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Zellulare Homoostase

WIPI-Proteine in der Autophagie
humaner Zellen
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Autophagie halt unsere Zellen jung. Funktionelle Dysregulationen der
Autophagie korrelieren mit der Entwicklung von altersbedingten
Erkrankungen des Menschen. WIPI-Proteine sind entscheidende Faktoren
im Prozess der Autophagie und kdnnten sich als therapeutische Ziel-

strukturen eignen.

Autophagy secures cellular youth. Functional dysregulation of autophagy
correlates with age-related human diseases. WIPI proteins are crucial
factors in the process of autophagy and provide a putative target for the-

rapeutic modulation of autophagy.

Autophagie

B Autophagie ist ein essenzieller Mecha-
nismus zur Aufrechterhaltung der zellularen
Homdostase, der friihzeitig in der Evolution
entstanden ist [1]. Die Aufgabe der Autopha-
gie ist es, zytoplasmatische Bestandteile, dar-
unter langlebige Proteine und Zellorganellen,
abzubauen und dem zellularen Recycling-
prozess wieder zuzufiihren. Die Autophagie
ist auf einem basalen Niveau kontinuierlich
aktiv, wird aber gezielt in Stresssituationen
aktiviert. Liegen Néhrstoffe in unzureichender
Menge vor, leiten betroffene Zellen gezielt
autophagosomale Prozesse zur Kompensation
ein und beginnen, zelleigene Bestandteile zu
verdauen. Daher die Bezeichnung Autopha-
gie, wortlich Selbstfressen (griech. auto:
selbst, phagia: fressen). In Extremsituatio-
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A Abb. 1: Modell zur verminderten Aktivitat
der Autophagie und der Entwicklung alters-
bedingter Erkrankungen des Menschen.
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nen, z. B. bei schwerwiegenden Zellschadi-

gungen, kann entweder die Apoptose oder

aber der sogenannte autophagosomale Zell-
tod — ein nicht apoptotischer, programmierter

Zelltod - eingeleitet werden.

Einzigartig fiir den Prozess der Autopha-
gie ist die Ausbildung des Autophagosoms,
ein zelluldres Vesikel, das das abzubauende
Material (Cargo) mit einer Doppelmembran
umschlieBt und nachfolgend - zum proteoly-
tischen Abbau - mit Lysosomen fusioniert.
Das Cargo ist durch die Doppelmembran des
Autophagosoms vom Zytoplasma abge-
schlossen, sodass kein Entweichen erfolgen
kann.

Die normal verlaufende Autophagie ist an
wichtigen physiologischen Prozessen betei-
ligt ist. Dazu gehoren:

e Uberdauern natiirlicher zelluldrer Hun-
gerzustande,

e Eliminierung von Organellen, die entwe-
der iiberzdhlig (Peroxisomen) oder gescha-
digt (Mitochondrien) sind,

e Eliminierung von intrazelluldaren Protein-
aggregaten,

e Eliminierung von infektiosen Erregern
(Bakterien, Viren).

Autophagie ist also ein Mechanismus zur
Uberlebenssicherung der einzelnen Zelle,
zugleich aber auch ein Selbstmord-Programm

fiir geschidigte Zellen, um das Uberleben

eines multizelluldaren Organismus zu sichern.

Es ist daher leicht zu verstehen, dass eine

fehlregulierte oder verminderte autophagi-

sche Aktivitat, wie wir sie vermutlich im Alter
vorfinden, zwangslaufig in ein zelluldres Des-
aster flthren muss, das sich in einer ganzen

Bandbreite von Krankheiten manifestiert

(Abb. 1, [2]):

e Entstehung von Krebs (fehlende Tumor-
suppression, fehlregulierter Zelltod, feh-
lende Eliminierung geschadigter Organel-
len),

e Ansammlung neurodegenerativer Plaques
bei Demenzerkrankungen (gestorter intra-
zelluldrer Proteinabbau),

e Muskelerkrankungen (neuromuskulédre
Syndrome, Myopathien),

e Infektionserkrankungen (gestorte auto-
phagosomale Eliminierung intrazellularer
Erreger),

e funktionelle Leberinsuffizienz.

Unverstanden ist, welchen Vorteil bzw. wel-
chen Nachteil die Autophagie der Tumorzel-
le in verschiedenen Stadien der Tumorpro-
gression bietet. Die Tumorzelle kann die Auto-
phagie-Maschinerie, ebenso wie pathogene
Erreger, nutzen. Eine Hochregulation der
Autophagie im Friihstadium der Tumorent-
stehung kann der Tumorzelle so eine relative
Unabhéngigkeit von umgebenden Ndhrbe-
dingungen verschaffen. Im Endstadium der
Progression aber behindert eine funktionie-
rende Autophagie das autonome Uberleben
der Tumorzelle: Die Autophagie, ebenso wie
die Apoptose, wird herunterreguliert, um dem
Tod zu entkommen. Dieses Zusammenspiel
- bislang hypothetisch — mochten wir verste-
hen lernen.

