATP (15 um,
8-10° cpm), EGF (40 ng) und Rinderserumalbumin (7.5 pg) in einem Endvo-
lumen von 60 pl. Die ReaktionsgefiBe wurden auf Eis 10 min mit (O) oder
ohne (®) EGF vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von radioak-
tiv markiertem ATP gestartet und die Inkubation bei 0°C fiir die angegebe-
nen Zeiten fortgesetzt. Die Reaktion wurde beendet, indem 50 pi-Aliquote
auf quadratische (4 cm®) Whatman-Filterpapiere (3 MM) pipettiert wurden.
Das Papier wurde sofort in kalte 10proz. Trichloressigsiure in 0.01 M Natri-
umpyrophosphatpuffer getaucht und nach grindlichem Waschen mit der
gleichen Ldsung mit Alkohol und Ether extrahiert. Nach Trocknung wurde
die Radioaktivitit in einem Nuclear-Chicago-GasfluBz&hler bestimmt (Quel-
le: Nature 276 (1978) 409-410).

Der erhdhte Einbau von 2P in Membranpriparationen
war fir EGF spezifisch; als hauptsichliche phosphory-
lierte Membrankomponenten konnten Proteine mit Mole-
kulargewichten von ca. 170000 Da und 150000 Da gefun-
den werden. EGF stimulierte in den A-431-Membranpré-
parationen nicht nur die Phosphorylierung endogener
Membranproteine, sondern auch die einer Vielzahl exoge-
ner Proteinsubstrate.

Damals (1978) wurde die Hypothese aufgestellt, daB die
Phosphorylierung von Membranen oder Membrankompo-
nenten das primire Ereignis in der Erzeugung intrazelluli-
rer Signale der Wachstumsregulation von Zellen sein
konnte. Der Leser sei auf einen Ubersichtsartikel verwie-
sen®®", der unseren Kenntnisstand im Jahre 1979 zusam-
menfaBt. Am Ende dieses zweiten Jahrzehnts war ich er-
mutigt und begeistert dariiber, daB wir bedeutende Fort-
schritte beim Verstindnis des Wirkungsmechanismus von
EGF auf zelluldrer und biochemischer Ebene erzielt hat-
ten.

4. Das dritte Jahrzehnt

Die Entdeckung der direkten Beeinflussung einer che-
mischen Reaktion in einem zellfreien System durch EGF
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fithrte zu einer genaueren biochemischen Charakterisie-
rung dieser Reaktion in A-431-Membranen. AuBerdem un-
tersuchten wir auch Membranpriparationen gesunder
menschlicher Placenta und menschlicher Fibroblasten in
Kultur®**, Die EGF-stimulierte Kinaseaktivitit der A-
431-Membranen ging nicht verloren, wenn die Membranen
mit verschiedenen Losungen, z. B. solchen mit hoher Salz-
oder Harnstoffkonzentration extrahiert wurden; Kinase,
Rezeptor und Substrate muBiten also integrale Membran-
proteine sein. Zu dieser Zeit kannten wir die Verdffentli-
chungen verschiedener Laboratorien®**") in denen be-
richtet wurde, daBB das Molekulargewicht des mutmaBli-
chen EGF-Rezeptors, bestimmt durch Quervernetzungsex-
perimente mit '>’I-EGF, von der gleichen GréBenordnung
war wie das unserer phosphorylierten Membranglycopro-
teine (150-170 kDa).

Unsere Untersuchungen lieferten die folgenden Befunde
zum Mechanismus, durch den EGF die Proteinphosphory-
lierung in dem zellfreien A-43|-Membransystem reguliert:

1. Aktivierung der membranassoziierten Kinaseaktivitit
durch EGF ist ein schneller ProzeB, sogar bei 0°C.

2. Dephosphorylierungsreaktionen in der Membran sind
ebenfalls sehr schnell, werden aber nicht durch EGF
beeinfluBt.

3. EGF setzt aus der Membran keine l8sliche Protein-Ki-
nase und auch keinen Modulator der Kinase frei.

4. Die EGF-induzierte Aktivierung der Membrankinase
kann aufgehoben werden, wenn man das Hormon
durch Anti-EGF-IgG von der Membran verdringt; pro-
teolytische Aktivierung findet also nicht statt.

