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Das Graduiertenkolleg
,,Molekulare Ziele von Alterungsprozessen und
Ansatzpunkte der Alterungsprivention*

Zusammenfassung

Am 17. Oktober 2003 beschloss die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) die Einrich-
tung des Graduiertenkollegs 1033 ,,Molekulare Ziele von Alterungsprozessen und Ansatz-
punkte der Alterungspréavention®. Es wird von Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftlern
der Medizinischen und der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultiten der Hein-
rich-Heine-Universitit Diisseldorf und des Instituts fiir umweltmedizinische Forschung
(IUF) der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf gGmbH getragen. Sprecher des Gradu-
iertenkollegs ist Univ.-Prof. Dr. Jean Krutmann, Direktor des IUF, stellvertretender Spre-
cher Univ.-Prof. Dr. Fritz Boege, Direktor des Instituts fiir Klinische Chemie und Labo-
ratoriumsdiagnostik (KCL).

Das Graduiertenkolleg konzentriert sich in seinem Forschungsprogramm auf den Zu-
sammenhang von oxidativem Stress und Alterungsvorgingen bzw. entsprechenden the-
rapeutischen Préiventivstrategien. Nach unserer Auffassung des derzeitigen Wissensstan-
des sind hierbei folgende grundlegende mechanistische Prinzipien zu beriicksichtigen: das
Gleichgewicht aus Generierung und Beseitigung bzw. Reparatur defekter Makromolekii-
le, ein Mechanismus, der (a) fiir die Akkumulation pathologischer progerischer Protein-
aggregate und die damit verbundenen degenerativen Prozesse verantwortlich ist und (b)
auch die Funktion des Genoms und der Mitochondrien limitiert. Dariiber hinaus entschei-
det (c) die koordinierte Kontrolle von Zellzyklus und Zelltod, ob eine einzelne Zelle nach
einer begrenzten Lebenszeit stirbt oder seneszent wird. Diese drei Kardinaltypen von Alte-
rungsmechanismen werden in zehn Dissertationsprojekten exemplarisch thematisiert. Die
einzelnen Forschungsprojekte sind sowohl durch die iibergeordnete Thematik ,,oxidativer
Stress und Alterungsvorgénge* als auch durch gemeinsame Themenfelder (Akkumulati-
on/Abbau defekter Proteine; Integritit des mitochondrialen Genoms; Apoptose und Senes-
zenz; Antioxidantien/Osmolyte und Pravention) inhaltlich miteinander verkniipft. Jedes
Themenfeld wird von jeweils mehr als zwei Arbeitsgruppen unter verschiedenen Blick-
winkeln erforscht.

Diesem sehr homogenen und in sich verschrinkten Forschungsverbund entspricht die
Struktur des Studienprogramms. So erfordert die Bearbeitung jedes Dissertationsprojektes
die Durchfiihrung der experimentellen Arbeiten in einem Primérlabor (Doktorvater) und in
mindestens zwei weiteren Komplementirlabors (weitere Betreuer). Forschungs- und Stu-
dienprogramm spannen hierbei einen Bogen von den naturwissenschaftlichen Grundlagen
bis hin zur klinischen Medizin.

Am Graduiertenkolleg 1033 sind folgende Wissenschaftlerinnen und Wissenschaft-
ler beteiligt: Univ.-Prof. Dr. Fritz Boege, Institut fiir Klinische Chemie und Laborato-
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riumsdiagnostik (Projekt 3), Univ.-Prof. Dr. Stefan R. Bornstein, Klinik fiir Endokri-
nologie (Projekt 7), Prof. Dr. Norbert Gattermann, Klinik fiir Himatologie, Onkologie
und klinische Immunologie (Projekt 5), PD Dr. Tilman Grune, IUF (Projekt 2), Univ.-
Prof. Dr. Dieter Hiussinger und PD Dr. Ulrich Warskulat, Klinik fiir Gastroenterologie,
Hepatologie und Infektiologie (Projekt 10), Univ.-Prof. Dr. Jean Krutmann, IUF (Projekt
4), Univ.-Prof. Dr. Hans-Werner Miiller und Dr. Patrick Kiiry, Neurologische Klinik (Pro-
jekt 8), Univ.-Prof. Dr. Guido Reifenberger, Institut fiir Neuropathologie (Projekt 1), Univ.-
Prof. Dr. Ulrich Riither, Institut fiir Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere, und
PD Dr. Hans Arno Miiller, Institut fiir Genetik (Projekt 6), Univ.-Prof. Dr. Dr. h. c. Helmut
Sies, Univ.-Prof. Dr. Wilhelm Stahl und PD Dr. Christina Polidori, Institut fiir Physiolo-
gische Chemie I (Projekt 9).

