Die Taufliege Droso-
phila melanogaster,
ein wichtiger gene-
tischer Modellorga-
nismus, der auch in
der Redoxforschung
eine zentrale Rolle
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Molekulare Maschinen und Alterung
— der humane Redoxstoffwechsel

Von Katja Becker

Oxidativer Stress ist an der Entstehung von degenerativen Erkrankungen, von Infektionskrankheiten sowie von
Alterungsprozessen beteiligt. Reaktive und damit potentiell giftige Sauerstoffverbindungen entstehen permanent
in unserem Korper, beispielsweise im Rahmen der Zellatmung, der Infektabwehr oder durch UV-Strahlung von
auBen. Gegen diese oxidative Belastung haben sich im Laufe der Evolution eine ganze Reihe antioxidativer
Schutzmechanismen gebildet, zu denen verschiedene Vitamine gehdren aber auch Enzyme, die spezifische bio-
chemische Reaktionen katalysieren und daher gerne als ,Molekulare Maschinen" bezeichnet werden. In diesem
Artikel werden die Rolle des Redoxstoffwechsels bei Alterungsprozessen, der Wandel des Modells der Redoxho-

moostase sowie verschiedene am Redoxstoffwechsel beteiligte molekulare Maschinen vorgestellt.
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er Wunsch, unsterblich zu sein,
D ist ein grofler Traum der
Menschheit. Altern ist univer-

sell, es ist andererseits ein doch recht
individueller Prozess, um nicht zu sa-
gen: der biologische Preis fur Individu-
alitat. Altern und Tod ermoglichen,
dass die Prinzipien der Evolution wirk-
sam werden. Altern geschieht sukzessi-
ve, es kann nicht durch ein einziges
Phianomen erklirt werden und es gibt
kein einfaches Mittel dagegen.

Zunehmend stellt sich in den Biowis-
senschaften die Frage nach den Ursa-
chen fiir das Alterwerden. So wurden
bislang iiber 300 verschiedene Theorien
iiber den Alterungsprozess diskutiert.
Zu diesen Theorien gehorten einerseits
deterministische Modelle, wie die zu-
nehmende Verkiirzung repetitiver
DNA-Sequenzen an den Enden eukary-
ontischer Chromosomen, die man auch
als Telomere bezeichnet, die Apoptose,
also der programmierte Zelltod, oder
evolutionsbiologisch bedingte Theori-
en. Andererseits wurden stochastische
Modelle beschrieben, wie die Bildung
von ,,advanced glycation end products®,
die zur Quervernetzung von Biomole-
kiilen und damit beispielsweise zur ab-
nehmenden Dehnbarkeit von Geweben
fithren, oder aber die toxischen Wir-
kungen reaktiver Sauerstoffverbindun-
gen (ROS). Heute gilt diese traditionel-
le Kategorisierung als obsolet. Organis-
men erreichen ein hohes Alter, also ein
Alter, das tiber die natiirliche oder es-
sentielle Lebensspanne, wie Darwin sa-
gen wiirde, hinausgeht, auf der Basis
von genetisch festgelegter Langlebig-
keit, die die Funktionalitit von Repara-
tursystemen gewihrleistet [1 und Refe-
renzen darin]. Nach neueren Theorien
wird Altern auf molekularer Ebene
durch die zunehmende Schiadigung von
Biomolekiilen erklirt. Diese Schidi-
gung wird insbesondere durch folgende
Faktoren bewirkt:

a) durch freie Radikale, deren Bil-
dung abhingig ist von Lebenswandel
und Erndhrung
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b) durch spontan auftretende Fehler
bei biochemischen Reaktionen; hier
sind insbesondere DNA-Duplikation,
Transkription, posttranskriptionale
Prozessierung, Translation und post-
translationale Modifikation zu nennen
sowie

¢) durch ernihrungsbedingte Fakto-
ren, zu denen beispielsweise Glucose
und Glucose-Metaboliten sowie deren
biochemische Wechselwirkungen mit
ROS zihlen, aber auch metallbasierte
Mikronihrstoffe.

