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Editorial

Editorial

Forscher im Nationalen Genomforschungsnetz
entdeckten Varianten eines menschlichen Gens,
die das Risiko fir Diabetes bestimmen. Sie fan-
den Erbgutverdnderungen, die das Herzinfarkt-
risiko dramatisch erhéhen. Gemeinsam mit
internationalen Kollegen haben sie den Aufbau
des menschlichen Chromosoms 8 aufgekldrt.

Diese und viele andere Forschungsergeb-
nisse aus dem Nationalen Genomforschungs-
netz belegen eindrucksvoll, dass die Wissen-
schaftler es in bemerkenswert kurzer Zeit
geschafft haben, wertvolle Erfolge im komple-
xen und langwierigen Forschungsfeld der
krankheitsorientierten Genomforschung zu er-
zielen. Zunehmend werden diese Ergebnisse
der Humangenomforschung auch von der
Offentlichkeit wahrgenommen.

Wissenschaftler gehen heute davon aus,
dass der Bauplan des menschlichen Organis-
mus aus 25 000 bis 30 000 Genen besteht. Sie
sind geordnet in einem Chromosomensatz mit
23 Chromosomenpaaren. Darin enthalten sind
schatzungsweise etwa drei Milliarden Buchsta-
ben — das entspricht etwa der Summe von Zif-
fern und Zahlen in 600 Telefonblchern —, die
eine noch unbekannte Zahl von genetischen
Informationen festlegen. Nur acht Variationen
dieser genetischen Informationen reichen stati-
stisch gesehen aus, um 24 000 Individuen zu
unterscheiden. Da es aber schatzungsweise
Uber 2,5 Millionen solcher Unterschiede im
menschlichen Erbgut gibt, gleicht — abgesehen
vom Sonderfall eineiiger Zwillinge — kein
Mensch dem anderen. In einem komplizierten
Zusammenspiel bestimmen die individuellen
Gen-Varianten in unserem Erbgut viele Merk-
male mit, die den Menschen ausmachen. Sie
legen z. B. fest, ob der eine leichter iiberge-
wichtig wird oder eher zu Herz-Kreislauf-
Erkrankungen neigt als der andere.

Die Steuerung des Organismus durch die
Gene ist also ein duBerst komplexer Prozess.
Dies gilt auch fir die Entstehung von Krankhei-
ten, die ebenso wie physiologische Prozesse
zusatzlich noch durch Umweltfaktoren und

individuelle Lebensgewohnheiten beeinflusst
wird. Um zu verstehen, wie Krankheiten ent-
stehen, ist es daher notwendig, das biochemi-
sche Drehbuch unseres Korpers lesen zu lernen
und alle molekularen Ablaufe mithilfe eines
genauen Schaltplans vorhersagbar zu machen.

Bei dem Bemiihen zu verstehen, wie Gene
und Umweltfaktoren bei der Entstehung von
Krankheiten zusammenwirken, wurde schnell
deutlich, dass eine Wissenschaftsdisziplin allein
sehr schnell an ihre Grenzen st6Bt. Erst durch
eine intensive Kooperation von Genomfor-
schern, Klinikern, Statistikern und anderen Spe-
zialisten konnen die genetischen Ursachen
héufiger Krankheiten entschlisselt werden.

Mit dem Nationalen Genomforschungs-
netz wurde diesem Aspekt in Deutschland
Rechnung getragen. Das GroBprojekt wurde
2001 vom Bundesministerium fir Bildung und
Forschung auf den Weg gebracht. Gemeinsam
sind die Wissenschaftler hier angetreten, um
die neuen Chancen einer interdisziplindren For-
schung zu nutzen und einen sichtbaren Mehr-
wert fir die Gesellschaft zu schaffen. Die Stra-
tegie der Vernetzung von Wissenschaftlern aller
Fachrichtungen hat international grof3e Beach-
tung gefunden und Forscher aus anderen
europdischen Landern und den USA nach
Deutschland gefihrt.

Im Nationalen Genomforschungsnetz wer-
den die genetischen Ursachen von Krankheiten
untersucht, die durch ihr héufiges Auftreten
oder durch anhaltendes Leid und friihen Tod
der Betroffenen von besonderer gesundheits-
politischer Bedeutung sind. Im Genomnetz
,Umweltbedingte Erkrankungen” gehen die
Forscher beispielsweise Entziindungskrankhei-
ten auf den Grund, welche durch das Zusam-
menspiel von Umwelteinfllissen und geneti-
schen Veranderungen ausgelést werden. Die
Alzheimer-Krankheit, Parkinson sowie Suchter-
krankungen gehdren zu den Themen der Wis-
senschaftler im Genomnetz , Erkrankungen des
Nervensystems”. Im Bereich ,Herz-Kreislauf-
Erkrankungen” wird nach den molekularen

Ursachen von Bluthochdruck, Herzschwache,
Herz-Rhythmusstérungen und Herzfehlbildun-
gen gefahndet. Die Forscher des ,Krebs”-
Genomnetzes haben genetische Verdnderun-
gen, die bei Krebserkrankungen eine Rolle spie-
len, im Visier. Im Genomnetz ,Infektion und
Entzlindung” werden die Reaktionen des
menschlichen Korpers auf Infektionen durch
verschiedene Krankheitserreger sowie Entziin-
dungen untersucht.

Die NGFN-Wissenschaftler erarbeiten aber
auch innovative zielgerichtete Therapien und
untersuchen, inwieweit Gene die Wirksamkeit
von Medikamenten beeinflussen. So kann in
naher Zukunft, um nur ein Beispiel zu nennen,
zahlreichen Blutkrebs-Patienten geholfen wer-
den. Eine Studie des Nationalen Genomfor-
schungsnetzes zeigte, dass bei einem Teil der
Blutkrebspatienten spontane Mutationen auf-
treten, die ein bestimmtes Krebsmedikament
wirkungslos werden lassen. Die genaue Kennt-
nis dieser Mutationen er6ffnet nun Wege fir
die Therapie mit Medikamenten der ,zweiten
Generation”.

Die vorliegende Sonderausgabe des
GenomXPress gibt einen Einblick in diese
Arbeiten jedes einzelnen Forschungsschwer-
punktes im Nationalen Genomforschungsnetz.
Lassen Sie sich mitnehmen auf eine spannende
Lesereise, und blicken Sie den Wissenschaftlern
bei ihrem Laboralltag Uber die Schultern.

Viel Spal3 bei dieser Lektire

wunscht lhnen Michael Thielen,
Staatssekretdr im Bundesministerium
fir Bildung und Forschung
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NGFN Strukturvorstellung

Das Nationale Genomforschungsnetz

Seit 2001 fordert das Bundes-
ministerium far Bildung und

Forschung (BMBF) das
Nationale ~ Genomfor- Herz-Kreislauf-
schungsnetz ~ (NGFN),

um die Funktion der
menschlichen  Gene
aufzuklaren. Im Mit-

telpunkt der Arbeiten

im NGFN steht die
Erforschung der gene-

tischen Ursachen von

haufigen Krankheiten.

Hierfir wurde eine ein-

zigartige Netzwerk-

struktur geschaffen, in der
fihrende Experten aus der
systematischen  Genomfor-
schung und der klinischen For-
schung eng zusammenarbeiten.
Gemeinsam wollen sie das komplexe
Regelwerk unseres Korpers auf Ebene der

DNA, RNA und der Proteine verstehen, um
Ansatzpunkte fur die Behandlung bisher un-
heilbarer Krankheiten zu finden.

Das NGFN baut auf dem Deutschen Hu-
mangenomprojekt (DHGP) auf, in dem von
1995 bis 2004 grundlegende genetische Ana-
lysen fiir die Entschliisselung des menschlichen
Genoms und anschlieBend Funktionsanalysen
durchgefiihrt wurden. Bereits in der ersten For-
derphase des NGFN von 2001 bis 2004 konn-
ten die Wissenschaftler eindrucksvolle Ergeb-
nisse erzielen. 2003 wurden die Arbeiten des
NFGN von einem internationalen Expertengre-
mium evaluiert. Die Ergebnisse der Begutach-
tung waren Anlass fiir die zweite, aktuelle For-
derphase, die noch bis Ende 2007 andauert.

Krankheitsorientierte und

systematische Genomforschung

In neun krankheitsorientierten Genomnet-
zen erforschen NGFN-Wissenschaftler, welche
Prozesse Krankheiten wie Krebs, Herz-Kreis-
lauf-Erkrankungen und Erkrankungen des

Erkrankungen |

Explorative
Projekte

Krebs*

Umweltbedingte

Erkrankungen

*jeweils drei Genomnetze

Nervensystems zugrunde liegen. AuBerdem
untersuchen sie Krankheiten, die auf Infektio-
nen und Entziindungen sowie Umweltfaktoren
beruhen. Die patientenorientierte Forschung
geht im NGFN Hand in Hand mit der systema-
tischen Analyse des Genoms, Transkriptoms
und Proteoms. Um den hierflr nétigen Kosten-
und Zeitaufwand auf ein vertretbares MaB zu
reduzieren, werden solche grofl angelegten
Untersuchungen von den Arbeitsgruppen der
Systematisch-Methodischen Plattformen (SMP)
ibernommen. In zwélf SMP wenden hoch spe-
zialisierte Fachleute leistungsfahige Technolo-
gien der modernen Hochdurchsatzforschung an
und entwickeln diese kontinuierlich weiter. Au-
Berdem stellen sie allen NGFN-Wissenschaft-
lern eine effiziente Datenverarbeitung zur Ver-
fligung. Seit 2004 wurde mit den Explorativen
Projekten (EP) dariiber hinaus ein Instrument
geschaffen, das neue Technologien und An-

Systematisch-Methodische
Plattformen

Infektion und
Entziindung

Erkrankungen des
Nervensystems*

wendungsgebiete fiir die Hu-
mangenomforschung  er-
schlieBen soll. In insge-
samt 19 EP kdnnen Wis-
senschaftler ihre inno-
vativen  Forschungsi-
deen Uberpriifen und
umsetzen.

Ausblick
Im Februar 2007
wurde eine neue Aus-
schreibung vom BMBF
fir eine dritte Forder-
phase des Nationalen

Genomforschungsnetzes

veroffentlicht. Diese umfas-
st zwei FoérdermaBnahmen.
Die erste MaBnahme ,Inte-
grierte Verbiinde der medizini-
schen  Genomforschung  (NGFN-
Plus)” soll das Verstandnis molekularbio-
logischer und pathophysiologischer Prozesse
bei Volkskrankheiten unter klinischer Ausrich-
tung erweitern und Ansatzpunkte fiir die Ent-
wicklung innovativer Verfahren und Produkte
fur die Diagnose und Therapie schaffen. Hierfiir
werden molekularbiologischer Sachverstand,
einschldgige klinisch-medizinische Expertise
und systematische sowie systembiologische
Ansatze miteinander kombiniert.

In der zweiten FérdermaBnahme , Innova-
tionsallianzen der medizinischen Genomfor-
schung (NGFN-Transfer)” soll der Transfer
von wissenschaftlichen Ergebnissen aus der
medizinischen Genomforschung in die Anwen-
dung unterstitzt werden. Ziel ist es, die Ergeb-
nisse aus der akademischen Forschung schnel-
ler in die industrielle Anwendung zu bringen
und damit die Entwicklung neuer Diagnostika
und Medikamente zu fordern. Forschende
Unternehmen, Hochschulen und auBeruniver-
sitdre Forschungseinrichtungen sollen gemein-
sam in enger Zusammenarbeit marktrelevante
und transfertaugliche Innovationen generieren.
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Krankheitsorientierte Genomnetze (KG)

Herz-Kreislauf-Erkrankungen:
Gene beeinflussen den Motor unseres Lebens

Hugo Katus, Jeanette Erdmann, Heribert Schunkert, Christian Hengstenberg,
Tillman Dahme, Wolfgang Rottbauer, Ralph Knéll, Gerd Hasenful3

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind mit weitem
Abstand, noch vor den Tumorerkrankungen, die
héufigste Todesursache in den westlichen Indu-
strielandern. Durch den Riickgang anderer
Todesursachen wie beispielsweise Infektions-
erkrankungen oder Mangelernahrung werden
auch in den heutigen Entwicklungslandern
zuklnftig immer mehr Menschen an Herz-
Kreislauf-Erkrankungen sterben.

Wir alle wissen, dass Risikofaktoren wie
Rauchen, Ubergewicht, Bewegungsmangel und
unglinstige  Blutfettwerte die Entstehung
schwerer Herz-Kreislauf-Erkrankungen begiins-
tigen kénnen. Nicht jeder Raucher oder Uber-
gewichtige erkrankt aber tatsachlich. Auf der
anderen Seite gibt es den jungen, sportlichen
Patienten, der sich gesund erndhrt, nie ge-
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raucht hat und dennoch schwer an Herzmuskel-
schwache erkrankt oder einen Herzinfarkt erlei-
det, sich einer Transplantation unterziehen
muss oder sogar verstirbt. Dies lasst vermuten,
dass eine entsprechende erbliche Disposition
mitunter eine dominierende Rolle fiir den
Krankheitsprozess spielen kann.

Interaktion von Genen

und duBeren Faktoren

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind  kom-
plexe Erkrankungen, die nicht auf eine einzel-
ne Ursache wie beispielsweise ein mutiertes
Gen zurlckfiihren sind. Ein Herzinfarkt oder
Bluthochdruck ist immer das Ergebnis einer
auBerst komplexen Interaktion zwischen dem
individuellen Genom des Patienten und exter-
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Abb. 1: Darstellung der menschlichen Chromosomen. Die Sternchen zeigen die sieben Genorte, die mit der
Koronaren Herzkrankheit bzw. Myokardinfarkt assoziiert sind und die durch genomweite Assoziationen

identifiziert wurden.

nen Faktoren, d. h. der Umwelt und dem per-
sonlichen Lebensstil. Dadurch ist es besonders
schwierig, die genetischen Ursachen und mole-
kularen Mechanismen aufzuklaren.

Innerhalb  des Nationalen Genomfor-
schungsnetzes haben sich klinische Wissen-
schaftler, Biologen, Epidemiologen und Statisti-
ker zum Herz-Kreislauf-Netz zusammenge-
schlossen, um die genetischen Hintergriinde
und neue therapeutische Ansétze fir die wich-
tigsten und epidemiologisch bedeutendsten
Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie z. B. Kardio-
myopathien, Koronare Herzerkrankung, Herzin-
farkt, Herzinsuffizienz, Bluthochdruck oder
Stérungen der Blutgerinnung zu erforschen.

Aus den zahlreichen Ergebnissen, die
innerhalb des Herz-Kreislauf-Netzes gewonnen
werden konnten, werden beispielhaft drei
Ergebnisse der Forschung dargestellt. Detail-
lierte Informationen zu anderen Forschungs-
projekten des Herz-Kreislauf-Netzes sind unter
www.herz-kreislauf-netz.de zu finden.

Umfangreiche Studien zeigen

Risikogene fiir den Herzinfarkt

Gemeinsam mit Kollegen aus Leicester
(GroBbritannien) publizierten die Arbeitsgrup-
pen aus Lubeck und Regensburg die bislang
umfangreichste genomweite Assoziationsstu-
die (GWA) [> Glossar] zum Herzinfarkt im New
England Journal of Medicine. Diese Studie ver-
anschaulicht eindrlicklich das Potenzial ge-
nomweiter Assoziationsstudien fir die Auf-
klarung von komplexen Erkrankungen.

Die Arbeit basiert zum einen auf einer
GWA aus England (WTCCC) und zum anderen
auf einer GWA aus Deutschland (Deutsche
Herzinfarkt-Familienstudie). Die beiden Studien
umfassen insgesamt mehr als 4 500 gesunde
Probanden, die als Kontrolle untersucht wer-
den, sowie 2 500 Patienten, in deren Familien-
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Krankheitsorientierte Genomnetze (KG)

Abb. 2: Die Herzen von msq-mutanten
Zebrafischen zeigen eine zunehmende
Herzschwdche.

(A) 72 Stunden alter Wildtyp Zebrafischem-
bryo (B) Im gleichen Stadium zeigen msg-
mutante Zebrafische eine VergréBerung des
Herzbeutels und ein lang gestrecktes Herz.
(C) Die Pumpfunktion des Herzens bleibt im
Wildtyp zwischen 36 und 96 Stunden weit-
gehend konstant, (D) dagegen nimmt die
Pumpfunktion des Herzens in msq-Mutan-
ten zwischen 48 und 72 Stunden deutlich

G hpf Lhpt Tihpt

vorgeschichte Koronare Herzkrankheit (KHK)
bzw. Myokardinfarkt (HI) vorkommt. Im ersten
Schritt der Analyse wurden zunachst die positi-
ven Genregionen aus der WTCCC Studie in der
deutschen Studie bestatigt. Insgesamt konnten
dabei drei Genregionen, in den Chromsomen-
abschnitten 2q936.3, 6925.1 und 9p21.3, veri-
fiziert werden.

Interessanterweise wurde der Genort auf
Chromosom 9p21.3 auch in zwei weiteren
GWAs zum HI gefunden. Damit ist diese Regi-
on die bislang am sichersten mit dem geneti-
schen Risiko fiir KHK oder HI assoziierte Gen-
region. Hier liegen zwei Gene (p76/NK4a und
p15INK4b), die eine Rolle bei der Regulation
des Zellwachstums spielen. Ein unkontrolliertes
Wachstum von GeféBzellen ist unter anderem
an der Entstehung einer Arteriosklerose betei-
ligt. In einer zweiten Analyse wurden die Daten
beider GWAs kombiniert. Dabei konnten vier
weitere neue Genregionen identifiziert werden,
die duBerst stark mit KHK/HI assoziiert sind (auf
Chromosom 1p13.3, 1g41, 10g911.21 und
15022.33). Damit wurden in dieser Arbeit ins-
gesamt sieben Genregionen ermittelt, die sub-
stanziell zum HI-Risiko beitragen. Bemerkens-
wert dabei ist, dass die risikobehafteten Allele
[> Glossar] relativ haufig sind (zwischen 16
und 50 %) und diese das assoziierte Erkran-
kungsrisiko nahezu verdoppeln kénnen.

Zebrafisch -

ein hervorragendes Modell

Das Herz hat die Fahigkeit, seine Leistung
stets an die akute Belastung anzupassen. Um
Schwankungen des Blutdrucks und der Herzfiil-
lung wahrnehmen zu kénnen, besitzt der Herz-
muskel spezielle Dehnungssensoren (mechano-
sensing). Als Antwort auf diese UnregelmaBig-
keiten werden dann biochemische Signale aus-
gesendet (mechanotransduction), die zu einer

S6hpf

3 hpf & hpf T2 hpf

Anpassung der Pumpkraft flhren. Dieser
Mechanismus scheint auch im Zusammenhang
mit Herzmuskelerkrankungen von groBer Be-
deutung zu sein.

Der Zebrafisch ist ein hervorragender
Modellorganismus zur Erforschung von Herzer-
krankungen und deren Ursachen. Da der Zebra-
fisch wahrend der Entwicklung durchsichtig ist,
konnen Struktur und Funktion des Herz-Kreis-
lauf-Systems im lebenden Organismus beob-
achtet werden. Auch kénnen Zebrafischem-
bryonen wéhrend der Embryonalentwicklung
ohne intaktes Herz-Kreislauf-System leben, da
der Sauerstoff (iber Diffusion in die Zellen
gelangt. Das Herz-Kreislauf-System entwickelt
sich im Zebrafisch sehr schnell. Schon 72 Stun-
den nach der Befruchtung der Eizellen ist das
Herz weitgehend ausgereift und entspricht in
der Struktur und Funktion dem eines neugebo-
renen Sdugers. Mithilfe von sogenannten Mu-
tagenese-Screens konnen durch bestimmte
Chemikalien zufdllige Mutationen hervorgeru-
fen werden. Eine so entstandene mutante
Zebrafischlinie trdgt den Namen main squeeze
(msq). Die Herzen dieser Zebrafische verlieren
im Laufe der Entwicklung an Pumpkraft, was zu
volligem Herzversagen flihren kann (Abb. 2).
Dies erinnert stark an eine genetisch bedingte
Herzmuskelschwéche im Menschen, die soge-
nannte dilatative Kardiomyopathie [> Glossar],
bei der Patienten auch oft eine rasch zuneh-
mende Herzinsuffizienz entwickeln, die letztlich
eine Herztransplantation erforderlich macht.

Herzmuskelzellen mit

defektem Dehnungssensor

Durch die Dehnung von Herzmuskelzellen
werden bestimmte Gene verstarkt aktiviert.
Einige dieser Gene, beispielsweise das Gen fir
den atrialen natriuretischen Faktor (ANF) und
fir den Vascular Endothelial Growth Factor

8hpf

ab. Nach 96 Stunden schlagen die msq-
mutanten Herzen nicht mehr.

(VEGF), sind in msg-mutanten Zebrafischem-
bryonen jedoch fast vollstandig inaktiviert.
Daher ist anzunehmen, dass die Pump-
schwéche der Herzen von msqg-mutanten Ze-
brafischen durch einen Verlust der Wahrneh-
mung und Verarbeitung des Dehnungszustan-
des der Herzmuskelzellen bedingt ist. Als Ursa-
che fir die mangelnde Wahrnehmung dieser
Dehnung und die daraus resultierende Pump-
schwéche der Herzen in den msg-mutanten Ze-
brafischen konnte eine Mutation im Gen der
Integrin-linked Kinase (ILK) identifiziert wer-
den. Integrine befinden sich in der Zellmem-
bran und kénnen dort Signale von auBen an
das Zellinnere weiterleiten. Daher wurde spe-
kuliert, dass Integrine an der Wahrnehmung
des Dehnungszustandes von Herzmuskelzellen
beteiligt sein konnten.

Durch Antikdrperfarbung konnte zudem
nachgewiesen werden, dass sich die ILK inner-
halb von Herzmuskelzellen im Bereich der soge-
nannten Z-Scheibe befindet, einer Struktur, die
fur die Verankerung der krafterzeugenden Myo-
filamente von Bedeutung ist, und die vor allen
Dingen als der wohl wichtigste Ort der Deh-
nungswahrnehmung von Herzmuskelzellen an-
gesehen wird. Die msg-Mutation fiihrt zu
einem Austausch der Aminosaure Leucin308
durch die Aminosaure Prolin (ILKL308P). Es war
bereits bekannt, dass an diese Region der ILK
zwei weitere Proteine, B-Parvin/Affixin und
Paxillin, binden kdnnen. Entsprechend war es
naheliegend, dass die Bindung der ILK an diese
Proteine eine wichtige Rolle bei der Ent-
deckung von Dehnungssignalen spielen kénn-
te. Durch biochemische Analysen konnte in der
Tat gezeigt werden, dass ILKL308P zwar wei-
terhin an Paxillin, nicht mehr jedoch an B-Par-
vin/Affixin binden kann. Eine Inaktivierung des
B-Parvin/Affixin Gens im Zebrafisch fiihrte da-
riber hinaus zu der gleichen Art Herzschwache,
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Abb. 3: Die Abbildung zeigt, dass Laminin alpha 4 Gber Integrine mit der Integrin linked kinase verbunden ist,

und dass (ber diese Verbindung Signale fiir das Uberleben der Zellen ausgesendet werden. Mutationen in

diesen Bestandteilen fiihren zum Zelltod.

wie sie in den msg-Mutanten auftritt, was auch
hier mit einer fehlenden Dehnungswahrneh-
mung und unzureichender Aktivierung von ANF
und VEGF einhergeht. Entsprechend kann man
postulieren, dass flr eine korrekte Wahrneh-
mung der Dehnung eine intakte Proteinbin-
dung zwischen der ILK und B-Parvin/Affixin
erforderlich ist.