Da es eindeutige Hinweise auf unterschiedliche Hitze-
sensitivititen von Rezeptor und Kinase gab®?, nahmen wir
zunichst an, daB mindestens zwei molekulare Spezies vor-
liegen. Dennoch wurde die Méglichkeit, daB Rezeptor-
und Kinaseaktivititen im gleichen Molekiil vereint sind,
durch zwei unerwartete Beobachtungen wieder zur Diskus-
sion gestellt. Erstens: A-431-Membranen konnten mit De-
tergentien solubilisiert werden, ohne daB die durch EGF
gesteigerte Phosphorylierungsaktivitit oder die Bindungs-
aktivitit fir '>*I-EGF verloren gingen. Zweitens: EGF-Re-
zeptor, EGF-abhingige Kinaseaktivitit und das Substrat
wurden durch EGF-Affinititschromatographie zusammen
als ein Protein mit einem Molekulargewicht von 150 kDa
gereinigt.

Wir hatten zunichst berichtet®?, daB die durch EGF sti-
mulierte Proteinkinase hauptsichlich Threoninreste phos-
phoryliert, und daB sie darin und in anderer Hinsicht der
Kinaseaktivitit des transformierenden Proteins des Rous-
Sarcoma-Virus (RSV) dhnlich ist. Bald darauf aber wurde
mitgeteilt, daB die RSV-assoziierte Proteinkinase und an-
dere Proteinkinasen aus Tumorviren®*? Tyrosinreste
phosphorylieren; diese waren frither falschlicherweise als
Threoninreste identifiziert worden, da die beiden phos-
phorylierten Aminosiuren in dem damals verwendeten
Elektrophoresesystem gleiche Wanderungseigenschaften
zeigten. Da wir ein &hnliches Elektrophoresesystem be-
nutzt hatten, untersuchten wir erneut die durch EGF sti-
mulierte Proteinkinasereaktion und fanden, daB die affini-
titsgereinigte Rezeptorkinase ebenfalls Tyrosinreste phos-
phoryliert®*®,
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Um zu priifen, ob die mit dem EGF-Rezeptor assoziierte
Kinaseaktivitit vielleicht von einer geringen Verunreini-
gung mit pp60° herriihrt, untersuchten wir eine mogliche
Wechselwirkung der EGF-Rezeptorkinasepriaparation mit
pp60°-Antiseren. Obwohl die Rezeptorkinase diese Anti-
src-Antikorper spezifisch phosphorylieren konnte, wurde
die Rezeptorkinase nicht durch diese Antiseren prizipi-
tiert"*"*2. Diese Ergebnisse deuteten wir dahingehend, daB
die EGF-Rezeptorkinase vielleicht mit pp60* verwandt,
aber nicht identisch ist.

Danach versuchten wir, den EGF-Rezeptor weiter zu
reinigen'*], Als wir die bereits beschriebene Affinititschro-
matographie-Methode® auf A-431-Membranvesikel in
Abwesenheit von Ca?* anwendeten, konnten wir die Re-
zeptorkinase als ein Protein mit einem Molekulargewicht
von 170 kDa isolieren. Es konnte gezeigt werden, daB das
150kDa-Rezeptorprotein, das urspriinglich in Membran-
priparationen nachgewiesen worden war, ein proteolyti-
sches Fragment der nativen 170kDa-Spezies war, das
durch die Wirkung einer Ca?*-abhingigen neutralen Pro-
tease entstand!***3,

DaB sowohl die 170kDa- als auch die 150kDa-Pripara-
tion Rezeptoreigenschaften hat, konnte nicht nur durch
ihre Fiahigkeit, '*’I-EGF zu binden, sondern auch durch
kovalente Quervernetzung mit '*[-EGF demonstriert wer-
den. Der wesentliche funktionelle Unterschied der beiden
Priparationen war offensichtlich die Fihigkeit einer fiinf-
bis zehnmal schnelleren ,,Autophosphorylierung* bei der
170kDa-Spezies. Diese Beobachtung kénnen wir verste-
hen, seit wir wissen, daB sich die meisten autophosphory-
lierten Tyrosinreste nahe am Carboxyende des 170kDa-
Rezeptors befinden und im proteolytischen 150kDa-Frag-
ment fehlen.