Forschungsprogramm
Molekulare Alterungsvorginge und oxidativer Stress

Im Rahmen des Alterungsprozesses, dem alle lebendigen Organismen unterliegen, kommt
es zu einer zunehmenden Einschrinkung physiologischer Funktionen und zu einer er-
hohten Inzidenz fiir bestimmte Erkrankungen. So treten degenerative Erkrankungen des
neuromuskuldren Gewebes und Krebserkrankungen, z. B. klonale Knochenmarkserkran-
kungen, mit steigendem Lebensalter gehéduft auf. Die hohe Relevanz des Themas Alterung
fiir die Grundlagenforschung bis hin zur klinischen Medizin ergibt sich aus der demo-
graphischen Entwicklung, auf Grund derer mit einem erheblich steigenden Anteil alter
Menschen an der Gesamtbevolkerung und den damit verbundenen medizinischen Kon-
sequenzen zu rechnen ist. Dies spiegelt sich in der zunehmenden Thematisierung dieses
Forschungsgebietes sowohl in der Laienpresse! als auch in der internationalen Fachpresse®
wider.

In zahlreichen Arbeiten der letzten Jahrzehnte ist eine Beteiligung von reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) bzw. oxidativem Stress sowohl beim Alterungsvorgang selbst als auch
in der Pathophysiologie der damit assoziierten Erkrankungen nachgewiesen worden.? Auf
Grund dessen nimmt die Untersuchung der reaktiven Sauerstoffspezies und ihrer Aus-
wirkungen auf die Zellen bzw. den Organismus eine zentrale Rolle in der molekularen
Alterungsforschung ein und steht konsequenterweise thematisch im Zentrum dieses Gra-
duiertenkollegs. Ziel dieser Untersuchungen ist letztendlich die Entwicklung neuer thera-
peutischer und priventiver Strategien. Durch die Einbettung der zehn Dissertationsprojek-
te in diesen Kontext ergibt sich vor dem gemeinsamen Hintergrund der Untersuchung der
Regulation von zelluldren Prozessen durch oxidativen Stress und deren Bedeutung beim
Alterungsvorgang ein hoher Grad der Vernetzung innerhalb des Graduiertenkollegs.

Reaktive Sauerstoffspezies entstehen im Organismus hauptsichlich bei der in den Mi-
tocdchondrien ablaufenden Atmungskette. Hierbei wird der Organismus mit einer schidli-
chen Form des Sauerstoffs, dem Superoxidanionradikal, konfrontiert.* Als Folge chemi-
scher Umsetzungen im Organismus entstehen aus dem Superoxid weitere reaktive Sauer-
stoffspezies (ROS), das relativ langlebige Wasserstoffperoxid (H2O2) und das sehr kurz-

1 Vgl. z.B. Die Zeit vom 23. Januar 2003: ,,Das Projekt Unsterblichkeit*.

2 Vgl. z.B. die Zeitschriften Science Knowledge Environments und Science of Ageing Knowledge Environment.
3 Vgl. Wallace (1992).

4 Vgl. Chance et al. (1979), Loschen et al. (1974) sowie Sies (1986).
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lebige und hochreaktive Hydroxylradikal (*OH); in der Reaktion mit dem Stickstoffmon-
oxid (NO) entsteht Peroxynitrit (ONOO™), eine ebenfalls hochreaktive Verbindung.’

Diese reaktiven Spezies konnen jedoch auch nach Exposition gegeniiber extrazelluli-
ren Stimuli wie Zytokinen und Wachstumsfaktoren bzw. Umweltnoxen wie UV-Strahlung
entstehen. Auf Grund ihrer Reaktivitit fithren die reaktiven Spezies zu einer oxidativen
Modifikation zelluldrer Bestandteile wie Proteinen, Nukleinsduren und Lipiden. In der
Folge kann es zu einer Storung zellulirer Funktionen durch Proteolyse® und Akkumula-
tion von Proteinen’ sowie zu Mutationen nukleirer und mitochondrialer DNS® kommen.
Neben dieser eher ungerichteten Schidigung zelluldrer Funktionen fithren reaktive Spezies
jedoch auch zur Aktivierung spezifischer Signalwege und zur Modulation der Genexpres-
sion.? Die Aktivierung spezifischer Signalkaskaden und das Ausmaf der Schidigung zel-
luldrer Makromolekiile regulieren im Folgenden die Stressantwort, in deren Rahmen es zu
Proliferation, Seneszenz oder Apoptose kommt. Uber diese Mechanismen spielen reaktive
Spezies eine zentrale Rolle beim Alterungsprozess, der eng mit den eingangs genannten
Erkrankungen assoziiert ist.

Zum Schutz vor der toxischen Wirkung von ROS hat der Organismus im Laufe der
Evolution sowohl ein komplexes enzymatisches als auch ein nicht-enzymatisches anti-
oxidatives System entwickelt.!® Antioxidantien sind aber nicht nur ein Bestandteil des
endogenen Metabolismus, sondern finden sich in Form von Carotinoiden, Flavonoiden,
Vitamin E u. a. in verschiedenartigen Nahrungsmitteln. Die protektiven Effekte derartiger
Antioxidantien erdffnen die Moglichkeit eines priaventiven und therapeutischen Einsatzes
der antioxidativen Nahrungsbestandteile.!! Zudem weisen neueste Untersuchungen darauf
hin, dass Osmolyte, wie z. B. Taurin, zytoprotektive Wirkungen haben, die sowohl an die
Effekte von Chaperonen als auch an die von Antioxidantien erinnern und durch die sich
fiir den Alterungsprozess wesentliche zelluldre Funktionen beeinflussen lassen, wie z. B.
Apoptose oder die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Integritit. '?

