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Projektbeschreibungen der von der Deutschen Gesell-

schaft fiir Pneumologie (DGP) 2005 geforderten

Promotionsstipendien

Zusammengestellt von
A. Gillissen
(Geschaiftsfiihrer der DGP)

M. D./Phd. Scholarships Funded by the German Society of Pneumology in 2005

Einleitung

Auf Beschluss des Vorstandes der Deutschen Gesellschaft fiir
Pneumologie (DGP) vom 20.09.2004 wird sich die DGP zukiinftig
intensiver im Bereich der Nachwuchsférderung der pneumologi-
schen Wissenschaft engagieren. In diesem Rahmen wurde ein
mit 40 000.-€ dotiertes Promotionsstipendium ausgeschrieben,
mit dem eine anspruchsvolle medizinische oder naturwissen-
schaftliche Doktorarbeit auf dem Gebiet der Pneumologie unter-
stiitzt werden soll. Die eingereichten Arbeiten wurden durch ein
unabhdngiges, dreikdpfiges Gutachtergremium evaluiert. Die
Beurteilung erfolgte nach modifizierten DFG-Kriterien (Deutsche
Forschungsgemeinschaft) zur Beurteilung von Graduiertenkol-
legs bzw. eines Forschungsantrags. Dabei erfolgte allerdings kei-
ne Bewertung des Antragstellers/der Antragstellerin, da insbe-

sondere Studierende der Medizin noch keine nennenswerten
wissenschaftlichen Arbeiten vorweisen konnen. Die Modifikati-
on der DFG-Kriterien ergab sich auch deswegen, da die DFG kei-
ne direkten Promotionsstipendien vergibt. Auf dem Boden dieser
Bewertung erfolgte die Auswahl der zu fordernden Forschungs-
vorhaben. Urspriinglich sollten maximal 4 Arbeiten pramiert
werden. Aufgrund einer Pattsituation der an 4. und 5. Stelle beide
als gleich gut bewerteten Vorhaben entschloss sich der DGP-Vor-
stand zur Forderung von insgesamt 5 Promotionen (Beschluss
vom 22.04.2005).

Folgende Promoventen in folgenden Arbeitsgruppen werden jetzt
mit dem DGP-Promotionsstipendium 2005 gefordert: (Tab.1).

Tab.1

Nr.  Antragsteller  Arbeitsgruppe Institution

Thema

1 Marc Hiibner Prof. Dr. Hartwig

Schulz-Key Tropenmedizin
Priv.-Doz. Dr. Stefan
Hippenstiel Berlin

2 Janine Zahlten

3 Tibor Veres

rich mentelle Medizin, Hannover
4 Maike Klein Prof. Dr. Wolfgang
Kummer

5 Cornelia Kriiger  Prof. Dr. Andrea Tann-  Universitatsklinikum Leipzig/Inst. fiir
Pathologie; Robert Koch-Klinik, Klinikum

apfel, Prof. Dr. Adrian

Universitatsklinikum Tibingen, Inst. fiir

Charité, Med. Klinik m.S. Infektiologie,

Prof. Dr. Dr. Uwe Hein- Fraunhofer Inst. Toxikologie und Experi-

Justus-Liebig-Universitdt, Inst. fir
Anatomie und Zellbiologie, GieRen

Einfluss von Helminthen-Infektionen auf Allergien: Evaluierung des
therapeutischen Potenzials von Wurminfektionen in einem Maus-
modell fiir Atemwegs-Hyperreaktivitdt und allergisches Asthma

molekulare Interaktion zwischen St. pneumoniae und humanem
Lungenepithel

Interaktion pulmonaler dendritischer Zellen mit Nerven bei der
allergischen Entziindung: Wirkung von Neuropeptid-Rezeptor-
Antagonisten im murinen Asthmamodell

Zelldifferenzierung und mukozilidrer Transport im Trachealepithel der
Maus bei Gendefizienz der muskarinischen Rezeptoren m1, m2 u. m3

Epigenetic inactivation of cell-cycle requlators in lung cancer

Gillissen, Prof. Dr. Wa- ,St. Georg“/Leipzig; Hiroshima Univer-

taru Yasui

sity/Institute of Pathology/Japan
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An dieses Promotionsstipendium sind folgende Bedingungen ge-

kniipft:

- Vorstellung des Projektes in der Zeitschrift Pneumologie, wie
hiermit geschehen.