Die biologischen Folgen einer erhoh-
ten Schidigung von Biomolekiilen sind
weitreichend. Sie schlieflen verinderte
Genexpression, genomische Instabilitit,
Mutationen, molekulare Heterogenitit,
Verlust des Zellteilungspotentials und
beeintrachtigte interzellulire Kommu-
nikation ein. Schidigung zellulidrer Re-
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paratursysteme fithrt dann lingerfristig
zu deren funktioneller Beeintrichti-
gung, zu zelluldrer Dysfunktion, erhoh-
ter Stressanfilligkeit, zu Krankheit und
schliefflich zum Tode [1, 2].

Reaktive Sauerstoffspezies

ROS entstehen permanent in unserem
Korper, beispielsweise im Rahmen der
Atmungskette, bei der Infektabwehr
und durch UV-Strahlung von aufien
oder aber durch Signaltransduktions-
prozesse, die ja normale physiologische
Vorgange darstellen. Durch oxidativen
Stress konnen nun Proteine, Lipide und
Nukleinsduren geschadigt werden - vie-
le dieser Schadigungen akkumulieren
im Alter und sind an der Pathobioche-
mie von Erkrankungen, wie Arterio-
sklerose, Katarakt, Diabetes mellitus,

Professur fiir Biochemie der Ernahrung des Menschen

Die Professur fiir Biochemie der Erndhrung des Menschen befasst sich in
Forschung und Lehre mit erndhrungsrelevanten biochemischen, moleku-
larbiologischen und zellbiologischen Prozessen. Wir fokussieren hierbei auf
den zelluldren Redoxstoffwechsel im Menschen, der Taufliege Drosophila
melanogaster sowie in humanpathogenen Parasiten. Dies schliefdt Studien
zu Struktur-, Mechanismus und Funktion von Proteinen sowie zu Verinde-
rungen von Protein- und Transkriptmustern unter verschiedenen Bedin-
gungen ein. Langerfristige Ziele unserer Arbeitsgruppe sind die rationale,
also strukturbasierte Medikamentenentwicklung gegen Tumoren und Pa-
rasiten, die Charakterisierung von Riboflavin- bzw. Selen-abhingigen Pro-
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Pravention und Therapie verschiedener Erkrankungen (beispielsweise
schwere Unterernahrung, Transplantationen, Chemotherapie und Krebser-
krankungen). Hierbei kommen insbesondere Methoden der Proteinbio-
chemie, Enzymkinetik, Kristallisation, Rontgenbeugungsanalyse, Moleku-
larbiologie und Strukturbiologie zum Einsatz.

In der Lehre vertritt die Professur die Schwerpunkte Pathobiochemie, Spe-
zielle Biochemie der Ernihrung, Methoden der Biochemie sowie Moleku-
larbiologie und genetische Variation. Enge inhaltliche und methodische
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Abb. 1: Uberlagerung der Strukturen zweier humaner Glutathion S-Transferasen mit der GST des Malariaerregers Plasmodium falciparum

(Hiller et al., Protein Structure, 2006).

Morbus Parkinson und Morbus Alzhei-
mer, beteiligt. 1-2%, d.h. etwa 101 des
molekularen Sauerstoffs, der taglich
metabolisiert wird, werden zu reaktiven
Sauerstoffspezies wie Hydroxylradika-
len, Superoxidradikalen oder Wasser-
stoffperoxid umgewandelt. Dies ist der
Preis fur die hohen Energieausbeuten,
die aerobe Organismen durch die effek-
tive Reduktion von O, zu H,O nutzen
konnen. Die so genannte Sauerstoffre-
volution wurde eingeleitet als die sich
bildende Ozonschicht die energiereiche
UV-Strahlung der Sonne absorbierte
und dadurch Leben auflerhalb des Was-
sers ermoglichte. Wegen der fehlenden
UV-Strahlung waren dafiir abiotische

Synthesen von Biomolekiilen praktisch
nicht mehr moglich. Diese Molekiile
mussten nun von den Organismen
selbst hergestellt werden. Die Sauer-
stoffatmosphire zerstorte grundlegen-
de Bedingungen fiir die Entstehung le-
bender Systeme — es kam zu einer Tren-
nung der Organismen in Aerobier und
Anaerobier. Fiir letztere ist O, nutzlos
und todlich, fiir Aerobier ist Sauerstoff
niitzlich und gefahrlich. Allmahlich
wurden &ltere Biosynthese-Wege durch
O,-abhingige Reaktionen verfeinert,
wie beispielsweise die Synthese von
Cholesterin und Steroidhormonen, die
zur Komplexitit des heutigen aeroben
Lebens beitragen. Gleichzeitig wurden
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Blausiure, Kohlenmonoxid und Schwe-
felwasserstoff, Vorzugsreagenzien fiir
lebende Systeme vor der Oz—Ara, fiir
Aerobier tédliche Gifte.

