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Gesprdch

Bernhard Horsthemke:

DNS-Diagnosen

fiir Risiko-Familien

UNIKATE:HerrProf . Horsthemke,
Sie haben sich als Humangenetiker
inden letzten Jahren besonders mit
einem Netzhaut-Tumor, dem Reti-
noblastom, beschiftigt. Konnen Sie
die Griinde dafiir kurz darstellen?

Bernhard Horsthemke: Zum einen
istdie Genetik des Retinoblastoms
rechteinfach. Zwei Mutationen
scheinen auszureichen, um die
Tumorbildung zu initiieren. Diese
Mutationen betreffen die beiden
Allele eines Gens, das man seit
1986 kennt. Zum anderen ist die
Essener Augenklinik durch die
Arbeitvon Herrn Prof. Hépping
weltweit eines der grofiten Zentren
fiir die Diagnose und Therapie
dieses Tumors. Die Voraussetzun-
gen, genetische Faktoren bei der
Krebsentstehung zu untersuchen,
sind hier also besonders giinstig.

UNIKATE: Auf welche Erkennt-
nisse der Retinoblastom-Forschung
konnten Siein ihrer Arbeit bereits
zuriickgreifen?

Horsthemke:Dasfiirdas Retino-
blastom verantwortliche Gen, das
sogenannte RB1-Gen, wurde erst-

mals in den USA kloniert. Bei einer
kleinen Anzahl von Patienten, die
aufler Retinoblastom noch andere
klinische Zeichen aufwiesen -
geistige oder kérperliche Retardie-
rung - konnte lichtmikroskopisch
festgestellt werden, dafd genetisches
Material vom Chromosom 13
verloren gegangen war. Von daher
lag die Vermutung nahe, dafl ein
Genauf diesem Chromosom fiir das
Entstehen des Retinoblastoms
zumindest mitverantwortlich war.
Dann konnte geklirt werden, dafl
ein Enzym - die sogenannte Estera-
se-D, die von einem Gen auf Chro-
mosom 13 kodiert wird und einen
Protein-Polymorphismus besitzt -
sich bei Familien, die in mehreren
Generationen unter Retinoblastom
litten, zusammen mit dem RB1-
Gen vererbt. Sie muflten also eng
beieinander liegen. Diese Informa-
tion hat man ausgenutzt, um sich zu
diesem Genvorzuarbeiten.

UNIKATE: Das Retinoblastom-
Gen wurde sozusagen drtlich einge-
kreist. Ist dies so einfach méglich?

Horsthemke: Nun, einfach ist es
nicht, aber inzwischen kann man

Gene klonieren und identifizieren,
einzig und allein aufgrund ihrer
Positionim Chromosom. Das ist
einer der wichtigsten Fortschritte,
den wir in der Humangenetik in
den letzten zehn Jahren erreicht
haben. Die traditionelle Arbeits-
weise in der Molekulargenetik war
bisher das sogenannte funktionelle
Klonieren: In der Regel reinigt man
ein Protein, bestimmt die Amino-
siuren-Sequenz, isoliert das dazu-
gehorige Gen mit molekulargeneti-
schen Techniken und lokalisiert es

schlieflich auf dem Chromosom.
Dabei geht man also von der Funk-
tion des Proteins aus und versucht
es, von daher auf dem Chromosom
zuverorten. Das Problem ist nur,
daf man bei fast allen Erbkrankhei-
ten gar nicht weif}, welche Funktion
gestdrtist. Auch beim Krebs weifl
man zunichst nur, dafl die Zelle
“ausrastet”: Sie teilt sich einfach
weiter. Aber welche Funktion soll
man testen? Was ist eigentlich
gestdrt? Man kann diesen Weg beim
Krebs und bei vielen anderen

Erbkrankheiten nichteinschlagen.
Deswegen mufite man die Sache
anders aufziumen: Man mufl von
Hinweisen auf die chromosomale
Lokalisation ausgehen, also von
Hinweisen darauf, wo sich das
betroffene Gen befindet. Hierfiir
sind in den letzten zehn Jahren
Techniken entwickelt worden, die
eine positionelle Klonierung er-
moglichen. Bei dieser Arbeitsweise
mufl man zunichst herausfinden,
auf welchem Chromosom sich das
Genbefindet. Beim Retinoblastom

war jaschon bekannt, das es bei
einigen Patienten kleine Stiickver-
luste auf dem Chromosom 13 in
einer bestimmten Bande, q14, gibt.
Dann versucht man, DNS aus
diesem Bereich zu klonieren. Diese
wird dann nach Genenabgesucht.