Als Proteinkinase kann die ILK normaler-
weise andere Proteine wie zum Beispiel die
Protein Kinase B (PKB) in der Zelle durch Phos-
phorylierung aktivieren. Tatsachlich konnte die
Herzinsuffizienz der msq-mutanten Zebrafische
durch Injektion einer besonderen Proteinkina-
se, die nicht mehr durch Phosphorylierung akti-
viert werden muss, verhindert werden. Hieraus
kann man ableiten, dass die spezifische Phos-
phorylierung der PKB durch die ILK in Herz-
muskelzellen ein essenzieller Schritt in der Wei-
terleitung von Dehnungssignalen ist. Aktivierte
PKB kann zu vermehrter Bildung des Hormons
VEGF flihren. An einer anderen Zebrafischmu-
tante dead beat (ded) konnte zuvor gezeigt
werden, dass VEGF zu einer vermehrten Kalzi-
umfreisetzung im Herzen und damit einer Stei-
gerung der Pumpkraft flihrt. Die Injektion von
VEGF in msg-mutante Zebrafische konnte die
Entstehung von Herzinsuffizienz verhindern.

Insgesamt scheint also die Dehnung von
Herzmuskelzellen durch das Integrin/ILK/B-Par-

vin/Affixin Netzwerk erkannt zu werden, wo-
durch die ILK aktiviert wird, die ihrerseits die
PKB durch Phosphorylierung aktiviert und zur
vermehrten Freisetzung von VEGF aus den
Herzmuskelzellen fiihrt und iiber eine Erhéhung
der Kalziumkonzentration die Pumpkraft der
Herzmuskelzellen steigert. Die Identifikation
dieses neuen Signalweges im Herzen hat das
Verstandnis des Mechanismus, durch den das
Herz seine Pumpkraft an den Bedarf anpassen
kann, entscheidend verbessert. Die beteiligten
Molekile spielen héchstwahrscheinlich eine
wichtige Rolle bei der Entstehung der Herzin-
suffizienz beim Menschen. Das Verstandnis die-
ses Anpassungsmechanismus er6ffnet  die
Maglichkeit fir neue und spezifische Therapie-
ansatze von Herzmuskelerkrankungen.

Ursachen fiir Herzschwéche

Die diastolische Dysfunktion ist eine
Stérung der Blutfiillung des Herzens wahrend
der Diastole (Erschlaffung nach der Kontrakti-
on) aufgrund gestorter Nachgiebigkeit des
Herzmuskels. Erst in den letzten Jahren ist sie
als eigenstandige Erkrankung des Herzens
anerkannt worden. Deshalb gibt es bislang nur
wenige gesicherte epidemiologische Daten. Es
kann aber davon ausgegangen werden, dass
bis zu 50 Prozent aller Herzinsuffizienzerkran-
kungen primdr durch eine diastolische Dys-

funktion verursacht werden. Auch Kardiomyo-
pathien, primére Erkrankungen des Herzmus-
kels, kénnen mit einer diastolischen Dysfunkti-
on bzw. einer diastolischen Herzinsuffizienz
einhergehen. Im Rahmen des NGFN Projektes
Genomics of diastolic heart failure - susceptibi-
lity, progression and therapeutic outcome wur-
den deshalb besonders die genetischen Ursa-
chen dieser Erkrankung analysiert.

Bislang konnten fast alle genetischen
Ursachen der Kardiomyopathien auf Mutatio-
nen in muskelspezifischen Genen zuriickge-
fihrt werden. Nun wurde {berprift, ob Herz-
muskelerkrankungen auch durch Defekte in
Genen verursacht werden, die firr extrazellular
lokalisierte Proteine kodieren und die ubiquitar,
also nicht nur in Muskelzellen, exprimiert wer-
den.

Interessant war hierbei besonders das
Laminin alpha 4 Gen, ein Bestandteil der extra-
zelluldren Matrix. Es konnten durch Analyse
von (iber 500 Patienten mit Kardiomyopathie
und diastolischer Dysfunktion zwei verschiede-
ne Mutationen nachgewiesen werden. Weitere
Untersuchungen an Zebrafischen fiihrten zu der
Entdeckung, dass Laminin alpha 4 Uber Be-
standteile von Zelloberflachen (sogenannte
Integrin Molekile) mit dem Enzym ILK verbun-
den ist, und dass Mutationen des ILK-Gens
auch beim Menschen zu einer Herzerkrankung
fihren kénnen.

Insgesamt konnte man erstmals zeigen,
dass Endothelzellen (also die Auskleidung von
BlutgefédBen) maBgeblich an der Entwicklung
einer Herzinsuffizienz und einer diastolischen
Herzinsuffizienz beteiligt sein kénnen, und dass
eine Herzinsuffizienz auch von Bestandteilen,
die auBerhalb der Herzmuskelzellen lokalisiert
sind, ausgeldst werden kann.
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Auf dem Weg zur maBBgeschneiderten Therapie
von Infektions- und Entziindungskrankheiten

T. Chakraborty, I. Ruocco, H. Hossain, G.-R. Burmester, S. Ehlers, T. Haupl, R. Horstmann, R. Lang, A. Radbruch, H. Wagner

Die jahrliche Grippewelle, SARS, zunehmende
Resistenzen gegen Antibiotika — trotz der
immensen medizinischen  Fortschritte  be-
herrscht der Mensch die Infektionskrankheiten
noch lange nicht: Mehr als 13 Millionen Men-
schen fallen auch heute noch weltweit jedes
Jahr Ubertragbaren Krankheiten zum Opfer. In
der Regel antwortet der Korper auf krankheits-
erregende Viren und Bakterien mit einer Ent-
zindung, also einer komplexen Abwehrreakti-
on des Immunsystems zum Schutz des Organis-
mus, die aber auch, wie bei der bakteriellen
Blutvergiftung (Sepsis), auBer Kontrolle gera-
ten und zu vielfaltigen Funktionsstérungen und
schlieBlich Multiorganversagen mit tédlichem
Ausgang fiihren kann. Entziindungen kénnen
jedoch auch unabhéngig von einer Infektion
entstehen, so zum Beispiel bei der rheumatoi-
den Arthritis, einer entzlndlichen Erkrankung
der Gelenke. Das krankheitsorientierte Genom-
netz ,Infektionen und Entziindungen” widmet
sich der Erforschung der unterschiedlichen Ent-
ziindungsformen.

Ziel ist es, mithilfe der Genomforschung zu
verstehen, welche molekularen Prozesse Ent-
zlindungen steuern. Mit diesem Wissen kdnnen
sich die in dem Netzwerk untersuchten Erkran-
kungen besser diagnostizieren und therapieren
lassen. Auch der Behandlungserfolg von Infek-
tions- und Entziindungserkrankungen kénnte
besser vorhergesagt werden. Das Infektions-
und Entziindungsnetz (Abb. 1) verbindet klini-
sche Forschung und Grundlagenforschung und
besteht aus den Arbeitspaketen ,Sepsis”,
,Gastrointestinale Infektionen”, ,Virusinfek-
tionen”, ,Parasitosen”, ,Tuberkulose” und
. Chronisch-entzlindliche rheumatische Erkran-
kungen”. Die Bereiche ,Datenmanagement
und Bioinformatik”, ,Modelle der angebore-
nen Immunabwehr/Microarray and Bioinforma-
tics Core Unit” sowie , Zelltypisierung und -sor-
tierung” sind dem Netzwerk als sogenannte
Brlickenprojekte angegliedert.

Patientenorientierte Forschung

Die Arbeitspakete ,Sepsis”, ,Parasito-
sen”, , Tuberkulose” und , Chronisch-entziind-
liche rheumatische Erkrankungen” befassen

sich mit patientenorientierter Forschung, fiir
die sehr umfangreiche Personengruppen (Ko-
horten) rekrutiert wurden (Abb. 2). Um poten-
zielle molekulare Marker zur Diagnose und The-
rapie bei Sepsis und chronisch-entziindlichen
rheumatischen Erkrankungen zu ermitteln,
wenden die Wissenschaftler das Verfahren der
Genexpressionsanalyse an. Dabei wird die Akti-
vitat aller Gene des Erbgutes in einem definier-
ten biologischen Kontext — also z. B. einem
erkrankten Gewebe — untersucht. Die Genakti-
vitdten kdnnen grafisch dargestellt werden und
ergeben zusammen das Genexpressionsprofil.
Auf diese Weise lassen sich geeignete Kandi-
datengene identifizieren, die in Zusammenar-
beit mit der Industrie fiir die Entwicklung neuer
Diagnostika genutzt werden sollen.

In den Arbeitspaketen , Parasitosen (Mala-
ria)” und , Tuberkulose” werden umfangreiche
populationsgenetische Studien zur Ermittlung
der natirlichen Anfélligkeit und Resistenz ge-
genlber den untersuchten Erkrankungen
durchgefiihrt, die vollig neue Erkenntnisse da-
rliber erwarten lassen, warum bestimmte Per-

Wi

sonen erkranken und andere nicht, obwohl sie
dem gleichen Erkrankungsrisiko ausgesetzt
sind.

Biochip-Analysen zur Sepsis

Die schwere Sepsis und der septische
Schock sind noch immer die fihrenden Todes-
ursachen auf nicht-kardiologischen Intensiv-
stationen. Ziel des Arbeitspaketes ,Sepsis” ist
es, neue Ansatze fiir die Diagnose dieses Krank-
heitsbildes zu finden, da sich auch heute noch
ein septischer und damit lebensbedrohlicher
Zustand weder friihzeitig noch eindeutig dia-
gnostizieren lasst. Zu diesem Zweck wurden
Blutproben von drei groBen Patientenkohorten
mit hohem Sepsisrisiko (Patienten mit Polytrau-
ma, schwerer Lungenentziindung und Frihge-
borene, die vor der 32. Schwangerschaftswo-
che zur Welt kamen) entnommen und Biochip-
Analysen durchgefihrt. In der Studie an
Polytraumapatienten zeigte sich, dass die aus
peripherem Blut mithilfe von Biochips erstellten
Genexpressionsprofile sehr gut als molekulare
Marker fiir die Diagnose einer Sepsis geeignet
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&
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Abb. 1: Die Struktur des Infektions- und Entziindungsnetzes.
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Rheumatoide Arthritis

Tuberkulose

Abb. 2: Infektionen und Entziindungen sind weit verbreitete Volkskrankheiten. Allein in Deutschland erkranken
jéhrlich rund 100 000 Menschen an einer Blutvergiftung. Von rheumatischen Erkrankungen, z. B. der rheuma-
toiden Arthritis, sind in Deutschland zurzeit etwa 1 Million Menschen betroffen. Krankheiten wie Tuberkulose
und Malaria breiten sich weltweit wieder aus, u. a. verursacht durch Bevélkerungsexplosion und Verarmung in

vielen Teilen der Welt. Umfangreiche genetische Studien an gut definierten populationsreprasentativen Patienten-

kohorten im Infektions- und Entziindungsnetz sollen helfen, Ursachen solcher Krankheiten und humangenetische

Einflusse zu ermitteln, um letztendlich mit verbesserten Therapien deren Verbreitung einzudémmen.

sind. Dank dieser Profile kénnen bereits 12 bis
24 Stunden nach erfolgtem Trauma diejenigen
Patienten identifiziert werden, die eine Sepsis
erleiden werden. Anhand von Genexpressions-
profilen aus Nabelschnurblut konnten Friihge-
borene, die eine Sepsis entwickeln werden, von
Kindern unterschieden werden, die nicht durch
eine Blutvergiftung geféhrdet sind. In zusatzli-
chen Genomstudien wurde die Variation eines
Gens flir den Tumornekrosefaktor alpha (TNFa)
ermittelt, dessen Trager ein deutlich erhéhtes
Risiko haben, im Falle einer Verletzung eine
Sepsis mit tddlichem Ausgang zu entwickeln.
TNFa 16st Signalmechanismen aus, die bei den
Abwehrreaktionen des Kérpers eine wichtige
Rolle spielen.

Chronisch-entziindliche

rheumatische Erkrankungen

Die meist unklaren entzindlich-rheumati-
schen Erkrankungen sind klinisch eine groBe
Herausforderung. Frithzeitige Diagnose und
rechtzeitige, flir den Patienten maBgeschnei-

derte Therapien sind entscheidend.

Mit genomweiten Genaktivitatsanalysen
wurden verschiedene Zellarten untersucht und
die Ergebnisse in eine neu entwickelte Online-
Datenbank eingegeben  (www.bioretis.de).
Dabei stellte sich heraus, dass es zahlreiche
Gene gibt, deren Aktivitat charakteristisch fir
eine bestimmte rheumatische Erkrankung ist.
So sind zum Beispiel bei der rheumatoiden
Arthritis (RA), dem systemischen Lupus erythe-
matodes (SLE) oder der ankylosierenden Spon-
dylitis (AS) jeweils unterschiedliche Gene aktiv.
Insbesondere Monozyten, die zu den weiBen
Blutkdrperchen gehdren, zeigten bereits krank-
heitstypische Merkmale noch bevor sie in das
Entziindungsgewebe einwandern. Mit moleku-
laren Analysen kann man inzwischen auch
nachweisen, ob RA-Patienten erfolgreich mit
TNF-alpha Blockern behandelt wurden. Die in
diesen Untersuchungen identifizierten Gene
(Siglec-1, CD11c, Twistl) werden derzeit als
neue Biomarker fiir den Routineeinsatz im Blut
getestet. Zusatzlich wurden auch neue Autoan-

tigene gefunden, die sich als Biomarker zur
Friiherkennung und Therapieoptimierung eig-
nen und in Streifentests als neue kostengtinsti-
ge Diagnostika Anwendung finden sollen.

Neue Erkenntnisse zur Malaria

Sichelzell-Hdmoglobin, Hdmoglobin C und
weitere Krankheiten, bei denen die Hémoglo-
binbildung in den roten Blutkérperchen gestért
ist (Thalassamien), sind seit Jahrzehnten be-
kannte Erbkrankheiten, die vor schwerer Mala-
ria schiitzen. Untersuchungen an 4 500 Kindern
ergaben das unerwartete Ergebnis, dass Tha-
lassamie und Hamoglobin C — im Gegensatz
zum Sichelzell-Hdmoglobin S — nicht allgemein
vor lebensbedrohlicher Malaria schiitzen, son-
dern vor ganz speziellen Komplikationen wie
schwerster Blutarmut oder Koma, was die
Betrachtung dieser klassischen Erbkrankheiten
grundlegend anderte.

Ein genomweiter Vergleich von 450
Geschwisterkindern aus Ghana, die acht Mona-
te lang wochentlich auf Malaria hin untersucht
worden waren, zeigte, dass eine bestimmte
Region auf Chromosom 10 die Haufigkeit von
Malariaanféllen beeinflusst. Die Region wurde
inzwischen auf zwei Gene eingegrenzt, deren
Funktion beim Menschen noch unbekannt ist.

Im Vordergrund des Malariaprojektes steht
inzwischen eine genomweite Suche nach
Unterschieden zwischen Kindern mit lebensbe-
drohlicher Malaria und gesunden Kindern.
Dazu wurden bei jedem der 2 500 Kinder 1,8
Millionen Genvarianten analysiert, die iber das
ganze Genom verteilt sind. Diese Daten werden
zurzeit ausgewertet. Es werden vollig neue
Erkenntnisse dariiber erwartet, warum einige
Kinder an Malaria sterben und andere nicht
einmal erkranken, obwohl sie gleichermaBen
infektiosen Miickenstichen ausgesetzt sind.

Anfillig fiir Tuberkulose?

Die Tuberkulose (TB) hat nach wie vor
weltweit unter allen bakteriellen Infektions-
krankheiten mit ca. 8,8 Millionen Neuerkran-
kungen und 1,6 Millionen Todesfallen pro Jahr
die hochste Krankheitshaufigkeit und Morta-
litat. Nur 5-10 % derjenigen, die mit dem Erre-
ger Mycobacterium tuberculosis infiziert sind,
entwickeln jedoch eine aktive TB im Laufe ihres
Lebens.

Am MPI fir Infektionsbiologie in Berlin
wurde das Blut von TB-Patienten und deren
Kontaktpersonen untersucht. Dabei fand man
drei Kandidatengene (Lactoferrin, CD64, Ras-
assoziierte GTPase 33A), anhand deren Aktivitat
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sich mit 85-prozentiger Wahrscheinlichkeit
feststellen 13sst, ob eine Person mit TB-Ver-
dacht gesund oder krank ist.

Am  Forschungszentrum Borstel werden
TB-resistente und -empfangliche Mausstamme
untersucht. Die Analysen zeigten, dass diejeni-
gen Mduse, deren Immunsystem besonders gut
funktionierte und die Bakterien besonders gut
abwehren konnte, friiher verstarben als ihre
Artgenossen.

Am Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenme-
dizin in Hamburg haben Untersuchungen an
einzelnen Kandidatengenen bisher nicht erken-
nen lassen, dass der Schutz vor Infektion oder
Krankheitsausbruch von bestimmten Genvari-
anten beeinflusst wird. Zurzeit werden in einer
umfangreichen Genomstudie bei 1 000 Patien-
ten je 1,8 Mio. Genvarianten untersucht, um zu
erforschen, ob es eine genetische Veranlagung
fur die Empfénglichkeit und Resistenz gegeni-
ber TB gibt.

Modellsysteme fiir Infektions-

und Entziindungsprozesse

Die  Arbeitspakete ,Gastrointestinale
Infektionen”, ,Virale Infektionen” und ,Mo-
delle der angeborenen Immunabwehr” arbei-

ten ausschlieBlich mit Modellsystemen in Form
von Zellkulturen, Organ- und Tiermodellen.
Hierbei geht es um die Analyse der an Infekti-
ons- und Entzindungsprozessen beteiligten
Signal- und Stoffwechselwege.

Die Netzwerkpartner an der TU Miinchen
haben analysiert, mit welchen molekularen
Mechanismen der Kdrper auf eine Infektion mit
Mykobakterien oder Chlamydien bzw. auf eine
Blutvergiftung durch mehrere Krankheitserre-
ger (polymikrobielle Sepsis) reagiert.

Ein weiterer Forschungsschwerpunkt un-
tersucht Komponenten des angeborenen Im-
munsystems, die bei der Abwehr von krankma-
chenden Mikroorganismen eine wichtige Rolle
spielen, indem sie Strukturmerkmale von
Krankheitserregern erkennen und binden. Die
wichtigste Familie dieser Sensor-Molekiile ist
die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLRs). Das
NGFN-Projekt geht der Frage nach, welche
Strukturkomponenten der bakteriellen DNA
und RNA durch die Toll-like Rezeptoren TLR7, 8
und 9 erkannt werden.

In diesem Zusammenhang wurde eine
Schlisselrolle fiir das Zucker-Phosphat-Rickrat
der DNA identifiziert. Durch weitere Untersu-
chungen konnte in diesem Projekt gezeigt wer-

den, dass die TLR-Stimulation vom Adapterpro-
tein Myd88 abhangig ist.

Ausblick

Die Forschungsergebnisse des Infektions-
und Entziindungsnetzwerkes konnten nur im
interdisziplindren und vernetzten Forschungs-
verbund, wie er durch das Nationale Genom-
forschungsnetz ermdglicht wird, erreicht wer-
den. In der dritten Férderphase des NGFN sol-
len die hier erarbeiteten Forschungsergebnisse
in Kooperation mit der Industrie verstarkt in die
Praxis umgesetzt werden. So konnten die For-
schungsergebnisse vielleicht schon in den
nachsten Jahren zur Entwicklung dringend
bendtigter neuer Diagnostika und Medikamen-
te zur Behandlung von Infektions- und Entziin-
dungskrankheiten fihren.
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Klassische Mittel: Stahl, Strahlen und Zellgift

Kampf dem Krebs durch integrierte funktionelle Genomforschung

Roland H. Stauber und Walter Birchmeier

Die klassischen Mittel der Onkologie sind Stahl,
Strahlen und Zellgifte. Doch sowohl die opera-
tive Tumorentfernung, die Bestrahlung als auch
die Chemotherapie ziehen ebenso gesunde
Teile des Organismus in Mitleidenschaft und
bewirken oftmals keine endgiiltige Heilung.
Das Krebsnetz hat sich zum Ziel gesetzt, die
Aufkldrung der Funktion krebsrelevanter
menschlicher Gene sowie deren biomedizini-
sche Umsetzung voranzutreiben. Durch funk-
tionelle systematische Genomforschung enga-
giert sich das Krebsnetz innerhalb des Natio-
nalen Genomforschungsnetzes hinsichtlich der
Pravention und Behandlung von drei gesund-
heitspolitisch und volkswirtschaftlich hochrele-
vanten Krebserkrankungen: Brustkrebs, Darm-
krebs und Leukdmie. Das Krebsnetz setzt sich
dabei aus 31 Teilprojekten zusammen, welche

in einem interdisziplindren und interaktiven Zu-
sammenschluss die Arbeitsschwerpunkte Aku-
te Leukdmien und Funktionelle und therapiere-
levante Analyse krebsrelevanter Gene bearbei-
ten. So werden wissenschaftliche Expertisen
und Technologien geblindelt, um in enger Zu-
sammenarbeit mit klinischen Zentren zu einer
verbesserten Pravention und Behandlung die-
ser Krebserkrankungen zu gelangen. Das durch
die Vernetzung im Krebsnetz erarbeitete Wis-
sen Uber die molekularen Vorgange in der Zelle
wie auch im gesamten Organismus hat bereits
zu entscheidenden Fortschritten im grundle-
genden Verstandnis von Krebserkrankungen
beigetragen und zur Entwicklung darauf basie-
render therapeutischer und praventiver Inter-
ventionen geflhrt.

EiweiBe als erste Regulatoren

Nach Angaben des Robert Koch-Instituts
erkranken in  Deutschland jahrlich rund
420 000 Menschen neu an Krebs, und im Jahr
2005 starben 211 400 an den Folgen dieser
Erkrankung. Mit der Zunahme des Durch-
schnittsalters der Bevdlkerung ist auch in
Zukunft mit einem vermehrten Auftreten von
Krebserkrankungen zu rechnen. Dies stellt nicht
nur ein soziales, sondern ebenso ein gesund-
heitspolitisches Problem dar. Trotz guter Thera-
pieerfolge aufgrund von Friiherkennung und
innovativer Behandlungsmethoden kommt es
bei vielen Patienten mit fortgeschrittenen Kar-
zinomen nach der Erstbehandlung zu einem
Wiederauftreten des Tumors (Rezidiv), und oft-
mals treten Fernmetastasen und Therapieresis-
tenzen auf. Obwohl die diesen Komplikationen
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Abb. 1: Ortsabhdngige Wirkung von Survivin in Krebszellen. Wahrend zytoplasmatisches Survivin (griin) Krebszel-

len vor der Apoptose schiitzt und ihnen erlaubt, sich weiter zu teilen, signalisiert eine vermehrte Lokalisation von

Survivin im Zellkern einen Stopp fur Tumorzellen (rot). Es werden jeweils zwei Zellen gezeigt.

zugrunde liegenden vielfaltigen molekularen
Veranderungen noch nicht in ihrer Gesamtheit
verstanden sind, konnten mithilfe der systema-
tischen Genomforschung bereits erste requla-
torische EiweiBstoffe und Mechanismen identi-
fiziert werden, die mit der Krebsentstehung in
Zusammenhang stehen.

Widerstiande der Tumorzellen

Die Ergebnisse der Arbeiten mehrerer For-
schergruppen des Krebsnetzes belegen eindeu-
tig, dass Tumorzellen von Brust-, Darm- und
Blutkrebspatienten  Resistenzmechanismen
zum Schutz gegen den durch Krebstherapien
induzierten Zelltod entwickeln. Das beeintrach-
tigt den Behandlungserfolg drastisch und
beglinstigt die Metastasierung. In indikations-
iibergreifenden Studien konnte durch genom-
weite sogenannte Genchip-Analysen das Pro-
tein Survivin — abgeleitet vom englischen to
survive (Uberleben) — als eine Art ,General-
schliissel” identifiziert werden. Dieser wird von
den Tumorzellen missbraucht, um sich gegen

Abb. 2: miRNAs - kleine Molekdle mit groBer Wir-
kung. Bei den meisten bekannten Regulatoren der
Zellvermehrung handelt es sich um Proteine. Die in
Form von DNA gespeicherte Erbinformation wird in
RNA (bersetzt, anhand derer Proteine gebildet wer-
den. Die moderne Genomforschung zeigt jedoch, dass
nicht alle RNAs zur Entfaltung ihrer Wirkung in Protei-
ne Ubersetzt werden missen. Die sogenannten micro-
oder auch miRNAs kénnen wichtige regulatorische
Funktionen wahrnehmen und auch an Krebserkran-
kungen ursachlich beteiligt sein.

jene Mechanismen zu schitzen, die in der Zelle
den programmierten Zelltod (Apoptose) auslo-
sen, sobald eine Schadigung erkannt wird. Vor
allem wenn Survivin aus dem Zellkern hinaus
ins Zytoplasma geschleust wird, ist der Krebs
besonders aggressiv und widersteht der Thera-
pie. Diejenigen Patienten, bei denen der Trans-
port gestort ist, so dass das Survivin vorwie-
gend im Zellkern bleibt, haben bessere Uberle-
benschancen. Krebsforscher der Universitat
Mainz und des Max-Planck-Instituts in Mar-
tinsried suchen nun nach Substanzen, welche

einen Transportstopp flir Survivin und bestimm-
te andere EiweiBe verhdngen und somit als
potenzielle Grundlage fiir neue Therapiestrate-
gien dienen kénnen (Abb. 1).