- Bis spadtestens zum 31.5.2008 Erstellung eines Abschlussbe-
richtes (Promotionsschrift), der beim Geschdftsfiihrer der
DGP als Beleg fiir die durchgefiihrten Arbeiten einzureichen
ist. Alternativ reicht der Nachweis von mindestens einer Ori-
ginalpublikation.

- Die Institution oder der Doktorvater des genannten Promo-
venten muss sich verpflichten, dass das von der DGP zur Ver-
fligung gestellte Stipendium ausschlieflich fiir das beantragte
Projekt verwendet wird.

- In der Verwendung der Mittel bestehen ansonsten keinerlei
Einschrankungen.

In Abhdngigkeit von der jeweiligen Finanzlage der DGP plant der
DGP-Vorstand, diese Art der Nachwuchsfoérderung in gleicher
oder dhnlicher Weise auch 2006 fortzusetzen. Damit leistet die
DGP gerade im Vergleich zu anderen wissenschaftlichen Fachge-
sellschaften einen beispielhaften Beitrag zur Wissenschaftsfor-
derung.

Im Folgenden werden die pramierten Promotionsarbeiten vorge-
stellt, wie sie dem DGP-Vorstand von den jeweiligen Antragstel-
lern eingereicht wurden.

Einfluss von Helminthen-Infektionen auf Allergien:
Evaluierung des therapeutischen Potenzials von
Wurmfaktoren in einem Mausmodell fiir
Atemwegs-Hyperreaktivitit und allergisches Asthma

Projektleiter und Institution

Prof. Dr. Hartwig Schulz-Key, Institut fiir Tropenmedizin,
Universitit Tiibingen

Stipendiat
Diplombiologe Marc Hiibner

Mehrere epidemiologische und immunepidemiologische Studi-
en in Industrie- und Entwicklungsldndern zeigen eine inverse
Korrelation zwischen dem Befall mit parasitischen Wiirmern
(Helminthen) und dem Vorkommen von bestimmten allergi-
schen Erkrankungen. Diese Feststellung steht im Zusammen-
hang mit der sog. ,Erweiterten Hygiene-Hypothese* [1-3].
Auch in zahlreichen, tierexperimentellen Arbeiten konnte eine
Verringerung der Immunreaktivitit gegen bestimmte Modell-
allergene festgestellt werden, wenn die Versuchstiere zuvor mit
Helminthen infiziert wurden [4,5]. In filarieninfizierten Mdusen
war die Produktion von Ovalbumin-spezifischem IgG1 und IgE
um das 4 -20fache reduziert und die Eosinophilenzahl in Lunge
und Bronchoalveolar-Lavagefliissigkeit war so niedrig wie bei
den nicht sensibilisierten Kontrollen. Die Atemwegs-Hyperreak-
tivitdt war ebenfalls deutlich verringert. Milzzellen von filarien-
infizierten Tieren enthielten mehr regulatorische T-Zellen als

nicht infizierte Kontrollen. Unklar blieb die Rolle von IL 10 (eige-
ne Beobachtungen).