UNIKATE: Dies diirfte eine erheb-
liche, empirische Vergleichsarbeit
mit sich bringen?

Horsthemke: Natiirlich, die Gen-
struktur mufl ja erst einmal identifi-
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ziert werden. Man hat zunichst nur
ein Stiick DNS und kann weder
sagen, ob dieses Stiick nun ein Gen
oder ein Stiick zwischen zwei Genen
ist, noch was fiir ein Gen es ist. Bei
der Identifikation des Retinobla-
stom-Gens kam dabei ein bifichen
Glick ins Spiel: Es war mehr oder
weniger das erste Gen, das man sich
angeschaut hatte. Und hier zeigten
sichnunin Retinoblastom-Zellen
winzige Strukturverinderungen -
eben genau das, was man in einem
solchen Fall erwarten wiirde. Ein

“Das Problem ist, daf
man bei fast allen Erb-
krankheiten gar nicht
weifs, welche Funktionen
der Proteine gestort sind.
Auch beim Krebs weifs
man zundchst nur, daf
die Zelle ‘ausrastet’: Sie
teilt sich einfach weiter...”

Gen, das neben dem fiir die Krank-
heit Verantwortlichen liegt, wire ja
nichtbetroffen.

Von diesem Punkt aus kann man
dann die Funktion kliren. Es ist
inzwischen bekannt, daf das Reti-
noblastom-Gen bei der Zellzyklus-
Regulation eine Rolle spielt. Es
bremstden Zellzyklus und blok-
kiert damitdie unkontrollierte
Zellteilung. Wenn das entsprechen-
de Genaufbeiden Chromosomen
13 defektist oder fehlt, fehlt auch
die bremsende Funktion. So teilt
sich die Zelle weiter.

UNIKATE: Hatdie Arbeitsweise
der positionellen Klonierung auch
beianderen, erblich mitbedingten
Krebsformen Ergebnisse erbracht?

Horsthemke: Ja, zum Beispiel beim
Dickdarmkrebs. Bei diesem Krebs
weifs man inzwischen, das die
entsprechenden Geneauf den Chro-
mosomen 5, 17 und 18 liegen. Alle

diese Gene sind identifiziert wor-
den mitder Methode der positionel-
len Klonierung. Die weitreichend-
sten Kenntnisse hat bislang jedoch
die Forschung zum Retinoblastom-
Gen erbracht, das allerdings gene-
tisch ja auch das einfachste zu sein
scheint. Zur Initiierung sind wie
gesagt nur zwei Mutationen notig,
und Umweltfaktoren spielen
kaum eine Rolle - im Gegensatz
beispielsweise zum Lungenkrebs.

UNIKATE: Die Technik des posi-
tionellen Klonierens eréffnetalso
einen anderen Weg hin zur Klirung
der Funktion eines Gens - oder
besser: hin zum Funktionsdefekt.
Ergeben sich von daher auch neue
Therapie-Ansitze?

