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EINLEITUNG

Die Abteilung Molekulare Pharmakologie hat molekulare Mechanis-

men der Gentranskription vornehmlich, aber nichtausschliefilich, im
Zusammenhang mit der Erkrankung Diabetes mellitus untersucht. Es
wurden Signalketten charakterisiert, welche von der Zellmembran
bis in den Zellkern reichen und dort Gene ein- oder ausschalten. Es

wurde insbesondere untersucht, wie Arzneimittel mit diesen Me-
chanismen interferieren und so therapeutisch erwiinschte oder un-

erwiinschte Wirkungen erzielen. Zu den betrachteten Arzneimitteln
zdhlen orale Antidiabetika, Immunsuppressiva wie Cyclosporin Aund
Tacrolimus sowie Antidepressiva. Weiterhin wurde in der Abteilung
auf dem Gebiet der arzneimittelinduzierten Apoptose geforscht.

Ab Oktober 2008:

Die Abteilung Pharmakologie befasst sich mit klassisch pharmako-
logischen, aberauch gen- und zelltherapeutischen Ansédtzen zur Be-
handlung schwerer Herzerkrankungen. Es ist das Ziel pathophysio-

logisch relevante Signalkaskaden zu identifizieren, im Tiermodell zu
validieren und schliefllich therapeutisch zu manipulieren. Auf der
anderen Seite wird das therapeutische Potential von Stammzellen

sowie von bioartifiziellem Herzgewebe untersucht. Neben klas-

sischen embryonalen und adulten Stammzellen untersuchen wir
das therapeutische Potential induzierter und parthenogenetischer

Stammzellen. Die Verfligbarkeit von GMP-zertifizierten Reinraum-

laboratorien wird eine klinische Umsetzung zelltherapeutischer
Verfahren vereinfachen. Um Prozesse der Stammzellentwicklung
besserzu verstehen, erforschen wir molekulare Regelkreise, die in

der embryonalen Herzentwicklung von Bedeutung sind. Ein weite-

rer Schwerpunkt der Abteilungist die Generierung und Anwendung

bioartifizieller Gewebe in der Erforschung der Arzneimittelsicher-
heit. Eine wesentliche Nebenwirkung vieler Arzneimittel ist die In-
duktion von Herzrhythmusstérungen. Durch eine pra-klinische An-
wendung kiinstlicher Herzgewebe als pharmakologisches Testsys-

tem konnte dieses Gefdhrdungspotential bereits frith erkannt und
damitdie Arzneimittelentwicklung maBgeblich beeinflusst werden.
Parallel werden Mechanismen der Muskeltoxizitdt von HMG-CoA-
Reduktase-Hemmern an bioartifiziellem Skelettmuskel erforscht,
ebenfalls mit der Absicht die Anwendung dieser weit verbreiteten
Arzneimittelklasse sicherer zu machen.

PREFACE

The Department of Molecular Pharmacology investigated molecu-
lar mechanisms of gene transcription, mainly but not exclusively
in the context of Diabetes Mellitus. Signalling cascades, connect-
ing the plasma membrane with nuclear transcription factors, were
analysed. Drugs interfering with these mechanisms were studied
in order to explain their desired and undesired effects. Oral antidi-
abetic drugs, immunosuppressants like cyclosporine A and tacroli-
mus and antidepressive drugs were among the drugs investigated.
In addition, drug-induced apoptosis was studied.
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Since October 2008:

The Department of Pharmacology investigates pharmacological
as well as gene- and cell-therapeutic approaches to treat malig-
nant heart disease. The goal is to identify pathophysiologically
relevant signalling cascades, validate them in animal models, and
finally modulate them to achieve a therapeutic effect. Another
main focus is the exploitation of the therapeutic potential of stem
cells and bioartificial myocardium. In this context, embryonic and
adult, but also novelinduced and parthenogenetic stem cells are
investigated, utilized to tissue engineer myocardium, and subse-
quently tested in pathophysiologically relevant animal models.
The availability of GMP-approved clean rooms should facilitate
the clinical translation of this research. These studies are com-
plemented with the investigation of molecular signalling path-
way, controlling physiological and pathological cardiac growth.
Another research focus is the application of tissue engineered
heart and skeletal muscle in drug development and drug safety
assessment: (1) Arrhythmias are a common side-effect associated
with many novel compounds; an early preclinical identification
of potentially fatal side-effects would have a major impact on
drug development. (2) Muscle toxicity is a common side-effect
of HMG-CoA-reductase inhibitors; the aim is to understand the
underlying molecular mechanisms and ultimately improve safety
of the respective class of compounds.