Redoxhomoostase oder
Homdoodynamik?

Mebhr als 80% des zelluldren Sauerstoft-
verbrauchs findet in Mitochondrien
statt — in Zellorganellen, die selbst be-
sonders empfindlich gegeniiber ROS
sind. Im Alter kann es daher zu Ener-
giedefizit und Herabsetzung der Adap-
tationsfihigkeit an Stresssituationen
kommen [3]. Oxidativer Stress wird
durch eine Reihe enzymatischer und
nicht-enzymatischer Schutzmechanis-
men antagonisiert. Dies ist der Grund,
weshalb neben der Kalorienreduktion
die Verstirkung der korpereigenen an-
tioxidativen Kapazitit als wichtigster
ernahrungswissenschaftlicher Beitrag
zur Verlangsamung des Alterungspro-
zesses diskutiert wird.

Das Gleichgewicht zwischen oxidati-
vem Stress und antioxidativer Kapazitit
wurde in der Vergangenheit auch als
Redox-Homoostase bezeichnet. Viele
solcher traditioneller Modelle zur Ho-
moostase von biologischen Prozessen
haben die Biologie, Biochemie, Physio-
logie und Medizin seit den 30-er Jahren
bestimmt. Die biomedizinische For-
schung der letzten Jahre zeigte jedoch,
dass Homoostase-Modelle, die auf der
Annahme basieren, dass Stabilitit
durch Konstanz erreicht werden kann,
meist unvollstindig sind. Diese Modelle
bezogen neuere Erkenntnisse aus Ky-
bernetik, Kontroll-, Katastrophen-,
Chaos-Theorien sowie Systembiologie
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nicht mit ein, obwohl die Komplexitit
biologischer Systeme durch diese Me-
thoden zuginglich und beschreibbar
wurde. Seit den 90-er Jahren wird da-
her zunehmend der Begriff Homoody-
namik verwendet. Das zugrundeliegen-
de Konzept geht davon aus, dass das in-
terne Milieu komplexer biologischer
Systeme nicht permanent konstant, also
nicht im Equilibrium, ist, sondern
durch dynamische Regulation und In-
teraktion zwischen verschiedenen Or-
ganisationsebenen bestimmt wird. In
diesem Zusammenhang wurde auch
der Begriff Allostase geprigt, der davon
ausgeht, dass Stabilitit in lebenden Sys-
temen durch permanenten Wechsel, al-
so durch Veranderung und nicht durch

Konstanz, erreicht wird [1 und Refe-
renzen darin].

Molekulare Maschinen und
Redoxprozesse

Eine ganze Reihe molekularer Maschi-
nen ist an der Perzeption, der Produk-
tion und Entgiftung von oxidativem
und nitrosativem Stress im menschli-
chen Korper beteiligt (Abb. 1 bis 5).
Hierzu zdhlen Transkriptionsfaktoren,
Proteine, die an Signaltransduktions-
kaskaden beteiligt sind, NADPH-Oxi-
dasen, die ROS zur Infektabwehr ein-
setzen, Katalase und Superoxiddismu-
tase sowie Komponenten des Thioredo-
xin- und Glutathionsystems. Zu dem
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Abb. 2: Oxidation von Cystein 63 im aktiven
Zentrum der humanen Glutathionreduktase
durch S-Nitrosoglutathion zum Sulfenat
(Becker et al., Nature Struct. Biol., 1998).

Glutathionsystem zdhlen das Tripeptid
Glutathion, Glutathionreduktase, die
Glutathion in reduziertem Zustand
hilt, Glutathionperoxidasen, die direkt
Peroxide entgiften konnen, sowie
Glutathion S-Transferasen (Abb. 1).
Das Thioredoxinsystem umfasst neben
dem kleinen Protein Thioredoxin und
der Thioredoxinreduktase insbesondere
die antioxidativen Thioredoxinperoxi-
dasen sowie Peroxiredoxine, die an Sig-
naltransduktionsprozessen beteiligt
sind.