WIPI

Mithilfe des entwickelten no-hybrid-Verfah-
rens [3] haben wir eine neuartige, humane
WD40-Proteinfamilie identifiziert, die WIPI-
Familie (WIPL: WD40-repeat protein interac-
ting with phosphoinositides). Humane WIPI-
Gene sind evolutiondr hochkonserviert und
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A Abb. 2: Modell zum Prozess der Autophagie. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Auto-
phagosoms in humanen U20S-Zellen nach Induktion der Autophagie durch Aminosduremangel.
Weitere Erklarungen im Text (Kooperation der Teilprojekte A3 /Proikas-Cezanne und Z2 /Schaller

im SFB 773 der DFG).
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A Abb. 3: WIPI-1 Puncta-Formation Assay (Deutsche Patentanmeldung P 44 586 DE). Intrazellula-
re Lokalisation von griin fluoreszierendem WIPI-1-Protein zur Messung der Autophagie in huma-
nen Zellen. Transiente Transfektion von GFP-WIPI-1 und Anféarbung der Zellkerne mit TOPRO3

(blau). MaBstab: 20 um.

Homologe existieren auch in Hefen und Pflan-
zen [4]. Wir erkannten eine interessante Kor-
relation zwischen fehlregulierter WIPI-Genex-
pression und Tumorprogression; unsere Expe-
rimente deuten auf eine aberrante Genex-
pression aller WIPI-Gene (WIPI-1, -2, -3 und
-4) in verschiedenen Tumoren menschlicher
Patienten hin. So ist z. B. die Expression von
WIPI-1 in Tumoren der Haut und in verschie-
denen malignen Melanom-Zelllinien stark
erhoht. Eine erhohte Expression von WIPI-1
und WIPI-3 haben wir respektive im Cervix-
karzinom und in Tumoren des Uterus gefun-
den. Im Gegensatz dazu ist die Expression
von WIPI-2 und WIPI-4 im Nierenkarzinom
und in Tumoren des Pankreas nahezu aus-
geschaltet [4]. Wir mochten dringend die Fra-
ge beantworten, ob die WIPI-Gene als Tumor-
suppressorgene wirken konnen und somit

direkten Einfluss auf die Tumorentstehung
nehmen.

WIPI-1 und Autophagie

Ein intrazelluldres Signalnetzwerk reguliert
die Autophagie. Dieses Signalnetzwerk ist
weitgehend unbekannt. Man kennt bislang
zwei prinzipielle Arten der Signalgebung zur
Regulation der Autophagie in allen Organis-
men: Hemmung der Autophagie durch die
mTOR-Proteinkinase und Aktivierung der
Autophagie durch die PI3-Lipidkinase Klas-
se III. Die aktivierte PI3-Lipidkinase Klasse III
generiert das Phospholipid PI(3)P, ein essen-
zieller Bestandteil der Membranen von Auto-
phagosomen.

Wir haben gefunden, dass WIPI-1 eine
wesentliche Komponente der Autophagie in
menschlichen Zellen ist [4, 5]. Interessanter-

weise ist das Produkt der PI3-Lipidkinase III,
das Phospholipid PI(3)P, Bindungspartner von
WIPI-1. Wir postulieren, dass WIPI-1 der
Effektor der PI3-Lipidkinase III ist und
dadurch die Einleitung der Autophagie regu-
liert. Unsere elektronenmikroskopischen
Daten zeigen eindeutig die Lokalisation von
WIPI-1 an autophagosomalen Strukturen [5].
Unsere unverdffentlichten Resultate weisen
dariiber hinaus auf den bislang unbekannten
Ursprung autophagosomaler Membranen hin.
Ebenso haben wir nunmehr Kenntnis davon,
mit welchen Autophagie-Proteinen WIPI-1 in
humanen Zellen funktionell interagieren
kann, und konnten zeigen, dass diese Inter-
aktion abhdngig von dynamischen Mikrotu-
buli ist [6]. Wir postulieren, dass WIPI-1 auf-
grund seiner PI(3)P-Bindung den Ort der
Erzeugung der autophagosomalen Membran
definiert (Abb. 2).

WIPI Puncta-Formation Assay

Wir konnen WIPI-1 bereits als neuartigen
Marker der Autophagie in menschlichen Zel-
len einsetzen [5, 7, 8]. In dem von uns entwi-
ckelten WIPI-1 Puncta-Formation Assay visu-
alisieren wir WIPI-1 durch Fluoreszenzmi-
kroskopie (Abb. 3). Die autophagosomale
Aktivitat hat unmittelbare Auswirkungen auf
das Verteilungsmuster von WIPI-1 in der Zel-
le: Inaktive Autophagie wird durch eine
gleichformige zytoplasmatische Verteilung
von WIPI-1 angezeigt, wahrend aktive Auto-
phagie mit einer kontrastreichen Akkumula-
tion von WIPI-1 (WIPI-1 Puncta) an groBen
schlauch- und vesikelformigen autophagoso-
malen Membranen korreliert (Abb. 3). Den
WIPI-1 Puncta-Formation Assay haben wir
fiir high-throughput- und high-content-Analy-
sen automatisiert [9].

Ausblick

Folgende Fragen stehen derzeit im Fokus der
Arbeitsgruppe: Sind alle WIPI-Proteine Effek-
toren der Autophagie in humanen Zellen?
Definieren WIPI-Proteine zelluldre Membra-
nen fiir die Ausbildung von Autophagosomen?
Kann eine gezielte Modulation der WIPI-Pro-
teine das An- bzw. Ausschalten der Autopha-
gie bewirken? Die Beantwortung dieser Fra-
gen soll einen Beitrag zum molekularen Ver-
standnis des Prozesses der Autophagie und
seiner Regulation leisten.
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