Kommt es zu einem Uberwiegen der reaktiven Spezies und einem Versagen dieses an-
tioxidativen Systems, spricht man von oxidativem Stress.!3 Die Bedeutung von oxidati-
vem Stress in der Pathophysiologie zahlreicher Erkrankungen ist in den letzten Jahren
zunehmend deutlich geworden. Zuerst formulierte Denham Harman 1956 diese Theorie
des Alterns durch freie Radikale, die davon ausgeht, dass endogen erzeugte ROS kumu-
lative Schiiden im Organismus auslosen, die zu Alterung und Tod fiihren.'* Obwohl der
Zusammenhang von oxidativem Stress und zelluldrem Alterungsvorgang durch zahlreiche
Studien nahe gelegt wurde,'> sind wesentliche Aspekte der oben genannten Hypothese
noch unbekannt. Insbesondere sind auch heute noch die mechanistischen Grundlagen des

5 Ubersicht in Halliwell und Gutteridge (1999: 36-104).

6 Vgl. Davies und Goldberg (1987) sowie Giulivi et al. (1994).

7 Vgl. Stadtman (1992) sowie Grune et al. (2001).

8 Vgl. Wallace (1992), Berneburg et al. (1999) sowie Epe (2002).
9 Vgl. Allen und Tresini (2000) sowie Guyton et al. (1996).

10 (Jbersicht in Arteel et al. (1999), Brigelius-Flohe (1999) sowie Nordberg und Arner (2001).
1'vgl. Sies und Stahl (1995).

12 Val. Graf et al. (2002).

13 vgl. Sies (1985) und (1986).

14 ygl. Harman (1956); Ubersicht in Beckman und Ames (1998).
15 {Jbersicht in Beckman und Ames (1998).



454 Jean Krutmann und Fritz Boege

postulierten Kausalzusammenhangs zwischen oxidativem Stress und Zell- bzw. Gewebe-
alterung nicht aufgeklart.

Die Bearbeitung dieser Fragestellung ist das zentrale Anliegen dieses Graduiertenkol-
legs. Wichtig ist hierbei die Frage, wie zelluldre Mechanismen, die von entscheidender
Bedeutung fiir den Alterungsprozess von Zellen zu sein scheinen, durch oxidativen Stress
beeinflusst werden. Hierzu gehoren vor allem die Akkumulation und der Abbau defek-
ter Proteine, die Aufrechterhaltung der Integritit des mitochondrialen Genoms und das
Gleichgewicht von Apoptose und replikativer Seneszenz. Vor diesem Hintergrund bietet
zudem der gezielte Einsatz von Antioxidantien und anderer zytoprotektiver Molekiile die
Moglichkeit einer priaventiven Intervention.

Akkumulation und Abbau defekter Proteine

Die Anhédufung pathologischer Proteinaggregate ist ein charakteristisches gemeinsames
Merkmal verschiedener altersassoziierter und/oder progerischer neurodegenerativer Er-
krankungen, wie z. B. dem Morbus Alzheimer, dem Morbus Parkinson oder auch den
Prionerkrankungen.'® Alle diese Krankheiten manifestieren sich typischerweise im fort-
geschrittenen Lebensalter, und es ist vollig unklar, warum die entsprechenden Proteinab-
lagerungen wihrend der ersten Lebensjahrzehnte noch nicht auftreten. Man vermutet, dass
molekulare und/oder zellulidre Clearance-Mechanismen von Bedeutung sind, die im Alter
zunehmend an Effizienz verlieren. Hierbei konnte das Ubiquitin/Proteasomensystem eine
Rolle spielen, das den zelluliren Abbau fehlgefalteter Proteine in der Zelle steuert.!” Die-
se Hypothese wird im Dissertationsprojekt 1 am Prionenmodell tiberpriift, wobei nicht nur
auf ein besseres Verstindnis des pathophysiologischen Zusammenhangs zwischen Pro-
teinfehlfaltung, Alter und Neurodegeneration abgezielt wird, sondern auch auf die Er-
schlieBung neuer Therapieansitze, die auf der unlingst nachgewiesenen!® prinzipiellen
Reversibilitit der pathologischen Proteinablagerungen aufbauen.

Wahrscheinlich spielt die zelluldre Akkumulation defekter Proteine nicht nur bei neu-
rodegenerativen Alterungsprozessen, sondern auch bei der Hautalterung eine Rolle, wo-
bei es sich hier primér nicht um fehlgefaltete, sondern um oxidierte Proteine handelt, die
tiberwiegend durch photooxidativen Stress hervorgerufen und dann als Vorstufen des Al-
terspigments Lipofuszin in Hautfibroblasten abgelagert werden.'® Auch in diesem Zusam-
menhang stellt sich die Frage, warum dieser Prozess erst in der Altershaut quantitativ si-
gnifikant wird und nicht schon beim jungen Menschen, und auch hier wird ein Nachlassen
der proteasomalen Aktivitit diskutiert.” Diese Hypothese wird im Dissertationsprojekt
2 iiberpriift, das einerseits die Proteasomenaktivitit in verschiedenen fibroblastidren Alte-
rungsmodellen untersucht und andererseits die Proteinakkumulation durch experimentelle
Manipulationen des proteolytischen Systems beeinflussen will. Zudem sollen in Zusam-
menarbeit mit den Projekten 9 und 10 mogliche pridventive Strategien untersucht wer-
den, die einen Schutz vor der Akkumulation von pathologischen Proteinaggregaten bieten.
Hierzu wird im Projekt 9 der priventive Effekt verschiedener Carotinoide auf Abbau und

16 vgl. Prusiner (2001) sowie Taylor ef al. (2002).