Von besonderer Bedeutung sind auch die
Entdeckung und die molekulare Charakterisie-
rung der Resistenzentwicklung von Leukémien
gegeniiber dem Kinase-Inhibitor Imatinib. Bei
Patienten mit chronischer myeloischer Leuka-
mie (CML) befindet sich das Ab/-Gen von Chro-
mosom 9 durch Translokation in der Nachbar-
schaft zum Bcr-Gen auf Chromosom 22. Das
dadurch neu entstandene Bcr-Abl-Gen kodiert
fur ein funktionsféhiges Protein mit Enzymei-
genschaften (BcrAbl-Kinase). Die Kinase akti-
viert permanent einen Signalweg, der Zell-
wachstum und -teilung aktiviert, so dass sich
die Zellen unkontrolliert vermehren.

Das Medikament Imatinib lagert sich in die
ATP-Binderegion des Enzyms. Dadurch kann
ATP nicht binden und Bcr-Abl ist inaktiv. In der
fortgeschrittenen Phase der CML werden aber
bei einem Teil der Patienten die Krebszellen
resistent gegentber Imatinib und wuchern wie
zuvor. Wissenschaftler des Krebsnetzes konn-
ten zeigen, dass die nach Imatinib-Gabe ein-
tretende Resistenz auf unterschiedliche Muta-
tionen in der BcrAbl-Kinase zurlickzufiihren ist.
Diese Mutationen bewirken eine Strukturver-
anderung im Bcr-Abl-Protein und eine Verfor-
mung der Bindungsstelle fir Imatinib. Die Bin-
dung von Imatinib wird dadurch verhindert und
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das Medikament verliert seine Wirkung. Die
genaue Kenntnis dieser Mutationen erméglicht
nun die Therapie resistenter Tumorzellen mit
einem Medikament der , zweiten Generation”.

Jetzt, nachdem man diese Zielstrukturen
identifiziert hat und deren biologische Funkti-
on kennt, kann man nach genetischen oder
pharmakologischen Inhibitoren suchen, welche
spezifische  Eigenschaften dieser Faktoren
blockieren und somit als Leitstrukturen fiir die
Entwicklung neuer Krebsmedikamente dienen
(from bench to bedside).

Zellen aus dem Takt

Eine der Uberraschungen bei der Sequen-
zierung des menschlichen Genoms im Rahmen
des Humanen Genomprojektes war die Erkennt-
nis, dass das menschliche Genom nur zu einem
geringen Prozentsatz fiir Proteine kodiert. Der
iberwiegende Teil des Genoms besteht aus
sogenannter nicht-kodierender DNA, also Erb-
material, welches nicht als ,Blaupause” fir zel-
lulare EiweiBe dient. Dieses ,Fiillmaterial der
Evolution” scheint jedoch auch beim Menschen
wichtige regulatorische Funktionen in Form klei-
ner nicht-kodierender RNAs auszuiiben (Abb. 2).
So vermutet man, dass bis zu 30 % aller mensch-
lichen Gene durch diese microRNAs [miRNAs
> Glossar] reguliert werden kénnen. miRNAs
sind somit auch fir die Tumorentstehung und
den Krankheitsverlauf anscheinend enorm wich-
tig. Wie bei den krebsrelevanten Proteinen kann
man auch miRNAs in zwei Klassen unterteilen:
die sogenannten Onco-miRs, also miRNAs, die —
ahnlich den Onkogenen — das Tumorwachstum
vorantreiben, und die Tumorsuppressoren. Un-
terdrlickt letztere microRNA ein Onkogen, kann
auf diese Weise in der gesunden Zelle das
Wachstum kontrolliert werden, die miRNA wirkt
als Tumorsuppressor. Fallt diese Kontrolle jedoch
aus, so wird die reife RNA des Onkogens nicht
mehr reguliert, das Onkoprotein in zu groBen
Mengen gebildet und somit das Tumorwachstum
gefordert.

Um das AusmaB der genomweiten Expres-
sion von miRNAs, deren kausale Beteiligung an
der Krebserkrankung sowie deren Potenzial fiir
die Krebsvorsorge systematisch beurteilen zu
konnen, entwickelten Heidelberger Forscher-
gruppen des Krebsnetzes eine neue Hochdurch-
satztechnologie, den sogenannten miRNA-
Genchip (miChip). Aktuellen Ergebnissen zufol-
ge, welche mittels Anwendung dieses miChip
gewonnen wurden, erfiillen miRNAs bedeuten-
de Funktionen bei der Regulation von Prolife-
ration, Differenzierung und Zelltod von Blut-,

@ Krebszelle

Abb. 3: Krebsstammzellen - das entscheidende Ziel der Tumortherapie? Wahrend die meisten Zellen eines Tumors

@ Krebsstammzelle

nur in einer wohlbehiiteten Umgebung wachsen kénnen, erméglicht eine spezialisierte molekulare Ausstattung

Krebsstammzellen fernab vom Primértumor Tochtergeschwiilste zu bilden und Krebstherapien zu tberleben.

Brust- und Darmkrebszellen. Fir eine un-
mittelbare medizinische Anwendung ist die
Bedeutung der microRNAs fir die Krebsentste-
hung noch nicht gut genug untersucht, den-
noch arbeiten Forschergruppen des Krebsnet-
zes bereits daran, das zuklnftige therapeuti-
sche Potenzial dieser kleinen Regulatoren zu
evaluieren.

~Boser Bruder” eines

Hoffnungstrédgers

Um die fiir die Krankheitsentstehung ver-
antwortlichen Mechanismen besser verstehen
zu konnen, muss zundchst ein ganzheitliches
Bild des molekularen Zusammenspiels der auf
zellulérer Ebene ablaufenden Prozesse im
menschlichen Kérper gezeichnet werden. Bei
ihren BemUhungen, diese wissenschaftlichen
Einsichten zu vertiefen, sind die Forscher schon
ein entscheidendes Stiick vorangekommen. Die
Entdeckung sogenannter Tumorstammzellen
weckt bei Grundlagenforschern und Medizi-
nern gleichermaBen neue Hoffnung, Krebs
effektiver bekdmpfen und den gefiirchteten
Metastasen Einhalt gebieten zu koénnen.
Krebstherapien zielen bislang vor allem darauf
ab, so viele Tumorzellen wie méglich zu ver-
nichten. Krebsstammzellen hingegen entgehen
in vielen Fallen den gangigen Behandlungen,
weil sie Uber besondere molekulare Eigen-

schaften verfiigen. Im Gegensatz zu den nor-
malen adulten Stammzellen, die dank ihres
nahezu unerschopflichen Potenzials zur Er-
neuerung und Differenzierung bei der Therapie
degenerativer Krankheiten helfen kénnten,
sind diese Tumorstammzellen anscheinend
hauptsachlich fir die Resistenz gegeniiber
Krebstherapien und fiir die Metastasenbildung
verantwortlich (Abb. 3). Obwohl Krebsge-
schwiire Zellen ins Blut ausschwemmen kon-
nen, die sich in anderen Geweben ansiedeln
und dort neue Geschwire bilden kdnnen, ge-
lingt das Ansiedeln und Uberleben nur wenigen
spezialisierten Zellen. Wie Forscher an den
Hochschulen und Universitatskliniken Erlan-
gen, Miinchen und Freiburg herausfanden, sind
diese Tumorstammzellen durch eine bestimmte
molekulare Ausstattung charakterisiert, welche
es ihnen erméglicht, als ,wandernde Tumor-
stammzellen” Fernmetastasen weit ab vom Ort
des Primdrtumors zu etablieren. Die Krebs-
stammzellen wiirden hierbei nur einen ver-
gleichsweise kleinen Teil der Geschwiilste dar-
stellen, wéren aber fir das Krebswachstum
hauptverantwortlich. Angesichts dieser wichti-
gen Rolle hangt eine vollstandige Heilung der
Krebserkrankung vermutlich auch von der Eli-
minierung dieser Krebsstammzellen ab. Jedoch
nicht nur bei soliden Tumoren wie Darm- und
Brustkrebs, sondern auch bei Leukamien sind
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Tumorstammzellen offensichtlich von entschei-
dender Bedeutung. In einem Mausmodell fan-
den Forscher an der Oberflache der Leukdmie-
stammzellen bereits spezifische EiweiBstoffe,
die bei gesunden, blutbildenden Stammzellen
nicht vorkommen. Diese auch bei menschlichen
Leukdmiepatienten vorkommenden Strukturen
kénnten nun einen Ansatzpunkt fiir eine effek-
tivere, zielgerichtete und schonende Therapie
bieten, bei der zusatzlich zur Chemotherapie
Antikdrper eingesetzt werden, um sowohl die
Tumorzellen als auch die Krebsstammzellen
selektiv und dauerhaft zu vernichten.

Diese Art von indikationstbergreifenden
Einsichten in die Tumorstammzellen ist ein
exzellentes Beispiel fir den patientenorientier-
ten Erkenntnisgewinn, welcher in dieser Art von
stark vernetzten interdisziplindren Forschungs-
netzen wie dem NGFN Krebsnetz geleistet wer-
den kann.

Es ist zu erwarten, dass im Rahmen zu-
kiinftiger Forderprogramme eine Umsetzung die-
ser und auch weiterer Forschungsergebnisse des

Krebsnetzes in den klinischen Alltag zum Wohle
des Krebspatienten weiter vorangetrieben wird.
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Bosartigem Kinder-Krebs Neuroblastom

auf der Spur

Neue Biomarker fiir das klinische Management

Angelika Eggert und Manfred Schwab

Bosartige Krebserkrankungen treten in den ersten
15 Lebensjahren gliicklicherweise selten auf und
sind dank der groBen Fortschritte in der Therapie
meist gut behandelbar. Bei einzelnen Tumortypen
gibt es jedoch keine erfolgversprechenden Thera-
pieformen fir fortgeschrittene Erkrankungsstadi-
en. Hierzu zahlt das Neuroblastom, das nach den
Himtumoren der héufigste Tumor im Kindesalter
ist. Dieser Tumor kann Gberall dort auftreten, wo
sich Vorlauferzellen normaler Nervenzellen befin-
den: am hdufigsten in der Nebenniere und in der
Neuralleiste entlang der Wirbelsdule. Obwohl
lediglich 120-180 Neuerkrankungen pro Jahr in
Deutschland auftreten, handelt es sich um eines
der interessantesten Forschungsgebiete im
Bereich Onkologie, denn die Krankheit ist extrem
variabel. Obwohl die Krebsart insgesamt eine
schlechte Prognose hat, kdnnen Neuroblastome
manchmal auch in gutartige Formen, sogenannte
Ganglioneurome, ausreifen. Auch weist das Neu-

roblastom die héchste Spontanheilungsrate aller
Tumoren auf, d. h. es kommt selbst bei metasta-
sierten Formen ohne oder mit nur minimaler The-
rapie mitunter zur vollstandigen Riickbildung des
entarteten Gewebes.

Um das Phanomen Neuroblastom und seine
biologischen Eigenschaften von allen Seiten mit
modernsten Methoden zu untersuchen, haben
sich deutschlandweit ausgewiesene Neurobla-
stom-Experten im Rahmen des NGFN zum
GRANT-Netzwerk (German Research Association
for Neuroblastoma-targeted Therapies) zusam-
mengeschlossen. Es setzt sich aus Neuroblastom-
Grundlagenforschern  (Biologen, Biochemikern,
Bioinformatikern) und klinischen Forschern, d. h.
Arzten mit groBer Erfahrung in der Durchfihrung
und Leitung klinischer Studien, zusammen. Diese
ausgewogene Konstellation garantiert die direkte
klinische Umsetzung von Forschungsergebnissen.

Verbesserung der

Risikovorhersage

Das  GRANT-Forschungsprogramm  setzt
innovative Hochdurchsatzmethoden der Genomik
und Proteomik ein. Die Ergebnisse dieser komple-
xen Untersuchungen konnten fiir zwei wesentli-
che Ziele genutzt werden: Einerseits wurden die
Funktionen wichtiger Gene und Proteine fiir die
biologischen Eigenschaften des Neuroblastoms
erforscht, um diese Erkenntnisse bei der Therapie-
entwicklung einsetzen zu kdnnen. Andererseits
sollten die Ergebnisse ermdglichen, das individu-
elle Rickfallrisiko der Neuroblastompatienten
prézise vorauszusagen, um jeweils die Therapie
optimal an die Erkrankung anpassen zu kénnen.

Mithilfe von Genexpressionsanalysen konn-
te das GRANT-Forscherteam zeigen, dass es zahl-
reiche Gene gibt, deren Aktivitat charakteristisch
fir den Verlauf einer Krankheit ist. Diese Genakti-
vitatsmuster (Gensignaturen) korrelieren entwe-
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der mit den aggressiven Eigenschaften fortge-
schrittener Neuroblastome oder mit den biolo-
gisch glnstigen Eigenschaften sich spontan
zuriickbildender Neuroblastome. Zusétzlich wur-
den Genexpressionsmuster identifiziert, die eine
prazise Vorhersage des Riickfallrisikos beim Neu-
roblastom erlauben. Dadurch ist es moglich, mit
einer fast 90-prozentigen Genauigkeit zu progno-
stizieren, wie sich der Tumor entwickeln wird. Das
ist deutlich zuverlassiger als andere bisher ange-
wendeten Methoden zur Klassifizierung von Neu-
roblastomen.

Neue Ziele fiir Therapien

Die Analyse von Genexpressionsdaten ergab,
dass vor allem Gene aus den Genfamilien fir zel-
luldre Stressantwort und Proteinabbau bei der
Entstehung der Neuroblastome eine wichtige
Rolle spielen. Die Proteine, die von diesen Genen
kodiert werden, sind vielversprechende Ansatz-
punkte flr eine Therapie, denn es gibt bereits seit
einigen Jahren Medikamente, welche die entspre-
chenden Proteine und ihre Wirkungsmechanis-
men in der Zelle blockieren. Erste Untersu-
chungen haben die Wirksamkeit dieser Medi-
kamente nun auch in Neuroblastommausmo-
dellen nachgewiesen.

Weitere Analysen zeigten, dass zellzyklusre-
gulierende Gene des sogenannten RB-Signalwegs
die Entstehung von aggressiven Neuroblastomen
beeinflussen. Diese Gene werden (iber das Onko-
gen MYCN aktiviert und dereguliert und eignen
sich ebenfalls als neue Therapieziele.

Zusatzlich wurden zehn Kandidatengene
identifiziert, die fir das schnelle Wachstum be-
stimmter Neuroblastome verantwortlich sind. Von
diesen Kandidatengenen eignet sich insbesonde-
re die Aurora-Kinase A als Ansatzpunkt flr eine
Therapie, da firr dieses Molekdil bereits Inhibitoren
auf dem Markt sind.

Die Heidelberger Netzwerkpartner testeten
siRNAs (small interfering RNAs [> Glossar]) gegen
100 Kandidatengene. siRNAs kdnnen durch Bin-
dung an spezifische Boten-RNAs deren Abbau
auslosen und auf diese Weise die Produktion der
Proteine verringern, die von den Boten-RNAs
kodiert werden. In Zellkulturversuchen bewirkte
die Zugabe der getesteten siRNAs eine Differen-
zierung (d. h. Ausreifung) der Neuroblastomzellen
zu gutartigen Zellen. AuBerdem konnten neue
Tumorhemmstoffe aus der Gruppe der Histonde-
acetylase-Inhibitoren identifiziert und patentiert
werden, deren Potenzial als neue Neuroblastom-
medikamente derzeit in Zellkultur- und Mausmo-
dellen getestet wird. Erste Ergebnisse sprechen
dafiir, dass diese Histondeacetylase-Inhibitoren

normal

Tumor

Abb. 1: Vervielféltigtes MYCN-Gen als klinisch eingesetzter Biomarker beim Neuroblastom. Mikroskopische Flu-

oreszenzanalyse nach chromosomaler Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH). Die Chromosomen sind blau

angeférbt.

a. normale Zelle; grin, normale Lokalisation des MYCN-Gens, violett, Zentromer-Region des Chromosom 2

b. Zelle des Neuroblastoms. Die Signale entsprechen denen in einer normalen Zelle. Zusatzlich erscheint ein griin fluores-

zierender Block in einem anderen Chromosom, welcher die Vermehrung (Amplifikation) des MYCN-Gens anzeigt. Die

Intensitdt des Signals, im Vergleich zum normalen Signal, ist ein MaB fir die Anzahl vermehrter Genkopien. Die MYCN-

Kopiezahl ist ein Biomarker; der zur Therapieoptimierung des Neuroblastoms eingesetzt werden kann.

den Tumor wirksam bekédmpfen und keine Neben-
wirkungen auf normale Zellen haben.

Uber die Genomebene hinaus

Weitere Teile des GRANT-Forschungspro-
gramms gingen Uber Untersuchungen auf Gen-
ebene hinaus, um mdglichst viele Puzzleteile der
Neuroblastombiologie zu einem Gesamtbild zu-
sammensetzen zu kdnnen. So wurde die Protein-
zusammensetzung des Blutserums bei gesunden
und bei tumorkranken Kindern verglichen. In die-
ser Studie wurden einzelne krankheitsrelevante
Proteine identifiziert, die derzeit auf Therapie-
tauglichkeit untersucht werden.

Auch die epigenetische Programmierung im
Genom von Neuroblastomen wurde untersucht.
Epigenetische Mechanismen regulieren den Akti-
vitatszustand von Genen. Dabei spielt die Methy-
lierung der Cytosin-Basen eine wesentliche Rolle.
Spezifische Enzyme — die Methyltransferasen —
iibertragen Methylgruppen auf die Cytosin-Basen
der DNA. Das Methylierungsmuster kann mithilfe
von Methylierungschips untersucht werden.
Durch solche Studien konnten typische epigeneti-
sche Signaturen an therapieresistenten Neurobla-
stomzellen nachgewiesen werden. Die (ibermaBi-
ge Methylierung bestimmter Gene wie ZFP37
scheint die Tumorzellen vor einem Angriff durch
Chemotherapie zu schiitzen. Solche bislang unbe-
kannten, (ibermaBig methylierte Gene sind még-

licherweise Tumorsuppressorgene. Die Haufung
von methylierten Cytosin-Basen fiihrt dazu, dass
die betroffenen Gene stillgelegt werden und tragt
in diesem Fall zur Entstehung der Therapieresis-
tenz bei Neuroblastomen bei.

Briiche im menschlichen Genom

,Fragil” Ubersetzt man aus dem Lateini-
schen mit ,zerbrechlich”. Dieses Adjektiv trifft
auch auf bestimmte Regionen der menschli-
chen Chromosomen zu, an denen auffallig hau-
fig Briiche auftreten — sogenannte common
Fragile Sites (cFS). Die Gesamtheit aller cFS auf
den Chromosomen einer Zelle wird als FRAGI-
LOM bezeichnet.

Das menschliche Genom besitzt etwa 120
solcher Stellen, bei denen das betreffende Chro-
mosom ein vorherbestimmtes Risiko zum Bruch
besitzt. Durch den Chromosomenbruch wird die
Struktur der DNA lokal zerstort und Gene, die sich
an den Bruchstellen befinden, werden gesché-
digt. Zwar konnen die meisten zelleigenen Syste-
me Brliche wieder reparieren, es kann jedoch
auch zur Fehlreparatur und bleibenden Gensché-
den kommen, die bei der Zellteilung weitergege-
ben werden und zur Tumorentwicklung beitragen
kénnen. Das Muster solcher Schadigungen ist
patientenspezifisch. Da durch die Genschadigung
oft auch zentrale biologische Eigenschaften der
Zelle verandert werden, ist es im Hinblick auf eine
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maBgeschneiderte Therapie wichtig, die wesentli-
chen genetischen Veranderungen der Tumorzellen
zu kennen.

Die Untersuchung des FRAGILOMs bildet
daher einen neuen Schwerpunkt der Neurobla-
stomforschung im NGFN. Im Rahmen dieses Pro-
jektes konnte gezeigt werden, dass die Vervielfal-
tigung des MYCN-Gens mit einer cFS auf dem
Chromosom 2 (FRA2C) zusammenhangt. Das
MYCN-Gen steuert sowohl die Zellvermehrung
als auch den Zelltod und spielt eine entscheiden-
de Rolle bei der Risikobeurteilung. Patienten, die
iibermaBig viele Kopien des MYCN-Onkogens in
ihrem Erbgut tragen, haben eine deutlich schlech-
tere Prognose als Patienten ohne diese genetische
Veranderung (Abb.1).

Da das MYCN-Gen lediglich fiir eine be-
grenzte Zahl von Neuroblastomen bestimmter
Stadien informativ ist, ist es wichtig, zusatzliche
Biomarker zu identifizieren. Die Tatsache, dass
man oft sowohl eine cFS als auch eine unge-
wohnlich hohe Anzahl von MYCN-Genkopien auf
dem Chromosom 2 vorfindet, beweist, dass es
maglich ist, solche Biomarker mithilfe der FRAGI-
LOM-Analyse zu finden.

Zusatzlich zur Vervielfaltigung des MYCN-
Gens treten bei Neuroblastomzellen viele andere
chromosomale Veranderungen auf, die bisher
meistens mithilfe von mikroskopischen Untersu-
chungen der Chromosomen identifiziert wurden.
Neuere Analysen haben ergeben, dass sich viele
Chromosomenverénderungen in der Néhe von
cFS befinden, so dass vermutlich ein Zusammen-
hang zwischen den zusatzlichen Chromosomen-
veranderungen und der jeweils in der Néhe lie-
genden cFS besteht. Die Charakterisierung der
betreffenden cFS DNA-Sequenz kénnte daher zur
Identifizierung von Markern bzw. Genen der Chro-
mosomenschadigung fiihren, die dann einerseits
auf ihre Rolle bei der Entstehung des Neurobla-
stoms untersucht und andererseits auf ihren még-
lichen klinischen Nutzen als Biomarker evaluiert
werden koénnen.

Neuland in der Forschung

Mit der molekularen Charakterisierung von
DNA-Sequenzen, die durch cFS-Aktivierung ge-
schadigt werden, wurde Neuland betreten. Zu
Beginn des Vorhabens war bei lediglich zwei der
etwa 120 cFS des Menschen die Gensequenz
bekannt. Das erste Ziel des Neuroblastom-FRAGI-
LOM-Projektes bestand deshalb darin, die Gen-
sequenzen einer moglichst hohen Anzahl von cFS
zu identifizieren. Nachdem eine geeignete Tech-
nologie ausgearbeitet wurde, sind inzwischen die
Gensequenzen von etwa 15 cFS bekannt.
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Abb. 2: Chromosomale Kartierung eines cFS-Gens durch Mehrfarben FISH am Beispiel von FRAT3A. Zunéchst wird in
kultivierten humanen Zellen durch Hemmung der DNA-Synthese ein Chromosomenbruch an der cFS ausgeldst. Dann
werden sechs farblich unterschiedlich markierte DNA-Proben mit verschiedenen Sequenzen aus der vermuteten cfS an

das Chromosom hybridisiert. Die Auswertung im Fluoreszenzmikroskop zeigt die Orte, an denen die jeweilige Probe
bindet. Die Probe im Bild ganz links (violett) bindet an die obere (zentromere) Seite der cfS, die Probe ganz rechts bin-
det an die untere (telomere) Seite. Beide ergeben jeweils nur ein einziges Signal. Alle Proben dazwischen erkennen die

CFS, sie erscheinen als zwei durch den cFS Bruch getrennte Signale. Bei der Analyse von Chromosomen aus unter-
schiedlichen Zellen wird dabei die groBte Haufigkeit mit der rot markierten Probe (Mitte), die zweitgroBte Haufigkeit
mit der rechts daneben liegenden griin markierten Probe beobachtet. Hier liegt offenbar der Kernbereich der Briiche
von FRA13A in unterschiedlichen Zellen. Offensichtlich ist auch, dass die cFS in unterschiedlichen Zellen nicht an exakt
derselben Stelle bricht, sondern die Briiche vielmehr (ber einen Bereich von etwa 650 kbp stattfinden.