1.
Regqulation der Transkription von
Pankreasspezifischen Genen und [3-Zellmasse

Die Peptidhormone Insulin und Glucagon sind wesentliche Regu-
latoren des Blutzuckerspiegels. Sie werden in unterschiedlichen
Zelltypen der Pankreasinseln gebildet. Ihre Synthese, Sekretion
und Wirkung ist bei Diabetes mellitus gestort. Eine vertiefte Kennt-
nis der Regulation der Gene, welche fiir diese Peptidhormone ko-
dieren, bildet die Grundlage fiir ein verbessertes Verstdandnis der
Blutzuckerregulation, der Volkskrankheit Diabetes mellitus und
ihrer Therapiemoglichkeiten. Durch transiente Transfektionen in
Zellkultur und in vitro Analysen von Protein-Protein Interaktio-
nen konnten wir zeigen, dass Thiazolidindione, eine Klasse von
oralen Antidiabetika, die Glucagongentranskription hemmen,
indem sie an ihren Rezeptor, den Transkriptionsfaktor PPARY,
binden und als Heterodimer mit dem Transkriptionsfaktor RXRa
die Glucagongentranskription hemmen. Wesentlich fiir eine ab-
gestimmte Regulation der Synthese und Sekretion der auf den
Blutzucker gegensétzlich wirkenden Peptidhormone Insulin und
Glucagon ist die Hemmung der Glucagon-Gentranskription und
Sekretion durch Insulin. Im Rahmen der Entstehung einer diabe-
tischen Stoffwechsellage sind Insulin- und Glucagonspiegel im
Blut erh6ht. Dieses deutet auf eine Insulinresistenz der Glucagon
produzierenden a-Zellen hin. Wir konnten in einer a-Zelllinie und
in primdren Langerhans’schen Inseln zeigen, dass eine langfristige
Insulinbehandlung die Insulin-induzierte Hemmung der Glucagon-
gentranskription aufhebt. Ursachlich fiir diese Insulinresistenz



scheint derverstarkte Abbau des Insulinrezeptors zu sein. Entziind-
liche Zytokine, aber auch Arzneimittel kdnnen zu der Entwicklung
des Diabetes mellitus beitragen, indem sie die Funktion oder die
Masse derInsulin produzierenden B-Zellen vermindern. Wir konn-
ten in einer B-Zelllinie und in primdren Langerhans’schen Inseln
von transgenen Mdusen zeigen, dass das Zytokin Interleukin-18
die Insulingentranskription durch Verminderung der Aktivitadt des
Transkriptionsfaktors MafA hemmt. Wir konnten ebenfallsin einer
B-Zelllinie zeigen, dass die Kinase DLK die transkriptionelle Akti-
vitdt von CREB verminderte. Da CREB essentiell fiir die Aufrechter-
haltung von Funktion und Masse von B-Zellen ist, kann dies einen
neuen Mechanismus fiir die Entstehung von Diabetes darstellen.
Tatsachlich verminderten die Immunsuppressiva Cyclosporin A
und Tacrolimus, deren unerwiinschte Wirkung u.a. die Entwicklung
eines Posttransplantationsdiabetes ist, durch Aktivierung von DLK
das Uberleben einer p-Zelllinie.

