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EINLEITUNG

Aufgaben der Abteilung sind Krankenversorgung, Lehre und For-

schung. Die Forschung hat ihren Schwerpunkt in der funktionellen

Analyse von Makrophagen und dendritischen Zellen, die in entziind-

lichen Prozessen und Neoplasien durchgefiihrt wird. Ein weiterer
Schwerpunkt ist die Analyse der Apoptose und deren Induktion
in Entziindungszellen sowie malignen Keimzelltumoren. Dariiber
hinaus wird die Wirkung von PhytoGstrogenen auf das Wachstum
von Prostatakarzinomen im TRAMP-Mausmodell untersucht. Als
Arbeitsweisen kommen neben molekularbiologischen Methoden
in vitro vor allem solche Techniken wie in situ-Hybridisierung und
Immunhistochemie sowie Immunfluoreszenz zur Anwendung, die
in histologischen Schnittprdparaten des Menschen die zelluldre
Zuordnung der Gen- und Proteinexpression erlauben.

PREFACE

Besides clinical pathology and teaching, the department of pa-

thology is also involved in research. One point of interest is the
function of macrophages and dendritic cells, which are analysed

in inflammatory and neoplastic diseases. A further research fo-

cus deals with the analysis of apoptosis and its induction during
inflammatory processes and neoplastic transformation. Besides
molecularbiological in vitro analysis, methods are applied, which
allow the direct cellular estimation of gene and protein expression
in human tissue, such as in situ hybridisation, immunohistochem-
istry and immunofluorescence.

1.
Makrophagenapoptose in granulomatésen
Entziindungsreaktionen

Granulomatdse Entziindungen stellen eine hdufige und zugleich

besondere Form der chronischen Abwehrreaktion dar, deren Ent-

wicklung auf die Abgrenzung des Agens (Fremdmaterial, Noxen oder

Erreger) vom iibrigen Gewebe abzielt. Dabei kommt es zur Diffe-

renzierung und Akkumulation von Makrophagen als Monozyten-

Abkommlinge, die nicht nur das pathologische Agens phagozytie-

ren und degradieren kénnen, sondern durch die Produktion von
Zytokinen (z.B. TNF-alpha), freien Radikalen (z.B. reactive oxygen
intermediates und NO) und lytischen Enzymen (z.B. Proteasen)

die entziindliche Reaktion amplifizieren und somit zur lokalen Ge-

websdestruktion fiihren kdnnen. In mehreren Projekten zeigten wir,

dass der programmierte Zelltod (Apoptose) von Makrophagen ei-

nen wichtigen Mechanismus in der Regulation unterschiedlicher
granulomatdser Entziindungsreaktionen darstellt. Findet eine kon-
trollierte Makrophagenapoptose statt, heilen die Granulome unter
Narbenbildung ab. Gerdt die Apoptose von Makrophagen auf3er
Kontrolle, kann es zur Destabilisierung der Granulome und somit
zur Ausdehnung der Gewebsdestruktion, zum Organversagen und
sogarzum Tode des Patienten kommen. Interessanterweise war die
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Apoptose von Makrophagen stets mitfehlender Expression des anti-
apoptotischen Proteins bcl-2 und zugleich mit verstarkter Produk-
tion von bax und TNF-alpha assoziiert. Diese Befundkonstellation
lasst vermuten, dass in Abwesenheit von bcl-2 das pro-apoptoti-
sche bcl-assoziierte x-Protein bax Homodimere bildet, die zu einer
verstdrkten Suszeptibilitat von Makrophagen gegeniiber einer TNF-
alpha-induzierten Apoptose fiihren. Unter Beriicksichtigung dieser
Daten wurden weitere in-vitro- und in-vivo-Experimente etabliert,
um genauere Aufschliisse liber die molekularen Mechanismen der
Makrophagenapoptose - als eine wichtige Determinante der Ge-
websdestruktion in verschiedenen granulomatdsen Erkrankungen
wie Tuberkulose, Sarkoidose, Katzenkratzkrankheit und Morbus
Crohn - gewinnen zu kénnen.