17 Vel. Bence et al. (2001), Johnston et al. (1998) sowie Peters et al. (2002).
18 vgl. Yamamoto e al. (2000) sowie Schenk ez al. (1999).

19 ygl. Stadtman (1992).

20 vgl. Grune et al. (2001).
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Akkumulation von Proteinen untersucht. Parallel dazu soll im Projekt 10 der Einfluss von
Taurin, einem endogenen Metaboliten, ermittelt werden.

Integritiit des mitochondrialen Genoms

Reaktive Sauerstoffspezies sind nicht nur fiir die Oxidation von Proteinen, sondern auch
fiir die Schidigung der DNS von zentraler Bedeutung.?! Besonders wichtig ist in diesem
Zusammenhang die Integritit des mitochondrialen Genoms. Es konnte gezeigt werden,
dass Mutationen der mtDNS im normalen Alterungsprozess akkumulieren und die At-
mungskettenkapazitit von Zellen parallel dazu abnimmt. Zusammenfassend wird heute
davon ausgegangen, dass diese Mutationen Folge eines Circulus vitiosus sind, in dem oxi-
dativer Stress zur Bildung mitochondrialer DNS-Mutationen fiihrt, die wiederum durch
Storung der oxidativen Phosphorylierung zu einer vermehrten ROS-Bildung und damit zu
verstiarkter Mutagenese fiihren.

In welchem Mal3e oxidativer Stress in permanente DNS-Schiden und letztendlich in den
Verlust genomischer Funktionen umgesetzt wird, hiangt von verschiedenen Faktoren ab.
Hierzu gehoren protektive Effekte von Antioxidantien, die entweder exogen mit der Nah-
rung zugefiihrt werden (z. B. Carotinoide) oder dem endogenen Stoffwechsel entstammen
(z.B. der Osmolyt Taurin). Dariiber hinaus sind hier zu nennen: die Kapazitit des DNS-
Reparatursystems sowie aggravierende Prozesse des DNS-Metabolismus, die geringfiigige
(reparierbare) DNS-Primirlédsionen (z. B. Basenfehlpaarungen) in grofrdumige (irrepara-
ble) genomische Schiden (z. B. Chromosomentranslokationen) umsetzen.

Diese Zusammenhinge werden im Rahmen des Graduiertenkollegs durch fiinf Disserta-
tionsprojekte beleuchtet: Das Dissertationsprojekt 3 untersucht die Aggravation von pho-
tooxidativen DNS-Lisionen durch die Interaktion mit DNS-Topoisomerasen und die da-
mit verbundene Ubersetzung der oxidativen Primirlisionen in groBriumige genomische
Rekombinationsdefekte. Die Rolle des Circulus vitiosus bei der Akkumulation von DNS-
Schiden im mitochondrialen Genom, die resultierenden Konsequenzen fiir mitochondriale
Funktionen, Hautalterung, Apoptose sowie die protektive Rolle verschiedener Schutzme-
chanismen werden im Dissertationsprojekt 4 untersucht. Es bildet damit eine Briicke zum
Dissertationsprojekt 5, das die Akkumulation von Punktmutationen der mitochondrialen
DNS und ihre funktionellen Konsequenzen im Rahmen der Alterung himatopoetischer
Vorlduferzellen untersucht.

Der protektiven Wirkung von nutritiven Antioxidantien wird im Dissertationsprojekt
9 nachgegangen, wobei liber die Erforschung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen ver-
schiedener semisynthetischer Carotinoide das pridventiv-therapeutische Potenzial dieser
Stoffgruppe beim Schutz des mitochondrialen Genoms aufgeklirt werden soll. Das Disser-
tationsprojekt 10 beschiftigt sich mit der Aufkldrung der protektiven Wirkung des endoge-
nen Metaboliten Taurin, die auf Grund des progerischen Phinotyps einer jiingst in dieser
Arbeitsgruppe etablierten Taurin-Transporter-KO-Maus vermutet wird. Diese Vorbefun-
de deuten darauf hin, dass dem Taurin als Chaperon und/oder Antioxidans eine zentrale
Rolle fiir den Schutz mitochondrialer DNS und mitochondrialer Proteine vor oxidativer
Belastung zukommt.

21 vgl. Grune et al. (2001).
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Apoptose und replikative Seneszenz

Nicht-maligne, differenzierte Zellen besitzen in den meisten Fillen eine limitierte Lebens-
dauer. Sie sterben entweder durch programmierten Zelltod (Apoptose) oder fallen in einen
Zustand der Wachstumsarretierung (replikative Seneszenz). Letztendlich ergibt sich die
Uberlebensdauer einer Zelle aus dem Zusammenspiel von Zellzykluskontrolle und Apop-
toseregulation.