Horsthemke: Zumindest ergeben
sich Hinweise auf therapeutische
Moglichkeiten. Wenn man die
Funktion nicht kennt, kann man
auch keine Therapie entwickeln, die
wirklich an den Ursachen ansetzt.
Wenn man weif}, dafl dieses Reti-
noblastom-Protein eine bestimmte
Funktionim Zellzyklus ausiibt,
kénnte man sich fiir die Therapie
iiberlegen, ob man nicht ein anderes
Protein dazu bringen kann, die
gestorte Funktion mitzu iber-
nehmen. Bei den Patienten mit der
erblichen Form des Retinoblastoms
ist dieses Protein ja auch in anderen
Zellen gestort, deshalb sind sie
anfillig fiir andere Tumoren. Aber
trotzdem fiihrt dies signifikant
hiufiger zur Entstehung eines
Retinoblastoms als beispielsweise
zu Lungenkrebs. Patienten, die cine
Mutationim RB1-Gen haben,
erkranken zu 90 Prozent an Reti-
noblastom, aber nur bei 10 Prozent
entwickelt sich spater auch noch ein
Knochentumor. Es muf§ also in
vielen anderen Zellen noch andere
Proteine geben, die diese “bremsen-
den” Funktionen mitiibernehmen.
Eine Therapieméglichkeit konnte
sich vielleicht dadurch ergeben, ein
solches Proteinim Retinoblastom
zu aktivieren, das dann moglicher-
weise die Funktion des gestorten
Gens mitiibernihme.

UNIKATE: InThrer Darstellung
der Funktionsweise des Retinoblas-
tom-Gensistes bereits angeklun-
gen: Normalerweise verhindert
dieses Gen die unkontrollierte
Zellteilung. Dieser Eigenschaft
verdankt es vermutlich die Be-
zeichnung Tumorsuppressor-Gen
oder Anti-Onkogen?

Horsthemke: Inden letzten fiinf
Jahren haben wir weltweit die
Einsicht gewonnen, dafl solche
Gene eine genauso wichtige Rolle
spielen, wie Onkogene - also Gene,
die bei einer zumeist nur leicht
verinderten DNS-Struktur krebser-
zeugend wirken. Historisch gese-
hen wurden zunichst dominant
wirkende Onkogene bei einigen
krebsauslésenden Virenarten ent-
deckt: Infiziert man beispielsweise
ein Huhn mit einem Rous-Sarkom-
Virus, dann bekommt es mit hun-
dertprozentiger Sicherheit einen
Tumor. Das Virus enthilt ein Gen,
das diesen Tumor - ein Sarkom -
initiiert.

Wenn man dieses Gen entfernt,
dann vermehrtsich der Virus zwar
noch, aber er 16st keinen Tumor
mehraus. Man konnte den auslé-
senden Mechanismus fiir die Tumo-
rentstehung in diesem Fall also auf

“Wenn man die Funktion
nicht kennt, kann man
auch keine Therapie
entwickeln, die wirklich
an den Ursachen ansetzt.”

ein Gen eingrenzen, das dieser
Virus mit sich nimmt, in der Regel
sind es Abarten von zelluliren
Genen, die der jeweilige Organis-
mus bereits besitzt.

Die Anti-Onkogene oder Tu-
morsuppressor-Gene dagegen
machen ssich erstdurch ihren Ver-
lust bemerkbar. Thre Funktion
besteht vermutlich darin, fiir den
normalen Zellablauf zu sorgen, ihn
zuregulieren und bestimmte Pro-
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zesse - wie das “Ausrasten” der
Zelle bei der Krebsenstehung - in
Schach zu halten. Es gibt also Kon-
trollmechanismen, die die Zelle im
Zellverband halten und sie daran
hindern, sich einfach ungehindert
zu teilen. Daran sind Proteine und
letztlich diese Gene beteiligt.

Die positiven oder dominant
wirkenden Onkogene sind domi-
nantdurch ihre Mutation, durch sie
werden sie aktiviert. Hier reicht
cine aktivierende Mutation, dann
entsteht ein verandertes Protein, das
die Krebsauslosung verursacht. Bei
den Anti-Onkogenen dagegen wird
die Krankheit ausgeldst, wenn diese
Gene ihre normale Funktion, die sie
in der Zellproliferation zur Diffe-
renzierungskontrolle ausiiben,
verlieren. Deswegen sind fiir die
Entstehung des Retinoblastoms
auch zwei Mutationen notwendig:
Wenn in einer Zelle nur ein Reti-
noblastom Allel auf einem Chro-
mosom 13 geschadigtist, dann
reichtdie Restaktivititdes anderen
noch aus, die Zelle ganz normal
weiterleben zu lassen. Erst wenn
auch dieses durch eine weitere
Mutation ausgeschaltet wurde, dann
produziert die Zelle das entspre-
chende Protein nicht mehr und die
ungehemmte Zellteilung beginnt.