Ziele des Projektes sind die Identifizierung und Charakterisie-
rung von genetischen und immunologischen Faktoren, die bei
der filarieninduzierten Suppression des allergischen Phanotyps
eine Rolle spielen sowie die Evaluierung des therapeutischen Po-
tenzials von Wurmfaktoren. Die Nagerfilarie Litomosoides sig-
modontis ist gut fiir diese Fragestellung geeignet, da sich diese
Nematoden leicht und in grofSer Zahl aus infizierten Versuchstie-
ren gewinnen und etliche Wochen unter genau definierten Be-
dingungen in vitro kultivieren lassen [6]. Die von ihnen freige-
setzten, immunmodulatorischen Substanzen (im Folgenden
~Wurmfaktoren“ genannt) kénnen aus Kulturiiberstinden ge-
wonnen, angereichert und ihre immunmodulatorische Wirkung
in vitro und in vivo getestet werden. Folgende Arbeiten sind vor-
gesehen:

- Maduse des Inzuchtstammes BALB/c werden mit Filarien infi-
ziert bzw. erhalten Applikationen von Wurmfaktoren. Zu-
ndchst werden - aus hoch infizierten Spendertieren gewon-
nene - immature, weibliche Adultwiirmer, d. h. solche, die ge-
rade ihre letzte Hautung hinter sich haben, aber noch keine
Larvenstadien freisetzen, intraperitoneal implantiert [7]. Fiir
die allergene Sensibilisierung wird den Versuchstieren intra-
peritoneal Ovalbumin (OVA) injiziert. Zusatzlich erfolgt eine
intranasale Sensibilisierung. Die Atemwegsreaktivitit wird
mittels Ganzkorper-Plethysmographen quantifiziert [8]. Das
Ausmaf der immunologischen Entziindung wird im Blut und
verschiedenen Geweben mittels ELISA, Durchfluss-Zyto-
metrie, immunhistochemischen und zytologischen Methoden
verfolgt.

- Ferner werden dendritische Zellen aus der Milz von filarien-
infizierten und allergen-sensibilisierten Mdusen isoliert und
in naive Mduse injiziert, die dann ebenfalls mit OVA sensibili-
siert werden. Klassische Marker wie CD4/CD25 sowie mem-
branstdndiger Transforming Growth Factor § und die Expres-
sion des Transkriptionsfaktors FoxP3 dienen zum Nachweis
von regulatorischen T-Zellen. Zudem wird aus diversen Or-
ganzellen, die in vivo oder in vitro Filarienantigen oder
Wurmfaktoren exponiert waren, die RNA isoliert und mittels
DNA-Chip-Technologie die Gesamt-Genexpression unter-
sucht.

- Des Weiteren werden Wurmfaktoren bzw. fraktionierte Kul-
turiiberstdnde in definierter Konzentration in osmotische Mi-
nipumpen injiziert, diese dann intraperitoneal implantiert.
Dadurch kénnen Kandidatenfraktionen mit immunmodulato-
rischer Aktivitdt systemisch {iber einen Zeitraum von zwei
Wochen appliziert werden. Weitere Untersuchungen bezie-
hen sich auf den potenziellen therapeutischen Einsatz von
Helminthen und die Charakterisierung immunmodulatori-
scher Komponenten und der biochemischen Natur von
Wurmbkulturiiberstdnden.

Dieses Projekt wird in enger Kooperation mit der Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. E. Hamelmann, Pddiatrische Pneumologie und
Immunologie, Charité Berlin durchgefiihrt.
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Regulation der Genexpression in
S. pneumoniae-infiziertem Lungenepithel

Projektleiter und Institution

Priv. Doz. Dr. Stefan Hippenstiel, Med. Klinik m.S. Infektiologie,
Charité - Universitatsmedizin Berlin