Als geeigneter technischer Ansatz zur mole-
kularen Identifizierung von cFS DNA-Sequenzen
hat sich eine Kombination von chromosomaler
Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung ~ (FISH) ~ mit
DNA-Datenbankanalysen  herauskristallisiert.
Hierbei wird die chromosomale Region der cFS
durch den Einsatz von molekularen DNA-Proben
mit definierter DNA-Sequenz zunéchst eingeengt.
Sechs farblich unterschiedlich markierte Proben
binden (hybridisieren) gleichzeitig an bestimmten
Stellen der cFS Region des Chromosoms. Uber ein
Fluoreszenzmikroskop wird ausgewertet, wo sich
die Proben auf dem betreffenden Chromosom in
Bezug zur cFS befinden (Abb. 2). Das Ziel dabei ist
es, eine solche FISH Probe zu identifizieren, die
direkt an die cFS DNA-Sequenz bindet. Diese
Probe flihrt dann nicht nur zu einem einzelnen
Fluoreszenzsignal, sondern — wegen des cFS-
Bruchs — zu zwei getrennten Signalen. Da die
DNA-Sequenz der eingesetzten Proben bekannt
ist, kann dann die molekulare Identitat der cFS
DNA Uber die Suche in der humanen Genom-
Datenbank bestimmt werden. Vor allem kann ge-
prift werden, ob durch den Bruch einer bestimm-
ten cFS ein Gen geschadigt wurde. Das experi-
mentelle Vorgehen ist detailliert am Beispiel der
molekularen Charakterisierung von FRAT3A dar-

gestellt, durch deren Aktivierung das Gen neuro-
beachin (NBEA) geschédigt wird (Abb.3).

Erste Ergebnisse dieser Untersuchungen
weisen darauf hin, dass die cFS nicht nur bei
schweren Erkrankungen, sondern auch bei nicht-
bosartigen  Erkrankungssyndromen eine Rolle
spielen kénnten. Zum Beispiel wird das NBEA-
Gen, ein Kandidatengen fir den Autismus, durch
die Aktivierung der cFS FRAAT3A geschadigt.
Auch im neurexin Gen (NRXN3), das eine essen-
zielle Rolle bei der Neurotransmission spielt,
wurde eine cFS gefunden. Die Fehlfunktion dieses
und weiterer in diesem Kontext gefundener Gene
steht in Verbindung mit gravierenden neurologi-
schen Erkrankungen.

Die weitere molekulare Charakterisierung
von cFS Genen und eine méglichst vollstandige
Entzifferung des Repertoires humaner cFS ste-
hen auBerdem im Mittelpunkt des FRAGILOM-
Projektes.

Modell aus genomischen Daten

Die Arbeitsgruppe von Roland Eils, DKFZ Hei-
delberg, entwickelte fir das GRANT-Konsortium
die zentrale Datenbank iCHIP, mit deren Hilfe
komplexe bioinformatische iibergeordnete Analy-
sen (Metaanalysen) (iber die Grenzen einzelner
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Abb. 3: Oben: Kartenausschnitt des Chromosoms 13. Mitte und unten: Die durch FRA13A verursachten DNA-
Briiche kartieren innerhalb des neurobeachin (NBEA) Gens. Da die DNA-Sequenz der fir die FISH (Abb.2) einge-
setzten Proben bekannt ist, kann (ber Analysen der humanen Genom-Datenbank die molekulare Identitét der

FRA13A Bruchsequenzen ermittelt werden. Der Kernbereich der cFS Briiche ist (iber eine DNA-Sequenz von etwa
245 kbp innerhalb des NBEA-Gens lokalisiert. Der gesamte Bruchbereich erstreckt sich tber 650 kbp, in allen Fal-

len ist das NBEA-Gen betroffen.

technologischer Plattformen hinaus mdglich sind.
Auf der Basis der erhobenen Daten und unter Ein-
beziehung des Modells klonaler Krebsentstehung
sowie mathematisch Gberpriifbarer Vererbungsre-
geln wurde ein Modell der Neuroblastoment-
wicklung erstellt, das sowohl mit dem klinischen
Verhalten der Tumoren als auch mit empirischen
Modellen (ibereinstimmt.

Durch die Verbindung von molekularen
Daten mit klinischen Datenbanken zeichnet sich
am Horizont das Bild eines noch besseren Versor-
gungsmanagements, spezifischerer Diagnose-
und Therapieformen und besserer Chancen fr
Kinder mit soliden Tumoren — speziell dem Neu-
roblastom — ab.
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Hirntumoren als groBe Herausforderung

Forschung im Hirntumor-Netzwerk des NGFN

Otmar D. Wiestler

Geht eine Krebserkrankung von einem der ver-
schiedenen Zelltypen des Gehirns aus, so spricht
der Arzt von einem primaren Hirntumor. Damit
grenzt er die Erkrankung von den héufiger vor-
kommenden Himmetastasen — den Absiedelun-
gen von Tumoren anderer Organe, die bis ins Ge-
hirn vorgedrungen sind — ab.

Das menschliche Gehirn ist ein komplexes
Organ, das aus vielen verschiedenen Zellarten
aufgebaut ist. Primare Hirntumoren kdnnen aus
den meisten dieser Zelltypen entstehen. Etwa die
Hélfte der primaren Hirntumoren gehért zur Grup-
pe der Gliome, die ihren Ursprung in Zellen der
Neuroglia haben. Zur Neuroglia zahlen die Zellen,

die als Stiitzgeriist der Nervenzellen (Neuronen)
dienen und sie elektrisch voneinander isolieren.
AuBerdem regeln sie den Stofftransport innerhalb
des Gehirns.

Zu den Gliomen rechnet man hauptsachlich
die Astrozytome, die Oligodendrogliome sowie
die Ependymome, die aus Astrozyten, Oligo-
dendrozyten bzw. Ependymzellen entstehen.

Hirntumoren als

Herausforderung

Mit jéhrlich rund 8 000 Neuerkrankungen in
Deutschland sind primére Hirntumoren eher sel-
ten. Sie machen nur etwa zwei Prozent aller

Krebserkrankungen aus. Trotzdem stellen sie eine
groBe Herausforderung fiir die onkologische For-
schung dar: Viele Gliome sind in ihrem Wachstum
nur sehr schlecht vom umgebenden gesunden
Hirgewebe abzugrenzen. Einzelne Tumorzellen
wandern in benachbartes Gewebe ein, so dass
selbst in Fallen, in denen eine chirurgische Entfer-
nung der Geschwulst moglich ist, der Tumor nicht
vollstandig beseitigt werden kann. Die wandern-
den Zellen bilden gleichsam den Keim fir ein Wie-
derauftreten des Tumors, ein Rezidiv. Dies gilt
besonders fiir den haufigsten und zudem aggres-
sivsten unter den primaren Hirntumoren, das Glio-
blastom.
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Abb. 1: Immunfluoreszenzfarbung des Wachstumsfaktors VEGF in der Glioblastom-Zelllinie U373.

Quelle: Dr. Nicola Holtkamp, Charité Berlin, Institut fir Neuropathologie

Die Folgen dieser Erkrankung sind schwer-
wiegend, und besonders im Falle des Glio-
blastoms und anderer hohergradiger Gliome gibt
es nur sehr unzureichende Behandlungsméglich-
keiten. Um die Krankheitsmechanismen zu identi-
fizieren und die Diagnose, Verlaufsbeurteilung
und Therapie primarer Hirntumoren weiter zu ver-
bessern, analysierten die im Brain Tumor Network
vernetzten Arbeitsgruppen  systematisch das
Tumorerbgut auf allen denkbaren molekularen
Ebenen. So wird etwa bei verschiedenen Hirn-
tumoren untersucht, ob bestimmte Bereiche der
DNA vervielfdltigt oder verlorengegangen sind
(genomische Aberrationen), welche Abschnitte
durch Methylierung stillgelegt sind (Epigenetik),
welche Gene in RNA umgeschrieben (Transkripti-
on) und welche RNAs in Proteine (ibersetzt (Pro-
teom) werden. Auch die Gene fiir regulatorische
MikroRNAs werden systematisch unter die Lupe
genommen. Da Sauerstoffmangel (Hypoxie) ein
charakteristischer Zustand fir viele Hirtumoren
ist, untersuchen Projektgruppen des Netzwerks,
ob hypoxische Bedingungen eine Veranderung in
der Proteinzusammensetzung der Tumorzellen
bewirken. Eine zentrale Rolle innerhalb des Brain
Tumor Networks nimmt die Glioma Core Collec-
tion ein. Es handelt sich hierbei um eine Samm-
lung, die inzwischen rund 140 Tumorgewebepro-
ben umfasst, die mit den modernsten geno-
mischen Hochdurchsatz-Analyseverfahren syste-
matisch und umfassend untersucht werden.

Die enormen Datenmengen, die aus diesen

Untersuchungen resultieren, werden mit eigens
entwickelten leistungsfahigen bioinformatischen
und biostatistischen Verfahren ausgewertet. Der
Ansatz, all diese Prozesse auf verschiedenen
molekularen Ebenen zu einem geschlossenen
Gesamtbild zu integrieren, entspricht der Metho-
dik der Systembiologie.

Charakteristischer DNA-Verlust

Mehrere Arbeitsgruppen des Netzwerks
konzentrierten sich auf die Gruppe der Tumoren
der Oligodendroglia. Diese Gruppe umfasst die
Oligodendrogliome sowie gemischte Oligo-
astrozytome und macht etwa 18 Prozent aller
Gliome aus. Die Weltgesundheitsorgansiation
(WHO) klassifiziert diese Gruppe der Tumoren
in Grad II- und Grad Ill-Oligodendrogliome. Bis
zu 80 Prozent der WHO-Grad II- und llI-Oligo-
dendrogliome und rund 50 Prozent der Oligo-
astrozytome weisen eine molekulargenetische
Besonderheit auf, die bereits 1994 beschrieben
wurde: Es fehlen bestimmte DNA-Bereiche im
langen Arm (g) von Chromosom 19 und im kur-
zen Arm (p) von Chromosom 1. Ursache fiir die-
sen kombinierten Verlust ist wahrscheinlich
eine Translokation. Dabei verbindet sich einer
der beiden kurzen Arme von Chromosom 19
(19p) mit einem der beiden langen Arme von
Chromosom 1 (1q), wahrend die beiden ande-
ren Arme der Chromosomen 1 und 19 fehlen.
Bemerkenswert ist, dass diese kombinierte De-
letion mit einem langeren Uberleben assoziiert

werden kann, da die Tumoren mit der 1p/19g-
Deletion besser auf Chemo- und Strahlenthera-
pie ansprechen. Daher ist es maglich, dass hier
nicht ein klassischer Verlust von Tumorsuppres-
sorgenen vorliegt, sondern eher ein Ausfall von
Genen, deren Produkte an DNA-Reparatur oder
Resistenzmechanismen beteiligt sind.

CITED4 als prognostischer Marker

Wissenschaftler des Deutschen Krebsfor-
schungszentrums, der Heinrich-Heine-Univer-
sitdt Dusseldorf sowie der Charité in Berlin
analysierten die Aktivitat der Gene, die sich im
minimal-iberlappenden Kernbereich der Dele-
tionen, und zwar den Chromosomregionen
1p36.13-31 sowie 19q13.2-33, befinden. Da-
bei gelang es den NGFN-Forschern, acht Gene
zu identifizieren, die in Tumoren mit 1p/19g-
Deletion deutlich schwacher exprimiert werden
als in Oligodendrogliomen, bei denen dieser
Bereich nicht fehlt.

In enger Nachbarschaft zu diesem Kernbe-
reich, auf 1p34.2, fiel das Gen CITED4 durch
signifikant schwéchere Expression in Tumoren
mit 1p/19g-Deletion auf. In Oligodendroglio-
men, bei denen eine CITED4-Genkopie auf-
grund der 1p/19g-Deletion fehlt, ist die ver-
bleibende Genkopie durch Hypermethylierung
stillgelegt. Derzeit laufen funktionelle Untersu-
chungen, um herauszufinden, inwieweit eine
CITED4-Inaktivierung die Strahlungs- und Che-
mosensitivitdt von Tumoren beeinflusst. Die
Expression von CITED4 ist der beste derzeit ver-
fugbare prognostische Marker bei WHO-Grad
[I- und Ill-Oligodendrogliomen. Dieser Zusam-
menhang soll in weiteren funktionellen Studi-
en bestatigt werden, unter anderem an einem
Mausmodell, bei dem das CITED4-Gen ausge-
schaltet ist.

Auch das Gen EMP auf Chromosom 19 im
Bereich 19q13.3 zeigt starke Expressionsunter-
schiede zwischen Oligodendrogliomen mit und
ohne 1p/19g-Deletion. Ebenso wie bei CITED4
ist die verringerte Expression einer Hyperme-
thylierung der zweiten Kopie des Gens zuzu-
schreiben. Die EMP-Hypermethylierung wurde
auch in 80 Prozent einer bestimmten Klasse
von Gehirntumoren, den anaplastischen Astro-
zytomen, gefunden, hier jedoch unabhéngig
von einer 19g-Deletion.

Dass der Verlust genetischen Materials in
1p/19q nicht der einzige molekularbiologische
Marker ist, der Einfluss auf die Prognose von
Patienten mit Oligodendrogliomen hat, wiesen
Kooperationspartner aus Bonn und Dusseldorf
nach. Sie untersuchten Tumoren von 70 Patien-
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Abb. 2: 24-Farben-Karyogramm der Glioblastom Zelllinie LN-428. Fast alle Chromosomen weisen Umlagerungen

und Abweichungen von der normalen Kopienzahl auf. Quelle: Prof. Dr. Ruthild Weber, Institut fir Humangenetik,

Universitat Bonn.

ten und korrelierten die Daten mit dem Uberle-
ben der Patienten. Dabei zeigte sich, dass
Zugewinne auf Chromosom 7, 8q, 19q und 20
sowie Verlust auf 9p, 10, 18q und auf Xp mit
einer eher ungiinstigen Prognose einhergehen.
Bei Patienten, die diese chromosomalen Veran-
derungen aufweisen, ist die mittlere Uberle-
benszeit um 50 bis 100 Monate verringert, wo-
bei der Zugewinn auf Chromosom 7 mit einer
besonders unglnstigen Prognose verbunden
ist. Die Ergebnisse zeigen, dass Arzte und Wis-
senschaftler bei der molekulargenetischen Dia-
gnostik der Oligodendrogliome nicht nur die
genetischen Veranderungen der chromosoma-
len Regionen 1p/19q, sondern auch weitere
Parameter einbeziehen sollten.

Zuverlédssige Marker

fiir Kinder

Bei Kindern machen solide Tumoren knapp
iiber die Halfte aller Krebserkrankungen aus.
Mit 38 Prozent stellen Tumoren des zentralen
Nervensystems den groBten Anteil daran. Das
bosartige Medulloblastom, das aus extrem
unreifen Zellen des Kleinhirns hervorgeht, wird
fast ausschlieBlich im Kindesalter und nur sehr
selten bei jungen Erwachsenen diagnostiziert.
Es ist der zweithdufigste unter den kindlichen
Hirntumoren.

Wenn Kinder an Krebs erkranken, sind zu-
verldssige prognostische Marker entscheidend,
um moglicherweise unnétige Chemo- oder
Strahlentherapie zu vermeiden, die bei den klei-
nen Patienten gefahrliche Spatfolgen nach sich
ziehen konnen. Auf die molekulargenetische
Analyse von Hirntumoren des Kindesalters
haben sich Projektgruppen aus dem Deutschen
Krebsforschungszentrum konzentriert. In einer
Studie untersuchten sie bei Medulloblastomen,
ob bestimmte chromosomale Bereiche fehlen
oder vervielfaltigt wurden. Die Wissenschaftler
konnten zeigen, dass der Schweregrad der

Krankheit von der Aktivitat bestimmter Gene
abhéngt, wobei die Uberexpression der cyklin-
abhéngigen Kinase 1 (CDK1) am deutlichsten
mit einer unglinstigen Prognose korrelierte. Da
die CDK1-Expression immunhistochemisch gut
nachweishar ist, ist das Enzym ein vielverspre-
chender Kandidat fiir einen Einsatz in der klini-
schen Routinediagnostik.

Bei rund 40 Prozent aller Medulloblasto-
me liegt eine charakteristische Umlagerung des
Chromosoms 17 vor (Isochromosom 17q). Die
Bruchstelle fiir diese Umlagerung liegt im lan-
gen Arm des Chromosoms (17q11.2). NGFN-
Forscher identifizierten zwei verschiedene
Regionen, auf die sich die Strangbriiche kon-
zentrieren. Beide enthalten aber keine kodie-
renden DNA-Bereiche. Daher scheinen die
Effekte von Isochromosom 17q eher auf einer
Veranderung der Aktivitdt eines Gens im Be-
reich der Bruchstellen zu beruhen als auf der
Zerstorung eines entscheidenden Tumorsup-
pressorgens.

Einfache Analysen

Die Methylierung der DNA, also das An-
hangen von Methylgruppen an bestimmte
DNA-Bereiche, ist an der Steuerung der Aktivi-
tat der Gene entscheidend beteiligt. Durch eine
fehlerhafte Methylierung wird das Ablesen der
Erbinformation in Zellen behindert, was zur
Entstehung von Krebs fihren kann.

Eine Untersuchung an 20 Medulloblasto-
men ergab erste Hinweise, dass eine gesteiger-
te Promotermethylierung und die daraus resul-
tierende Drosselung der Aktivitat bestimmter
Gene mit einer unglinstigen Prognose assozi-
iert ist. Die deutlichsten Unterschiede im Grad
der Methylierung und folglich bei der Expressi-
on wurden fir das Gen des Zinkfinger-Trans-
kriptionsfaktors ZIC2 gefunden, der bei der
Maus unter anderem an der Steuerung der Ent-
wicklung des Zentralnervensystems beteiligt

ist. Bei diesen Untersuchungen wurde erstmals
ein neu entwickelter Test eingesetzt, mit dem
der Methylierungsstatus der DNA deutlich ein-
facher analysiert werden kann als mit bisher
iiblichen Verfahren.

Ependymome entstehen aus der Zell-
schicht, die die Hirnkammern und den zentra-
len Kanal des Rickenmarks auskleidet. Die zu
den Gliomen zéhlende Erkrankung kann auch
bei Erwachsenen auftreten, betrifft aber bevor-
zugt das Kindesalter. Die Heidelberger Netz-
werkpartner untersuchten 68 Tumoren auf
genomische Abweichungen. Eines der auffallig-
sten Ergebnisse dieser Analyse war, dass ein
bestimmter Bereich des Gens fiir den epider-
malen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) ver-
vielfaltigt vorlag. Die hohe Kopienzahl dieses
Bereiches fiihrt zu einer starken Uberexpressi-
on des Proteins, die immunhistochemisch nach-
weisbar ist und auf einen ungiinstigen Verlauf
der Erkrankung hinweist.

Zusammenfassung

Die Ergebnisse, die die Mitglieder des Brain
Tumor Networks erzielt haben, sind wichtige
Schritte auf dem Weg von der Grundlagenfor-
schung hin zur klinischen Anwendung. In meh-
reren der Studien wurden genetische Marker
entdeckt, auf die nun die Entwicklung neuer dia-
gnostischer oder therapeutischer Verfahren auf-
bauen kann. Ein solcher therapeutischer Ansatz-
punkt konnte etwa der EGF-Rezeptor sein: Die
hohe Kopienzahl bestimmter Bereiche im EGF-
Rezeptor-Gen deutet darauf hin, dass der Sig-
nalweg iiber diesen Rezeptor bei der Entstehung
der Ependymome, die im Kopfbereich (intracra-
niell) auftreten, eine entscheidende Rolle spielt.
Das gut untersuchte System der Wachstumsfak-
toren und ihrer Rezeptoren hat sich bei Brust-
oder Darmkrebs bereits als Ansatzpunkt fiir
wirksame, zielgerichtete Therapien bewahrt.

Eine Funktionsanalyse von CITED4 kdnnte
ganz neue Einblicke in die Therapieresistenz
von Tumoren ermdglichen. Die Aufklarung die-
ser Resistenzmechanismen ist fur die klinische
Onkologie von zentraler Bedeutung und daher
auch flr das Verstandnis anderer Tumorerkran-
kungen hilfreich.
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Auf der Suche nach Krankheitsgenen
und neuen Therapien

Das NeuroNetz untersucht hidufige Erkrankungen des Nervensystems
mit modernsten molekulargenetischen Methoden

Peter Propping, Thomas Gasser, Holger Lerche, Matthias Riemenschneider, Olaf Riess, Thomas Sander, Rainer Spanagel, Andreas Zimmer

Im NeuroNetz werden Alkoholismus, Alzhei-
mer-Krankheit, bipolar affektive Stérungen,
Epilepsie und die Parkinson-Krankheit unter-
sucht. Sie alle gehoren zu den schweren zen-
tralnervosen Erkrankungen des Menschen und
werden von der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) zu den haufigsten Ursachen menschli-
cher Morbiditat gezahlt.

Aufgrund von Familien- und Zwillingsun-
tersuchungen weil man schon lange, dass ge-
netische Faktoren an diesen Krankheiten betei-
ligt sind. Mit Sicherheit liegt allen genannten
Krankheiten ein kompliziertes genetisches Be-
dingungsgefiige zugrunde. Es gibt einzelne sel-
tene Krankheitsformen, die durch Mutationen
in einem einzigen Gen verursacht werden. Da
diese einem einfachen Mendelschen Erbgang
unterliegen, ermdglichen sie es, die Rolle der
kodierten Proteine zu untersuchen. Ein groBer
Teil der Erkrankungen beruht jedoch auf der
Kombination vieler kleiner Geneffekte mit um-
weltbedingten Faktoren. Dieses Phanomen be-
zeichnen die Genetiker als multifaktorielle Ver-
erbung. Diese Krankheiten treten in einer Fami-
lie zwar bei mehreren Angehdrigen auf, folgen
aber nicht dem einfachen Mendelschen Erb-
gang. Man muss sogar damit rechnen — und
aktuelle Befunde sprechen dafir —, dass die
funktionellen Auswirkungen mancher Genvari-
anten unspezifisch sind, d. h. dass sie zu ver-
schiedenen Storungen des Gehirns fiihren kon-
nen. Das menschliche Gehirn verfiigt (iber
erhebliche redundante Funktionen, die die Aus-
wirkung einer Mutation kompensieren oder
auch modifizieren kénnen. Die Anfélligkeiten
fir verschiedene Krankheiten des menschlichen
Gehirns werden sich also wahrscheinlich Gber-
lappen.

Wichtige neue Erkenntnisse

Bisher sind die fiir die genannten Krank-
heiten verantwaortlichen Gene nur ansatzweise
bekannt. NGFN-Forscher im NeuroNetz haben
wichtige neue Erkenntnisse beigesteuert, die
die Aufklarung des Krankheitsprozesses mog-
lich machen. Dabei konnen die Wege zur Iden-

tifizierung der relevanten Gene und ihrer Vari-

anten durchaus unterschiedlich sein:

- Die monogen erbliche Form einer Krankheit,
die manchmal nur innerhalb einer Familie
beobachtet wird, erméglicht die Identifikati-
on eines Gens, dessen Funktionsausfall mit
einer schweren Stérung verbunden ist.