UNIKATE: Sind inzwischen noch
andere Tumorsuppressor-Gene
identifiziert worden?

Horsthemke: Das Retinoblastom-
Gen war das erste, daf} isoliert
wurde. Sehr viele der weiteren
Forschungen stiitzen sich auf das
RB1-Gen. Inzwischen sind noch
weitere kloniert worden, beispiels-
weise das des sogenannten Wilms-
Tumors - ein Nierentumor - und
ein Gen, das bei der Entstehung des
Dickdarmkrebses eine Rolle spielt.

UNIKATE: Und wodurchverlieren
diese Tumorsuppressor-Geneihre
krebshemmende Funktion?

Horsthemke: Bei der ersten Klasse
von Mutationen, die wir untersucht
haben, fehlt ein Stiick des Gens

oder eine Base ist ausgetauscht - es
sind also strukturelle Verdnderun-
gen des Gens. Diese liegen der
erblichen Pridisposition zugrunde.
Wir haben uns dann angesichts
einiger nicht so eindeutiger Befun-
de gefragt, ob nicht noch andere
Verinderungen des Gens beider
Tumorentstehung eine Rolle spie-
len konnten - Verinderungen, die
das Gen einfach “abschalten”,
obwohles strukturell normal ist.
Inzwischen vermuten wir, dafl die
Methylierung des Gens dabei eine
Rolle spielt.

“Es konnte sein, daf die
fehlende Methylierung
am Genanfang etwas mit
der Funktion des Gens
zu tun hat.”

UNIKATE: Kénnten Sie diese
Hypothese etwas weitergehender
erldutern?

Horsthemke: Die DNS besteht ja
zunichsteinmal aus Cytosin, Thy-
min, Adeninund Guanin. Am
Cytosin-Rest hingen hiufig Me-
thylreste, damit entsteht eine Modi-
fikation des Cytosins durch eine
Methyl-, also eine CH,-Gruppe.
Bei der Sdugetier-DNS und auch
bei der menschlichen DNS ist eine
solche Methylierung weit verbrei-
tet. Allerdings ist der Anfang der
Genevon der Methylierung ausge-
spart. Es konnte sein, daf§ diese
fehlende Methylierung am Genan-
fang etwas mit der Funktion des
Gens zu tun hat. Diese Uberlegun-
gen sind zur Zeit zwar noch hypo-
thetisch, es gibt aber schon einige
Hinweise darauf, dafl am unmethy-
lierten Anfang eines Gens Protein-
faktoren sitzen, die die Aktivitit
des Gens regulieren. Und wenn
diese Faktorendortsitzen,dann
kommt vermutlich das Enzym, das
normalerweise die Methylgruppe
anhingt, nicht an die Stelle heran.
Wenn diese Stelle allerdings durch

irgendwelche Umstinde doch
methyliert wird, dann kénnen die
normalen Proteinfaktoren hier
eventuell nicht mehr binden und
das Gen wird nicht mehr abgelesen.
Dies konnte beim unilateralen
Retinoblastom, dem keine erbliche
Pridisposition zugrunde liegt, eine
Rolle spielen. In ihrer Ginze konn-
ten wir die Funktion allerdings
noch nicht kliren. Sollte unsere
Hypothese zutreffen, dann kénnte
man versuchen Drogen zu finden,
die die Methylierung am Anfang
des Gens wieder aufheben. Falls das
Genalso tatsichlich durch die
Methylierung inaktiviert wird, dann
sollte man es durch eine Wegnahme
der Methylierung auch wieder
aktivieren konnen. Ein aktives
RB1-Gen kénnte dann die weitere
Tumorentwicklung bremsen.