Dieser Zusammenhang zwischen Apoptose und zelluldrer Alterung wird beispielhaft
durch eine Reihe von Proteinen belegt, die offenbar bei beiden Prozessen eine Rolle spie-
len. So wurde in alternden Zellen eine Erh6hung der Konzentration des antiapoptotischen
Proteins Bcl-2 wie auch des Apoptose vermittelnden Proteins Bax gefunden.?? Interessan-
terweise wird der Schutz vor Bax-induzierter Apoptose als eine der Funktionen des zellu-
laren Prionproteins diskutiert.2 Auch andere Molekiile, die primdr als ,,Alterungsmarker*
entdeckt wurden, regulieren die Apoptose. Die Konzentration des Calciumbindungspro-
teins SM30 nimmt mit dem Alter ab. Durch Inaktivierung des SM30-Gens in der Maus
konnte gezeigt werden, dass SM30-negative Zellen sehr empfénglich fiir die Induktion der
Apoptose sind.?* Aus diesen Daten lisst sich ableiten, dass die Lebensdauer von Zellen
sehr wahrscheinlich von der Stirke antiapoptotischer Signale abhéngig ist. Diese Vermu-
tung wird durch neuere Daten aus der Drosophila-Genetik unterstiitzt, die eine klare Kor-
relation zwischen der Lebensdauer von Fliegen und der Mutagenese von apoptotischen
und antiapoptotischen Faktoren zeigen.?

Der offenbar zentralen Bedeutung der Apoptose bei der Zellalterung wird im For-
schungsprogramm des Graduiertenkollegs durch zwei Dissertationsprojekte Rechnung ge-
tragen: Das Dissertationsprojekt 6 untersucht den Wnt-Inhibitor Dkk-1 sowie Caspasen
und deren Substrate. Dkk1 ist als Modulator fiir eine iibergeordnete Koordination des
Netzwerkes von Apoptoseeffektoren und -effektorinhibitoren verantwortlich und hat ein
diskontinuierliches, zeitlich und raumlich sehr scharf umgrenztes Expressionsmuster. Da-
mit sind Dkk-1 und seine stromaufwirts gelegenen Regulatoren wichtige Kandidaten fiir
die Lebenszeitregulation der Zelle. Die Regulation von Dkk-1 soll in der transgenen Maus
durch Reporterkonstrukte untersucht werden. Es soll ermittelt werden, welche Proteine in
die Regulation der Dkk-1-Expression eingeschaltet sind und in welcher Weise diese durch
(photo-)oxidativen Stress zu beeinflussen sind (Zusammenarbeit mit den Projekten 3 und
4). Weiterhin soll in Kooperation mit den Projekten 9 und 10 der Effekt von nutritiven
Antioxidantien und Osmolyten auf eine oxidativ bedingte Aktivierung von Dkk1 und auf
die dadurch induzierte Apoptose untersucht werden. Zudem beschiftigt sich das Projekt
in einem zweiten Teil mit Caspasen als den exekutierenden Faktoren der apoptotischen
Maschinerie, die zelluldre Substrate spalten und damit zu den spezifischen morpholo-
gischen Veridnderungen der apoptotischen Zellen fithren. Bislang sind nur sehr wenige
zelluldre Substrate der Caspasen gefunden worden, deren Spaltung eindeutig mit den ty-
pischen apoptotischen Zellverdnderungen in Verbindung steht. Das Dissertationsprojekt
6 will deshalb weitere Caspasesubstrate identifizieren und deren Spaltung ursdchlich der
Erzeugung des apoptotischen Phénotyps zuordnen. Die Identifizierung neuer Proteine ist

22 Vgl. Wagner et al. (2001).

23 Vgl. Bounhar ez al. (2001).

24 ygl. Ishigami et al. (2002).

25 Vgl. Moskalev und Zainullin (2001).
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wichtig fiir das Verstindnis ihrer Funktion fiir die Aufrechterhaltung der Zellintegritit
und der damit verbundenen Lebensdauer. Im Dissertationsprojekt 7 wird am Beispiel der
Endokrinoseneszenz der Nebenniere ein neuer Mechanismus des MHC-Klasse-1I/Fas-re-
zeptorvermittelten Zelltodes untersucht.?® Bislang sind die Mechanismen unbekannt, die
im Rahmen des Alterungsvorgangs zu einer Involution der Androgen produzierenden Zo-
ne (Zona reticularis) der Nebenniere fithren. Die zentrale Bedeutung der adrenalen Mit-
ochondrienstruktur und der antioxidativ wirksamen Faktoren beim Alterungsprozess der
Zona reticularis stellt gleichzeitig die Verbindung zu den oben aufgefiihrten Projekten der
oxidativen DNS-Schidigung und Mitochondrienalterung dar (Kooperation mit Projekt 4).
Im Rahmen dieses Graduiertenkollegs soll ermittelt werden, welchen Einfluss oxidativer
Stress bzw. Antioxidantien auf die Apoptose und den Alterungsprozess in der Nebenniere
haben (Projekt 9).