Wir wollten die Frage, ob die drei Doménen in unserer
Rezeptorpriparation - Bindungsstelle, Kinase und Sub-
strat - in einem oder in mehreren Molekiilen lokalisiert
sind, durch die Anwendung ,schirferer’* Reinigungsme-
thoden entscheiden. Die drei Doménen blieben nicht nur
nach EGF-Affinititschromatographie, sondern auch nach
Chromatographie an Linsen-Lektin-Sepharose assoziiert;
Rezeptor und Kinase sind also mit lektinreaktiven Kohlen-
hydratresten verkniipft. Noch entscheidender war der Be-
fund, daB die drei nachweisbaren Dominen auch nach
Elektrophorese in nicht denaturierenden Gelen und nach
Immunprézipitation mit Antiseren gegen den gereinigten
Rezeptor assoziiert bleiben. Obwohl diese Ergebnisse noch
nicht als endgiiltig angesehen werden konnten, ermutigten
sie doch zu der Spekulation, daB alle drei Dominen in ei-
nem Molekiil vorhanden sind.

Das Problem wurde durch eine Reihe von Experimenten
gelost, die die EGF-stimulierte Kinase durch Affinitits-
markierung identifizieren sollten**’). Die EGF-stimu-
lierte Kinase wurde irreversibel inhibiert, wenn man A-
431-Membranvesikel mit 5'-(p-Fluorsulfonylbenzyl)adeno-
sin (§'-p-FSO,BzAdo) behandelte. Diese Verbindung war
als Affinitdtsmarker fiir ATP- oder ADP-Bindungsstellen
in einer Vielzahl von Enzymen charakterisiert worden.
Markierte man  A-431-Membranvesikel mit  5'-p-
FSO,Bz{'*C]Ado und unterwarf sie dann einer (denaturie-
renden) Natriumdodecylsulfat(SDS)-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese mit anschlieBender Autoradiographie, so
stellte sich heraus, da3 der GroBteil des kovalent gebunde-
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nen Affinititsmarkers mit dem 170kDa-Rezeptor und des-
sen proteolytischem 150kDa-Fragment wanderte. Die
Markierung erfolgte an einer ATP-Bindungsstelle, da sie
durch 5'-Adenylylimidodiphosphat (AMP-PNP), einem
hydrolyseresistenten ATP-Analogon, aber nicht durch
Adenosin, AMP, ADP, GTP oder NAD inhibiert wurde.
Markierte man aulerdem A-431-Vesikel oder Membranen
mit 5’-p-FSO,Bz ['*C]Ado, so konnte der Rezeptor unter
Bedingungen gereinigt werden, unter denen bereits frither
Rezeptor und Kinase zusammen isoliert worden waren.
Der Rezeptor war die einzige Komponente der gereinigten
Praparation, die Affinititsmarker in nachweisbaren Men-
gen enthielt. Wir folgerten daraus, daB der Rezeptor und
die Kinase zwei Dominen auf demselben Polypeptid sind.
Inaktivierten wir schlieBlich die EGF-sensitive Kinaseakti-
vitdt durch leichtes Erwidrmen oder durch Einwirkung von
N-Ethylmaleinimid, so konnten die 150kDa- und 170kDa-
Rezeptorspezies nicht mit dem ATP-Affinitiitsmarker ge-
kennzeichnet werden. Der Mechanismus, iiber den die
Bindung von EGF an die externe Domine des Rezeptors
die cytoplasmatische katalytische Domine aktiviert, ist
noch nicht bekannt!''-*#,

Da verschiedene Lektine die Bindung von '*’[I-EGF an
menschliche Fibroblasten in Kultur®” oder an Membra-
nen der menschlichen Placenta®™ inhibieren und da der
Rezeptor durch Lektinchromatographie gereinigt werden
kann®Y, folgerte man schon bald, daB es sich bei dem Re-
zeptor um ein Glycoprotein handelt. Biosynthese und Gly-
cosylierung des Rezeptors in A-431-Zellen wurden kiirz-
lich mehrfach untersucht; dabei wurden die Stoffwechsel-
wege der Zellen markiert und die Rezeptorspezies durch
Immunprizipitation identifiziert!s-52,

Ich kann an dieser Stelle nicht die zahllosen Veroffentli-
chungen erdrtern, die EGF und seinen Rezeptor in Biolo-
gie und Medizin zum Inhalt haben. Der Leser sei auf ei-
nige kiirzlich erschienene Ubersichtsartikel verwiesen, die
verschiedene Gesichtspunkte dieses stetig sich ausweiten-
den Forschungsgebietes zusammenfassen!''455%34,

Ich méchte jetzt noch kurz auf einige wichtige Ergeb-
nisse hinweisen, die in anderen Laboratorien erarbeitet
wurden, und von denen ich glaube, daB sie zu einem bes-
seren Verstindnis der Rolle von EGF und seines Rezep-
tors sowie dessen Kinase in der Wachstumsregulation fiih-
ren werden.