1.
Requlation of transcription of pancreas specific
genes and 3 cell mass

The peptide hormones insulin and glucagon are essential regula-
tors of blood glucose levels. They are synthesised within distinct
cell types of pancreatic islets. In diabetes mellitus, their synthe-
sis, secretion, and action are disturbed. Deep knowledge in the
regulation of genes that determine these hormones forms the
basis for a better understanding of blood glucose regulation of
the pathophysiology of the endemic disease diabetes mellitus
and therapy strategies. Using transient transfection assays and in
vitro analysis we showed that thiazolidindiones, a class oral an-
tidiabetic drugs, inhibited glucagon gene transcription by binding
to their intracellular receptor PPARy heterodimerized with RXRa.
Crucial forthe coordinated synthesis and secretion of insulin and
glucagon, which alter blood glucose levels in opposite ways, is
the inhibition by insulin of glucagon gene transcription and secre-
tion. During the pathogenesis of diabetes elevated plasma insulin
and glucagon levels are found, suggesting an insulin resistance
already at the level of the glucagon producing «-cell. Using an
a-cell line and primary islets of Langerhans we showed that long-
term treatment with insulin prevented insulin-induced inhibition
of glucagon gene transcription. This lack seems to be due to an
enhanced degradation of the insulin receptor. Proinflammatory
cytokines and drugs may participate in the pathogenesis of dia-
betes mellitus. In a B-cell line and in primary islets of Langerhans
of transgenic mice the cytokine interleukin-1p inhibited human
insulin gene transcription by reducing the transcriptional activity
of MafA. The transcriptional activity conferred by another protein,

CREB, was reduced by the kinase DLK. Given that CREB is essen-

tial for the maintenance of B-cell function and mass, our finding
might represent a novel mechanism for the pathogenesis of dia-
betes. Indeed, the immunosuppressive drugs cyclosporin A and
tacrolimus, known for their diabetogenic effect, induced apopto-
sis by activating DLK.
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2.
Requlation des Transkriptionsfaktors CREB
durch Antidepressiva

Das basische-Region-Leucin-Zipper-Protein CREB ist der bestunter-
suchte cAMP-abhangige Transkriptionsfaktor. Seine Aktivitat wird
auch durch Calcium-aktivierte und andere Signalwege reguliert. Es
gibt gute Hinweise darauf, dass CREB langfristige Wirkungen vieler
Medikamente vermitteln konnte, darunter die Immunsuppressiva
Cyclosporin Aund Tacrolimus sowie Antidepressiva. Antidepressiva
heben bei Patienten eine depressive Verstimmung erst nach lange-
rer Behandlung auf. Diese verzdgert eintretende klinische Wirkung
kénnte molekular mit einem unter der Therapie langsam sich ent-
wickelnden neuen Muster der Genexpression im Gehirn als Grund-
lage einer neuronalen Adaptation erklart werden. Wir konnten an
transgenen Mdusen zeigen, dass psychosozialer Stress die CRE/
CREB-abhéangige Gentranskription in mehreren Gehirnabschnitten
erhdhte. Mehrwdchige Behandlungen mit dem Antidepressivum
Imipramin oder dem Phasenprophylaktikum Lithium reduzierte
die durch den psychosozialen Stress hervorgerufenen CRE/CREB-
abhédngige Gentranskription. In Zellkultur konnten wir zeigen, dass
eine kurzfristige Lithiumgabe direkt die durch cAMP stimulierte
CREB-abhé&ngige Gentranskription steigerte. Dieser Lithiumeffekt



wird durch den CREB Koaktivator TORC vermittelt. Weiterfiihrende
invitro Untersuchungen zeigten, dass Lithium direkt die Interaktion
zwischen TORC und CREB sowie zwischen den CREB Koaktivatoren
TORC und CBP stabilisiert.

2.
Regqulation of the Transcription Factor CREB by
Antidepressants

The basic region-leucine zipper protein CREB is a well established
cAMP-dependent transcription factor. Its activity is also regulated
by calcium-activated and other signalling pathways. Several lines
of evidence suggest that CREB may mediate long-term effects of
several drugs, including immunosuppressants like cyclosporine A
and tacrolimus as well as antidepressants. Antidepressant therapy
is known to be associated with a lag phase before the onset of
the clinically beneficial effects consistent with slow onset adaptive
changesthat can be viewed as drug-induced neuronal plasticity and
may be based, at the molecular level, on drug-induced changes in
gene expression. Using transgenic mice we showed that psychoso-
cial stress enhanced CREB-dependent gene transcription in several
brain regions. Treatment of mice for three weeks either with the
antidepressant imipramine or the mood stabilizer lithium reversed
the elevated CREB transcriptional activity elicited by psychosocial
stress. Using transfection assays in cell lines we showed that short
term incubation with lithium enhanced CREB-directed transcription
stimulated by cAMP. This effect of lithium was conferred by the newly
identified co-activator of CREB, TORC. Subsequent in vitro studies
demonstrated thatlithium directly enhanced the interaction between
CREB and TORC and between the CREB coactivators TORC and CBP.
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3.