1.
Macrophage Apoptosis in Granulomatous Immune
Reactions

Immunity to different agents ranging from harmless foreign bodies
to aggressive microbes is often confined to granulomas, where a
long-lasting conflict between the hostand the agent may occur. The
main actor in granulomatous immune reactions is the monocyte-
derived cell population of macrophages. Once migrated into the
granulomas, macrophages not only ingest the agent into vesicles,
where they are degraded, butalso produce different cytokines (e.g.
TNF-alpha), release free radicals (e.g. reactive oxygen intermedi-
ates and NO) and secrete several lytic enzymes (e.g. proteases),
thus causing inflammation, local tissue damage, systemic symp-
toms, and in some cases even death of the host. In several studies
we were able to show that an important mechanism of regulating
macrophage activation in granulomatous immune reactions is the
programmed cell death (apoptosis). Ourresults, however, suggest
that macrophage apoptosis is a double-edge sword, which not
only restricts the destructive potential of macrophages but also,
if it gets out of control, amplifies organ destruction and disease
progress. Our conclusion that apoptotic macrophages do not ex-
press the anti-apoptotic protein bcl2, but express bax and TNF-
alpha, suggests that in the absence of bcl2 the pro-apoptotic bcl-
associated x protein bax dimerises with itself, thereby promoting
macrophage susceptibility to TNF-alpha-induced apoptosis. In the
light of these data we have designed further in vitro and in vivo
experiments to investigate molecular mechanisms which control
macrophage apoptosis and thereby the out-come of granuloma-
tous diseases such as tuberculosis, sarcoidosis, cat-scratch dis-
ease and Crohn’s disease.
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2.

Funktion tumor-assoziierter Makrophagen (TAM)
und Tumor-Stroma-interaktionen im Prostata- und
Nierenzellkarzinom

Makrophagen sind ein wesentlicher Bestandteil des Immuninfiltra-
tesin malignen Tumoren. Sie sind eine potentiell tumorzytotoxisch
wirksame Zellpopulation, die unteranderem Tumor-Nekrose-Faktor-
alpha (TNF-a) und Sauerstoffradikale sezernieren kann. Die Zytoto-
xizitdtvon TAM in Nierenzellkarzinomen ist zu Gunsten wachstums-
und metastasierungsfordernder Eigenschaften supprimiert. So wird
ihre Fahigkeit, zytotoxische Konzentrationen von Sauerstoffradi-
kalen zu sezernieren, unterdriickt. Die niedrige Konzentration von
Sauerstoffradikalen stimuliert die Produktion von Metalloprotei-
nasen in Nierenzellkarzinomzellen. Metalloproteinasen zerstéren
anatomische Barrieren und fordern somit die Tumormetastasierung.
In bisherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass rei-
fe Makrophagensubtypen mit einem Tumorprogress assoziiert
werden kdnnen. Diese Makrophagen produzieren eine Reihe von
Wachstumsfaktoren, wie z.B. VEGF, COX-2, Gastrin-releasing Pepti-
de, CXCL8, die die Angiogenese in malignen Tumoren vorantreiben
und exprimieren dariiber hinaus Matrixmetalloproteinasen. Diese
Fahigkeit wird nochmals gesteigert unter Hypoxie und unter dem
Einfluss nekrotischerTumorzellen, die besonders in progredienten
malignen Tumoren nachweisbar sind. Dariiber hinaus wird die in-
flammatorische Aktivitdt von TAM durch Hypoxie supprimiert, z.B.
durch Inaktivierung der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase
(iNOS). Somit scheinen TAM im Nierenzellkarzinom eher das Tu-
morwachstum als auch die Metastasierung zu férdern und keine
wesentliche Rolle in der Tumorrejektion zu spielen.

2.

Function of Tumour-associated Macrophages
(TAM) and Tumour-Stroma-Interactions in
Prostate and Renal Cell Carcinoma

Macrophages comprise an important component of the immune
infiltrate in malignant tumours such as renal cell carcinomas. Mac-
rophages potentially exert cytotoxic functions. They can secrete
cytotoxic molecules such as TNF-a or radical oxygen species (ROS).
Such activated macrophages can be observed in renal cell carcino-
mas. However, the ROS producing capacity of TAM is suppressed
in malignant tumours. Sublethal concentrations of ROS stimulate
the secretion of matrix metalloproteinases which lyse anatomical
barriers and support metastasis. Recent observations show that
certain mature macrophage subtypes are associated with tumour
progress. These macrophages secrete VEGF and metalloprotei-
nases enhanced by hypoxia and tumour necrosis particularly ob-
served in aggressive tumours. Furthermore, hypoxia inactivates
the inflammatory response in TAM, e.g. production of nitric ox-
ide. Therefore, TAM in renal cell carcinomas are associated with
tumour growth and spread and do not play a significant role in
tumour host rejection.
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3.
Apoptosedefizienz in malignen Keimzelltumoren
des Hodens