- ImTierversuch kann ein Gen identifiziert wer-
den, das zu einer Krankheit fiihrt, die analog
zu der menschlichen ist.

- Kopplungs- und Assoziationsuntersuchun-
gen kénnen durch sogenannte Positionsklo-
nierung zur Identifikation eines Gens fihren,
das die Entstehung einer bestimmten Krank-
heit beeinflusst.

Alle diese Ansatze werden im NeuroNetz ein-

gesetzt und dienen als Voraussetzung fiir die

Entwicklung neuer Therapien.

Parkinson - Absterben

von Neuronen

Bei der Parkinson-Krankheit verlieren die
Patienten durch ein fortschreitendes Absterben
von dopaminproduzierenden Neuronen unauf-
haltsam ihre Bewegungsféhigkeit und sind im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium oft weit-
gehend pflegebediirftig. Die Ursache der Neu-
rodegeneration ist in den meisten Fallen unbe-
kannt. Zwar konnten mehrere Gene gefunden
werden, die einige relativ seltene monogen ver-
erbte Formen der Parkinson-Krankheit verursa-
chen, aber in den meisten Féllen (etwa 95 %)
erkranken die Patienten sporadisch, d. h. ohne
dass die Krankheit eindeutig auf bestimmte
Gendefekte zurlickzufiihren ist. Es ist aber sehr
wahrscheinlich, dass die genetisch verursach-
ten Fehler in molekularen Netzwerken, die bei
den monogen vererbten Parkinson-Formen
identifiziert wurden, auch bei der haufig auf-
tretenden sporadischen Form der Erkrankung
pathogenetische Relevanz besitzen. Der Fort-
schritt bei der Parkinson-Forschung, zu der das
Parkinson Subnetz des NGFN einen wichtigen
Beitrag geleistet hat, kénnte zu neuen Ansatz-
punkten fiir eine kausal wirksame Therapie
fihren.

a-Synuklein. Sehr selten sind Punktmuta-
tionen im Gen fiir a-Synuclein (SNCA) die Ursa-
che eines Parkinson-Syndroms. Das «-Synukle-
inprotein bildet bei allen Formen der Parkinson-
Krankheit typische intrazellulare Ablagerun-
gen, die sogenannten Lewy-Kérper. Auch Ver-
doppelungen und Verdreifachungen des Wild-
typ-Gens kénnen eine Parkinson-Krankheit ver-
ursachen. Im NeuroNetz konnte eine Familie
identifiziert werden, in der sowohl SNCA-Ver-
doppelungen als auch -Verdreifachungen vor-
kamen. Hier zeigte sich klar, dass der Schwere-
grad der Krankheit von der Menge des in den
Zellen produzierten «-Synukleinprotein ab-
hangt: Patienten mit SNCA-Verdoppelung er-
krankten spéter als solche mit SNCA-Verdreifa-
chung. Es konnte erstmals gezeigt werden,
dass auch bestimmte haufige genetische Vari-
anten in diesem Gen zu einem erhdhten Risiko
fur die sporadische Parkinson-Krankheit beitra-

Abb. 1: Zellkulturmodell fiir Lewy-Kdrper. In menschliche

Neuroblastom-Zellen wurde ein mutiertes a-Synuklein-
Gen eingeschleust. Diese Neuroblastom-Zellen wurden
dann zu Nervenzellen differenziert, in denen der protea-
somale Proteinabbau gehemmt wurde. a-Synuklein
wurde mit indirekter Imnmunfluoreszenz rot angefarbt,
falsch gefaltetes a-Synuklein mit dem spezifischen gra-
nen Farbstoff Thioflavin S sichtbar gemacht. Die gelbe
Uberlagerung des Signals zeigt sogenannte Aggresomen,
in denen fadenférmige a-Synuklein-Proteingebilde («-
Synukleinfibrillen) vorliegen.
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Betroffene Proteine Gen Epilepsie Chromosomale Region
Natrium-Kanale SCNTA GEFS+, SMEI 2924
SCN1B GEFS+ 19q13.1
SCN2A BFNIC 2q24
Kalzium-Kandle CACNB4 IGE, JME 2q22-q23
CACNATH CAE 16p13.3
Kalium-Kanale KCNQ2 BFNC 20913
KCNQ3 BFNC 8q24
KCNMAT GEPD 10922.3
Chlorid-Kanal CLCN2 CAE, JAE, 3926
JME, EGMA
GABA,-Rezeptoren GABRA1 JME, CAE 5934
GABRG2 GEFS+ 5q34
GABRD GEFS+ 1p36
Acetylcholin-Rezeptoren CHRNA4 ADNFLE 20q13
CHRNAZ ADNFLE 8p21
CHRNB2 ADNFLE 1921
Nicht-lonen-Kanale LGl ADLTE 10924
EFHC1 IME 6p12-p11

gen, wahrscheinlich dadurch, dass eine Uber-
produktion dieses eigentlich wichtigen Proteins
die Abbaumechanismen Uberlastet (Abb. 1).
Dies unterstltzt die Hypothese, dass eine
Uberladung der Zelle mit a-Synuklein wesent-
lich an der Krankheitsentstehung beteiligt ist.
Diesen Sachverhalt kann man auch in transge-
nen Mausmodellen darstellen: Wie im mensch-
lichen Patienten fihrt auch in den Mausmodel-
len eine abnorm hohe Expression von a-Synu-
klein altersabhangig zur Bildung von patholo-
gischen Proteinablagerungen, Neurodegenera-
tion und Bewegungsstorungen sowie zur hau-
figsten neurologischen Komplikation, der De-
menz. Die exakten neurotoxischen Mechanis-
men missen nun in weiteren Studien in Tier-
und Zellkulturmodellen aufgeklért werden.
Mit LRRK2 (Leucine Rich Repeat Kinase 2)
wurde ein weiteres wichtiges Parkinson-Gen
identifiziert. Das Gen kodiert fir ein groBes Pro-
tein, das funktionell als MAP Kinase (Mitogen
Activated Protein Kinase) zu klassifizieren ist.
Kinasen sind Proteine, die in bestimmten Sig-
nalwegen Phosphatgruppen auf andere Protei-
ne Ubertragen und dadurch Informationen
innerhalb des Signalweges weitergeben. Pati-
enten mit LRRK2-Mutation sind aus klinischer
Sicht nicht von solchen mit der typischen spo-
radischen Parkinson-Erkrankung zu unterschei-
den. Mutationen im LRRK2-Gen stellten sich als
eine (iberraschend haufige Ursache des Parkin-
son-Syndroms heraus. LRRK2-Mutationen wur-
den bei 5-15% der genetisch vererbten Falle
gefunden, aber auch in 1-2% der sporadi-
schen. In genetisch isolierten Populationen
kann die Haufigkeit von Mutationen aber sehr

viel héher sein. Bei judischen Patienten mitte-
leuropaisch-hebraischer  Herkunft  (Ashken-
asen) oder nordafrikanisch-arabischen Patien-
ten findet sich eine ganz bestimmte LRRK2-
Griindermutation (G2019S) in bis zu 40 % aller
Falle. Zellkulturuntersuchungen haben gezeigt,
dass mutiertes LRRK2 im Vergleich zum Wildtyp
eine gesteigerte Kinaseaktivitat besitzt. Das
Protein konnte deshalb ein mdglicher Ansatz-
punkt flr eine kausale Therapie sein, da zahl-
reiche Kinaseinhibitoren als potenzielle Medi-
kamente zur Verfiigung stehen.

Mal gehobener,

mal depressiver Stimmung

Das Erscheinungsbild der bipolar affekti-
ven Stérung ist durch abwechselnde Episoden
extrem gehobener und depressiver Stimmung
gekennzeichnet. Alle modernen Familien-, Zwil-
lings- und Adoptionsuntersuchungen weisen
darauf hin, dass genetische Faktoren am Ent-
stehungsprozess der Erkrankung beteiligt sind.
Der Vererbungsmechanismus ist sehr komplex,
da verschiedene genetische Faktoren eine Rolle
spielen.

Molekulargenetische Untersuchungstech-
niken und Ergebnisse. Fiir die genetische Ana-
lyse multifaktorieller Krankheiten werden so-
wohl Kopplungsuntersuchungen an Familien
als auch Assoziationsverfahren an Einzelperso-
nen angewendet.

Mithilfe einer Kopplungsuntersuchung
kann ermittelt werden, welche DNA-Abschnit-
te vom erkrankten Elternteil auf ein erkranktes
Kind vererbt wurden. Dies geschieht mithilfe
von sogenannten polymorphen Markern. Das

Tab. 1: Erkrankungsgene bei idiopathischen Epilepsien.
Von den genannten Genen wurden vier durch NGFN-
Forscher entdeckt, zu acht weiteren wurden wesent-
liche genetische oder funktionelle Beitréage geleistet,
zu zweien wurden Tiermodelle erstellt, weitere sind
in der Bearbeitung (fett markierte Gene).

GEFS+, Generalisierte Epilepsie mit Fieberkrampfen
plus; SMEI: CAE. kindliche Absence Epilepsie; JME,
juvenile myoklonische Epilepsie, BENC: benigne (gut-
artige) familidre Neugeborenenkrdmpfe, IGE: idiopa-
thisch generalisierte Epilepsie, GEPD:generalisierte
Epilepsie mit paroxysmaler Dyskinesie, JAE: Juvenile
Absence-Epilepsie, EGMA, ADNFLE: autosomal domi-
nante nachtliche Frontallappenepilepsie, ADLTE: auto-
somal-dominante laterale Temporallappenepilepsie.

sind DNA-Abschnitte im menschlichen Genom,
die sich von Mensch zu Mensch unterscheiden
und deshalb als Orientierungspunkte in der
menschlichen Genkarte dienen. Wenn bei einer
groBen Zahl von untersuchten Familien nun ein
bestimmter Marker zuféllig vom erkrankten
Elternteil auf ein erkranktes Kind vererbt wird,
deutet das darauf hin, dass sich dieser Marker
in der Nahe eines potenziellen Krankheitsgens
befindet.

Bei einer Assoziationsanalyse wird unter-
sucht, ob eine bestimmte Genvariante haufiger
bei Patienten als bei gesunden Kontrollperso-
nen vorkommt. Eine positive Assoziation liegt
vor, wenn die untersuchte Variante zur Krank-
heitsursache beitragt oder in sehr geringem
chromosomalen Abstand zu einer krankheitsre-
levanten Variante liegt.

Nachdem zuvor durch Kopplungsuntersu-
chungen vier chromosomale Regionen (1p36,
4q27-932, 621-923 und 13p12-p13) identifi-
ziert worden waren, in denen Krankheitsgene
fur die bipolar affektive Stérung lokalisiert sein
konnten, wurden in einem weiteren Schritt
Assoziationsstudien durchgefiihrt. Zunachst
wurden 300 Patienten mit bipolar affektiver
Stérung einer gleich groBen Kontrollgruppe
gegenibergestellt. Genetische Varianten, die
haufiger bei Patienten vorlagen, wurden
anschlieBend in einem zweiten Fall-Kontroll-
Kollektiv untersucht, um falsch positive Asso-
ziationsbefunde auszuschlieBen. Durch diese
Studie kénnte bestatigt werden, dass es in allen
vier chromosomalen Abschnitten Genvarianten
gibt, die bei Patienten mit bipolar affektiver
Stérung haufiger vorkommen als bei Kontroll-
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Abb. 2: Méuse, deren innere Uhr durch einen Gende-
fekt gestort ist, trinken mehr Alkohol als ihre gesun-
den Artgenossen, wenn man ihnen die Wahl zwischen
Wasser und Alkohol lsst.

personen.

In einer weiteren Untersuchung konnten
die Wissenschaftler sowohl zwischen Genorten
auf den langen Armen der Chromosomen 2 und
6 als auch zwischen Genorten auf den Chromo-
somen 2 und 15 eine deutliche Wechselwirkung
nachweisen. Damit ist es erstmals bei einer mul-
tifaktoriellen Krankheit gelungen, zu zeigen,
dass sich Risikoeffekte, die von verschiedenen
Genen ausgehen, addieren kénnen.

Die Sucht nach Alkohol

Die Sucht ist durch das starke Verlangen
des Abhéangigen nach der Droge (Craving) cha-
rakterisiert, das zum Lebensmittelpunkt und
zur zentralen Motivation seines Verhaltens wird
und haufig zum Rickfall fihrt. In den letzten
Jahren ist es gelungen, Tiermodelle zu ent-
wickeln, die Craving und Rickfallverhalten
abbilden. Sie bieten wissenschaftlich und medi-
zinisch sinnvolle, ethisch vertretbare Mdglich-
keiten einer intensiven und detaillierten Erfor-
schung von Alkoholismus und anderen Such-
terkrankungen.

Im Rahmen der Untersuchungen des Neu-
roNetzes wird ein dreistufiger Ansatz beschrit-
ten: Zuerst werden mithilfe neuer Tiermodelle
und bildgebender Verfahren die neuroanatomi-
schen Substrate von Suchtverhalten unter-
sucht. In einem zweiten Schritt werden Kandi-
datengene identifiziert. In einem letzten Schritt

werden die Kandidatengene am Tiermodell und
durch pharmakologische Nachweisverfahren
funktionell bestdtigt. Nach diesem Validie-
rungsprozess wird eine Ubertragung auf den
Menschen durchgefiihrt — hierfir werden ver-
schiedene Varianten der Kandidatengene bei
Suchtpatienten untersucht. Dieser dreistufige
neurobiologische/genetische Ansatz, der ein
facherlbergreifendes Team von Genetikern,
Molekularbiologen, Pharmakologen und klini-
schen Suchtforschern mit einschlieBt, hat in
den letzten Jahren neue pharmakologische
Interventionsméoglichkeiten hervorgebracht. Er
wird im Folgenden am Beispiel der Clockgene
(Gene, die die innere Uhr beeinflussen) be-
schrieben.

Per Gene und erhéhter

Alkoholkonsum

Mausmutanten, die ein defektes Gen
(Per2) der inneren Uhr in ihrem Erbgut tragen,
zeigen stark erhohte Glutamatspiegel im
Gehirn und erhdhte Alkoholaufnahme. Erhohte
Glutamatspiegel fiihren zu einer stark veran-
derten neuronalen Kommunikation im Gehirn.
Die Tiere trinken deutlich mehr Alkohol als ihre
gesunden Artgenossen, wenn man ihnen die
Wahl zwischen Wasser und Alkohol Iasst. Fer-
ner wurde bei diesen Mausmutanten gezeigt,
dass sowohl erhdhte Glutamatspiegel als auch
vermehrter Alkoholkonsum durch das Medika-
ment Acamprosat (Campral), welches seit eini-
gen Jahren klinisch zur Behandlung von Alko-
holriickfall eingesetzt wird, normalisiert wer-
den. Interessanterweise konnte auch beim
Menschen nachgewiesen werden, dass be-
stimmte genetische Varianten des humanen
Per2-Gens mit erhohtem Alkoholkonsum asso-
ziiert sind.

Diese Studie hat groBe klinische Relevanz,
da die Per2-Genmodifikation und der erhdhte
Glutamatspiegel als Diagnosemarker bei alko-
holabhangigen Patienten eingesetzt werden
kénnten. Fiir eine maBgeschneiderte Pharma-
kotherapie ist das Ergebnis hilfreich, dass Tiere
mit erhohtem Glutamatspiegel besonders gut
auf Acamprosatbehandlung ansprechen. Dies
[dsst sich direkt auf den Menschen Ubertragen.
So sollen in naher Zukunft mithilfe spektrosko-
pischer Verfahren erhohte Glutamatspiegel bei
Patienten erfasst werden, um diejenigen Pati-
enten zu identifizieren, deren Glutamatstoff-
wechsel gestort ist, zum Beispiel wegen einer
Mutation im Per2-Gen. Dadurch ldsst sich mdg-
licherweise vorhersagen, welchen Patienten
Acamprosat besonders gut hilft. Diese indivi-

duell adaptierte Therapie fiir Alkoholismus
stellt ein Paradebeispiel fir die moderne Medi-
zin dar und zeigt, dass in Zukunft die maBge-
schneiderte Pharmakotherapie der Weg ist, der
zum Behandlungserfolg flihren kann.

Alzheimer-Krankheit

durch Ablagerungen

Die Alzheimer-Krankheit fiihrt zu einem
fortschreitenden Gedachtnis- und Persénlich-
keitsverlust. In Deutschland leben derzeit ca.
1,2 Millionen Erkrankte, wobei mehr als 40 %
der iiber 85-Jahrigen von der Krankheit betrof-
fen sind.

Als Ursache fiir die Erkrankung wird die
Ablagerung zweier modifizierter Proteine im
Hirngewebe, das beta-Amyloid Protein (Pla-
ques) und das Tau Protein (Neurofibrillen),
angesehen. Die genetischen Faktoren und
molekularen Mechanismen, die an der Prozes-
sierung des Amyloid Vorlaufer Proteins (APP)
und der Entstehung des beta-Amyloids betei-
ligt sind, standen im Mittelpunkt der For-
schungsansatze.

Im NeuroNetz konnten zwei proteinspal-
tende Enzyme, die Proteasen PLAU und IDE,
identifiziert werden, die an der Spaltung des
beta-Amyloid Proteins beteiligt sind. Weiterhin
konnten wichtige Erkenntnisse zur Funktion
und Regulation der an der beta-Amyloid-Ent-
stehung beteiligten Proteasen alpha-Sekretase
(ADAM10), beta-Sekretase (BACE1) sowie dem
gamma-Sekretase Komplex gewonnen werden.
Eine vermehrte Bildung der alpha-Sekretase im
Gehirn von Mausen durch Uberexpression des
ADAM10-Gens fiihrte im Tierversuch zu einer
deutlichen Reduktion der Plaque Ablagerungen
und einer Verbesserung der kognitiven Fahig-
keiten.

Mit Neuregulin 1 wurde ein bisher unbe-
kanntes Substrat fiir BACE1 identifiziert. Durch
das Schneiden des Neuregulins entsteht ein
Lockstoff, der die sogenannten Glia-Zellen
anlockt. Diese wickeln sich um die Nervenfa-
sern, um auf diese Weise eine Isolierschicht —
die Myelinscheide — zu bilden. BACET iber-
nimmt also wichtige Funktion bei der Myelini-
sierung der Nervenscheiden wahrend der
Embryogenese.

Eine ebenfalls neue Funktion wurde fir
das beta-Amyloid Protein entdeckt. Unter-
suchungen zeigten hierbei, dass das beta-Amy-
loid Protein die Produktion der Fettsorten Cho-
lesterin und Sphingomyelin steuert. Die Zusam-
mensetzung dieser Fette in den Nervenzellen
wiederum beeinflusst die gamma-Sekretase
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Aktivitat und somit die beta-Amyloid Menge.
AuBerdem konnten wichtige physiologische
Funktionen des APP Molekiils bei der Anhaf-
tung von Neuronen an das Bindegewebe des
Gehirns und bei der Entwicklung der Gehirnrin-
de identifiziert werden.

Auch wurden Pathomechanismen der
zerebralen Amyloid Angiopathie (CAA) unter-
sucht. Die zerebrale Amyloid Angiopathie ist
eine krankhafte Veranderung der Blutgefale,
die durch die Ablagerung des beta-Amyloid
Proteins in BlutgefaBen verursacht wird. Die
molekularen Prozesse der CAA spielen eine
wesentliche Rolle beim Auftreten von zerebra-
len Blutungen im Rahmen therapeutischer
Ansatze.

Epilepsie durch

gestdrte lonenkandle

Bis zu 50 Prozent aller Epilepsien sind vor-
wiegend genetisch bedingt, insbesondere die
sogenannten idiopathischen Epilepsien — also
Epilepsien, bei denen es keine Hinweise auf
eine umweltbedingte Ursache oder strukturelle
Hirnverdnderungen gibt. Genetisch beeinflus-
ste Funktionsstérungen von lonenkanalen spie-
len eine zentrale Rolle bei der Entstehung von
idiopathischen Epilepsien. Dies ist verstandlich,
da lonenkanéle, die den lonenfluss durch die
Zellmembran regulieren, die Basis fiir die Erreg-
barkeit aller Nervenzellen darstellen. Die aktu-
ellen Kenntnisse zeigen zwar eine genetische
Heterogenitat, jedoch finden sich konkrete Hin-
weise auf eine funktionelle Konvergenz. So

scheinen die Einflisse hemmender Nervenzel-
len, die den Botenstoff gamma-amino-Butter-
saure (GABA) zur Signaliibertragung verwen-
den (sogenannte GABAerge Interneurone),
besonders héaufig von genetischen Mutationen
betroffen zu sein. Der indirekte oder direkte
Defekt der GABAergen Hemmung kénnte also
ein zentraler Mechanismus fir die Entstehung
von Epilepsien sein.

Im Rahmen des NeuroNetzes konnten die
weltweit groBten Kollektive von Familien und
Patienten mit idiopathischen generalisierten
Epilepsien (IGE) rekrutiert werden. In einigen
Familien wurden neue Genmutationen identifi-
ziert und funktionell charakterisiert, um her-
auszufinden, welche Wirkung diese Genveran-
derungen auf die Entstehung der Epilepsie
haben (Tab. 1). Derzeit erfolgt eine genomwei-
te Assoziationsstudie bei 700 IGE-Patienten mit
dem Ziel, die haufigsten Genveranderungen zu
erfassen und deren Zusammenspiel bei der Ent-
stehung von Epilepsien aufzudecken. Zudem
wurden Tiermodelle etabliert und untersucht,
durch die die Auswirkungen von epilepsieasso-
ziierten Mutationen in Nervenzellen, neurona-
len Netzwerken und im ganzen Tier analysiert
werden konnen. Diese Modelle schaffen auch
die Voraussetzungen, neue Therapieansatze zu
erproben.

Aufbauend auf Arbeiten des NeuroNetzes
spielen NGFN-Forscher zudem eine fiihrende
Rolle im europaischen Forschungsprogramm
EPICURE (Functional Genomics and Neurobio-
logy of Epilepsy, www.epicureproject.eu). Die-

ser konzertierte multidisziplindre Forschungs-
ansatz der bedeutendsten européischen For-
schergruppen verbessert die Erfolgsaussichten,
héufige und klinisch bedeutsame Schlisselstel-
len der Entstehung der Epilepsie zu identifizie-
ren und frithzeitig genetische Risikokonstella-
tionen zu erfassen, die préventive Behand-
lungsansatze ermdglichen.

Fazit und Ausblick

Das menschliche Genom ist entschlisselt,
und wir wissen sehr viel Uber seine Variabilitat.
Man kénnte meinen, dass sich die genetische
Forschung beim Menschen erschdpft habe.
Diese Annahme ist jedoch falsch. Das Gehim
des lebenden Menschen ist der direkten Unter-
suchung nicht zuganglich, und post mortem
sind nur bestimmte morphologische Analysen
maglich. Wie kein anderer Ansatz bieten gene-
tische Methoden gerade bei Krankheiten des
Gehirns  Mdglichkeiten zur Aufklarung der
Ursachen. Die Hoffnung ist groB, dass bei den
verschiedenen Krankheiten weitere Krankheits-
gene identifiziert werden konnen, die funktio-
nelle, z. B. zellbiologische, Analysen méglich
machen.

Kontakt

Dr. Ruth Raff

Institut fiir Humangenetik
Universitatsklinikum Bonn
WilhelmstraBe 31, 53111 Bonn
E-Mail: raff@uni-bonn.de

Ubergewicht - liegt es doch an den Genen?

Genetisch bedingtes extremes Ubergewicht als Risiko der modernen Gesellschaft und assoziierte Erkrankungen

Timo D. Miiller, Ginter Brénner, Susann Friedel, Anke Hinney, Johannes Hebebrand

Ubergewicht und Adipositas (extremes Uberge-
wicht) haben sich in den letzten Jahrzehnten
weltweit sowohl bei Erwachsenen als auch bei
Kindern und Jugendlichen epidemisch ausge-
breitet und sind zu einem zentralen Gesund-
heitsproblem geworden. Adipositas kommt zu-
nehmend haufiger vor, weil sich das Ernah-
rungs- und Bewegungsverhalten geandert hat.
Grundlage der Adipositas ist aber eine beste-
hende genetische Veranlagung.

