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Yom Kleinen lernen

Ein biologisches Testsystem unter der Lupe
Von Friedrich Jauker und Giinter Cleffmann

Ein biologisches Testsystem, ein ,,Bioassay*, ist ein niitzliches Werkzeug des naturwissenschaftlichen Experimentators. Es ist das iiberschau-
bare Modell einer uniiberschaubar komplexen Wirklichkeit und findet hauptséchlich Anwendung bei der Erprobung von Wirkstoffen. Dennoch
ist es nicht so, dafi Testsysteme allein zum Zwecke der Risikoabschiitzung oder der Erforschung von Wirkungsweisen eingesetzt werden. Viel-
mehr spielen sie auch in der Grundlagenforschung eine wichtige Rolle, wenn dabei auch die Frage nach der Schiidlichkeit von Stoffen hinter
anderen Fragen zuriicktritt. Inshesondere mochte man hier durch gezielte Manipulationen ein biologisches System zu einer Anderung seines
Verhaltens provozieren. Aus der Stiirke und der Richtung dieser Anderung erhofft man sich Einblicke in Kausalketten und Reaktionsmecha-

nismen innerhalb biologischer Abliufe.

In der Regel sind Testsysteme keine Univer-
salwerkzeuge, und unsere Erkenntnisse
bleiben auch im Prinzip eine Funktion des
Wechselspiels zwischen Experimentator,
Objekt und Methode. Dennoch gibt es fiir
jede Arbeit ein optimales Werkzeug, und
ein solches Werkzeug bereitzustellen, ist ein
Wunsch unseres Instituts und ein Ziel seiner
Arbeit. Dieses Werkzeug soll sich zur Un-
tersuchung eines Vorgangs eignen, den man
zwar anschaulich, aber dennoch wenig pra-
zise die ,,biologische Antwort™ nennt. Wir
verstehen darunter durch Agentien hervor-
rufbare Anderungen des Zellstoffwechsels,
deren stoffliche und dynamische Ursachen
uns interessieren.

Unser Zellsystem, das eukaryonte Wimper-
tierchen Tetrahymena thermophila, hat ein
notwendiges Mindestmall an Komplexitit.
Zwar ist er ein einzelliger Organismus (was
die Arbeit mit ihm erleichtert), aber den-
noch ist jede Zelle ein Individiuum mit den
integrativen Eigenschaften und dem Reak-
tionsvermogen eines Tieres, wenn auch ei-
nes sehr kleinen. Tetrahymena kann unter
dem Mikroskop als Klon gezogen oder in
Massenkulturen zu Milliarden vermehrt
werden. Seine essentiellen Nahrungsbediirf-
nisse sind dhnlich denen des Menschen und
werden in definierter Zusammensetzung
angeboten. Tetrahymena hat sexuelle Am-
bitionen, ist kreuzbar, und genetische Ef-
fekte lassen sich in klassischer Mendel-Ma-
nier aufdecken. Die zweifache Aufgabe des
Zellkerns, Regelung der Lebensabldufe und
Bewahrung des Erbgutes, verteilt sich bei
Wimpertierchen auf zweierlei Kerne, dem
Makronukleus, der die Lebensabldufe re-
gelt und dem Mikronukleus, der fiir die Ab-
liufe bei der geschlechtlichen Fortpflan-
zung (Konjugation) entscheidend ist. Die
sichtbaren Zellstrukturen schlieBen aufler
einer festen Gestalt subtile, jedoch leicht
darstellbare Feinstrukturen ein, deren Zahl
und Anordnung das Resultat gut verstan-
dener morphogenetischer Prozesse sind.
Die Zellen sind beweglich, wobei man
Schwimmgeschwindigkeit und komplexe
Bewegungsmuster getrennt priifen kann.
An drei Beispielen soll nun ausgefiihrt wer-
den, wie dieses System auf die Applikation

bekannter Wirkstoffe reagiert und welche
Schliisse wir aus den zelluliren Antworten
gezogen haben.