Stipendiatin
Janine Zahlten

Die Infektion mit Streptococcus pneumoniae ist die hdufigste Ur-
sache fiir eine ambulant erworbene Pneumonie, welche die ver-
breitetste Infektionskrankheit in den Industrienationen darstellt.
Obwohl pulmonale Epithelzellen primdre Zielzellen invadieren-
der Pathogene (einschlieflich Pneumokokken) sind, liegen
kaum Informationen iiber die Pneumokokken-Wirtszellinterak-
tion vor. Epithelzellen detektieren extra- [1] und intrazelluldre
[2] Pneumokokken durch Rezeptoren. Infolgedessen kommt es
zu einer starken pro-inflammatorischen Aktivierung des Epithels
[3]. Die subsequente Freisetzung von Chemo- und Zytokinen
durch die Wirtszellen orchestriert den charakteristischen, mas-
siven Einstrom neutrophiler Granulozyten bei der Pneumokok-
kenpneumonie. Obwohl die Entziindungsreaktion zur Eliminati-
on der Pathogene notwendig ist, bergen eine iiberschieRende
pulmonale Entziindungsreaktion und direkte Schddigung der
pulmonalen Epithelzellen durch Pneumokokken [4] stindig das
Risiko eines pulmonalen Organversagens.

Daher sollen im Rahmen dieser Férderung Mechanismen der
Genexpression in S. pneumoniae-infiziertem humanen Lungen-
epithel im Detail untersucht werden. Mittelfristig kann das Ver-
standnis dieser Signalprozesse die Grundlagen zur Entwicklung
neuer, rationaler Therapiestrategien der Pneumonie legen.

Die Zytokinbildung unterliegt einer engen Regulation durch epi-
genetische Mechanismen, Kinasenkaskaden und Transkriptions-
faktoren (z.B. NF-kB) [5]. Aktuelle Untersuchungen ergaben, dass
diese Signalwege teils in parallelen, teils in sequenziellen Signal-
wegen interagieren und erst im komplexen Zusammenspiel zur
Bildung von Zytokinen fiihren.

Der Transkriptionsfaktor NF-xB wurde z.B. in verschiedenen Sys-
temen als ein Zielmolekiil der p38 mitogen-aktivierten Kinase
(MAPK), ihrer Effektorkinasen (u.a. MSK1/2, MK2/3) sowie von
Histon-Acetyltransferasen (HAT) und Histondeacetylasen
(HDAC) beschrieben [6,7]. Besondere Bedeutung kommt hierbei
offenbar einer Konvergenz dieser Signalkaskaden auf Ebene der
Promotorregulation zu. Nach Aktivierung, nukledrer Translokati-
on und Bindung von NF-xB an Genpromotoren entscheiden z.B.
Phosphorylierungen von NF-xB dariiber, ob Transkription statt-
findet. So konnen beispielsweise Phosphorylierungen von NF-xB
aktivierend (z.B. Serin 276, 536) als auch inhibierend (Serin 468)
[8] an spezifischen Genpromotoren wirken [6]. Die Bedeutung
solcher spezifischer, posttranslationeller Modifikationen des
Transkriptionsfaktors NF-«B fiir pulmonale Infektionen ist unbe-
kannt. Anhand von Pneumokokken infizierten humanen pulmo-
nalen Epithelzellen werden wir diese molekularen Regulations-
mechanismen im Detail untersuchen.

Neben der Phosphorylierung des Promotor-gebundenen NF-xB
modifizieren Histon-Acetyltransferasen (z.B. p300, CBP, Gcn5)
und -Deacetylasen (z.B. HDAC1-3) die Gentranskription [9].
Diese Enzyme werden z.T. durch ihre Lokalisation als auch durch
eine Modifikation ihrer Transkription reguliert. Ob eine und wel-
che Funktion diesen Enzymsysteme in der Pneumokokkeninfek-
tion zukommt ist unbekannt. In einem zweiten Schwerpunkt
analysieren wir daher die Rolle dieser Molekiile fiir die pro-in-
flammatorische Aktivierung Pneumokokken exponierter pulmo-
naler Epithelzellen.

