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Dedifferenzierung

Kleine Molekiile, grofie Pline — konnen
niedermolekulare Verbindungen die menschliche
Regeneration steuern?
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Die Uberlieferung des Aristoteles,
wonach der Salamander unversehrt
durch Feuer laufen kann und es dabei
16scht,[!! ist durch nichts zu belegen und
sicherlich falsch. Wahr hingegen und seit
235 Jahren dokumentiert ist die Tatsa-
che, dass dem Salamander nach Verlust
seines Schwanzes ein neuer wichst.
Mitte des 18. Jahrhunderts beschrieb
der italienische Wissenschaftler Lazarro
Spallanzani diese bemerkenswerte Ei-
genschaft des ausgewachsenen Tieres,
durch Verletzung verlorene Gliedma-
Ben, den Kiefer sowie den Schwanz zu
regenerieren.”! Bis heute ist der Sala-
mander das Paradebeispiel fiir Regene-
rationsfahigkeit bei Tieren.

Im Unterschied zu niederen Tieren
sind Wirbeltiere nur eingeschrénkt in
der Lage, verletzte, abgestorbene oder
verlorene Korperteile zu ersetzen, denn
mit fortschreitender Gewebespezialisie-
rung nimmt die Fahigkeit zur Regenera-
tion ab. Es gibt nur wenige Beispiele fiir
reparative Regeneration bei Séugern
(Fingerspitze bei Kindern, Zuwachsen
eines Lochs im Kaninchenohr).!

Ein Sonderfall der menschlichen
Regeneration ist die Leber: Entferntes
Gewebe wird durch Vergroferung der
verbleibenden Strukturen (Hypertro-
phie), aber auch durch Zunahme der
Zellzahl (Hyperplasie), ersetzt. Ob sich
dabei ausdifferenzierte Hepatozyten
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teilen oder ob der Zellzuwachs durch
Proliferation von Stammzellen erfolgt,
ist noch nicht geklirt.!! Das Ziel vieler
Forschungsarbeiten ist deshalb, die zell-
biochemischen = Mechanismen  der
Regeneration zu verstehen und das
Regenerationspotenzial von Séugern
zu erhohen.

Die auBlergewohnliche Regenerati-
onsfahigkeit der Schwanzlurche beruht
auf dem Prozess der zelluldren Dediffe-
renzierung. Bei dieser Form der Rege-
neration wird die fehlende Struktur vom
Wundrand her aufgebaut (Epimorpho-
se). Zellen aus unterschiedlichen Gewe-
ben bauen im Bereich der Verletzung
ihre Spezialstrukturen ab und erhalten
somit Eigenschaften von Vorlduferzel-
len. Die reembryonalisierten Zellen bil-
den das Blastem und beginnen zu pro-
liferieren. Kontrolliert durch die Umge-
bung konnen die Zellen des Blastems
erneut differenzieren und verschiedene
Gewebe bilden: Schwanz, GliedmafBen
oder Kiefer.

Erste wissenschaftliche Belege fiir
die Dedifferenzierung von Amphibien-
zellen wurden 1938 erhalten. Wenig
spater zeigten elektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen, dass Muskelzellen
von Molchen am Ort der Amputation
ihre fibrillire Struktur verloren und
einkernige Zellen das Blastem bildeten.
Gleichzeitig wurde in Experimenten mit
*H-markiertem Thymidin die DNA-
Synthese nachgewiesen.! Transplanta-
tionsexperimente mit Muskelzellen, die
mit Rhodamin-Dextran-Konjugaten
markiert waren, ermoglichten die Be-
obachtung des Prozesses im zeitlichen
Verlauf. Mehrkernige Muskelzellen von
Molchen wurden in vitro kultiviert und
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durch Injektion mit dem Farbstoffkon-
jugat dauerhaft markiert. Gereinigte
Zellen gleicher Grofle wurden anschlie-
Bend in regenerierende Molchgliedma-
Ben implantiert. Nach einer Woche
konnten mit Rhodamin markierte, ein-
kernige Zellen identifiziert werden. Die
Anzahl einkerniger Zellen erhohte sich
im weiteren Verlauf.!