Maligne Keimzelltumoren des Hodens (testicular germ celltumours,
TGCT) représentieren den h&ufigsten soliden Tumor des jungen
Mannes zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr. Um auch aufer-
halbihres Entstehungsortes iiberlebensfahig und gegeniibereiner
Matrix-bedingten Apoptose (Anoikie) resistent zu bleiben, modulie-
ren TGCTihrumgebendes Stroma. Eigene Untersuchungen konnten
zeigen, dass TGCTIFNy endogen sezernieren und tiberdie Induktion
des CXC Chemokins IP-10 aufTumor-assoziierten GefdBendothelien
zur Rekrutierung IFNy-positiver T-Lymphozyten in TGCT fithren. Ob
Lymphozyten zur Reduktion der Anoikie und somit zur Apoptose-
Defizienz von TGCT beitragen, wird zur Zeit weiter untersucht. In
Anbetracht der pro- und anti-apoptotischen Wirkungen von IFNy auf
Tumorzellen zeigten eigene Untersuchungen, dass das endogene
IFN+y keine Wirkung auf die Proliferation oder Apoptose neoplasti-
scherKeimzellen aufweist. Experimente mit TGCT-Zelllinien zeigten
weiterhin, dass das endogene IFNy trotz IFNy-Rezeptor-Expression
nicht in der Lage ist, den nachgeschalteten Transkriptionsfaktor
Stat-1 (signal transducer and activators of transcription) zu phos-
phorylieren. Somit scheint die Resistenz der Tumorzellen gegeniiber
dem endogenen IFNy aufeinem Defekt der Rezeptor-Transkriptions-
faktor-Signaliiberleitung zu beruhen. Um mégliche Signaltransduk-
tionswege zu charakterisieren, deren Inhibition bzw. Aktivierung
zur Apoptose-Defizienz in TGCT fiihren, wurden TGCT-Zellinien auf
Apoptose-regulierende Gene untersucht. Mittels cDNA Macroarray,
real-time RT-PCR, Western blot, Caspase-Aktivitdts-Assay, in-situ-
end-Labelling und Immunzytochemie konnte nachgewiesen werden,
dass die Aktivierung des Mitogen-Activated Protein (MAP)-Kinase-



Pathways bei der Apoptoseregulation von TGCT eine entscheidende
Rolle spielt und eine der Ursachen der Apoptose-Defizienz in mali-
gnen Keimzellneoplasien sein konnte. Um die Regulation des MAP-
Kinase-Pathways ndher zu charakterisieren, sollen TGCT-Zellinien
mittels speziellen cDNA-Microarray auf Gene untersuchtwerden, die
nach Aktivierung des MAP-Kinase-Pathways ihre Expression verdn-
dern. Die hierbei erhobenen in vitro Befunde sollen anschlieBend
in situ auf ihre biologische Relevanz tiberpriift werden.

3.

Deficiency of Apoptosis in Malignant Germ Cell
Tumours of the Testis

Testicular germ cell tumours (TGCT) are the most common solid
malignancy in young males from 20 to 40 years old. To survive out-
side theirorigin and become resistant to matrix-induced apoptosis
(anoikis) TGCT modulate their surrounding stroma. Our studies re-
vealed that TGCT secrete IFNvy thus leading to induction of the CXC
chemokine IP-10 in endothelial cells and thereby contributing to
the recruitment of IFNy+ Tlymphocytes. Whether lymphocytes may
reduce the anoikis and thereby the apoptosis deficiency of TGCT is
currently under investigation. Considering the pro- and anti-apop-
totic effects of IFNy on tumour cells, our investigation showed that
endogenous IFNvy has no effect on proliferation and apoptosis in
malignant germ cells. Studies with TGCT cell lines demonstrated
thatendogenous IFNvy is unable to phosphorylate the downstream
transcription factor Stat-1 (signal transducer and activators of tran-
scription). It is tempting to speculate that despite IFNy secretion
and IFNy receptor expression TGCT circumvent effects of the en-
dogenous IFNvy at the level of receptor/STAT signal transduction. To
characterise signal transduction pathways involved in inhibition or
activation of apoptosis TGCT, cell lines were analysed forthe expres-
sion of apoptosis-regulated genes by cDNA-Macroarray, real-time-
RT-PCR, Western blot, Caspase-assays, In-situ-end-labelling and
immunocytochemistry. It was possible to show that the mitogen-
activated protein (MAP) kinase pathway plays an essential role in
apoptosis regulation of TGCT and may contribute to the apoptosis
deficiency in TGCT. To clarify the regulation of MAP kinase pathway
TGCT celllines will be analysed on differential gene expression after
MAP kinase pathway activation by cDNA microarray. Thereafter, in
vitro expressed genes will be proved on their biological relevance
in TGCT in vivo.
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4.