Insgesamt hat die Infektion pulmonaler Epithelzellen mit Pneu-
mokokken die Stimulation einer Vielzahl verschachtelter, bislang
unzureichend charakterisierter Signalwege zur Folge, welche die
Expression pro-inflammatorischer Gene regulieren. Diese Unter-
suchungen sollen einen Beitrag zum Verstdndnis der molekula-
ren Pathophysiologie der Pneumokokkenpneumonie leisten und
zur Entwicklung rationaler Therapiestrategien beitragen.
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Interaktion zwischen pulmonalen dendritischen
Zellen und Nerven bei der allergischen Entziindung
des Asthma bronchiale

Projektleiter und Institution

Prof. Dr. Dr. Uwe Heinrich, Fraunhofer Institut fiir Toxikologie
und Experimentelle Medizin, Hannover

Stipendiat
Tibor Veres

Die Integritdt der Atemwegsschleimhaut bei Kontakt mit poten-
ziell schddlichen Substanzen (wie z.B. Allergenen, Umweltver-
schmutzungen) und Mikroorganismen, die sich in der eingeat-
meten Luft befinden, wird durch diverse physiologische Mecha-
nismen aufrechterhalten. Die erste Abwehrlinie wird durch die
sehr effektive mechanische Barriere von Zilienepithelzellen und
Atemwegssekret gebildet. Schddliche Substanzen, die diese Bar-
riere {iberwinden, miissen vom Organismus detektiert werden,
um angepasst aktive Eliminierungsmechanismen zu induzieren.
Diese Aufgabe wird im Wesentlichen von zwei verschiedenen
sensorischen Netzwerken der Atemwegsschleimhaut erfiillt.

Das erste Netzwerk bilden die sensorischen Nerven, deren Endi-
gungen bis ins Epithel reichen. Sie werden von verschiedenen
unspezifischen Reizen, wie z.B. kalter oder verschmutzter Luft,
aktiviert. Neben den resultierenden zentralen Reflexen, die z.B.
zu Husten fiihren, werden durch den so genannten Axonreflex
auch lokale Effekte hervorgerufen. Hierbei werden lokal wirksa-
me Neuropeptide wie Substanz-P (SP) und Calcitonin-Gene Re-
lated Peptide (CGRP) aus benachbarten Nervenendigungen frei-
gesetzt. Das Ergebnis ist eine Permeabilitidtssteigerung der Blut-
gefdRe, erhohte Schleimproduktion, Bronchokonstriktion und
eine verstirkte Entziindung. Dieses Phdnomen wird auch als
Lneurogene Entziindung“ bezeichnet. Der Atemwegshyperreak-
tivitdit beim Asthma bronchiale liegt unter anderem eine dauer-
hafte Hyperaktivitdt sensorischer und motorischer Nervenfasern
zugrunde [1].

Das zweite Netzwerk, das eine sensorische Funktion in der
Atemwegsschleimhaut erfiillt, wird von den pulmonalen dendri-
tischen Zellen gebildet. Auch diese Zellen nehmen Umweltinfor-
mationen (-antigene) auf, die nach ihrer Prozessierung in den
drainierenden Lymphknoten T-Lymphozyten prasentiert werden
[2]. Damit fungieren sie als ,sensorische Zellen* des Immunsys-
tems. Dendritische Zellen spielen eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese des Asthma bronchiale [3], da sie nicht nur fiir die

Abb. 1

Pulmonale dendritische Zellen befinden sich im engen Kon-
takt mit Nervenfasern. Die dendritischen Zellen (grau) sind gegen das
Antigenprasentationsmolekiil MHC Il und die Nerven (weiR) gegen den
Pan-Neuronalmarker PGP 9.5 gefdrbt. Dargestellt ist eine Projektion
von laserscanmikoskopischen Z-Serienaufnahmen.

allergische Sensibilisierung verantwortlich sind, sondern auch
zur Aufrechterhaltung der allergischen Entziindung beitragen.