1. Die Aminosduresequenz des EGF-Rezeptors wurde aus
der Nucleotidsequenz von cDNA-Klonen abgeleitet;
dabei entdeckte man, daB sich das Gen des v-erb-B-
transformierenden Proteins des Erythroblastose-Virus
der Végel wahrscheinlich vom EGF-Rezeptor-Gen der
Vogel ableitet,

2. Die Nucleotidsequenz der cDNA des Prépro-EGFs
wurde aufgeklirt; sie sagt ein Vorlduferprotein mit ei-
nem Molekulargewicht von 128 000 Da vorher!**>"). Der
EGF-Vorlaufer kénnte ein Protein sein, das sich durch
die Membran erstreckt, vielleicht ein Rezeptor fiir einen
bisher nicht bekannten Liganden. Von groBem Interesse
in diesem Zusammenhang waren die Entdeckung von
Priapro-EGF in der Niere, die Entdeckung von zwei mit
EGF in Beziehung stehenden Loci (in Drosophila und in
Caenorhabditis), die die Entwicklung regulieren!®-¢,
und die Entdeckung einer mit EGF verwandten Se-
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quenz im Grippevirus'®'. Diese Befunde lassen vermu-
ten, dal EGF wihrend der Evolution schon sehr frith
auftrat und fiir eine Vielzahl von Funktionen benutzt
wurde.

3. Sowohl fé6tale als auch maligne Zellen produzieren ein
dem EGF verwandtes Protein (a-TGF), das anschei-
nend mit dem EGF-Rezeptor in Wechselwirkung treten
kann und die biologische Aktivitit von EGF simu-
liert'®?,

4. Die Rezeptoren fiir Insulin und flir eine Vielzahl ande-
rer Wachstumsfaktoren sind ligandenaktivierte Tyrosin-
Kinasen!®>¥,

Obwohl wir gegenwirtig davon ausgehen, daBl das pri-
miére Signal, das durch EGF uibermittelt wird, mit der Ty-
rosin-Kinaseaktivitit seines Rezeptors in Beziehung steht,
wissen wir noch nichts iiber den genauen Weg der Wachs-
tumsaktivierung, besonders zwischen Rezeptor und Zell-
kern. Das trifft nicht nur auf EGF zu, sondern auch auf die
anderen Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren Tyrosin-
Kinasen sind, und ebenso auf diejenigen Oncogene, bei
deren Produkten es sich auch um Tyrosin-Kinasen han-
delt.

5. Ausblick

Sollen wir jetzt nach spezifischen zelluldren Proteinen

-suchen, deren Funktionen durch Tyrosinphosphorylierung

verandert werden? Ist die intrazellulire Translokation der
Protein-Kinasen physiologisch bedeutsam? Ist es mdglich,
daB autophosphorylierte Rezeptoren oder verwandte On-
cogenproteine eine noch nicht entdeckte regulatorische
Rolle spielen? Nach welchem Mechanismus werden stimu-
lierende oder inhibitorische Signale an den Zellkern wei-
tergeleitet? Welches ist die normale physiologische Rolle
von EGF wihrend der Entwicklung und bei der Homéo-
stase? Die Antworten auf diese und eine Fiille anderer
Fragen miissen noch gefunden werden, ehe wir dieses
wichtige regulatorische System vollstindig begreifen kon-
nen.

Ich bin den vielen Kollegen, Studenten und technischen
Assistenten, die an diesen Untersuchungen mitgearbeitet ha-
ben, sehr zu Dank verpflichtet. Ebenso bedanke ich mich
herzlich fiir die Unterstiitzung durch die National Institutes
of Health und die American Cancer Society.

Eingegangen am 5. Mirz 1987 [A 630]
Ubersetzt von Dr. Heinrich Wiesinger, Tiibingen
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