Die Einteilung der Adipositas in drei

Schweregrade erfolgt anhand des Body-Mass-
Index [BMI = Kérpergewicht (kg)/(KérpergroBe
in m)?]. Nach Angaben der Weltgesundheitsor-
ganisation gelten derzeit ca. 50 Prozent der
Deutschen als Gbergewichtig (BMI > 25 kg/m?)
und 20 % als adipds (BMI = 30 kg/m?).
Adipositas gilt mittlerweile als einer der
funf groBten gesundheitlichen Risikofaktoren
der modernen Gesellschaft, wobei Folgeerkran-
kungen wie Typ 2 Diabetes, Bluthochdruck,
Herz-Kreislauf-Erkrankungen,  Fettstoffwech-

selstérungen sowie ein erhohtes Risiko flr Alz-
heimersche Demenz und verschiedene Krebsar-
ten mit Adipositas vergesellschaftet sind.

Verantwortliche Gene

fiir Ubergewicht

Das Netzwerk Adipositas und assoziierte
Erkrankungen beschaftigt sich mit den moleku-
laren Mechanismen der Gewichtsregulation.
Das Netzwerk umfasst 19 Teilprojekte an zehn
verschiedenen Standorten in Deutschland, wel-
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Forschungspipeline NGFN2 NeuroNet “Adipositas und assoziierte Erkrankungen”
Arbeitsblock 1 — Arbeitsblock 2 Arbeitsblock 3 Arbeitsblock 4
Identifizierung von Konfirmation Beurteilung der medizinischen, Populations-
Kandidatengenen in epidemiologischen und funktionellen genetik
verschiedenen Spezies Implikationen
Projekt 1: Projekt 3: Projekt 4: Project 6:
Molekulargenetische Biometrie und Pharmakologie Funkﬁol_lelI?
Analysen am Bioinformatik Studien in vitro
Menschen ) und in vive
Hebebrand, Niimnberg, Schafer, _ Lehnert,
Meitinger, il I-Ie_bebrand, Biebermann, K.lmg@nspor, _
IntegraGen, deCODE Wichmann Gudermann Schmidt, Ingenium
Projekt 2: > »
Molekulargenetische
Analysen in nicht-
humanen Spezies Projekt 5: Projekt 7: Projekt 8:
Brockmann, Joost, Epidemiologische Assoziierte Populations-
Klingenspor Studien und Erkrankungen genetik
komorbide
Erkrankungen
Illig, Boeing, Back, Wudy v St :
Schaefer o ST

Abb. 1: Forschungspipeline des NeuroNetz ,Adipositas und assoziierte Erkrankungen”.

che untereinander sowie mit internationalen
Partnern kooperieren.

Das Ubergeordnete wissenschaftliche Ziel
der Forschungen besteht darin, fiir (extremes)
Ubergewicht mitverantwortliche Gene bzw. ge-
netische Varianten, sogenannte Einzel-Nukleo-
tid-Polymorphismen (single nucleotide poly-
morphisms, SNPs [> Glossar]), zu identifizieren
und diese anschlieBend klinisch, epidemiolo-
gisch und funktionell zu charakterisieren. Die
Aufklarung der molekularen Mechanismen, die
der Adipositas zu Grunde liegen, ist dabei auf-
grund der bekannten medizinischen und epide-
miologischen Bedeutung des Phanotyps von

Abb. 2: Ergebnisse des 500K Affymetrix SNP Arrays an
487 extrem adipdsen Kindern- und Jugendlichen und
442 untergewichtigen Kontrollen nach verschiedenen
genetischen Modellen (Kreis: allelisch, Dreieck: rezes-
siv, Quadrat: dominant, Stern: additiv). Die beiden
besten SNPs im FTO-Gen (fat mass and obesity associa-
ted) sind durch ein Oval markiert.

hochster Prioritat. Ein weiterer Fokus liegt auf
der Untersuchung identifizierter Varianten be-
zlglich ihrer Relevanz fiir adipositasassoziierte
Begleiterkrankungen.

Im Rahmen des Netzwerkes wurde eine
.Forschungspipeline” eingerichtet, um schnell
und effektiv Informationen iiber die identifizier-
ten Genvarianten zwischen den beteiligten
Gruppen weiterzuleiten (Abb. 1). Das wissen-
schaftliche Konzept verbindet dabei Forscher-
gruppen aus dem Gebiet der Adipositas mit sol-
chen Gruppen, die Expertise auf dem Gebiet der
Hochdurchsatz-Typisierungsverfahren — aufwei-
sen oder in pharmazeutischen Firmen forschen.

Identifizierung von

Kandidatengenen in

verschiedenen Spezies

Den Anfang der Forschungspipeline
(Arbeitsblock 1) bilden Gruppen mit Expertise
auf dem Gebiet der molekulargenetischen Ana-
lyse der Gewichtsregulation bei Mensch und
Tier. Dabei sollen Gene bzw. genetische Varian-
ten (SNPs) identifiziert werden, die einen Ein-
fluss auf das Kérpergewicht haben. Diesem
Ansatz liegt die Annahme zugrunde, dass im
Tiermodell vorkommende genetische Variabi-
litat, die einen quantitativen Effekt auf die Fett-
masse hat, funktionell relevante genetische
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Variabilitat in den homologen Genen des Men-
schen vorhersagt und umgekehrt.

Analysen beim Menschen

Eine Essener Forschergruppe untersucht
die genetischen Mechanismen der Gewichtsre-
gulation beim Menschen. Eine wichtige Rolle
spielt dabei der Melanokortin-4 Rezeptor
(MC4R). Dieses Protein befindet sich im Hypo-
thalamus, dem Steuerzentrum des autonomen
Nervensystems. Sowohl| appetitanregende als
auch das Hungergefihl ddmpfende Faktoren
binden an den MC4-Rezeptor. Circa 2-4 % aller
extrem adipdser Personen zeigen funktionsre-
levante Mutationen in diesem Gen. Die NGFN-
Forscher konnten zeigen, dass sich diese Muta-
tionen beim weiblichen Geschlecht deutlich
starker auswirken als beim mannlichen: Eine
Untersuchung an betroffenen Familien zeigte,
dass mannliche mischerbige (heterozygote)
Mutationstrdger circa 15 bis 20 Kilogramm und
weibliche circa 30 Kilogramm schwerer waren
als Familienangehdrige ohne entsprechende
Mutation. AuBerdem gelang der Essener Grup-
pe in enger Kooperation mit der GSF in Miin-
chen erstmals der Nachweis, dass eine be-
stimmte Genvariante, der Austausch der Ami-
nosdure Valin gegen ein Isoleucin an der Stelle
103 des Proteins (Val103lle Polymorphismus),
negativ mit Adipositas assoziiert ist, und damit
vor Ubergewicht schiitzt. Circa 4 % der Deut-
schen haben diese Variante. Diese Personen
sind im Durchschnitt 1,5 kg leichter als die
Wildtyptrdger. Dieser schiitzende Effekt wurde
anschlieBend in zwei groB angelegten zusam-
menfassenden Untersuchungen (Metaanaly-
sen) bestatigt.

Mit einer bestimmten Art von DNA-Chips,

den hochdichten SNP-Chips, lassen sich bis zu
1 000 000 Varianten gleichzeitig bei einem
Individuum genotypisieren. Eine statistische
Auswertung zeigt dann, welche Allele gehéuft
bei Patienten im Vergleich zu gesunden Perso-
nen vorkommen. Auf diese Weise wurde das
Insulin induzierte Gen 2 (INSIG2) als Kandida-
tengen fiir Adipositas identifiziert. In weiteren
Studien konnte der Erstbefund bestatigt wer-
den: Das INSIG2-Protein reguliert die Aktivitat
von Genen, die beim Fett- beziehungsweise
Cholesterinstoffwechsel eine Rolle spielen.

AuBerdem konnten im Rahmen einer inter-
nationalen Kooperation spezifische genetische
Varianten im Transcription Factor 7 Like 2 Gen
(TCF7L2) identifiziert werden, die das Adiposi-
tas-Risiko erhéhen. Dieser Befund wurde in
weiteren Untersuchungen an unabhéngigen
Adipositas-Familien bestdtigt. TCF7L2 ist der-
zeit das am besten validierte Risikogen fir Typ
2 Diabetes mellitus. Weiterhin fiihrte die Esse-
ner Forschergruppe kiirzlich die weltweit erste
genomweite Assoziationsstudie (GWA) zu friih
manifestierter (extremer) Adipositas durch. In
dieser Studie wurden 500 000 SNPs an 487
extrem adipdsen Kindern und Jugendlichen
sowie 442 untergewichtigen Kontrollen geno-
typisiert. Es konnte eine Assoziation des FTO
Gens (fat mass and obesity associated) mit friih
manifestierter extremer Adipositas nachgewie-
sen werden (Abb. 2).

Ein Forscherteam aus KéIn entdeckte iber
eine genomweite Kopplungsanalyse an 295
deutschen Adipositasfamilien acht genomische
Regionen mit einem Hinweis auf Kopplung mit
frih manifestierter Adipositas. Ordnet man alle
in diesen Regionen beschriebenen Gene im Hin-
blick auf ihre potenzielle Relevanz fiir die

Abb. 3: Die New Zealand Obese Maus (NZO, rechts),
ein Modellorganismus fir polygene Adipositas und
ein normalgewichtiges C57/BL6J Kontrolltier (links).

Gewichtsregulation, so erhalt man eine Liste von
20 Genen, in denen représentative SNPs an 368
unabhdngigen Adipositastrios (extrem adipdses
Kind und beide Eltern) genotypisiert wurden.
Dreizehn SNPs zeigten statistische Signifikanz.
Zwei von diesen wurden in den zuerst unter-
suchten deutschen Familien bestatigt und wer-
den derzeit in weiterfihrenden Studien validiert.

Analysen im Tiermodell

An der Identifizierung von Kandidatenge-
nen bei Nagern arbeiten gleich mehrere For-
schergruppen. Ein Berliner Team untersucht die
,Berliner Fettmaus”, welche ein polygenes
Tiermodell fiir Adipositas darstellt, auf natirlich
vorkommende genetische Variation, da viele
humane Adipositasgene urspringlich anhand
spontan aufgetretener mutierter Mausgene
entdeckt wurden. Von einer Potsdamer Arbeits-
gruppe wird ein weiteres polygenes Mausmo-
dell fiir Adipositas, die New Zealand Obese
(NZO) Maus (Abb. 3), auf genetische Varianten
hin untersucht, die an der Adipositas dieser
Mauslinie beteiligt sind. Sie sollen dabei iden-
tifiziert und ihre Interaktion mit umweltbeding-
ten Faktoren, wie z. B. dem Fettgehalt der Nah-
rung, analysiert werden. Genomweite Kopp-
lungsanalysen an Auskreuzungen der NZO
Maus flhrten bisher zur Identifikation von 15
Chromosom-Abschnitten, die eine genetische
Veranlagung fir das metabolische Syndrom
enthalten, d. h. einem gemeinsamen Auftreten
von Zuckerkrankheit (Diabetes mellitus Typ-2),
extremen Ubergewicht, Fettstoffwechselstd-
rungen und Bluthochdruck.

AuBerdem wurden bei diesen Analysen
mehrere mit Adipositas assoziierte Kandidaten-
gene, wie etwa der Cholesterintransporter
(Abcg?) und der Neuromedin U Rezeptor
(Nmur2) identifiziert. Des Weiteren wurde durch
Sequenzierung der in den oben genannten Chro-
mosom-Abschnitten lokalisierten Gene wurde
eine Mutation in einem Gen gefunden, das még-
licherweise fiir eine Komponente des Insulinsi-
gnalweges kodiert.

Um weitere Kandidatengene fiir Adiposi-
tas im Tiermodell zu ermitteln, untersucht eine
Freisinger Gruppe (vorher Marburg) die Genex-
pression im Hypothalamus von M&usen und
Ratten bei unterschiedlichem Erndhrungssta-
tus. Dabei konnte die differenzielle Expression
von 18 Kandidatengenen im Hypothalamus der
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db/db Maus (Maus mit defektem Leptinrezep-
tor) mit quantitativer Real-Time PCR validiert
werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die
Inaktivierung (knock-out) des ATGL (adipocyte
triglyceride lipase) Gens zu erhéhter Fettmasse
und Insulinsensitivitat flihrt. Die generelle
Bedeutung dieser Gene fir die Gewichtsregu-
lation wird derzeit in weiterflihrenden Studien
untersucht.

Wiederholungsuntersuchungen

in unabhédngigen Stichproben

Das Ziel des zweiten Arbeitsblockes (Abb.
1) ist es, Gene bzw. genetische Varianten, die
im ersten Arbeitsblock identifiziert wurden, in
unabhéngigen Kollektiven zu bestatigen. Dabei
werden sowohl Fall-Kontroll- wie auch famili-
enbasierte Assoziationsstudien durchgefhrt.
Da zur effektiven Identifikation polygenetischer
Varianten sowie zur Vermeidung falsch positi-
ver Befunde eine sorgfaltige und aussagekraf-
tige Statistik notwendig ist, ist eine wiederhol-
te Untersuchung anfanglich positiver Befunde
in groBen unabhangigen sowie groBen epide-
miologischen Kollektiven unerlasslich.

Gene bzw. genetische Varianten, deren
Assoziation mit Adipositas in unabhéngigen
Kollektiven bestatigt werden konnte, werden
im dritten Arbeitsblock in verschiedenen paral-
lelen Ansatzen weiter erforscht.

Pharmakologische Studien

Eine Berliner Arbeitsgruppe untersucht
validierte Kandidatengene beziiglich ihrer
funktionellen und endokrinologischen Rele-
vanz fiir die Gewichtsregulation. Sie beschrieb
erstmals genetische Varianten im Proopiomela-
nocortin (POMC) Gen, die zu einem Funktions-
verlust des Proteins flihrten und mit extremer
Adipositas assoziiert waren. Proopiomelano-
cortin ist ein Prohormon, das in verschiedenen
Geweben, u. a. im Hypothalamus und in der
Adenchypophyse exprimiert wird. Das Prohor-
mon wird gewebespezifisch in verschiedene
Peptidhormone gespalten, die eine Rolle bei
Schmerzen, Stimulation der Melanozyten, Kor-
pergewicht, Regulation von Hunger und Sexua-
litat etc. spielen. Man konnte zudem zeigen,
dass dem aus dem POMC entstehenden beta-
Melanocyten stimulierenden Hormon (3-MSH)
eine essenzielle Bedeutung bei der Regulation
der Nahrungsaufnahme zukommt.

Parallel zur funktionellen Untersuchung
der verschiedenen MC4R Varianten werden
weitere  G-Protein-gekoppelte  Rezeptoren
pharmakologisch charakterisiert mit dem Ziel,

die dem MC4R zu Grunde liegende Signaltrans-
duktion zu entschliisseln.

Funktionelle Studien

In einer Arbeitsgruppe aus Magdeburg
werden die identifizierten Kandidatengene be-
zlglich ihrer Bedeutung fiir die Aktivitat des
sympathischen Nervensystems sowie fiir die
Aktivierungsmuster verschiedener Hirnareale
untersucht. Durch die metabolische Phanotypi-
sierung adipdser Mauslinien versucht man zu
kldren, welche metabolischen Komponenten
bei Mausen zur Entwicklung bzw. Resistenz
gegeniiber didtinduzierter Adipositas (DIO)
fihren. Durch die Herstellung von ,knock-in"
Méusen, die spezifische veranderte Allele des
MC4R tragen, wird auBerdem die Auswirkung
dieser Allele auf die Gewichtsregulation in die-
sen Tiermodellen untersucht. Ebenso werden
funktionelle Studien zur Interaktion zwischen
einer genetischen und einer durch Umweltfak-
toren bedingten Adipositas durchgefiihrt.

Epidemiologische Studien

und Begleiterkrankungen

Um die Bedeutung der mit Adipositas asso-
Ziierten Varianten fiir die Allgemeinbevolkerung
abzuschatzen, untersuchen die NGFN-Wissen-
schaftler die Haufigkeit der identifizierten Vari-
anten in einer fir die Allgemeinbevélkerung re-
présentativen Stichprobe (KORA-gen-Kohorte).
Dabei wird u. a. analysiert, ob die mit Adipositas
assoziierten Varianten die Anfalligkeit fur Be-
gleiterkrankungen (wie etwa Typ 2 Diabetes mel-
litus oder koronarer Herzerkrankung) erhdhen.

Andere Forscher des NGFN untersuchen die
identifizierten Varianten hinsichtlich adipositas-
abhéngiger Phanotypen des metabolischen Syn-
droms. Ebenso wird der Zusammenhang zwi-
schen den identifizierten Kandidatengenen und
Schlaganfall erforscht. Im Unversitatsklinikum
Marburg verfligt man Uber ein groBes Kollektiv
von Patienten mit und ohne koronarer Herzer-
krankung (KHK), in dem Mutationsanalysen rele-
vanter Kandidatengene durchgefiihrt werden.

Assoziierte Erkrankungen

Der Phanotyp Kleinwuchs (engl.: idiopathic
short stature, ISS), stellt in verschiedener Hin-
sicht (BMI, Knochenreifung, prapubertare Kor-
pergroBe) das gegeniiberliegende Ende der
jeweiligen quantitativen Verteilungen der Pha-
notypen dar, die bei adipésen Kindern und
Jugendlichen zu beobachten sind. Mit einer kon-
ventionellen Untersuchungsmethode (Genom-
scan) gelang es, mit ISS gekoppelte chromoso-

male Regionen zu identifizieren: Auf Chromo-
som 12 zeigte sich ein Bereich, der signifikant
mit ISS sowie der KorpergroBe gekoppelt war.
Die gleiche Region wurde bereits in anderen
Genomscans als Kopplungsregion fir die Statur
bei Erwachsenen beschrieben und enthdlt das
Gen fir den Vitamin D-Rezeptor (VDR). Ein fami-
lienbasierter Assoziationstest fiir sieben SNPs im
VDR Gen deutet darauf hin, dass genetische
Variabilitat an diesem Lokus zumindest teilwei-
se den Kopplungsbefund erklart. Derzeit werden
Kandidatengene fiir Untergewicht bei Kindern
mit ISS analysiert.

Populationsgenetik

Populationsgenetische  Untersuchungen
beziiglich der identifizierten Kandidatengene
erfolgen in einer Arbeitsgruppe in Leipzig. Da-
bei wird u. a. die Hypothese (iberpriift, ob sich
mit Adipositas assoziierte Varianten aufgrund
eines Selektionsvorteils in der Evolution leich-
ter durchgesetzt haben als Varianten, die nicht
zu einer Anfalligkeit fir Ubergewicht fiihren.
Die durchgefiihrten Analysen beinhalten dabei
u. a. die Genotypisierung von Kandidatengenen
in verschiedenen Volksgruppen sowie die Re-
Sequenzierung in nicht-humanen Spezies wie
beispielsweise Primaten.
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Schlaganfall: Dem Gehirn helfen,
sich selbst zu reparieren

Neuverschaltung der Nervenzellen stimuliert - Ausfélle des Gehirns bleiben gering

Peter Seeburg

Das Gehirn ist ein auBerordentlich komplexes
Organ und vermag sich nach einer Schadigung
kaum zu regenerieren. Neurologische und psy-
chiatrische Erkrankungen, die mit Verlusten
oder Funktionsstdrungen von Nervenzellen ein-
hergehen, flhren deshalb zu schweren und
dauerhaften Funktionsausféllen, wie man sie
zum Beispiel vom Schlaganfall (fokale zerebra-
le Ischamie) kennt. Ein Schlaganfall wird durch
Durchblutungsstdrungen des Gehirns ausge-
|6st: 85 Prozent aller Schlaganfélle entstehen
durch den Verschluss eines BlutgefaBes im Ge-
hirn (ischamischer Schlaganfall). Die restlichen
15 Prozent werden dadurch ausgeldst, dass ein
GefaB im Gehirn platzt und sich Blut in das
Hirngewebe ergieBt (hdmorraghischer Schlag-
anfall). In der Folge wird das Gehirn nicht mehr
ausreichend mit Sauerstoff und Glukose ver-
sorgt, so dass die Nervenzellen absterben.

Das Gehirn bildet neue Zellen

Neuere Untersuchungsbefunde wecken
Hoffnungen fiir Schlaganfallpatienten: Im Ge-
hirn des Menschen werden bis ins hohe Alter
taglich neue Zellen gebildet, die sich zu Ner-
venzellen und Gliazellen entwickeln.

Diese sogenannte adulte Neurogenese ist
zwar auf bestimmte Gehirnareale beschrankt,
im Falle einer Schadigung des Gehirns kann
diese Beschrankung aber (iberwunden und die
neugebildeten Nervenzellen kénnen gezielt in
die geschadigten Hirnareale umgelenkt wer-
den. Sie werden so mit den Uberlebenden Ner-
venzellen verschaltet, dass die Funktion des
abgestorbenen Hirngewebes zumindest teil-
weise wiederhergestellt werden kann.

Das Ziel der NGFN-Wissenschaftler des
Genomnetzes Schlaganfall besteht darin, einen
methodisch-therapeutischen Ansatz zu finden,
um die Neuverschaltung der Nervenzellen zu
stimulieren und so die schlaganfallbedingten
Funktionsausfalle des Gehirns mdglichst gering
halten zu kénnen. Unabdingbare Vorrausset-
zung dafiir ist zunachst das Verstandnis des
Zusammenspiels verschiedener Mechanismen
und Faktoren auf neuronaler sowie genetischer
Ebene: Wie schafft es unser Gehirn, sich selbst

Abb. 1: Neuronale Stammzellen aus dem Gehirn Ratte exprimieren das Intermediérfilament-Protein Nestin (griin).

Zellkerne wurden blau angeférbt. (Foto. D. Schelshorn)

zu reparieren? Welche Gene werden dazu akti-
viert? Welche Proteine werden produziert?
Welche Zellen springen fiir die toten Nachbarn
in die Bresche?

Simulation eines Schlaganfalls

Neuronale Stammzellen kénnen aus den
entsprechenden Regionen des Gehirns isoliert
und in einem Nahrmedium vermehrt werden
(Zellkultur). Die Situation eines Schlaganfalls
kann bei einer solchen Zellkultur simuliert wer-
den, indem die Zellen kaum noch Sauerstoff
und Glukose erhalten.

Die Arbeitsgruppe um PD Dr. Martin Mau-
rer und Professor Dr. Wolfgang Kuschinsky von
der Universitat Heidelberg hat solche neurona-

len Stammzellen in Kultur untersucht und ein
standardisiertes Verfahren entwickelt, das die
Ausreifung der Stammzellen in spezialisierte
Nervenzellen ermoglicht. Die Stammzellen
durchlaufen bei der Entwicklung zu speziali-
sierten Nervenzellen eine Reihe tiefgreifender
morphologischer und funktioneller Verande-
rungen, die sich in einer gednderten Proteinzu-
sammensetzung widerspiegeln. Die Heidelber-
ger Wissenschaftler trennten die in den Zellen
enthaltenen Proteine und Peptide auf, identifi-
zierten die einzelnen Proteine Uber Massen-
spektrometrie und erstellten eine Proteinkarte.

Durch einen Vergleich der Proteinkarten
von neuralen Stammzellen und ausgereiften
Nervenzellen entdeckten die Forscher einen
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Signalweg, der fiir die Aufrechterhaltung von
Stammzelleigenschaften im Hinblick auf ihre
Uberlebens- und Vermehrungsfahigkeit wichtig
ist. Eine Schlisselrolle spielt hierbei das Enzym
Glycogen-Synthase-Kinase-3-beta  (GSK3B),
ein Protein, das in zahlreiche Signalwege ein-
gebunden ist, die das Wachstum, die Entwick-
lung sowie die Apoptose (das , Selbstmordpro-
gramm” einer Zelle) regulieren.

Martin Maurer und Wolfgang Kuschinsky
identifizierten in ihrer Studie auch kleine Mo-
lekile, die die Funktion von GSK3@ ausschal-
ten. Diese Molekile kdnnten mdoglicherweise
zur Behandlung von Schlaganfall und neurode-
generativer Erkrankungen eingesetzt werden.