Da sich Nerven und dendritische Zellen im selben anatomischen
Kompartiment der Atemwegsmukosa befinden und teilweise
dhnliche Funktionen erfiillen, ldsst sich vermuten, dass es zwi-
schen den beiden sensorischen Netzwerken eine direkte Interak-
tion gibt. Forschungen der letzten Jahre zeigen tatsdchlich, dass
dendritische Zellen in vitro dem Einfluss neuronaler Signale un-
terliegen, und gleichzeitig selber mit Neuronen kommunizieren
kénnen. Neuropeptide wie CGRP wirken auf unreife dendritische
Zellen chemotaktisch und kénnen ihre Ausreifung fordern [4].
Umgekehrt kénnen von dendritischen Zellen freigesetzte Boten-
stoffe, z.B. Neurotrophine wie Nerve Growth Factor (NGF), auf
Neurone wirken und ihre Aktivitdit modulieren. Unklar ist aber,
ob und wie diese Interaktion in situ im Lungengewebe funktio-
niert.

Ziel des Forschungsvorhabens ist es, erstmals die Interaktion von
dendritischen Zellen mit Neuronen in der allergisch entziindeten
Lunge zu beleuchten. Hierzu sollen zundchst sowohl morpholo-
gische als auch funktionelle Untersuchungen im murinen Tier-
modell des allergischen Asthma bronchiale durchgefiihrt wer-
den. Die anatomische Charakterisierung der raiumlichen Interak-
tion zwischen Nerven und dendritischen Zellen erfolgt durch im-
munbhistologische Firbungen von so genannten Whole-Mount
Prdparaten (Abb.1). Diese Technik ermoglicht die Erhaltung der
dreidimensionalen Struktur des Lungengewebes durch eine Mik-
roprdparation der intrapulmonalen Atemwege. Die mit entspre-
chenden fluoreszenzgekoppelten Antikérpern markierten Prapa-
rate werden mittels konfokaler Laserscanmikroskopie analysiert,
wobei Multikanal-Z-Serien von aufeinanderliegenden optischen
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Schnitten aufgenommen werden. Die Z-Serienaufnahmen von
dendritischen Zellen und Nerven werden mit der Software IMA-
RIS (Bitplane) mittels Oberflichen- und Volumenrendering drei-
dimensional rekonstruiert. AnschlieBend werden verschiedene
quantitative Analysen, wie z.B. die Messung der Linge der Ner-
venfasern und die Bestimmung der Grof3e kolokalisierter Areale,
in einem definierten Volumen durchgefiihrt. Die Methode er-
moglicht dariiber hinaus die in situ Charakterisierung dendriti-
scher Zellen beziiglich der Expression von Neuropeptidrezepto-
ren und Neurotrophinen.

Fiir die funktionellen Untersuchungen der Interaktion zwischen
pulmonalen dendritischen Zellen und Nerven werden lebende
Lungenschnitte (Precision Cut Lung Slices, PCLS) verwendet. Die
Schnitte werden aus den Lungen von CD11c-EYFP transgenen
Madusen angefertigt [5], in denen die dendritischen Zellen das
Fluoreszenzprotein EYFP exprimieren. Nach Beladung der
Schnitte mit einem fluoreszierenden Calcium-Indikator werden
die sensorischen Nerven stimuliert und die Aktivation der den-
dritischen Zellen durch die Messung der intrazellularen Ca-Kon-
zentration in den CD11c-EYFP* dendritischen Zellen mittels kon-
fokaler Laserscanmikroskopie untersucht.

Unsere Strategie ist es, wahrend des Projektes Methoden zu
etablieren, die eine Charakterisierung der Interaktion zwischen
pulmonalen dendritischen Zellen und Nerven morphologisch
und funktionell in situ ermdglichen. Die in dieser Studie gewon-
nenen Erkenntnisse kdnnten entscheidend zur Entwicklung ei-
nes genaueren pathophysiologischen Konzeptes des Asthma
bronchiale beitragen.
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Azetylcholin (ACh) ist ein weit verbreitetes, funktionell hoch re-
levantes Signalmolekiil. ACh-Rezeptoren werden nach ihrer Affi-
nitdt fiir zwei Modellagonisten in nikotinische und muskarini-
sche Rezeptoren eingeteilt. In der Lunge und den Atemwegen
sind insbesondere die muskarinischen Rezeptoren von besonde-
rer klinischer Relevanz. Diese werden in die Subtypen m1 bis m5
eingeteilt, die jeweils auf einem eigenen intronlosen Gen kodiert
sind. In der Peripherie wird ACh nicht nur als wichtigster Neuro-
transmitter von parasympathischen Nervenendigungen, sondern
auch von verschiedensten non-neuronalen Zellen, darunter die
Atemwegsepithelien, synthetisiert und freigesetzt [1-2]. Dieses
non-neuronale ACh wirkt auto- und parakrin.