UNIKATE: Womit sich auch neue
Ansitze fiir eine Therapie andeuten
wiirden?

Horsthemke: Soweit sind wir in
Bezugauf diese Hypothese noch
lange nicht. Womit wir in Essen
allerdings bereits Erfolge vorwei-
sen konnen, das ist die Integration
der Gen-Analyse in die Diagnose.
Dadurch wurde es méglich, im
Rahmender Vorsorge die Abschit-
zung des Erkrankungs-Risikos
erheblich zu verbessern. Auf die-
sem Gebiet konnten wir als erste
klinische Einrichtung DNS-Dia-
gnosen bei Risiko-Familien stellen
- was auch wesentlich der auflerge-
wohnlich guten Kooperation mit
der Essener Augenklinik zu ver-
danken ist. Die Augenklinik hat fiir
die Behandlung von Retinoblastom-
Patienten schon seit Jahrzehnten
iiberegionale Bedeutung.

UNIKATE:Durch welcheUmstin-
de hat sich gerade dieser medizini-
sche Schwerpunktbereichin Essen

etabliert?

Horsthemke: Durch die Entwick-
lung der Lichtkoagulation an der
Essener Augenklinik durch Profes-
sor Gerd Meyer-Schwickerath.
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Dabeihandelt es sich um eine Be-
handlungsmethode, die urspriing-
lich zur Therapie der Netzhautab-
l6sung entwickelt wurde. Mitder
Lichtkoagulation kénnenaber auch
Netzhauttumore unschidlich ge-
macht werden. Durch die Entwick-
lung dieser Therapie sind schon
friih viele Patienten mit Retinoblas-
tom nach Essen gekommen. Darauf
aufbauend hat sich dann das Zusam-
menspiel von Augenklinik, Hu-
mangenetik, Strahlentherapie und
Kinderklinik entwickelt, so dafl wir
heute fiir die Diagnose und Behand-
lung des Retinoblastoms optimale
Voraussetzungen haben. Fastalle
Retinoblastom-Patienten aus der
Bundesrepublik werden inzwischen
frither oder spiter in der Essener
Augenklinik behandelt oder weiter-
versorgt.

UNIKATE: Kénnten Sie abschlie-
Rend kurz darstellen, wie die Zu-
sammenarbeit mitder Augenklinik
konkretaussicht?

Horsthemke: Wenn es uns gelingt,
dieentsprechende Mutation - direkt
oder indirekt - nachzuweisen,
kénnen wir bei Risikofamilien, in
denen schon einmal ein Elternteil
erkrankt war oder die schon er-
krankte Kinder haben, bei Neuge-

borenenanhand des Nabelschnur-
bluts nachpriifen, ob das Kind die
Mutation geerbt hat oder nicht.
Haben wir Mutationen feststellen
kénnen, dann wird das Kind in der
Augenklinik alle zwei oder drei
Wochen untersucht, um ein Ausbre-
chender Krankheit moglichst frith
zu erkennen. Oder wir sehen, dafl
das Kind die Mutation nicht geerbt
hat. Aus Sicherheitsgriinden wird
Prof. Hopping in der Augenklinik
das Kind trotzdem zur Zeit noch
mehrmalsanschauen, allerdings
kann er aufgrund unseres Befunds
danndie Untersuchungsabstinde
zwischen den einzelnen Augenspie-
gelungen erheblich vergréfiern.
Und wenn nach einer bestimmten
Zeit nichts zu finden ist, kann er das
Kind ganz aus der klinischen Kon-
trolle entlassen. Bevor wir invol-
viert waren, hat man jedes Risiko-
kind aus solchen Familien alle drei
Monate augengespiegelt - was eine
erhebliche Belastung ist, weil diese
Untersuchungbei Kleinkindern
unter Vollnarkose stattfinden mufi.
Das ist zuviel fiir die Kinder, die
keinen Tumor zu erwarten haben,
und zu wenig fiir jene, die tatsich-
lich an der Krankheitleiden.

Das Gesprich fiihrte Norbert Weigend