Neben dem programmierten Zelltod bzw. dessen Unterdriickung sind an der Zellalte-
rung aber wohl auch Faktoren beteiligt, die den Zustand der replikativen Seneszenz aus-
losen oder unterhalten, indem sie in die Zellzykluskontrolle eingreifen (ohne dabei not-
wendigerweise das regulatorische Netzwerk der Apoptose zu tangieren). Eine Reihe von
Befunden ldsst vermuten, dass solche Mechanismen bei der Alterung des peripheren Ner-
vensystems und speziell der Schwann’schen Zellen eine Rolle spielen. Diese Zellen zeigen
im Kontext spontaner altersbedingter Neuropathien ein verindertes Migrationsverhalten?’
sowie eine erhohte Proliferationsrate in vivo.?® Im Gegensatz dazu hat eine jiingste aus-
fiihrliche Studie an kultivierten Schwann-Zellen gezeigt, dass diese Zellen in vitro prak-
tisch unbeschriankt vermehrungsfihig sind; der gealterte Phanotyp kann hier jedoch kiinst-
lich iiber einen S-Phase-Arrest induziert werden.?® Man vermutet, dass bei der Vermittlung
dieses Effektes zellzyklusabhingige Kinase-Inhibitoren (CDKI) eine zentrale Rolle spie-
len, denn viele primére wie auch immortalisierte und transformierte Zellen altern, wenn sie
erhohte Mengen solcher Inhibitoren produzieren. Dies wurde kiirzlich z. B. fiir die Expres-
sion des CDKI p57kip2 in humanen Astrozytomzellen gezeigt.’* Im Dissertationsprojekt
8 wird dieser Frage nachgegangen, und es soll nédher untersucht werden, ob auch die (re-
plikativen) Alterungsprozesse von Gliazellen, insbesondere von Schwann’schen Zellen,
iber den zellzyklusabhingigen Kinase-Inhibitor pS7kip2 bzw. den p57kip2 regulierenden
Transkriptionsfaktor Mash2 vermittelt werden und welche Bedeutung oxidative Prozesse
hierbei haben. In Zusammenarbeit mit den Projekten 2 und 6 soll dariiber hinaus geklért
werden, ob (a) eine Korrelation mit der Proteasomenaktivitit beobachtet werden kann und
(b) Wnt-abhingige Signalkaskaden an der Regulation von p57kip2 und Mash?2 beteiligt
sind.

Antioxidantien/Osmolyte und Privention

Auf Grund des zunehmenden Anteils alter Menschen an der Gesamtbevolkerung ist eine
praventive bzw. therapeutische Intervention beim Alterungsvorgang und der damit asso-
ziierten Erkrankungen von zentraler Bedeutung. Antioxidantien bieten wegen ihrer Pro-

26 Vgl. Marx et al. (1998).
27 Vgl. Santos et al. (2000).
28 Vgl. Tabata et al. (2000).
29 ygl. Mathon et al. (2001).
30'vgl. Tsugu et al. (2000).
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tektion gegeniiber oxidativem Stress ein hohes praventives und therapeutisches Potenzial.
So konnte in einer Reihe von Studien belegt werden, dass Carotinoide als nutritive Anti-
oxidantien vor oxidativer Schiadigung schiitzen, die beispielsweise in der Haut nach UV-
Bestrahlungen auftritt.>! Tm Dissertationsprojekt 9 soll daher die protektive Wirkung der
nutritiven Antioxidantien systematisch untersucht werden, wobei tiber die Erforschung der
Struktur-Wirkungs-Beziehungen verschiedener semisynthetischer Carotinoide das priven-
tiv-therapeutische Potenzial dieser Stoffgruppe im Modellsystem der unilamellaren Lipo-
some beurteilt werden soll. Im Zellkulturmodell soll die Wirkung von Carotinoiden auf
UV-induzierte Schidigungen und zellulédre Stressantworten untersucht werden. Dabei sol-
len in Kooperation mit den Projekten 2 und 4 auch Mutationen der mitochondrialen DNS
und die oxidative Modifikation von Proteinen als zelluldre Biomarker verwendet werden.
Dariiber hinaus werden die so charakterisierten Antioxidantien den anderen Teilprojekten
zur Verfiigung gestellt, um die funktionelle Relevanz von oxidativem Stress bzw. die pro-
tektive Wirkung der Antioxidantien auch in diesen Systemen zu untersuchen (Projekte 1
bis 8 und 10).

Im Dissertationsprojekt 10 soll das praventive und therapeutische Potenzial des endo-
genen Osmolyten Taurin untersucht werden. Grundlage hierfiir stellt ein von dieser Ar-
beitsgruppe etabliertes KO-Mausmodell fiir den Taurintransporter dar.3> So zeigen diese
Maiuse einen progerischen Phéanotyp, aus dem sich erste Hinweise auf eine protektive Wir-
kung von Taurin im Zusammenhang mit Alterungsvorgidngen ergeben. Diese Vorbefunde
deuten darauf hin, dass dem Taurin als Chaperon und/oder Antioxidans eine zentrale Rolle
im Schutz vor oxidativer Modifikation von Proteinen und mitochondrialer DNS zukommt.
Dieses Mausmodell soll zunéchst im Hinblick auf die auftretenden Herz- und Skelett-
muskelschidden und die damit verbundene oxidative Schidigung von Proteinen und Mit-
ochondrienverinderungen in Kooperation mit den Projekten 2, 4 und 5 genauer charakte-
risiert werden. In Interventionsstudien soll der mogliche protektive Einfluss auf Herz- und
Skelettmuskelalterung von Nicht-Taurin-Osmolyten und nutritiven Antioxidantien (Ko-
operation mit Projekt 9) iiberpriift werden. Auf Grund der erhobenen Befunde werden die
charakterisierten Osmolyte den anderen Teilprojekten zur Untersuchung der protektiven
Wirkung zur Verfiigung gestellt (Projekte 1 bis 8).