Den Nachweis, dass endogene Mus-
kelzellen dedifferenzieren konnen, er-
brachten schlieflich Echeverri et al. Sie
injizierten dextrangekoppelte Fluores-
zenzfarbstoffe in einzelne Muskelfasern
durchsichtiger Axolotl (mexikanische
Wassermolche) und fiihrten anschlie-
Bend Amputationen durch. Durch In-
vivo-Markierung und mit Differential-
Interferenz-Kontrast-Mikroskopie
(DIC-Imaging) konnte gezeigt werden,
dass alle Kerne einer einzigen Muskel-
zelle als einkernige Zellen abschniirten
und das Blastem bildeten.”) Uber den
molekularen Mechanismus des
Dedifferenzierungsprozesses ist noch
wenig bekannt. Der Verlust des Zell-
kontakts an der Verletzung ist notwen-
dig, jedoch nicht ausreichend, um die
Fragmentierung der Muskelzellen und
den Wiedereintritt in den Zellzyklus
auszuldsen.

Zur Aufkldrung der intrazelluldren
Signalwege wurden Muskelfasern ver-
schiedener Mausstdmme in vitro mit
einem die Proliferation auslosenden
Serum stimuliert. Myozyten der Maus
gelten als ausdifferenziert und nicht
mehr teilungsfahig. Muskelzellkulturen
aus Molchen treten dagegen nach Se-
rumstimulation in die S-Phase ein. 1994
zeigten Schneider et al., dass Muskelfa-
sern aus murinen Retinoblastom(Rb)-
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Mangelmutanten nach Serumstimulati-
on ebenfalls in die S-Phase iibergin-
gen.®! Dies deutete darauf hin, dass in
Sdugern der G1-S-Ubergang durch das
Rb-Protein blockiert wird. Unterstiitzt
wurde die Vermutung durch den Nach-
weis von phosphoryliertem, inaktivier-
tem Rb-Protein in stimulierten Muskel-
fasern des Molches.”’! In Wildtyp-Maus-
zellen blieb Rb auch nach Serumstimu-
lation unphosphoryliert und somit aktiv.
Muskelfasern der Maus, in denen die
Expression von Cyclin D und CDK4
induziert wurde, konnten unter serum-
reichen Bedingungen den G1-S-Block
iberwinden.'”! Der Kinase-Signalweg
mit dem Rb-Protein als Target und
Faktoren aus dem Serum scheinen dem-
nach bei der Induktion der Dedifferenz-
ierung eine wichtige Rolle zu spielen
(Abbildung 1).

Die Arbeitsgruppen um Schultz und
Ding testeten kiirzlich eine Bibliothek
von niedermolekularen Verbindungen
aus der Klasse der 2,6-disubstituierten
Purine auf die Induktion von Dediffe-
renzierung in somatischen Siugerzel-
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len." Vorliuferzellen muriner Muskel-
zellen (Myoblasten, C2C12-Zellen) wur-
den mit den Verbindungen inkubiert
(Konzentration: 5 um). Dann wurde un-
tersucht, ob einzelne Derivate die Myo-
blasten dedifferenzieren und in multi-
potente Zellen umwandeln konnen.
Nach Entfernung der Substanzen wur-
den die Zellen parallel zum einen mit
einem Medium inkubiert, das die Bil-
dung von Osteoblasten induziert, zum
anderen mit einem Medium, das die
Bildung von Adipozyten induziert. Os-
teoblasten wurden durch den Nachweis
von alkalischer Phosphatase als Marker
fir Knochenzellen identifiziert, Adipo-
zyten wurden durch Firbung mit Oil
Red O nachgewiesen. Um auszuschlie-
Ben, dass bei dem Test auch Verbindun-
gen identifiziert werden, die die Trans-
differenzierung von Myoblasten zu Os-
teoblasten induzieren, wurden die Zel-
len nach Einwirkung der Substanzen
ohne Osteogenese-Medium kultiviert
und dann auf das Vorhandensein von
alkalischer Phosphatase getestet.
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Abbildung 1. Dedifferenzierung von Muskelzellen und der Einfluss von Reversin (1). Schwarze
Pfeile zeigen schematisch den Dedifferenzierungsprozess, blaue Pfeile symbolisieren die Onto-
genese. Molekulare Vorgénge bei der Dedifferenzierung sind stichpunktartig erganzt. Rote Pfeile
geben das Experiment von Schultz und Ding et al. wieder, der griine Pfeil kennzeichnet ein Bei-
spiel fur Transdifferenzierung. In Ahnlehnung an Lit. [11] und [15].
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In einem zweiten Ansatz wurden die
C2C12-Zellen auf weitere Differenzie-
rungsfahigkeit {berpriift, indem ein
Adipogenese auslosendes Medium zu-
gegeben wurde. Unter den 50000 ge-
testeten niedermolekularen Verbindun-
gen war 2-(4-Morpholinoanilino)-6-cyc-
lohexylaminopurin (1, Reversin) am
wirksamsten (Abbildung 1). Die Inku-
bation mit 1 und die anschlieende
Kultivierung in Osteoblasten induzie-
rendem Medium fiihrte zu einer sieben-
fach hoheren Aktivitdt der alkalischen
Phosphatase als im Kontrollansatz (Be-
handlung mit DMSO). Durch Inkuba-
tion mit 1 wurde die Bildung von Mus-
kelzellen aus den Myoblasten verhin-
dert. Gleichzeitig nahm die Anzahl ein-
kerniger Zellen zu. Im zweiten Testan-
satz wiesen nach Zusatz von
Adipogenese induzierendem Medium
40 % der Zellen Eigenschaften von Fett-
zellen auf (Fetttropfchen) und waren
mit Oil Red O anférbbar.