Arzneimittel-induzierte Apoptose als Konsequenz
der Hemmung von Ser/Thr-Phosphatasen -
Wirksamkeit in Zytostatika-resistenten Tumorzellen
und potentielle Resistenzmechanismen gegen
Phosphatasehemmstoffe

Natiirliche Hemmstoffe der Ser/Thr-Phosphatasen PP1 und PP2A
waren in Tumorzellen, die durch diverse Mechanismen eine Re-
sistenz gegen klassische Zytostatika zeigten, in sehr unterschied-
lichem Ausmag in ihrer pro-apoptotischen Potenz eingeschrankt.
Daher ist vorstellbar, dass durch kalkulierte Wahl aus strukturell
verschiedenen Hemmstoffen auch in anderweitig resistenten Zel-
len Uiber diesen Wirkmechanismus eine Apoptose zu erreichen ist.
Dariiber hinaus wurde auf Genexpressions- wie Funktionsebene
versucht, potentielle Resistenzmechanismen gegen die natiirlichen
Phosphatasehemmstoffe zu charakterisieren. Parallel wurde das
pro-apoptotische Potential synthetischer Phosphatasehemmstof-
fe aus einer Gruppe von verwandten Stoffen bzw. Derivaten des
Nitrostyrols (Synthese durch das Labor von Prof. Eger, Pharmazeu-
tische Chemie, Universitat Leipzig) in Multi-Drug-resistenten bzw.
durch Uberexpression von anti-apoptischen Proteinen in apopto-
sedefizienten Tumorzellen tiberpriift. In Kooperation mit Dr. C. Zie-
mann (Genetische Toxikologie, Fraunhofer Institut fiir Toxikologie
und Experimentelle Medizin Hannover) wurden die zentralen Me-
chanismen der Zytotoxizitdt von Nitrostyrol und seinen Derivaten
weitergehend charakterisiert.

3.

Drug-Induced Apoptosis as Consequence of the
Inhibition of Ser/Thr-Phosphatases - Activity in
resistant tumour cells and potential mechanisms
of resistance against phosphatase inhibitors

Natural inhibitors of ser/thr-phosphatases PP1 and PP2A varied
distinctly in their potency to induce apoptosis in multi-drug-resis-
tant tumour cells. Therefore, it appeared reasonable to assume
that by calculated choice between structurally divergent inhibitors
it remains possible to induce apoptosis by phosphatase inhibi-
tion in otherwise drug-resistant tumour cells. In addition, it was
attempted to characterize mechanisms of potential resistance to-
wards natural phosphatase inhibitors by expression and function-
al screening. In parallel, the pro-apoptotic potential of synthetic
phosphatase inhibitors derived from nitrostyrene (synthesis in the
lab of Prof. Eger, Pharmaceutical Chemistry, University of Leipzig)
was investigated in multi-drug-resistant cells ortumour cells made
apoptosis-deficient by over-expression of anti-apoptotic proteins.
In cooperation with Dr. C. Ziemann (Genetic Toxicology, Fraunhofer
Institute of Toxicology and Experimental Medicine Hannover) the
central mechanisms of nitrostyrene induced cytotoxicity was inves-
tigated in more detail.
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4.
Kardiale Regeneration mit bioartifiziellem
Herzgewebe