Ein Staubsauger im Mikrokosmos

Im Krankheitsbild der Staublunge offen-
bart sich die Geféhrlichkeit feinen Quarz-
staubes fiir den Menschen. Auch isolierte
menschliche Blutzellen 16sen sich beim
Kontakt mit diesem Agens auf oder verlie-
ren Teile ihres Zellinhalts. Wie reagiert Te-
trahymena? Der Kontakt mit dem sehr fei-
nen Staub (fiir Tetrahymena von einer Gro-
Be wie flir uns ein Backstein) stimuliert die
Zellen zur raschen Bildung von immer mehr
Nahrungsvakuolen. Dies ist an und fir sich
kein pathologischer Prozefl, sondern die
Art und Weise, wie man sich als Partikel-
fresser im Mikrokosmos ernihrt: Am
Mundfeld verursacht der Kontakt mit Par-
tikeln deren Aufnahme, Verpackung in
membranumschlossene Bldschen und Pas-
sage durch den Zelleib (Abb. 1). Bald strot-
zen die Zellen von staubgefiillten Vakuolen
— mikroskopische Staubsauger — was ihren
Leib stark anschwellen liafit. Dennoch
bleibt dieser Effekt ohne erkennbare Wir-
kung auf Wachstum und Vermehrung.
Selbst die Schwimmgeschwindigkeit der
dicken Zellen ist die gleiche wie die der nor-
malen schlanken — eigenartig, angesichts
der alles Uberragenden Bedeutung des vis-
kosen Widerstandes von Wasser fiir den
Schwimmer im Mikrokosmos! Mit einiger
Verzogerung beginnen die behandelten Zel-
len, den Staub wieder auszuscheiden. Nach
der Passage durch die Zelle verkleben die
Partikel zu groBeren Ballen und werden
nicht ein zweites Mal einverleibt.

Dennoch hat die Staubbehandlung eine
sehr spezifische Wirkung: Von allen Ma-
kromolekiilen wird allein die DNA betrof-
fen, deren Menge pro Zelle sich um '/ ver-
mindert (Abb.1). Obwohl diese DNA alle
vegetativen Funktionen der Zelle steuert,
gibt es keine Anzeichen fiir eine Folge die-
ses Verlustes. Ein solches Anzeichen ist z. B.
die Vermehrungsgeschwindigkeit, von der
wir glauben, daB sie ein Indiz fiir Vitalitit
und Intaktheit der Zellen ist. Aber merk-

wiirdigerweise bleibt der Verlust von DNA
auch hier ohne Wirkung. Die Ursache fiir
diesen Verlust ist schnell gefunden: die Syn-
thesegeschwindigkeit der DNA ist vermin-
dert. Die Zellen scheinen dies auch zu be-
merken. Jedenfalls versuchen sie, dem Ef-
fekt durch verlidngerte Synthesezeiten zu be-
gegnen, wenn auch ohne Erfolg. Fiir den
Biologen stellt sich nun die Frage, was es
mit der DNA-Menge auf sich hat: Besitzt
die behandelte Zelle zu wenig oder die un-
behandelte zu viel? Letzteres ist unwahr-
scheinlich angesichts des ,,Preises* fiir poly-
mere DNA und angesichts der Tatsache,
daf} Zellen in Kultur perfekte Optimierer
ihres Stoffwechsels bei den gegebenen stoff-
lichen und energetischen Ressourcen sind.
Welche DNA Sequenzen sind es, die nun
nicht mehr kopiert werden, spezifische
oder, zufallsgesteuert, von allen ein Drittel?
Aber in jedem Fall — ganz unabhiingig von
der Frage, ob ein Verlust von DNA schid-
lich ist — sind spezifisch provozierbare Re-
aktionen von Zelleistungen von zweifacher
Bedeutung fiir die Biologie, als Instrument
unserer Wissensvermehrung und als Werk-
zeug fiir gezielte Eingriffe. Ein solcher ge-
zielter Eingriff kann z. B. in der Manipulati-
on der DNA-Mengen bestehen, iiber deren
Rolle fiir den Zellhaushalt man nur speku-
lieren konnte, wiiren willkiirliche Anderun-
gen ihres Bestandes unmaoglich.

Die hiufige Antwort des Biologen:
Ja, aber...