Der wissenschaftliche Schwerpunkt
unserer Arbeitsgruppe liegt in der
funktionellen und strukturellen Cha-
rakterisierung von Proteinen, die an
zelluldren Redoxprozessen beteiligt
sind, sowie an der Redoxregulation die-
ser molekularen Maschinen. Die huma-
ne Glutathionreduktase und die selen-
haltige Thioredoxinreduktase beispiels-
weise sind nah verwandte Flavoenzyme.
Thre Produkte, reduziertes Glutathion
bzw. Thioredoxin, sind an einer ganzen
Reihe essentieller zelluldrer Redoxreak-
tionen beteiligt. Diese schliefen die

Abb. 3. Das C-terminale Ende der humanen Thioredoxinreduktase stellt einen flexiblen Arm dar, der essentiell an der Katalyse beteiligt ist
und aufgrund seines reaktiven Selenocysteinrestes ein interessantes Ziel fiir die rationale Medikamentenentwicklung darstellt. Vor kurzem
gelang die Visualisierung der Bewegung des Armes mittels RGntgenbeugungsanalyse (Fritz-Wolf et al., J. Mol. Biol. (2007), in press.).
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Faltung von Exportproteinen, das
Ubertragen von Elektronen auf die Ri-
bonukleotidreduktase, die den ersten
Schritt der DNA-Synthese katalysiert,
Reduktion von Transkriptionsfaktoren
und antioxidativen Schutz ein.

Im atomaren Detail haben wir die
hemmenden Effekte von S-Nitroso-
glutathion und Dinitrosyl-Dithiol-Ei-
sen-Komplexen — beides sind physiolo-
gische glutathionhaltige NO-Donoren
— auf die humane Glutathionreduktase
untersucht. Nach Kristallisation zeigte
die Rontgenbeugungsanalyse, dass NO-
Donoren zur selektiven irreversiblen
Oxidation des Cystein 63 im aktiven
Zentrum der GR zum Sulfenat bzw.
zum Sulfinat fithren (siehe Abb. 2 fiir S-
Nitrosoglutathion). Peroxynitrit hinge-
gen, eine weitere wichtige reaktive
Stickstoffverbindung, fithrt zur selekti-
ven Modifikation von an der enzymati-
schen Katalyse beteiligten Tyrosyl-Res-
ten. Da antioxidative Enzyme essentiell
fiir Tumorzellen und intrazelluldre Pa-
rasiten sind, vertiefen diese Hemmstu-
dien nicht nur unser Verstindnis von
der Wirkung von reaktiven Sauerstoft-
bzw. Stickstoffspezies auf intrazellulire
Zielmolekiile sondern dienen uns auch
als Grundlage fiir die Entwicklung neu-
er Chemotherapeutika. Fiir die humane
Thioredoxinreduktase, ein Selenoprote-

-
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Abb. 4: Hemmung der humanen Glutathionreduktase durch ein Goldphosphol. Wie man in
der Rontgenstrukturanalyse sieht, wird das Gold kovalent zwischen den beiden Cysteinresten
des aktiven Zentrums gebunden. Dies fiihrt zu einer unter physiologischen Bedingungen irre-
versiblen Hemmung des Enzyms und beeintréchtigt das Wachstum von Tumorzellen [4].

in, das essentiell an Redoxregulation,
antioxidativer Abwehr und DNA-Syn-
these beteiligt ist, sowie fir die humane
Glutathionreduktase konnten wir
Gold- und Platinphosphole als hoch-
potente Inhibitoren identifizieren [4]

(Abb. 4). Diese vielversprechenden po-
tentiellen Chemotherapeutika werden
derzeit in einer Kooperation mit der
Universitit Heidelberg in Tiermodellen
getestet. Die vor kurzem gelungene
Aufklarung der dreidimensionalen

Abb. 5: Die humane Thioredoxinreduktase, ein Selenoprotein und attraktives Zielmolekiil fiir die Medikamentenentwicklung. Links: Schema
der katalysierten Reaktion und Struktur des Proteins. Rechts: Dreidimensionale Struktur, die mittels Rontgenbeugungsanalyse erhalten wur-
de (Fritz-Wolf et al., J. Mol. Biol. (2007), in press.).
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Abb. 6: Differentielle Proteomanalysen mittels SELDI-MS, die Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten, bzw. zwischen

Medikamenten-resistenten und -sensitiven Zellen zeigen (Koncarevic et al., Proteomics, 2007).