Herzinfarkt und Herzinsuffizienz zdhlen zu den weltweit hdufigsten
Todesursachen. Klassische pharmakologische wie auch interventi-
onelle Therapieansdtze haben zu einer deutlichen Reduktion der
Akut-, abernicht zu einerVerminderung der Langzeit-Morbiditat und
Mortalitat beigetragen. Ursdchlich fiir dieses Dilemma ist die Unfa-
higkeit des Herzmuskels zur Eigenreparatur. Als neuer reparativer
Ansatz wird daher die Implantation von Herzmuskelzellen, abge-
leitet aus Stammzellen, propagiert. Obgleich es bei diesem Ansatz
scheinbar mittelfristig zu einer leichten Verbesserung der Herzfunk-
tion kommt, sind die Belege fiir einen echten Herzmuskelaufbau we-
nig tiberzeugend. Erschwert wird die kardiale ,,Zelltherapie® durch
den Verlust implantierter Zellen einerseits durch Zelltod und ande-
rerseits durch eine mangelhafte Ansiedlung im defekten Myokard.
Die Anwendung von bereits im Labor generiertem und strukturell
wie funktionell charakterisiertem bioartifiziellen Herzgewebe soll
es ermoglichen, neue gréRere Muskelelemente passgenau in de-
fektes Myokard zu integrieren. In Vorarbeiten an den Pharmakologi-
schen Instituten der Universitdten Erlangen-Nirnberg und Hamburg
konnten wir bereits zeigen, dass dies prinzipiell moglich ist (u.a.
Zimmermann et al. 2006, Nat Med). Ein Schwerpunkt liegt nun in
derEntwicklung humanerund zugleichimmunologisch ,,passender*
Gewebeimplantate zur Anwendung als partieller Herzwandersatz
(z.B. nach Herzinfarkt), zur Rekonstruktion kompletter Herzanteile
(z.B. bei kongenitalen Herzfehlbildungen) oder zur globalen Unter-
stiitzung insuffizienten Myokards (z.B. bei dilatativer Kardiomyopa-
thie). Neben embryonalen und adulten Stammzellen untersuchen
wir ebenfalls das Potential induzierter und parthenogenetischer
Stammzellen, um Abstoflungsprozesse zu umgehen. Ein Schritt in
diese Richtung ware z.B. der Aufbau einer HLA-typisierten Stamm-
zellbank. Parallelzum reinen Muskelersatz befassen wiruns mit der
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Bereitstellung von therapeutischen parakrinen Faktoren, u.a. zur
Induktion von GefdBwachstum und Schutz vor Apoptose entweder
iber native oder genetisch manipulierte Zellen.

Die Herstellung bioartifizieller Herzgewebe aus Stammzellen
setzt ein tiefes Verstandnis der kardialen Entwicklungsbiologie vo-
raus. In diesem Zusammenhang werden Molekiilen erforscht, die
einerseits kardiale Vorlduferzellen markieren und andererseits als
potentieller , kardiogener Schalter fungieren konnten (u.a. Isl1).

4.
Cardiac repair with tissue engineered myocardium

Myocardial infarction and heart failure constitute the main cause
of death throughout the world. Innovations in pharmacologicaland
interventional therapy have reduced acute, but did not affect long-
term morbidity and mortality. The reason for this dilemmais the lack
of regenerative capacity in heart muscle. This is why implantation
of heart cells, derived from stem cells, has gained significant at-
tention as a potentially reparative approach. Sustained reparative
effects of cardiac cell therapy have not been observed so far, de-
spite some evidence for a short-term improvement of myocardial
performance. High cell death and low cell retention are considered
as the main limitations of this approach. This is why we focus on
tissue engineering of structurally and functionally defined heart
tissue in vitro, and its subsequent implantation in vivo. Previous
work of the group at the Institutes of Pharmacology at the Univer-
sities of Erlangen-Nuremberg and Hamburg provided proof-of-con-
cept for this approach (e.g. Zimmermann et al. 2006, Nat Med). A
main research focus of our group is to advance tissue engineering
concepts to generate human and immunologically suitable graft
material for partial heart repair (e.g. after myocardial infarction),
myocardial reconstruction (e.g. in patients with cardiac malforma-
tions), and global heart support (e.g. in patients with dilative car-
diomyopathy). Embryonic and adult stem cells, as well as novel
induced and parthenogenetic stem cells to circumvent immuno-
logical complications, are within the focus or our research efforts.
A step towards clinical translation would be the establishment of
a HLA-characterized stem cell bank. In parallel to our efforts to re-
muscularize a failing heart, we aim at allocating therapeutic para-
crine factors (e.g. to induce vascularization or provide protection
from apopotsis) via naive or genetically enhanced cells.