Unter Einwirkung von Reversin dif-
ferenzierten murine Myoblasten nicht
zu Muskelzellen, sondern entwickelten
sich in entsprechenden Medien zu Os-
teoblasten oder Adipozyten. Kontroll-
ansitze ohne Zusatz von Osteogenese-
oder Adipogenese-induzierenden Me-
dien fithrten nach Einwirkung von Re-
versin nicht zu differenzierten Zellen,
sondern es wurden einkernige Zellen
erhalten. Damit wurde eine transdiffe-
renzierende Wirkung des Reversins aus-
geschlossen. Reversin-behandelte Myo-
blasten erhielten multipotente Eigen-
schaften zuriick und konnten unter ent-
sprechenden Bedingungen wie mesen-
chymale Vorlduferzellen zu Knochen-
und Fettzellen differenzieren. Mit 1
wurde die erste niedermolekulare Ver-
bindung identifiziert, die als externes
Signal eine Riickentwicklung von gewe-
bespezifischen Sdugerzellen zu multipo-
tenten Vorlduferzellen induzieren kann.

Wenn es gelingt, mithilfe kleiner
Molekiile den Dedifferenzierungspro-
zess gezielt herbeizufiihren, konnen
vielleicht auch hohere Lebewesen feh-
lende Strukturen durch epimorphische
Regeneration ersetzen. Uber medizini-
sche Anwendungen solcher niedermo-
lekularer Verbindungen darf spekuliert
werden. Es ist zunéchst wichtig, den
Prozess der Dedifferenzierung auf mo-
lekularer Ebene zu verstehen. Dazu
tragen Verbindungen wie Reversin bei.
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Durch Analyse von Struktur-Aktivitits-
Beziehungen konnen Informationen
iber den biologischen Bindungspartner
gewonnen werden, die z.B. fiir affini-
tatsgekoppelte Experimente niitzlich
sind. Ob Reversin die Aktivitdt eines
Proteins (etwa einer Kinase) moduliert,
das direkt oder indirekt das Rb-Protein
phosphorylieren und damit die Blo-
ckade des Ubergangs in die S-Phase
aufheben kann, ist zurzeit noch unklar.
Solche Kenntnisse wiirden allerdings
nur einen Teilprozess der Dedifferen-
zierung erkldren.