Struktur der TrxR stellt fiir die weitere
Medikamentenentwicklung eine ideale
Grundlage dar (Abb. 5). Insbesondere
das selenhaltige flexible Ende des Prote-
ins, das essentiell an der Katalyse betei-
ligt ist, ist als Angriffspunkt fir Hemm-
stoffe attraktiv. Erstmals gelang uns die
Visualisierung der Bewegung dieses Re-
doxarms mittels Rontgenstrukturanaly-
se (Abb. 3).

Peroxiredoxine (Prx) sind thiolab-
hingige Peroxidasen, die sowohl an der
Entgiftung von reaktiven Sauerstoffspe-
zies als auch an Signaltransduktions-
und Differenzierungsprozessen beteiligt
sind. Der Mensch besitzt sechs ver-
schiedene Prx, die sich hinsichtlich ih-
rer zelluldren Lokalisation, ihrer Subst-
ratspezifitit und ihres Katalysemecha-
nismus unterscheiden. Viele Prx kon-
nen irreversibel iiberoxidiert werden
und haben dann Signalwirkung auf ei-
ne Zelle. Ein aktuelles von uns bearbei-
tetes Forschungsgebiet ist daher das
Charakterisieren der Funktion der ery-
throzytiren Prx bei Zellalterungspro-
zessen.

Glutathion S-Transferasen (GST) ka-
talysieren Entgiftungs- und Biotrans-
formationsreaktionen und konnen
auch Peroxidaseaktivitit besitzen und
damit direkt oxidativen Stress entgiften.
Viele Organismen haben verschiedene
GST-Isoenzyme, die u.a. an Alterungs-
prozessen und Resistenzmechanismen
von Tumorzellen und Parasiten betei-
ligt sind. GSTs sind daher vielverspre-
chende Zielmolekiile fiir die rationale
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Medikamentenentwicklung. In den
letzten Jahren haben wir uns im Detail
mit humanen und parasitiren GSTs be-
fasst. Spezifische Eigenschaften in
Struktur und Katalysemechanismus der
Enzyme werden derzeit fir die Medika-
mentenentwicklung genutzt (Abb. 1).
Um den Wirkmechanismus von etab-
lierten oder neu entwickelten Medika-
menten zu untersuchen, bieten sich dif-
ferentielle Transkriptom- bzw. Prote-
omanalysen an. Neben der konventio-
nellen 2-dimensionalen Gelelektropho-
rese werden hierfiir SELDI (surface en-
hanced laser desorption ionization) MS
und MudPit (multidimensional protein
identification technology)—Analysen
genutzt (Abb. 6).

Das redoxaktive kleine Protein Thio-
redoxin interagiert in humanen Zellen
mit mehr als 30 verschiedenen moleku-
laren Partnern. Es reguliert beispiels-
weise Aktivatoren der JNK- und P38-
Kaskaden und steuert auch direkt die
Aktivitat von NF-k-B. Unsere Arbeiten
an dem genetischen Modellorganismus,
Drosophila melanogaster (siehe S. 42),
zeigten, dass sich der Redoxstoffwechsel
der kurzlebigen Taufliege signifikant
von dem des Menschen unterscheidet
[5]. Drosophila besitzt zwar Glutathion
als Antioxidans, jedoch keine Glutathi-
onreduktase, um das Glutathion zu re-
generieren. Diese Regeneration wird in
der Taufliege von Thioredoxin in einer
nicht enzymatisch katalysierten Reakti-
on iibernommen, die zum Uberleben
ausreicht aber weniger effizient ist. In-

teressanterweise weist Drosophila Thio-
redoxin auch deutliche strukturelle und
mechanistische Unterschiede zum hu-
manen Thioredoxin auf.

Die Gnade der Langlebigkeit ist also
nicht nur von genetischen Faktoren,
Umweltbedingungen und Lebenswan-
del abhingig, sondern ist auch ganz
deutlich in den dreidimensionalen
Strukturen der molekularen Maschi-
nen, die an Alterungsprozessen beteiligt
sind, reflektiert.
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