The generation of bio-artificial myocardium from stem cells re-
quires a deep understanding of cardiac developmental biology. We
consequently aim at identifying molecules, that on the one hand
mark cardiac progenitor cells and on the other hand could func-
tional as “cardiogenic-switch” (such as Isl1).
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5.
Entwicklung von in vitro Modellen fiir die
Arzneimittelsicherheitsanalytik

Arzneimittelnebenwirkungen sind wesentliche Morbiditdts- und
Mortalitdatsfaktoren. Ein friihes Erkennen von gefdhrlichen Neben-
wirkungen ist - genauso wie ein Verstdndnis der zugrunde liegen-
den molekularen Mechanismen - fiir die Breitstellung sicherer und
zugleich effektiver Arzneimittel von entscheidender Bedeutung.
Herzrhythmusstdrungen, ausgeldst z.B. durch die Blockade von
HERG-Kaliumkanalen, sind haufig und kdnnen tédlich sein. Dies
hat dazu gefiihrt, dass alle neuen Arzneimittel beziiglich dieser
Nebenwirkung getestet werden miissen. Je friher ein relevantes
Testergebnis vorliegt, umso besser lassen sich Entscheidungen
iber eine Weiterentwicklung im Rahmen (pra)klinischer Testun-
gen treffen. Menschliche kiinstliche Herzgewebe lassen sich hier
vermutlich als Testsystem verwenden. Zugleich bietet sich durch
die Anwendung von Stammzellen aus Patienten mit genetischen
Defekten die Moglichkeit, (Neben-)Wirkungen von Arzneimitteln
auch vor dem Hintergrund definierter Molekiilstérungen zu unter-
suchen (Gen-Funktionsbeziehungen). Damit ldsst sich die Arznei-
therapie einerseits sichererund auf deranderen Seite individueller
(d.h. krankheitsangepasst) gestalten.
HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (so genannte Statine) senken
LDL-Cholesterin und gehoren zu den am haufigsten verschriebe-
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nen Medikamenten. Statine zeigen Dosis-abhadngig muskeltoxi-
sche Effekte, die in maximaler Auspragung bis hin zu einer Rhab-
domyolyse fithren konnen. Die zugrunde liegenden Mechanismen
sind weitestgehend unklar. Nach Entwicklung eines bioartifiziellen
Skelettmuskelmodells versuchen wir auf der einen Seite Konzent-
rations-Nebenwirkungs-Beziehungen unterschiedlicher Statine zu
beschreiben und dann schliefilich die zugrunde liegenden moleku-
laren Mechanismen zu identifizieren. Unsere bisherigen Befunde
deuten auf eine erhohte Apoptoseneigung durch einen gestdrten
intrazelluldren Calciumhaushalt hin.

5.
Development of in vitro models for drug safety
assessment

Unwanted drug effects contribute significantly to morbidity and
mortality. An early (pre-clinical) identification of serious side-effects
as well as an understanding of the underlying molecular mecha-
nisms are essential forthe development of safe and effective drugs.
Arrhythmias, e.g. caused by blockade of HERG-potassium chan-
nels, are common and potentially deadly side-effects of numerous
drugs. This is why every drug has to be screened for its potential
to induce fatal arrhythmias. We anticipate that human engineered
heart muscle will facilitate drug toxicity and side-effect screening
(Long-QT-Screen). In addition, utilization of human stem cells with
genetic alterations will enable the identification of (side-)effects in
the context of a disease-associate molecular alteration. This will
not only improve individual drug treatment, but may also help to
decipher gene-function relations-ships.

HMG-CoA-reductase inhibitors (statins) lower LDL-cholester-
ol and are widely prescribed. Statin treatment is associated with
dose-dependent muscle-toxicity, which can lead to rhabdomyolysis
and associated mortality. The underlying mechanisms that lead to
muscle destruction are largely unknown. We developed a tissue
engineered skeletal muscle system to facilitate the identification
of statin-related toxicity. Preliminary data suggest that increased
apoptosis under statin treatment may be the consequence of patho-
logical intracellular calcium-handling.
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