Die akuten Wirkungen des neuronal freigesetzten ACh in den
Atemwegen - Bronchokonstriktion, Stimulation von Driisenzel-
len - sind weitgehend bekannt, weniger hingegen die langsam
eintretenden auto- und parakrinen. Aus epithelialen Systemen
sind eine cholinerge Steuerung der Proliferation, Differenzie-
rung, Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten, Organisation des Zy-
toskeletts, Stimulation der Zilienschlagfrequenz und Regulation
der Zytokinproduktion bekannt [2-6]. Detaillierte Kenntnisse
zur Beteiligung der einzelnen Rezeptorsubtyen sind einerseits
zum Verstdndnis der Pathogenese von Umbauvorgiangen im Ver-
lauf chronischer Erkrankungen, z.B. COPD, andererseits auch zur
gezielten therapeutischen Nutzung erforderlich.

Im respiratorischen Epithel sind vor allem die muskarinischen
Rezeptorsubtypen m1, m2 und m3 vorhanden. Im vorliegenden
Projekt wird ihre derzeit nur unzuldnglich bekannte spezifische
Rolle in der epithelialen Differenzierung, Auspragung von Zell-
Zell-Kontakten und Regulation des mukozilidren Transports in
den Atemwegen untersucht werden. Hierzu wird die Trachea von
gendefizienten Mdusestimmen, die jeweils einen dieser Rezep-
torsubtypen nicht ausbilden, im Vergleich zu ihrem korrespon-
dierenden Wildtyp untersucht. Messparameter sind relative Hiau-
figkeit und subzelluldarer Phanotyp der individuellen Epithelzell-
typen (Immunhistochemie, Ultrastruktur), Ausmafg und Struktur
der Zell-Zell-Kontakte (Immunhistochemie, Ultrastruktur) sowie
Geschwindigkeit und Koordination des mukozilidren Transportes
(Videomikroskopische Analyse des Partikeltransports).

Von den Ergebnissen werden Erkenntnisse iiber die Funktion
und Bedeutung der individuellen muskarinischen Rezeptorsub-
typen m1-m3 im non-neuronalen cholinergen System der
Atemwege erwartet, die Moglichkeiten ihrer selektiven thera-
peutischen Nutzung in chronischen Erkrankungen, die mit Um-
bauvorgdngen der Atemwegswand einhergehen, eréffnen sollen.
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DNA methylation is a crucial component of the epigenetic con-
trol of gene activity through the regulation of chromatin state. It
has been found that DNA methylation is required for protecting
chromosomes and it is involved in recognition of parental DNA
strands during mismatch repair [1]. DNA methylation also plays
a very important role in regulating the spatial distribution of
gene expression [2]. A number of factors involved in this process,
such as methyl-binding proteins and histone-deacetylases have
been identified [3]. Similar to other somatic genome alterations
present in cancer cells, including gene deletions and gene muta-
tions, DNA methylation changes often affect gene function; me-
thylation of CpG dinucleotides clustered into CpG islands encom-
passing the transcriptional regulatory region of genes has been
associated with transcriptional “silencing” of many critical genes
in cancer cells. Unlike other somatic genome alterations in can-
cer cells, however, DNA methylation changes typically do not
disrupt DNA sequence. For this reason, somatic changes in DNA
methylation in cancer cells are thought to be potentially rever-
sible “epigenetic* genome lesions, rather than irreversible “gene-
tic* genome alterations [4].