Azadirachtin ist ein pflanzlicher WirkstofT,
der vom Neem-Baum produziert wird. We-
gen seiner insektiziden Eigenschaften er-
fihrt er zunehmende Beachtung, zumal to-
xische Effekte bei anderen Tiergruppen als
Insekten bisher unbekannt sind. Seine in-
sektizide Wirkung {ibt Azadirachtin in einer
recht komplexen Weise aus, indem es z. B.
die Larvalentwicklung stort oder das Frel3-
verhalten der Tiere mit fatalen Folgen ver-
dndert (JLU-FORUM Nr.4/1983). Dage-
gen ist iiber seine zellulire Wirkungsweise
wenig bekannt. Wegen seiner Molekiil-
struktur — Azadirachtin ist ein Steroidkor-
per — erschien uns seine Wechselwirkung
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mit Chromatin nicht ausgeschlossen, wes-
halb wir es einem breitgefiicherten Ver-
suchsraster mit dem Tetrahymena-System
unterwarfen. In der Tat erwies es sich als
auBerordentlich wirksam, indem es die Zell-
vermehrung rasch unterbindet. Dieser Ef-
fekt ist Dosis-abhingig und tritt bereits bei
so kleinen Konzentrationen auf, wie sie fiir
sehr spezifische Hemmstoffe iiblich sind.
Da von allen Molekiilklassen die RNA be-
sonders empfindlich reagiert (die Synthese
wird auf '/;, der normalen Rate vermin-
dert), vermuten wir hier die stoffliche Ursa-
che fiir die Teilungshemmung. Zwar erho-
len sich die Zellen nach einiger Zeit, aber ih-
re Wachstumsgeschwindigkeit bleibt um
50% hinter der der Kontrolle zuriick.
Bemerkenswert ist auch die Weise, in der
sich die befristete Teilungshemmung ein-
stellt. Wir glauben, dal die Zellen Schritt
fiir Schritt und linear ihren Zellteilungszy-
klus durchlaufen analog zu der Art, in der
ein Mikroprozessor ein Programm abarbei-
tet. Die Behandlung mit Azadirachtin
stoppt diesen linearen Ablauf abrupt, und
jede Zelle hilt genau bei jenem Schritt ihres
»Wachstums und Teilungsprogramms® in-
ne, an dem die Droge sie erreicht. Nach ei-
ner Weile startet sie aufs neue, um ihr Ziel,
die Zellteilung zu erreichen — wenn auch mit
geringerer Geschwindigkeit. Dieser Ablauf
erinnert an eine Uhr, die nach dem Aufzie-
hen dort weiterlduft, wo sie vorher stehen-
geblieben ist. Das paBt nur schlecht ins all-
gemein akzeptierte Bild einer zyklusspezifi-
schen Empfindlichkeit von Zellen gegen-
iiber wachstumshemmenden Drogen. Nor-
malerweise ist ein Programmschritt der
empfindlichste und eine Zellpopulation
hduft solche Stadien an, deren Passage
durch eine Droge blockiert wird — eine Tat-
sache, die man sich bei der Chemotherapie
von Tumoren zunutze macht. Vor diesem
Hintergrund erscheint die Wirkung von
Azadirachtin ungewdhnlich und die Erfor-
schung ihrer Ursachen um so wiinschens-
werter.

Wenn zwei sich lieben,
iiberlebt nur einer

Im Prinzip kénnen Mutationen sehr leicht
ausgelost werden, und die allgemeine Sorge
ist ja auch eher, dal dies nicht mit uns ge-
schehen moge. Die Schwierigkeit besteht je-
doch darin, die wenigen mutierten Indivi-
duen in der grofen Masse der Nicht-Mu-
tierten zu identifizieren. Auch wire es in der
Mutationsforschung und bei Mutagenitits-
pritfungen von Wirkstoffen wiinschens-
wert, rezessive Mutationen zu erfassen.
Dal solche rezessiven Mutationen de novo
und im reinerbigen Zustand auftreten,
ndmlich einmal pro Allel, ist von astrono-
mischer Unwahrscheinlichkeit. Im Tierver-
such lassen sich zwar homozygote (reinerbi-

ge) Merkmalstriger in Kreuzungsversu-
chen erzeugen, aber Zellen in Kultur paaren
sich leider nicht. Oder doch? Tetrahymena
ist zwar eine Zelle, aber gleichzeitig ein Tier
mit experimentell provozierbarer Paarungs-
bereitschaft. Die sexuellen Praktiken von
Wimpertierchen sind recht exotischer Na-
tur, aber sie lassen sich nutzen, ,,Reinkul-
turen* von homozygoten Individuen zu
ziichten. Hierzu benutzen wir zwei Eltern-
stimme, den Elternteil ChxIV, der mutage-
nisiert wird, und den Partner A*III.

Bei der Paarung zwischen ChxIV und A*III
bilden sich durch Reifeteilung aus einem di-
ploiden Mikronukleus zwei haploide Ker-
ne, deren einer mit dem Sexualpartner ge-
tauscht wird. Beim Elternteil A*III ist je-
doch die vorangehende Reifeteilung nicht
vollstindig (abortiv), so daB er zwar im
Paarungsverlauf einen haploiden Kern er-
hiilt, aber selbst keinen spendet. Daher er-
hilt keiner der beiden Partner zwei Kerne,
die verschmelzen konnen, aus dem norma-
lerweise der vegetative Makronukleus ent-
steht, und beide Partner dieser folgenrei-
chen Zweierbeziehung miilten zugrunde
gehen. Das tun sie aber nicht, da bei Tetra-
hymena aus haploiden Kernen nach Ver-
dopplung der DNA und ,,Selbstung* funk-
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tionsfihige Synkarien entstehen kénnen.
Sie sind alle vom Typ ChxIV, dem Sender,
sind alle homozygot und veranschaulichen
den seltenen Fall einer vollkommenen
Selbstaufgabe eines Partners (des A*I11-El-
ternteils), der im Geschlechtsakt die Identi-
tit des anderen annimmt.