Schultz und Ding et al. haben fiir
ihre Experimente Myoblasten verwen-
det. Diese einkernigen Zellen wurden
wihrend der Embryogenese determi-
niert, zu Muskelzellen zu differenzieren,
weisen jedoch noch Eigenschaften von
Vorlduferzellen auf. Es ist unwahr-
scheinlich, dass Reversin allein in vollig
ausdifferenzierten Muskelzellen Dedif-
ferenzierung auslosen kann. Nach wie
vor ist nicht verstanden, welche Signale
in den Muskelzellen der Amphibien den
Ubergang vom mehrkernigen Synzyti-
um zur einkernigen Zelle steuern. Die-
ser Fragmentierungsprozess scheint un-
abhingig vom Eintritt in den Zellzyklus
zu sein. Muskelzellen von Molchen, in
denen der Ubergang in die S-Phase
durch Rontgenstrahlung oder Inhibition
von CDK4 verhindert wurde, bildeten
nach Transplantation in das Wundblas-
tem dennoch einkernige Zellen,"! die
nicht durch Mitose entstanden sein kon-
nen. Dedifferenzierung wird demnach
durch zwei Teilprozesse induziert: Frag-
mentierung und FEintritt in den Zellzy-
klus mit anschlieBender Proliferation.
Kinasen sind bei der Aktivierung der
Zellteilung wesentliche Steuerelemente.
Dort konnte Reversin eingreifen. Wo-
durch die Fragmentierung ausgelost
wird, ist noch unbekannt.

Viele Fragen zum Verstdndnis der
Dedifferenzierung sind noch offen: Sind
Fragmentierung und Zellteilung zwei
unabhingige Prozesse, oder sind sie
miteinander verkniipft? Welche Fakto-
ren im Serum heben die Zellteilungs-
blockade auf? Welche Rolle spielen die
Msx-Gene? Wihrend der Embryogene-
se unterdriicken Mitglieder dieser Gen-
familie Differenzierungsprozesse, um
die Proliferation von Vorlduferzellen
zu fordern. Muskelzellen von Méiusen,
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in denen die Expression von Msx1
induziert wurde, konnten ebenfalls zu
multipotenten  Zellen dedifferenzie-
ren. Die bisherigen Ergebnisse zeigen
die Komplexitit des Prozesses auf.

Die Bedeutung der Dedifferenzie-
rung fiir die Regeneration von Sdugern
lasst sich nur erahnen. Neueste Erkennt-
nisse im Bereich der Stammzellfor-
schung deuten daraufthin, dass das
menschliche  Regenerationspotenzial
bisher unterschitzt wurde. So konnten
adulte Stammzellen in mindestens 20
Geweben, auch im Gehirn, nachgewie-
sen werden. AuBlerdem scheinen adulte
Stammzellen nicht nur spezifisch fiir das
jeweilige Gewebe zu sein, sondern sie
konnen auch zu Zellen eines anderen
Gewebetyps differenzieren (Plastizitit).
Die Mechanismen, die zur Plastizitit
der Stammzellen fiihren, sind noch nicht
verstanden, der Dedifferenzierungspro-
zess kommt aber als eine wichtige
Maoglichkeit infrage.'¥! Eine niedermo-
lekulare Substanz wie Reversin wird
zwar alleine die Dedifferenzierung von
Zellen nicht auslosen oder steuern kon-
nen, aber sie ist ein niitzliches Hilfs-
mittel zur Aufkldrung der zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen.

Glossar

Blastem  nicht differenziertes Bil-
dungsgewebe

CDK4 Cyclin-abhéngige Kinase 4;
eine der Kinasen, die den
Zellzyklus regulieren

Cyclin D  Protein, das die Aktivitit
der CDK4 steuert

Myoblas- Vorlduferzellen von Mus-

ten kelzellen der quergestreif-
ten Muskulatur

reparative Ersatz von (durch Unfall

Regene-  oder Beschidigung) verlo-

ration renen Korperstrukturen

Retino- Krebserkrankung der sich

blastom  entwickelnden Netzhaut. In

entarteten Zellen fehlt das
Rb-Protein, wodurch die
Zellvermehrung nicht ge-
hemmt wird. Der Verlust
des Rb-Gens (Tumor-Su-
pressor-Gens) ist ein Merk-
mal vieler Krebserkran-
kungen
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Rhodamin- Mit dem Fluoreszenzfarb-

Dextran  stoff Rhodamin konjugier-
tes Polymer, das als imper-
meabler Farbstoff fiir Zel-
len verwendet wird

Synzyti-  Produkt bei der Ver-

um schmelzung von Zellen, z. B.
eine vielkernige Muskelzel-
le der Skelettmuskulatur

Transdif- ,,Umprogrammierung® ge-

ferenzie- webespezifischer Stamm-

rung zellen zu differenzierten

Zellen anderer Gewebe
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