Innovatives Potenzial des Forschungsprogramms

Durch die enge thematische und methodische Verzahnung und Interaktion dieser zehn Dis-
sertationsprojekte entsteht an der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf ein einzigartiges
wissenschaftliches Umfeld zur Erforschung der molekularen Grundlagen des Alterungs-
vorgangs. Das hieraus resultierende hohe innovative Potenzial ldsst sich beispielhaft an
folgenden, nur in der geplanten Kooperation zu bearbeitenden Fragestellungen darstellen:

e Funktionelle Charakterisierung von am Clearance-Prozess von Prionproteinen betei-
ligten Molekiilen anhand von transgenen bzw. Knock-out-Miusen (Projekte 1 und 6);

e Untersuchung der Relevanz mitochondrialer Mutagenese und des daraus resultieren-
den oxidativen Stresses fiir die Oxidation von Proteinen und die Funktion des proteaso-
malen Systems (Projekte 1, 2, 3, 4, 5, 9 und 10);

31 Vgl. Lee et al. (2000) sowie Sies und Stahl (1995).
32 vgl. Heller-Stilb ez al. (2000).
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e Untersuchung der protektiven Wirkung von Antioxidantien und katalytischer Inhibito-
ren der Topoisomerase II auf die Generation lichtalterungsinduzierter mitochondrialer
DNS-Mutationen und der daraus resultierenden funktionellen Konsequenzen (Projekte
3,4,5und 9)

e Untersuchung der Anti-ageing-Wirkung von Osmolyten im Vergleich zu Antioxidanti-
en im Hinblick auf die mechanistischen Aspekte von Proteinoxidation, Integritit des
mitochondrialen Genoms, Apoptose und Seneszenz (Projekte 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 und 10)

e Bedeutung oxidativer DNS-Schiden und der Mitochondrienalterung fiir die Endokri-
noseneszenz der Nebennieren (Projekte 4, 7 und 9).

Studienprogramm

Die Ausbildung gliedert sich in einen allgemeinen Teil, der die regelméBige Teilnahme
an Ringvorlesungen und Seminaren sowie die erfolgreiche Teilnahme an Methodenprak-
tika umfasst, und einen speziellen Teil, der die Orientierungsphase und die Projektarbeit
beinhaltet. Hinzu kommen gemeinsame Seminare, Kongressveranstaltungen, Prisentati-
onstraining und die Ausbildung in Grantmanship und anderen editorischen Techniken.
Jedem Kollegiaten bzw. Stipendiaten werden aus dem Kreis der Antragsteller neben sei-
nem/ihrem Doktorvater/-mutter (Primérlabor) zwei weitere Betreuer zugeordnet. Diese
Betreuer sind die Projektleiter und/oder Nachwuchswissenschaftler der zum jeweiligen
Primirlabor komplementidren Arbeitsgruppen, mit denen zur Durchfithrung der Disser-
tationsarbeit eine Kooperation notwendig ist. Diese haben gemeinsam die Aufgabe, das
Projekt iiber alle Phasen der Promotion zu begleiten, insbesondere zu Beginn des Projek-
tes das Konzept zu diskutieren und sich regelmifig (alle sechs bis zwolf Monate) mit dem
Fortschritt des Projektes auseinander zu setzen.

Zu den Kernthemen des Forschungsprogramms wird eine Ringvorlesung aus Vorlesun-
gen der am Graduiertenkolleg beteiligten Dozenten organisiert. In diese Vorlesungsreihe
werden jdhrlich zwolf Gastvortrige sowie weitere thematisch angrenzende Vortrige und
Seminare der beteiligten Sonderforschungsbereiche integriert. Diese Veranstaltungen wer-
den wenigstens einmal pro Semesterwoche als Pflichtveranstaltungen fiir alle Stipendiaten
und Kollegiaten stattfinden. Daneben werden die Stipendiaten und Kollegiaten in Abspra-
che mit den jeweiligen Betreuern Wahlpflichtveranstaltungen aus dem Vorlesungsangebot
der Universitidt auswéhlen, die thematisch die Projektarbeit ergéinzen.