Nervenzellen aus Stammzellen

des Knochenmarks

Josef Priller und seine Arbeitsgruppe von
der Charité in Berlin untersuchen, ob sich
Stammzellen aus dem Knochenmark im Gehirn
zu  Nervenzellen weiterentwickeln kénnen.
Ware das der Fall, so lieBe sich durch eine
Transplantation dieser Zellen mdoglicherweise
der Gewebeschaden nach einem Schlaganfall
begrenzen.

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass
Zellen aus dem Knochenmark in das Schlagan-
fallgebiet einwandern und dort auch langerfri-
stig Eigenschaften von lokalen Zellen anneh-
men. Fir ihre Experimente markierten die Wis-
senschaftler Stammzellen aus dem Knochen-
mark mit griinem Fluoreszenzfarbstoff und inji-
zierten die Zellen in die Venen der Versuchstie-
re. Zehn bis 15 Monate spater waren im Gehirn
der Tiere zwei Arten derartig markierter Ner-
venzellen nachweisbar. Trotz der Blut-Hirn-
Schranke finden also Stammzellen aus dem
Knochenmark den Weg ins Gehirn und diffe-
renzieren dort zu Nervenzellen. Die Rekrutie-
rung von Knochenmarkszellen in das Gehirn ist
eng mit der Bildung von neuen GefdBen
(Angiogenese) assoziiert. Korperliche Aktivitat
erh6ht das AusmaB der Angiogenese und die
Prasenz von Knochenmarkszellen um die neu-
gebildeten GefaBe im Schlaganfallgebiet. Das
ist moglicherweise die Erklarung dafiir, dass
kérperliche Aktivitat die funktionelle Rehabili-
tation nach experimentellem Schlaganfall im
Tierversuch verbessert.

Das Berliner Forscherteam untersucht ge-
genwartig die Wechselwirkungen zwischen
Entziindung, Angiogenese und Ausreifung von
Nervenzellen bei einem Schlaganfall. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen konnten
dazu beitragen, dass neue, innovative Thera-

Abb. 2: Kultur von differenzierten Nervenzellen. Die Zellen wurden aus der subventrikuldren Zone (Maus) isoliert

£ i W/

und 7 Tage lang mit Serum in vitro kultiviert. Rot: Neuronenmarker MAP2, Grin: Astrocytenmarker GFAR

Blau: Kernfarbung mit DAPI.

pieverfahren entwickelt werden, die auch lange
nach dem Eintritt des Schlaganfalls Wirkung
entfalten, indem sie endogene Regenerations-
mechanismen erméglichen und unterstitzen.

Gewebeschaden wurde

enorm verringert

In der Pharmaindustrie beschaftigt sich ein
Team um Dr. Armin Schneider in Heidelberg mit
dem Granulocyte-colony-stimulating factor (G-
CSF). G-CSF spielt eine wichtige Rolle bei der
Blutbildung — aber offensichtlich nicht nur dort.
Wie die Forscher bewiesen, bilden Nervenzellen
im Gehirn sowohl den G-CSF-Rezeptor als auch
den Faktor selbst. Eine ganze Reihe von Indizi-
en spricht dafiir, dass G-CSF maBgeblich an der
Beseitigung der Schlaganfallfolgen beteiligt ist.

Die Wissenschaftler |osten bei Mausen
einen kinstlichen Schlaganfall aus, indem sie
den Blutfluss in einer wichtigen Hirnarterie
unterbrachen. Bereits zwei Stunden spater war
im Hirngewebe die Konzentration von G-CSF
um mehr als das 100-fache gestiegen, und
auch die Zahl der Rezeptoren hatte sich erhéht.
Am deutlichsten waren diese Veranderungen in
Hirnregionen, die direkt neben dem vom
Schlaganfall betroffenen Gebiet lagen.

Weitere Experimente zeigten, dass G-CSF
die intakte Blut-Hirn-Schranke iiberwindet. Das

brachte die Forscher auf die Idee, den Faktor
therapeutisch zu nutzen. Sie injizierten Mausen
die Substanz G-CSF im Anschluss an einen
induzierten Schlaganfall intravends. Die GréBe
des Infarktgebietes reduzierte sich dann im Ver-
gleich zu nicht behandelten Mausen um mehr
als 40 Prozent. Mause, die G-CSF erhalten hat-
ten, entwickelten auBerdem weniger schwere
neurologische Ausfalle als die Ubrigen Ver-
suchstiere.

Inzwischen haben die Wissenschaftler
auch geklart, auf welche Weise G-CSF das Hirn-
gewebe schiitzt: Zum einen verhindert die Sub-
stanz die Apoptose von Zellen im Infarktgebiet,
zum anderen wirkt sie auf neuronale Stamm-
zellen des Gehirns. Diese tragen namlich eben-
falls den G-CSF-Rezeptor auf ihrer Oberflache.
Unter Einfluss von G-CSF entwickeln sich die
Stammzellen zu Nervenzellen weiter. Diese
konnen dann die Liicken schlieBen, die der
Schlaganfall gerissen hat.

Schadensbhegrenzung im Gehirn

An der Heidelberger Universitat untersu-
chen Forscher um Professor Markus Schwanin-
ger, welche Gene nach einem Schlaganfall im
Hirngewebe verstarkt abgelesen werden. Sie
fuhrten eine sogenannte Genexpressionsanaly-
se im Hirngewebe durch und entdeckten, dass
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das Gen TWEAK nach einem Schlaganfall
besonders aktiv ist. Das Gen TWEAK kodiert fiir
einen Botenstoff, der eine Signalkaskade aus-
|6st, an dessen Ende der Transkriptionsfaktor
NF-kB steht. NF-kB wiederum schaltet Gene an,
die bestimmte Entzlindungsprozesse und die
Apoptose der Zellen steuern.

Die Wissenschaftler entdeckten, dass sich
das Protein TWEAK und der mit TWEAK ver-
bundene Signalweg in Nervenzellen durch Bin-
dung eines neutralisierenden Antikérpers aus-
schalten l3asst. Wurde TWEAK durch diesen
Antikorper blockiert, dann verkleinerte sich das
vom Schlaganfall betroffene Areal und es star-
ben wesentlich weniger Nervenzellen ab. Die
schadliche Wirkung von TWEAK bei einem

Schlaganfall wurde inzwischen auch durch
andere Forschergruppen bestatigt.

Ein weiteres Ergebnis der Studie bestétigt,
dass der Transkriptionsfaktor NF-kB eine wich-
tige Rolle beim Geschehen nach einem Schlag-
anfall spielt. NF-kB wird durch die Proteinkina-
se IKK aktiviert, indem IKK Phosphatgruppen
auf NF-kB Gbertrdgt. Um die Rolle von IKK beim
Schlaganfall aufzukléren, ziichteten die Wis-
senschaftler Mause, bei denen sich das Protein
IKK2 und damit dieser Signalweg in Nervenzel-
len beliebig ein- und ausschalten lieB. Lag kein
IKK2 in den Nervenzellen vor oder wurde es
blockiert, starben nach einem Schlaganfall
wesentlich weniger Nervenzellen ab. War IKK2
hingegen (ibermaBig aktiv, waren die Schéden

im Gehirn wesentlich gréBer. Auch wenn die
Forscher den Mausen ein kleines, kiinstliches
Molekl verabreichten, das IKK2 hemmt, ver-
kleinerte sich das vom Schlaganfall betroffene
Areal, und es starben wesentlich weniger Ner-
venzellen ab.

Sowohl IKK als auch TWEAK kénnten also
potenzielle Ansatzpunkte fiir eine Therapie
nach einem Schlagfanfall sein.

Kontakt

Prof. Dr. Peter Seeburg

MPI Med. Forschung Heidelberg,
Molekulare Neurobiologie

JahnstraBe 29, 69120 Heidelberg

E-Mail: seeburg@mpimf-heidelberg.mpg.de

Gefahrliche Wechselwirkung
zwischen Genen und Lebensstil

Héufigkeit von umweltbedingten Erkrankungen steigt seit einigen Jahrzehnten

Stefan Schreiber, Ulrich Wahn, Erich Wichmann

An verschiedenen Grenzflachen der Korper-
oberflache — also der Haut und den Schleim-
hduten von Darm, Atemwegen und Lunge —
muss sich der Korper mit vielen feindlichen
Umwelteinflissen auseinandersetzen. Deshalb
verfiigen diese Gewebe iber eine Reihe von
speziellen Abwehrmechanismen, die eine Bar-
riere gegentiber der AuBenwelt bilden.

Intakte Barrieren schiitzen

vor Krankheitserregern

Die Aufrechterhaltung einer Barrierefunk-
tion ist eine der wesentlichen Voraussetzungen
fur die Existenz komplexer Organismen. Beim
Menschen muss die Barrierefunktion an der
Haut und insbesondere den Schleimhduten
iiber Jahrzehnte fehlerfrei aufrecht erhalten
werden. Kommt es zu einem Zusammenbruch
der Barrierefunktion entstehen chronisch ent-
zlindliche Erkrankungen wie atopische Derma-
titis (Milchschorf), Asthma, Periodontitis (Wur-
zelhautentziindung der Zahne), Psoriasis
(Schuppenflechte), Sarkoidose (Erkrankung des
Bindegewebes) und chronisch entzlindliche
Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa. Alle diese Erkrankungen ste-
hen im Fokus des UmweltNetzes. Mittlerweile
wird jedoch klar, dass auch viele der Erkran-

kungen, die die inneren Organe betreffen (z. B.
koronare Herzerkrankung) ebenfalls mit einer
gestorten Barrierefunktion assoziiert sind.

Aus der Epidemiologie und den bislang
vorliegenden molekularen Befunden wird klar,
dass es sich hier um polygene Erkrankungen
handelt. Dies bedeutet, dass nicht nur ein wich-
tiges Krankheitsgen existiert, sondern viele ge-
netische Faktoren vorliegen missen, um die
Entstehung einer Barriereerkrankung zu be-
glnstigen. In den letzten Jahrzehnten hat die
Haufigkeit von umweltbedingten Erkrankungen
wie z. B. Asthma und Morbus Crohn stark zuge-
nommen. Das ist ein Hinweis, dass neben gene-
tischen Faktoren auch auslésende Umweltfak-
toren, die bislang noch nicht identifiziert wur-
den, eine entscheidende Rolle spielen.

Interessanterweise treten die meisten der
oben genannten Erkrankungen im Erwachse-
nenalter auf. Damit stellt sich die Frage, warum
es mitunter mehrere Jahrzehnte benétigt, bevor
es zum Ausbruch der Krankheit kommt.

Gleiche genetische Faktoren

bei verschiedenen Krankheiten

Das UmweltNetz geht davon aus, dass die
klassische indikationsgetriebene Einteilung der
Erkrankungen der Barriereorgane nicht die

ursachlich relevanten molekularen Prinzipien
reflektiert. Bereits mit den Mitteln der klassi-
schen Epidemiologie kann man nachweisen,
dass einzelne Erkrankungen — wie z. B. atopi-
sches Ekzem und Asthma oder Schuppenflech-
te und Morbus Crohn — gemeinsam vorkom-
men. Auch einige der ersten bislang beschrie-
benen Krankheitsgene sind mit mehr als nur
einer Barriereerkrankung assoziiert. So werden
sowohl bei Morbus Crohn als auch bei Asthma
krankheitsbeeinflussende Genvarianten von
NOD2 gefunden, und Genvarianten von IL23R
erhdhen gleichzeitig das Risiko fiir Morbus
Crohn und Schuppenflechte. Den scheinbar so
unterschiedlichen umweltbedingten Erkran-
kungen liegen also zum Teil dieselben geneti-
schen Faktoren zugrunde. In Ubereinstimmung
mit diesen molekularen und epidemiologischen
Gemeinsamkeiten wirken bestimmte Therapeu-
tika wie die anti-TNF Therapie gleich bei meh-
reren Barriereerkrankungen sehr effizient. Das
ibergreifende Thema des UmweltNetzes heift
daher ,Chronisch entziindliche Erkrankungen
der Barriereorgane”. Eine erfolgreiche Auf-
klarung der molekularen Krankheitsursachen
wird auch zu einer Veranderung der Behand-
lungsstrukturen fiihren.
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Krankheitshezogene

Vorgehensweise

Im UmweltNetz wurden die Erkrankungen
von verschiedenen Forschungsgruppen bislang
zwar mit dhnlichen Vorgehensweisen, aber un-
abhangig voneinander untersucht. In gene-
tisch-epidemiologischen Experimenten wurde
durch Vergleich der Erbinformationen zwischen
Hunderten von betroffenen Geschwisterpaaren,
der sogenannten Kopplungsanalye, ermittelt, in
welchen Regionen des Erbgutes die Risikogene
fur chronisch entzindliche Erkrankungen lie-
gen. Dieses Verfahren wird Kopplungsanalyse
genannt. Durch einen gezielten und detaillier-
ten Vergleich von bestimmten chromosomalen
Regionen zwischen Tausenden von Patienten
und Kontrollpersonen konnten dann erfolgreich
eine Reihe von Krankheitsgenen identifiziert
werden. Die Forschungsgruppen des Umwelt-
Netzes sind inzwischen weltweit fiihrend im
Bereich der Entdeckung von Krankheitsgenen.

So fanden NGFN-Wissenschaftler das
erste Krankheitsgen, BTNL2, bei der entzlindli-
chen Krankheit Sarkoidose. BTNL2 kodiert fir
ein Protein, welches in den Zellen des Immun-
systems vorkommt. Durch Mutation fehlt die-
sem Gen eine Region, mit der es normalerwei-
se in der Zellhiille verankert ist. Ohne diese Ver-
ankerung kann das Protein seine Funktion nicht
mehr erflllen, und das Abwehrsystem des Kor-
pers gerdt aus dem Gleichgewicht. Die Ent-
deckung des BTNL2-Gens ist ein Durchbruch fir
die klinische Forschung, denn bisher wurde die
Krankheit aufgrund der unspezifischen Sympto-
me wie Husten, Gelenkschmerzen und Fieber
héufig nicht erkannt. Jetzt hoffen die Wissen-
schaftler, die Sarkoidose mithilfe der neuen For-
schungsergebnisse schon bald besser diagno-
stizieren zu konnen.

Drei Krankheitsanlagen

nachgewiesen

Auch den genetischen Ursachen der
Krankheit Morbus Crohn sind die Forscher viele
Schritte nahergekommen. Die Wissenschaftler
des UmweltNetzes haben gleich drei Krank-
heitsanlagen fiir die chronische Darmerkran-
kung Morbus Crohn nachgewiesen:

Das Gen NOD2 kodiert fiir ein Protein, das
bestimmte Bestandteile auf der Bakterienober-
flache erkennt und tber eine Kette von bioche-
mischen Reaktionen das Immunsystem mobili-
siert. Durch den Austausch einer einzigen Base
im NOD2-Gen entsteht eine verkirzte Variante
des Proteins, die die Bakterien nicht mehr
erkennen kann. Die Wahrscheinlichkeit einer

chronischen Darmentziindung steigt dann um
einem Faktor bis 40.

Eine Genvariante im DLG5-Gen erhéht das
Morbus Crohn Risiko um 50 Prozent. Die Muta-
tion verdndert DLG5 an funktionell wichtigen
Stellen, so dass sich das betreffende Eiwei3
nicht mehr richtig an andere Bausteine des Zell-
geriistes anlagern kann. Die Darmzellen halten
dann nicht mehr stabil zusammen, und die
Schutzfunktion der Darmschleimhaut gegen-
iber Bakterien und anderen kérperfremden
Substanzen ist stark beeintrachtigt.

Auch eine Mutation im Gen ATG16L1 stei-
gert das Risiko deutlich, an Morbus Crohn zu
erkranken. Das Gen enthalt den Bauplan fir ein
Protein, welches zu einem zelluldren Zersto-
rungssystem gegen eingedrungene Bakterien
gehort.

Weltweit gréBte

DNA Sammlungen

Im UmweltNetz stehen fiir viele Erkran-
kungen zudem die weltweit groBten DNA
Sammlungen zur Verfligung. Das gemeinsame
Interesse an Kontrollen (also an einer Gruppe
von Personen, die keine Erkrankung haben,
aber trotzdem in ihrer Zusammensetzung mog-
lichst genau die Bevolkerung widerspiegeln)
hat zunachst zum Auf- und Aushau von Bio-
banken innerhalb des UmweltNetzes geflihrt.
Diese sehr groBen und ebenfalls auf internatio-
naler Ebene bekannten Biobanken heien
KORA-gen und popgen. Die errichteten Bio-
banken ,versorgen” mittlerweile auch viele
Projekte anderer Netze des NGFN mit Daten
und Probenmaterial. Von besonderer Bedeu-
tung ist jedoch der Aufbau populationsrepra-
sentativer Patientengruppen (Kohorten) im
Rahmen der Biobanken. Hier handelt es sich um
den Durchschnittspatienten, der mitunter
erheblich von den sonst fir solche Forschungs-
projekte rekrutierten Patienten der Unikliniken
abweichen kann. Die in diesen Biobanken vor-
handenen Patienten sind daher sehr wichtig fir
die spatere klinische Umsetzung der geneti-
schen Befunde.

Buchstabentausch mit

fatalen Folgen

Mithilfe von sogenannten SNP-Chips kon-
nen jetzt erstmalig bis zu einer Million Einzel-
basenpolymorphismen (engl.: single nucleotide
polymorphism, SNPs [> Glossar]) reproduzier-
bar pro Patient untersucht werden. Einzelba-
senpolymorphismen sind winzige genetische
Variationen im Erbgut. Die Unterschiede beru-

hen meistens auf dem Austausch nur eines
Buchstabens im DNA Alphabet, was aber fata-
le Folgen haben kann. Denn wenn der Basen-
austausch in einem Gen liegt, beeinflusst er das
Genprodukt und kann die Wahrscheinlichkeit
eines Krankheitsrisikos erhohen. Das Chip-
Experiment wird bei Tausenden von Patienten
und Kontrollpersonen durchgefiihrt. So kann
man auf einen erheblichen Teil der krankheits-
relevanten genetischen Information zugreifen
und die fir die Erkrankung relevanten Krank-
heitsgene direkt und ohne Umwege entdecken.
Hier findet derzeit ein Wettlauf zwischen den
verschiedenen internationalen Programmen
statt, bei dem es um die erstmalige Entschlis-
selung von Erkrankungen geht. Obwohl der
Aufwand gewaltig ist (vergleichende Untersu-
chung von Tausenden Patienten und Kontrol-
len) werden in verschiedenen Nationen (insbe-
sondere USA, England, Frankreich) sehr hohe
Betrdge in diese Projekte investiert. Das
UmweltNetz ist an vorderster Front dabei und
hat diese Technologien bereits einer Nutzung
zugefiihrt. Zugleich erméglichen es die neuen
Technologien, Forschungsergebnisse auch zwi-
schen den einzelnen Erkrankungen direkt zu
vergleichen. Das bedeutet nicht nur die Analy-
se jeder Barriereerkrankung fiir sich selbst son-
dern auch die gemeinsame Analyse aller Pati-
enten aus den verschiedenen Erkrankungsbe-
reichen des UmweltNetzes, um z. B. generelle
Entziindungsgene zu finden.

Bei der Aufklarung der funktionellen Kon-
sequenzen von mit Krankheit assoziierten Gen-
varianten ist es ebenfalls zu einem Technolo-
giewechsel gekommen: siRNAs [small interfe-
ring RNAs > Glossar] sind kurze doppelstrangi-
ge RNA-Fragemente, die die Expression ein
oder mehrerer Gene spezifisch blockieren kon-
nen. Seit kurzem kénnen in Zellkulturexperi-
menten alle Gene des Menschen mithilfe kiinst-
lich erzeugter siRNAs schrittweise ausgeschal-
tet werden. Dazu mussen Experimente unter
erheblichem Zeit- und Kostenaufwand automa-
tisiert und siRNA Bibliotheken zu einem hohen
Preis angeschafft werden.

Ubergreifende

Entziindungsgene gesucht

Mit einer FérdermaBnahme durch das
BMBF wurden 2006 vielen Projekten des NGFN
die ersten SNP-Chips zur Verfigung gestellt.
Die entsprechenden Experimente — an einer
zundchst kleinen Anzahl von 500 Patienten —
werden jetzt in den einzelnen Erkrankungsbe-
reichen des UmweltNetzes parallel und aufein-
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Abb.1: Roboter zur genetischen Untersuchung von Tausenden von Patientenproben.

ander abgestimmt durchgefiihrt. Ziel ist es,
nicht nur fir jede der Erkrankungen moglichst
alle Krankheitsgene zu identifizieren, sondern
auch die Datensatze so zusammenzufihren,
dass generell wichtige, iibergreifende Entzlin-
dungsgene gefunden werden kénnen.

In der Zukunft will das UmweltNetz diese
Vorgehensweise ausbauen und, aus statisti-
schen Griinden, die SNP-Chip gestUtzte Erkun-
dung der vollstandigen Krankheitsgen-Satze in
deutlich groBeren Kohorten fortfihren. Wichtig
ist hier vor allem die Bestatigung der bereits an
der ersten Tranche der SNP-Chips gemachten
Befunde. Typischerweise fihren Experimente,
bei denen bis zu einer Million verschiedene
Polymorphismen getestet werden, auch zu
falsch positiven Resultaten. Nur durch die
Bestatigung der Ergebnisse eines solchen Expe-
rimentes mit sehr groBen, weiteren Patienten-
stichproben kénnen daher falsch positive
Befunde von den echten Krankheitsgenen
getrennt werden. Hier wird das UmweltNetz
mehr als 22 000 SNPs in mehr als 20 000 Ent-
zlindungspatienten in einer groBen, parallelen
Nachverfolgung in sieben entziindlichen Krank-
heitsbildern untersuchen.

Auch in den auf diese Weise identifizierten
Krankheitsgenen ist oft nicht klar, wo die
ursachlichen Veranderungen in der genetischen
Sequenz liegen. Eine vergleichende Sequenzie-
rung bei Tausenden von Patienten ist daher not-
wendig. Auch hier sind neue Technologien ver-
flgbar, die diesen Durchsatz erst erméglichen.
Mit ultraschnellen Sequenzierern, die mit For-
dermitteln des BMBF und der DFG finanziert
wurden, konnen mehrere Gigabasen (d. h.
mehrere Milliarden Buchstaben des geneti-

schen Alphabets) in einem einzigen Lauf der
Instrumente sequenziert werden.

Auch fir die funktionellen Nachfolgeun-
tersuchungen, mit denen herausgefunden wer-
den soll, wie Krankheitsgene zu den molekula-
ren und morphologischen Verdnderungen
flhren, die der Arzt dann als Krankheit defi-
niert, wird breit vorgegangen. Zur Untersu-
chung der bislang aufgedeckten Krankheitsge-
ne wurden mehr als 30 genetisch modifizierte
Mauslinien hergestellt, die derzeit als Modell-
systeme evaluiert und untersucht werden.
Genomweite siRNA Experimente sind geplant,
in denen in Zellkulturen schrittweise jedes Gen
ausgeschaltet wird, um die von den Krank-
heitsgenen ausgehenden Stoffwechselwege zu
identifizieren. Dazu stehen groBBe siRNA-Biblio-
theken zur Verfiigung, die in gemeinsamen Pro-
jekten mit dem DKFZ in Heidelberg eingesetzt
werden.

Ausblick

Die Komplettierung der genetischen Risi-
kokarte der entziindlichen Barriereerkrankun-
gen zu einem klinisch nutzbaren Instrument
bedarf der Aufdeckung sémtlicher relevanter
Krankheitsgene. Diese kann nur durch die oben
dargestellten systematischen Studien erfolgen.
In groBen Konsortien sollte sowohl an hinrei-
chend groBen Patientenkollektiven innerhalb
der Indikation (z. B. Morbus Crohn) als auch
indikationstbergreifend (alle entziindlichen
Barriereerkrankungen zusammen) gearbeitet
werden. Dabei ist die Bewertung samtlicher
Risikovarianten in den entdeckten Krankheits-
genen wichtig. Neue Techniken der Ultra-Hoch-
durchsatzsequenzierung werden dieses auch in

Abb. 2: Automatische Zellkulturplattform fir siRNA-Studien.