Antibiotika-,, Therapie*

Man kann sie leicht von den nicht gepaar-
ten Eltern unterscheiden, weil der ChxIV-
Elternteil mischerbig ein rezessives Gen fiir
Cycloheximid-Resistenz trigt, das die er-
folgreichen Geschlechtspartner nun homo-
zygot ablesen. (Cycloheximid ist ein Anti-
biotikum, das normalerweise Zellen in Kul-
tur hemmt und z. B. bei der Tumorbekédmp-
fung eingesetzt wird.) Nur sie {iberleben ei-
ne Behandlung mit dieser Droge. Ob unter
dieser Nachkommenschaft vermehrt Muta-
tionen auftreten (z. B. nach Anwendung ei-
nes Agens mit vermuteter mutagener Wir-
kung), kann an dem Eukaryon Tetrahyme-
na in dhnlicher Weise und mit dhnlicher
Einfachheit wie an Bakterien gepriift wer-
den, indem man als Merkmal fiir Mutation
eine neu erworbene Eigenschaft benutzt: die
Resistenz gegeniiber einer Droge, die den
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Abb. 1: Die Wirkung von Quarzstaub auf Tetrahymena. Behandelte Zellen (rechts) erkennt
man an ihrer Grifle und an zahlreichen Zelleinschliissen. Als einzige sichtbare Wirkung tritt
eine Verminderung des DNA-Gehaltes dieser Zellen auf: Wie das Histogramm zeigt, fehlen
die grofien Gehalte, wihrend kleine héiufiger werden. Biochemischen Analysen zufolge, geht
ein Drittel der DNA verloren, ohne dafs sich irgendwelche Folgen einstellen.
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Wildtyp abtétet. Wir haben zu diesem
Zweck das Antibiotikum Paramomycin be-
nutzt, das flir nicht mutierte Tetrahymena-
zellen todlich wirkt, fir mutierte nicht. Auf
diese Weise war es uns moglich, aktuelle
Mutationsraten eines Gens zu ermitteln,
das ist die Anzahl der mutierten Zellen in
Prozent der Lebenden.

An isolierten Zellen von Siugern sind sol-
che Messungen nicht durchfithrbar, da man
nicht zwischen Zell- und Genotoxicitit un-
terscheiden kann. Man braucht also ganze
Tiere oder mul} mit Bakterien arbeiten, die
zwar einfach zu handhaben, aber nicht di-
ploid sind. Abbildung 2 zeigt, daB3 auch
~Schwimmverhalten” ein  empfindliches
Kriterium fiir genetische und cytologische
Effekte sein kann. Hierzu tragen auch win-
zige morphologische Verinderungen bei,
die sich erst beim Schwimmen hydrodyna-
misch auswirken und zu véllig abweichen-
den Spuren fithren. Ganz sicher ist unser
Tetrahymena-System kein Ideal-System.
Seine Schwiche hat viel mit einem der
ernstesten Probleme der Biologie zu tun,
dem Reduktionismus. Das bezieht sich im
geschilderten Zusammenhang besonders
auf die Frage, ob aus den teils drastischen
Wirkungen von Stoffen auf Zelleistungen
auf eine Gefihrdung des Menschen beim
Kontakt mit eben diesen Stoffen geschlos-
sen werden darf. Seine Stirke ist ein hin-
reichender, doch iiberschaubarer Grad an
Komplexitdt und vor allem unsere genaue
Kenntnis seiner zellbiologischen Eigen-
schaften. Ahnlich wie wir das Normale erst
als normal wiirdigen kénnen, nachdem wir
es verindert haben, so méchten wir aus viel-
schichtigen Zelleistungen durch unsere Ein-
griffe solche herausfiltern, die als Glieder
von Kausalketten bisher nicht aufgefallen
sind.
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Abb. 2: Eine Studie der Schwimmstile im Reagenzglas. Diese photographische Aufzeichnung
beschreibt den Weg, den Zellen in einer Sekunde zuriickgelegt haben. Im Durchschnitt sind
das 500 ypm oder 10 Zelldngen. Schwdchere Vergriferungen (oben) zeigen die majestditischen
Muster von normalen Langstrecken-Schwimmern (links) oder planloses Taumeln und Still-
stand (rechts), wie sie bei Mutanten oder behandelten Zellen auftreten kinnen. Stéirkere Ver-
grofierungen (unten) enthiillen, dafp Bewegungslosigkeit auch honorige Motive haben kann:
die Zellteilung.