Zudem werden den Stipendiaten und Kollegiaten unterschiedliche Methodenpraktika in
den Labors der teilnehmenden Wissenschaftler angeboten. Diese Praktika vermitteln La-
bortechniken und weitere fiir Stipendiaten und Kollegiaten zur Realisierung ihrer Projekte
notwendige praktische Fihigkeiten. Sie beginnen mit einer theoretischen Einfithrung; es
wird ein Ausbildungsprotokoll erstellt und die Teilnahme wird benotet und testiert. Nach
Beratung mit den Betreuern wird jeder Stipendiat bzw. Kollegiat pro Jahr wenigstens zwei
solcher Methodenpraktika belegen, die beziiglich ihrer Ausbildungsinhalte die Projektar-
beit ergidnzen. Die Auswahl der Methodenpraktika erfolgt hierbei aus den zur Expertise
des Primirlabors komplementidren Themenfeldern. Hierdurch ist gewihrleistet, dass die
Stipendiaten und Kollegiaten optimal auf die Kooperation mit den Komplementérlabors
vorbereitet werden. Besonders wichtig sind fiir jeden Teilnehmer die Beherrschung der
elektronischen Datenverarbeitung, der Gebrauch elektronischer Online-Datenbanken so-
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wie die Aneignung von Grundlagen zur Erstellung von wissenschaftlichen Publikationen,
Antrdgen und Prisentationen. Deshalb werden diese Ausbildungseinheiten fiir alle Kolle-
giaten und Stipendiaten zwingend vorgeschrieben. Die Prisentations- und Vortragstechnik
wird im Rahmen der Projektvorstellung und wihrend einer Klausurtagung trainiert.

Die Teilnahme an einem Graduiertenseminar, das in etwa sechswochigem Turnus ab-
gehalten wird, ist fiir Stipendiaten, Kollegiaten und Dozenten obligatorisch. Hier wird der
Fortschritt der einzelnen Projekte von den Teilnehmern ab dem zweiten Ausbildungsjahr
in kongressfihiger Form und moglichst in Englisch vorgestellt und diskutiert. Es ist ange-
strebt, dass die Stipendiaten gegen Ende des zweiten Ausbildungsjahres einen nationalen
oder internationalen Kongress besuchen und dort ihre Daten présentieren. Das Graduier-
tenseminar wird einmal jahrlich durch eine Klausurtagung des Graduiertenkollegs ergénzt,
in dem neben einem thematisch fokussierten Vortragsprogramm Projektpréisentationen in
kompetitiver Form zur Bewertung kommen. Auflerdem ist der gegenseitige Besuch einer
entsprechenden Veranstaltung des Graduiertenkollegs ,,Pathologische Prozesse des Ner-
vensystems: Vom Gen zum Verhalten* und des International Graduate College ,,Molecular
Mechanisms of Food Toxicology* geplant.

Zugangsvoraussetzungen

Das Graduiertenkolleg 1033 ist mit einer detaillierten Darstellung des Forschungs- und
Ausbildungsprogramms im Internet vertreten.?? Interessenten kénnen sich hier umfassend
informieren und sich mit dem Sprecher oder gezielt mit den Projektleitern der einzelnen
Forschungsprojekte in Verbindung setzen. Bewerbungen sollten iiber den jeweiligen pro-
spektiven Projektleiter an den Sprecher gerichtet werden und zumindest einen Lebenslauf
sowie die bisherigen Zeugnisse und Studienabschliisse enthalten. Vor einer Bewerbung
sollte moglichst frith Kontakt zu dem jeweiligen Projektleiter hergestellt werden.

In der ersten Stipendiatenkohorte miissen die Bewerber das Diplom der Biologie be-
sitzen oder das Medizinische Staatsexamen absolviert plus eine experimentelle Doktor-
arbeit abgeschlossen haben. Die nétige iiberdurchschnittliche Qualifikation der Bewer-
ber/innen wird zunichst anhand belegbarer Grofen (Studiendauer, Ficherkombinationen,
Noten) tiberpriift und dann zusétzlich durch ein Aufnahmegesprich mit zwei beteiligten
Hochschullehrern beurteilt. Auch bei Bewerbungen aus dem Ausland werden die oben
genannten belegbaren GroBen und auBerdem die Aquivalenzbewertung der ausbildenden
Institutionen herangezogen.

In spiteren Stipendiatenkohorten werden Bewerber aus der Medizin, die nach neuer
Approbationsordnung studieren, anhand der Studienleistungen im ersten und zweiten Stu-
dienjahr und eines personlichen Gesprichs zunéchst als Kollegiaten und dann fiir ein Jahr
als Forschungsstudierende rekrutiert; sie erhalten schlieflich nach interner Evaluation ih-
rer Leistungen wihrend dieser Orientierungsphase durch ein Gremium, das aus dem Be-
treuer und zwei weiteren beteiligten Hochschullehrern besteht, ein weiterfithrendes Dok-
torandenstipendium.

Postgraduierte Stipendiaten werden im dritten und vierten Bewilligungsjahr aus der ers-
ten Stipendiatenkohorte auf Grund besonderer Leistungen ausgewihlt. Hierbei werden so-
wohl herausragende Leistungen auf dem Gebiet der Projektprisentation bewertet als auch

3 Vgl. http:/mww.iuf.uni-duesseldorf.de/GRK1033/ (05.08.2004).
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eine exzellente Projektarbeit, die sich z.B. auf Grund von Publikationen, Kongressbei-
trigen und auswirtigen Posterprésentationen objektivieren ldsst. Die Vergabe der Post-
graduiertenstipendien wird von allen beteiligten Wissenschaftlern des Graduiertenkollegs
gemeinsam mehrheitlich beschlossen.
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