If suitable CpG markers are identified that are selectively hyper-
methylated in lung cancer (LC) but not in normal epithelium.
They could be potential markers useful in classifying LC and
defining subgroups of patients, as well as lend themselves to
diagnosis of occult disease or recurrence. The detection of methy-
lation of particular sets of genes could help select patients that
respond well to certain drugs. Importantly, these studies will in-
teract with preclinical and early clinical studies underway for
compounds that reverse methylation-induced transcriptional
silencing and thus have tremendous potential for translation to
the clinic [5].

To additionally define epigenetic modifications and order of epi-
genomic events at CpG islands on a global scale, a microarray sys-
tem that combines gene expression, DNA methylation, and DNA-
protein interaction analyses comparing results from lung cancer
tissue with specimens from healthy bronchi/lung tissue will be
employed in the network as platform technique [6].

Our study represents a genomic approach that is capable of dis-
secting the complex hierarchy of transcriptional controls orches-
trated by the epigenomic machinery. This integrated microarray
system allows for both the identification of individual genes and
a systematic analysis of the relationship among the epigenetic
machinery, promoter targets, and downstream responses
regulated by the epigenome.

We plan to generate array data in the lab of Professor Yasui, Hiro-
shima, Japan, which is an internationally accepted and well-
known experts in the field of methylation/acetylation.

He is willing to generate the biological as well as bioinformatory
data of our project. Within the network, the applicant is col-
lecting tumour specimen of patients with LC. The analysis will
take place in the Hiroshima lab.

Data validation and candidate methylation screening will be the
second part of the project and take place in Leipzig (Institute of
Pathology and St. George Medical Center, Robert-Koch-Hospital).

The objectives will be at follows:

- Identification of epigenitically altered genes for targeted ther-
apy of lung cancer.

- Screening for possible methylation targets in Hiroshima/Japan
using microarrays and sequencing. Implementing these me-
thods in Leipzig and subsequent biological assessment in
lung cancer specimens.

- Identification of methylated genes in lung cancer responsible
for tumorgenesis with the intent of therapeutic intervention
by reversing methylation, thereby reactivating the silenced
gene.

- Comparing these data with healthy bronchopulmonary tissue.

The program has three integral parts which take place in Japan
and Leipzig. The applicant has to learn the microarray technique
in the Yasui lab, using tumour specimen from Germany (tumour
bank Robert-Koch-Hospital).

All patients with bronchial carcinoma (NSCLC and SCLC) will be
included as far as tumour tissue can be obtained and written con-
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sent of voluntary participation is obtained. We expect about 70%
NSCLC and 30% SCLC. Using the tumour bank of the Robert-
Koch-Hospital 500 patients may be included over time once spe-
cimen collection and documentation of these patients are alrea-
dy in place. Once the NSCLC is expected to be the majority the pa-
tients will be statistically divided in three groups: a) NSCLC (Sta-
dium I-I1TA), b) NSCLC (Stadium IIIB-IV), ¢) SCLC.

The identified candidate genes will be assessed in a large series
of tumour. The biological relevance (is the identified gene a tu-
mour suppressor?) will be analysed in the Institute of Pathology.
The identified gene will be transfected into a cell culture system
to be able analyse possible effects on cell cycle and marker ex-
pression.

The project was designed as a collaboration project to obtain
data from Leipzig’s patients using the Japanese chip technology
and biostatistics (Abb.1). The project as described above does al-
ready exist for gastrointestinal tumors. Thus, lung tumor speci-
men will be newly included in an already existing international
scientific network collaboration effort. Therefore, the network

Abb.1 Project description (see text for
details) in which the scholarship will be em-
bedded.
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will be expanded by a new organ tumour (lung cancer), using an
already existing methodological platform. The advances of these
complex techniques will be transferred to both German partners.
The pre-existing network will be further expanded covering pul-
monary oncology as well.
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