Der Einfluss des Phytodstrogens Tectorigenin auf
das Insulin-like-Growth-Factor-System im
Prostatakarzinom

Die Entstehung einer Krebskrankheit beruht in der Regel nicht auf
einer einzigen Ursache, sondern auf einer Kombination verschie-
denster Faktoren. Epidemiologische Studien belegen, dass eine
asiatisch gepragte Erndhrung das Risiko von hormonabhdngigen
Karzinomen senkt. Angeregt durch diese Beobachtungen haben wir
Wirkstoffe pflanzlichen Ursprungs hinsichtlich ihres Potenzials zur
protektiven odertherapeutischen Anwendung im Prostatakarzinom
untersucht. Hier ist in erster Linie das Isoflavon Tectorigenin aus
der asiatischen Heilpflanze Belamcanda chinensis zu nennen. Wir
konnten zeigen, dass Tectorigenin auf den im Prostatakarzinom
pathologisch {iberaktiven Androgen-Rezeptor und dessen Koakti-
vatoren Einfluss nimmt und die Ausprdgung eines weniger malig-
nen Phdnotyps der Tumorzellen in vitro bewirkt. Derzeit werden in
dem Maus-Prostatatumormodell TRAMP die prdventive als auch
die therapeutische Wirkung von Tectorigenin sowie die zugrunde-
liegenden Wirkungsmechanismen untersucht.

Die Aussichten fiir eine erfolgreiche Therapie des Prostata-
karzinoms verschlechtern sich rapide, sobald die malignen Zellen
invadieren und sich jenseits des unmittelbaren periprostatischen
Gewebes ausgebreitet haben. Ein weiterer Forschungsschwerpunkt
im Bereich des Prostatakarzinoms ist daher die Entwicklung von
effizienten molekularen Markern, welche die Progression und Ma-
lignitdt von Prostatatumoren detektieren bzw. differenzieren kdn-
nen. In Kooperation mitverschiedenen Arbeitsgruppen konnten wir
im Laufe der letzten Jahre mittels lasergestiitzter Mikrodissektion,
Array-Expressionsanalysen und in vitro-Studien Kandidatengene
identifizieren und charakterisieren, die Einfluss auf die Prolifera-
tion, Apoptose, Invasivitat und Motilitdt von Prostatakrebszellen
besitzen. Momentan werden funktionelle Studien ausgewahlter
Kandidatengene in vivo mit Hilfe von transgenen Mausmodellen
durchgefiihrt.

4,
Effect of the phytoestrogene tectorigenin on the
IGF signalling cascade in prostate carcinoma

The development of canceris mostly caused by a combination of dif-
ferentfactors. However, epidemiological studies could show thatan
asian-style nutrition decreases the risk of hormone dependent car-
cinomas. Due to these observations we analyse plant components
regarding their potentials in protective or therapeutic treatment of
prostate cancer. Namely tectorigenin, an isoflavone extracted from
the asian medical plant Belamchanda chinensis, was shown to
influence the pathologically overactive androgen receptor and its
coactivators to induce a less malignant phenotype in tumourcells.
To date, the protective and therapeutic properties of tectorigenin as
well as the underlying mechanism are studied by using the mouse
prostate cancer model TRAMP.



The prospects of a successful therapy of prostate tumours are rap-
idly decreasing aftermalignant cells have invaded through the pros-
tate capsule and grow in periprostatic tissues. One furtherkeyissue
in prostate cancerresearch is to develop molecular markers that can
effectively detect and distinguish the progression and malignancy
of prostate tumours as well as provide insights into prostate tumour
developmentorbehaviour. In cooperation with different groups and
by using techniques such as laser capture microdissection, array
expression analyses and in vitro studies we could isolate and char-
acterise candidate genes, which influence proliferation, apoptosis,
invasiveness and motility of prostate cancer cells. Currently, we are
investigating the role of selected target genes in prostate tumour
progression by using transgenic mouse models.
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