AEREAAL;

.

groBen Populationen ermdglichen. Die Schaf-
fung von Tiermodellen, die die polygene Veran-
lagung der Patienten widerspiegeln, ist sicher-
lich die nachste Prioritat, um die resultierende
Pathophysiologie zu verstehen.

Im Bereich der entziindlichen Barriereer-
krankungen ist die Maus mdglicherweise nicht
der am besten geeignete Modellorganismus.
Entwicklungsgeschichtlich einfachere Organis-
men (z. B. Hydra) unterliegen einer erheblich
intensiveren Auseinandersetzung an Barriere-
oberflachen. Sie werden es zudem erlauben, die
evolutiondre Entstehung von krankheitsrele-
vanten Varianten gezielt zu verstehen. In jedem
Fall wird es instrumentell wichtig sein, die tech-
nologischen Forschritte und den hohen Auto-
matisierungsgrad im Bereich der Aufdeckung
genetisch-ursachlicher  Prinzipien auch im
Bereich der funktionellen Nachverfolgung zu
erreichen.

Eine klinische Nutzung der genetischen
Information kann wahrscheinlich erst bei wei-
terer Vervollstandigung der genetischen Risiko-
karte etabliert werden. Sie bedarf der Entwick-
lung und des Nachweises eines durch Kenntnis
der genetischen Informationen verbesserten
diagnostischen oder therapeutischen Vorge-
hens. Dazu sind prospektive klinische Studien
und insbesondere Biobanken wie popgen oder
KORA-gen notwendig.

Kontakt

Gunda Boehm

Institut fur klinische Molekularbiologie
SchittenhelmstraBe 12, 24105 Kiel
E-Mail: ngfn@mucosa.de
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Systematisch Methodische Plattformen (SMP)

Regulatorische Netzwerke verstehen,
Krankheitsprozesse untersuchen

Plattform , Systematische Sequenzierung und Analyse von Sequenzvarianten”

Ralf Sudbrak, Ulrich Barenbrock, Hans Lehrach

Das Grundkonzept, das einer Reihe der Platt-
formen im Nationalen Genomforschungsnetz
zugrunde liegt, ist der Informationsfluss aus
dem Genom (Plattform DNA) (iber epigeneti-
sche Modifikationen (Plattform Epigenetik) zu
RNA (Plattform RNA, RNAI), den Proteinen
(Plattformen Protein, Antikorper) und zum Pha-
notyp (Plattform Zellen, Modellorganismen, kli-
nische Projekte). Dieser Informationsfluss ent-
spricht einem Rechenprozess, in dem der Pha-
notyp (einschlieBlich Krankheiten und Krank-
heitsneigungen) aus der Information im Genom
und der Umgebung bestimmt wird. Die Syste-
matisch Methodische Plattform DNA ,Syste-
matische Sequenzierung und Analyse von
Sequenzvarianten” hat dabei spezifisch die
Aufgabe, die Sequenz des Genoms, die mole-
kularen Mechanismen der Verarbeitung dieser
Sequenz in selektive Transkription sowie die
Bedeutung der Variation dieser Sequenz auf
den Phénotyp des Organismus zu untersuchen.
Verglichen mit NGFN-1 entspricht sie der
Zusammenlegung zweier Themenkreise, der
genomischen Sequenzierung und der Genoty-
pisierung. Dies erklart die groBe Anzahl an Teil-
projekten, die vom Max-Planck-Institut fir
Molekulare Genetik koordiniert werden. Die 20
Subprojekte sind in fiinf thematischen Blocken
organisiert.

1: Genomevolution und Sequenzierung

2: Analyse von regulatorischen Netzwerken

3: Genetische Variation im Menschen und
in Modellorganismen

4: Molekulare Krankheitsmechanismen

5:Nationale Genotypisierungsplattform

Die Hauptziele der SMP DNA sind zum einen
die Genomanalyse sowie die Analyse der Gene

und ihrer Promotorelemente, um die regulato-
rischen Netzwerke zu verstehen, deren Storun-
gen sich in vielen Erkrankungen manifestieren,
zum anderen die Etablierung von Genotyp-Pha-
notyp-Beziehungen unter besonderer Beriick-
sichtigung der Identifizierung von krankheits-
verursachenden Genen und damit die Analyse
von Krankheitsprozessen.

Vergleich Mensch

und Schimpanse

Der Sequenzierung des menschlichen
Genoms verdanken wir genaue und weitrei-
chende Informationen Uber die Komplexitét
biologischer Prozesse. Die Evolution der geno-
mischen Sequenz gibt uns wichtige Anhalts-
punkte tber genetische Mechanismen, die fir
die Unterschiede zwischen den verschiedenen
Spezies verantwortlich sind. Besonders interes-
sant ist der Vergleich zwischen dem Genom des
Menschen und dem seines nachsten Verwand-
ten, des Schimpansen (Pan troglodytes). Wah-
rend sich die vergleichende Genomforschung
zwischen relativ weit voneinander entfernten
Organismen (evolutiondre Distanz zwischen
Mensch und Maus: 60 Millionen Jahre) darauf
konzentriert, Ubereinstimmungen zwischen
den Arten zu finden, flihrt der Vergleich mit dem
Schimpansengenom  (evolutiondre  Distanz:
etwa flinf bis sechs Millionen Jahre) zu wissen-
schaftlich greifbareren Unterschieden.

Ziel ist, die molekulare Basis jener evolu-
tiondren Veranderungen zu entschliisseln, die
zu zwei Organismen mit klaren Unterschieden
in Phanotyp und Verhalten gefiihrt haben.
Dadurch hoffen wir, nicht nur Informationen
iiber die Funktion von Genen und regulatori-
schen Sequenzbereichen zu erhalten, sondern
auch etwas (ber die biologischen Mechanis-

Abb. 1: Der Schimpanse Pan troglodytes,

unser néchster Verwandter.

men zu lernen, die fir Eigenschaften verant-
wortlich sind, die den Menschen von allen
anderen Lebewesen unterscheiden, wie z. B.
Intelligenz und Sprache. Dariiber hinaus méch-
te man herausfinden, welche genetischen
Unterschiede zur veranderten Empféanglichkeit
fur Krankheiten gefiihrt haben. Die drei deut-
schen Sequenzierungzentren (FLI Jena, HZI
Braunschweig, MPIMG Berlin) haben in der
ersten Phase des NGFN in einer asiatisch-deut-
schen Zusammenarbeit das zum menschlichen
Chromosom 21 &quivalente Schimpansenchro-
mosom 22 mit bisher unerreichter Genauigkeit
sequenziert, analysiert und verglichen. Diese
Zusammenarbeit der drei deutschen Zentren
wurde in der zweiten Forderphase auf die Ent-
schliisselung der genetischen Information von
groBen Teilen des Chromosoms X des Schim-
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pansen ausgedehnt. Das X-Chromosom ist
wegen seiner groBen Anzahl an Genen, die mit
Erbkrankheiten in Verbindung gebracht wer-
den, von besonderem medizinischen Interesse.

Diese Arbeiten stellen eine sinnvolle
Erganzung zum amerikanischen Schimpansen-
genomprojekt dar, in dem das Geschlechts-
chromosom X zu 50 % unterreprdsentiert ist,
da von dem amerikanischen Konsortium die
DNA eines mannlichen Schimpansen entschlis-
selt wird. Ein weiteres Argument fir die Aus-
wahl des X-Chromosoms als lohnendes For-
schungsprojekt ist die lange Tradition und
damit erworbene Expertise, die die deutsche
Wissenschaftsgemeinschaft auf diesem Gebiet
vorzuweisen hat. In diesem Projekt ist die Ge-
nerierung der Rohdaten weitestgehend abge-
schlossen, und die vergleichende Analyse mit
der humanen Version wird in Kiirze vorliegen.
Ein weiterer Fokus des FLIs und des MPIMGs
lag in der Beteiligung an der Analyse des
menschlichen X-Chromosoms, dessen endgiilti-
ge Sequenzin der zweiten Phase des NGFN ver-
offentlicht wurde. In diesem Zeitraum wurden
unter deutscher Beteiligung zudem die Analy-
sen der menschlichen Chromosomen 3
(MPIMG) und 8 (FLI) fertiggestellt. Alle diese
Arbeiten wurden in der Fachzeitschrift Nature
veroffentlicht.

Eine Pipeline zur Analyse

von Promotoren

Alle biologischen Prozesse werden von
genetischen Netzwerken reguliert, und die
Regulation der Transkription ist davon ein we-
sentlicher Bestandteil. Dabei interagieren DNA-
bindende Proteine (Transkriptionsfaktoren) mit
DNA-Elementen der Promotorregionen. Spezi-
fische Wechselwirkungen der Transkriptions-
faktoren mit den im Wesentlichen vor dem
RNA-kodierenden Bereich liegenden Promotor-
sequenzen vermitteln den Start der Transkripti-
on durch die RNA-Polymerase und regulieren
die Expression der entsprechenden Gene. Um
die Funktion von regulatorischen Netzwerken
systematisch untersuchen zu konnen, wurde
eine  Promotor-Analyse-Pipeline  etabliert.
Mensch- und Maus-Promotorregionen  mit
einer Lange von ca. 2 500 Basenpaaren auf-
warts von der Transkriptionsstartstelle wurden
in Reportergenvektoren [> Glossar] kloniert
und flr funktionelle Analysen eingesetzt.

Im SMP DNA-Projekt ,Promotor Informa-
tik” wurden eine zentrale Datenbank sowie
eine Analyse-Pipeline mit einer benutzer-

Structural Annotation *

Human genome sequence

Conserved regulatory regions

DGSIgn hisc pnmers + _

Promoter regions & primers sequences

Cloning/Gateway system

Promoter regions

Promoter/GFP reporter constructs

v

+pathway mapping (inflammation)

Promoter analysis & functional characterization
stransfection (transfected cell arrays)
*genetic networks (mouse models)

Abb. 2: Uberblick iiber die Promotor-Analyse-Pipeline und deren Interaktionen.

freundlichen Schnittstelle fir Promotorinfor-
mationen und Annotationen (aufgrund von
Sequenzahnlichkeiten und typischen DNA-Ele-
menten mithilfe von Computern vorhersagba-
ren Gensequenzen) entwickelt

(http://promotion.molgen.mpg.de). Dies ge-
wahrleistet einen kontinuierlichen Informati-
onsfluss von experimentellen Untersuchungen
und Computervorhersagen. Im SMP DNA-Pro-
jekt ,Promotor Ressource” wurden auBerdem
Protokolle fir die Hochdurchsatz-Vervielfalti-
gung von Promotorregionen und deren Klonie-
rung in Reportergenvektoren optimiert. Die
Erfolgsrate liegt bei Uber 80% und zwi-
schenzeitlich wurden mehr als 1 200 Promo-
torregionen amplifiziert, die nun als Promotor-
Reportergenkonstrukte kloniert werden. Im
Rahmen des Projektes ,Funktionelle Promotor
Analyse” werden die auf dem Chromosom 21
lokalisierten Promotoren funktionell in unter-
schiedlichen Zellen untersucht. Von 180 dieser
Promotoren waren (iber 60 in Hek293 Zellen,
einer vergleichsweise einfach zu handhaben-
den Zelllinie aus menschlichen embryonalen

Nierenzellen, unterschiedlich aktiv.

In einem weiteren Projekt ,Funktionelle
Promotor Analyse in der Maus” werden Pro-
motoraktivitaten in der Maus analysiert. Dazu
werden Reportergenkonstrukte in embryonale
Stammzellen (ES) der Maus integriert, um aus
den ES-Zellen genetisch verdnderte Tiere zu
erzeugen. Zurzeit werden 21 verschiedene Pro-
motorkonstrukte untersucht.

Diese Arbeiten werden durch mehrere
andere Ansatze vervollstandigt, die die Struktur
und Funktion derselben Promotoren innerhalb
anderer NGFN-Plattformen untersuchen. So
wird innerhalb der Plattform Epigenetik eine
systematische Analyse der Methylierungsmus-
ter der Chromosom 21-Promotoren, unter
anderem auch in der Hek293-Zelllinie, durch-
gefihrt. Als Teil der RNAi Plattform wird er-
forscht, welche Auswirkungen sich fir das
Expressionsmuster der Hek293 Zellen ergeben,
wenn bestimmte Transkriptionsfaktoren mithil-
fe der RNAi-Technologie ausgeschaltet wer-
den. Innerhalb der Proteinplattform wird die
Bindung in vitro synthetisierter Transkriptions-
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faktoren an verschiedene Promotorsequenzen
untersucht.

Variation in Menschen

und Modellorganismen

Um in der Lage sein zu kénnen, einen
bestimmten Phanotyp mit einem Genotyp zu
korrelieren, miissen wir die Variationen der
Genome verstehen, und zwar sowohl bei
gesunden Kontrollen als auch in Patienten. Die-
ser Block der SMP DNA etabliert genaue Haplo-
typinformation [> Glossar] vornehmlich in
gesunden Kontrollen und nur in einem begrenz-
ten MaBe in Patienten. Hierzu wurde eine Refe-
renzressource bestehend aus Bibliotheken der
gesamten haploiden Genome von mehr als 200
Individuen aus einer reprasentativen Stichpro-
be (popgen-Kohorte) generiert und genotypi-
siert. Sie dient nun als Fundament fir die
Bestimmung der molekularen Haplotypen von
chromosomalen Regionen und Kandidatenge-
nen. Ergdnzend wurde eine hochdichte Haplo-
typkarte des Rattengenoms erstellt. Bisher
wurden 50 000 hochqualitative genetische
Varianten (SNPs) erfasst und davon iiber 2 000
in den entsprechenden Abschnitten auf Chro-
mosom 21 des Menschen lokalisiert, von denen
etwa die Hélfte in 50 Rattenstammen genoty-
pisiert wurden. Die Ratte ist das wichtigste
Modell fir Forschungsarbeiten auf den Gebie-
ten der Physiologie, Pharmakologie und Toxi-
kologie.

Molekulare

Krankheitsmechanismen

In diesem Block der SMP DNA werden
humangenetische und onkologische Fragestel-
lungen durch verschiedene methodische Ansat-
ze angegangen. Die hier untersuchten Geno-
typ-Phanotyp-Korrelationen basieren unter an-
derem auf gréBeren Verdnderungen innerhalb
des Genoms von Patienten. Aufbauend auf
eigenen Technologieentwicklungen wurde ein
Verfahren entwickelt, mit dem man ermitteln
kann, ob bestimmte Bereiche der genomischen
DNA vervielféltigt wurden oder verlorengegan-
gen sind, der sogenannter Matrix-CGH Micro-
array. Dieses Verfahren wurde fir onkologische
sowie humangenetische Fragestellungen ein-
gesetzt. Dabei wurden mehrere molekulare
Marker zur Prognose von Krebskrankheiten (u.
a. flir Medulloblastome, Ependyome) identifi-
ziert und mithilfe weiterer Nachweismethoden
in groBen Patientengruppen iberprift.

Auf den menschlichen Chromosomen gibt
es bestimmte Regionen, an denen aufféllig

héufig Briiche auftreten. Gelegentlich werden
solche Briiche falsch gekittet, so dass sich ein
Chromosomenarm oder ein Chromosomenab-
schnitt mit einem anderen Chromosom verbin-
det (Translokation). Solche Stellen, bei denen
das betreffende Chromosom ein vorherbe-
stimmtes Risiko zum Bruch besitzt, werden mit-
hilfe der sogenannten Bruchpunktanalyse
untersucht. So konnten bei Patienten mit gei-
stiger Behinderung mehrere neue Krankheits-
gene identifiziert werden, die an Bruchpunkt-
stellen liegen. Als methodische Neuerung
wurde diese Bruchpunktanalyse durch Sequen-
zierung sortierter Translokationschromosomen
mithilfe der neuen Sequenziertechnologien
etabliert.

Innerhalb der SMP DNA wurde eine Hoch-
durchsatz-Resequenzierungsplattform eta-
bliert, die hauptsachlich Resequenzierungspro-
jekte medizinisch und pharmakologisch rele-
vanter Gene in Zusammenarbeit mit den klini-
schen Netzwerken durchfihrt. Mit der Metho-
de des Resequenzierens ist ein direkter Ver-
gleich der genomischen Sequenzen von Patien-
ten und Kontrollen mdglich. Auf diese Weise
wurden mehrere Genvariationen als Krank-
heitsursachen identifiziert. Die SMP DNA ver-
flgt auBerdem Uber eine populationsbasierte
Sammlung von Lymphoblasten-Zellkulturen
sowie enzymatische Nachweisverfahren zur
Charakterisierung von Patienten mit unbe-
kannten Defekten des Energiestoffwechsels.
Hierbei konnten u. a. Mutationen im ETFDH-
Gen bei Patienten identifiziert werden, die an
einem Mangel an dem vitaminartigen Nahrstoff
Q10 leiden. Diese Ergebnisse werden in die
MitoP2-Datenbank (mitochondriale Proteom-
datenbank) eingegeben, die Informationen zu
kernkodierten mitochondrialen Genen, Protei-
nen und Erkrankungen enthalt.

Nationale

Genotypisierungsplattform

Im Mittelpunkt der Arbeiten des NGFN
steht die Erforschung der genetischen Ursa-
chen von haufigen Krankheiten, den sogenann-
ten Volkskrankheiten. Hierzu werden phénoty-
pische und genetische Daten der Patienten in
Bezug zueinander gesetzt. Der erste Schritt bei
der Identifizierung von Krankheitsursachen
besteht darin herauszufinden, auf welcher spe-
zifischen chromosomalen Region sich ein Gen-
ort befindet, der innerhalb von Familien mit
einer Erkrankung mitvererbt wird. Dieser
Ansatz bendtigt substanzielle Ressourcen fiir
die Hochdurchsatz-Genotypisierung. Deshalb

wurde ein Konsortium aus den flhrenden
Genotypisierungszentren Deutschlands
gegrindet, die die Nationale Genotypisie-
rungsplattform bilden. In dieser Plattform ist
die gesamte Palette an existierenden Genotypi-
sierungstechnologien abgedeckt, so dass fir
jedes individuelle Projekt das optimale Set-up
ausgewahlt werden kann. Aktuell wird das
Portfolio erweitert, indem eine neue Hoch-
durchsatz-Sequenziertechnologie der néchsten
Generation etabliert wird. Die Nutzung der zur
Verfligung  gestellten  Kartierungs-Pipeline
resultierte in der Identifizierung einer groBen
Anzahl an Genen, die fiir monogene Erkran-
kungen verantwortlich gemacht werden konn-
ten. Dartliber hinaus wird dieser Ansatz auch
vermehrt flir genomweite Assoziationstudien
genutzt, um Suszeptitbilitdtsgene (Gene, die
die Empfanglichkeit fir eine genetische Scha-
digung erhéhen) fur hdufige Erkrankungen
durch Kopplungsungleichgewichtsanalysen zu
lokalisieren. Es konnten genetische Varianten
fur mehrere komplexe Erkrankungen identifi-
ziert werden, u. a. solche, die flr ein héheres
Risiko bei der Cholelithiasis (Gallensteinleiden)
und dem Restless-Legs-Syndrom (neurologi-
sche Erkrankung, ,unruhige Beine”) verant-
wortlich sind.

Die Teilprojekte der SMP DNA beleuchten
—von verschiedenen Richtungen und mit einer
Vielzahl verschiedener technischer Ansatze —
die Prozesse, die selektiv die Information des
Genoms auslesen, und die Ubersetzung der
Variation dieser Information in den Phanotyp
des Organismus. Sie haben alle das gemeinsa-
me Ziel, Gene und deren Funktionen verstehen
zu lernen, um mit diesem Wissen Krankheiten
besser  diagnostizieren, therapieren und
schlussendlich heilen zu kdnnen. Um dieses Ziel
zu erreichen, wurden fundamentale Grundla-
gen, wertvolle Ressourcen und eine &uBerst
effiziente Infrastruktur geschaffen, auf die die
wissenschaftliche Gemeinschaft auch in Zu-
kunft zuriickgreifen kann.
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Max-Planck-Institut fur Molekulare Genetik
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Ein Programm fiir jeden Zelltyp

Analyse der epigenetischen Interpretation der genetischen Information des Menschen

Michaela Schanné, Yasser Riazalhosseini, Verena Beier, Herman-Josef Gréne, Andreas Waha,
Matthias Schuster, Peer Stahler, Frank Lyko, J6rg D. Hoheisel

Auf etwa vier Prozent der Cytidine im mensch-
lichen Genom folgt in der DNA-Sequenz direkt
ein Guanosin. Gemeinsam bilden sie ein soge-
nanntes CpG-Dimer —das ,p" reprasentiert in
dieser Schreibweise die Phosphatbriicke zwi-
schen den beiden Nukleosiden. Die Cytosine in
einem solchen Dimer konnen durch zelluldre
Enzyme an ihrer Kohlenstoff-5-Position methy-
liert und demethyliert werden. In Synergie
resultiert daraus ein Methylierungsmuster der
gesamten DNA. Dieses Muster reprasentiert
das epigenetische Programm des Genoms, das
die Interpretation der genetischen Information
in der Zelle bestimmt. Verschiedenartige Zellty-
pen unterscheiden sich durch ihr spezifisches
epigenetisches Programm. Aber auch jede Per-
son besitzt, neben vielen Gemeinsamkeiten mit
Anderen, individuelle Merkmale. Die Differen-
zen im epigenetischen Programm beeinflussen
unter anderem die Aktivitat der Gene und
erzeugen somit Unterschiede im Expressions-
muster.

Den Methylierungscode knacken

Héufig wird beim Auftreten von Krankhei-
ten ein verandertes Methylierungsmuster be-
obachtet. So weichen etwa Tumorzellen in

Oligomere fir unmethylierte DNA

ihrem epigenetischen Programm von normalen
Zellen ab. Allerdings ist in vielen Fallen noch
nicht eindeutig geklart, inwieweit die Verdande-
rungen ursdchlich fiir die Erkrankung sind oder
als Reaktion darauf entstehen. Unabhangig
davon ist eine Analyse der krankheitsbedingten
Verdnderungen fiir die Diagnostik in jedem Fall
von groBem Wert. Im Vergleich zu anderen
molekularen Diagnosemethoden birgt eine
Analyse epigenetischer Unterschiede wesentli-
che Vorteile in sich. DNA ist stabiler als RNA
oder Proteine und stellt deshalb ein robustes
Medium fiir Nachweisverfahren dar. AuBerdem
kann eine Untersuchung an sehr geringen Aus-
gangsmengen erfolgen, da DNA amplifiziert
werden kann. Gleichzeitig ist die Anderung der
epigenetischen Muster zwar ein dynamischer
Prozess, wodurch die diagnostisch wichtigen
Unterschiede (berhaupt entstehen, die Veran-
derungen sind jedoch nicht so rasch, als dass
ihr Nachweis dadurch erschwert wird. Auch ist
Methylierung als eine chemische Modifizierung
der Cytosine stabil und wird wahrend der Pro-
benvorbereitung nicht verandert.

Es existieren verschiedene Methoden,
Variationen in der DNA-Methylierung zu unter-
suchen. Eine davon — die Behandlung der DNA

Positivkontrolle

mit Natriumbisulfit — macht grundsatzlich eine
Analyse mit einer basengenauen Auflésung
moglich. Durch die chemische Reaktion mit
dem Natriumbisulfit wird jedes unmethylierte
Cytosin zu Uracil umgewandelt. In der Gbli-
cherweise darauf folgenden Amplifikationsre-
aktion wird aus dem Uracil ein Thymin. Ein
methyliertes Cytosin reagiert dagegen nicht mit
Natriumbisulfit und wird nicht umgewandelt.
So werden durch eine chemische Reaktion
gezielt methylierungsabhangige Einzelbasen-
Unterschiede (Polymorphismen) eingefiihrt, die
mittels Sequenziermethoden gelesen werden
kénnen. Durch den Vergleich mit der Original-
sequenz werden auch die demethylierten Cyto-
sine eindeutig identifiziert.

Die Plattform

Die in der SMP Epigenetik vereinten Grup-
pen bilden einen Bogen von der Grundlagen-
forschung bis zur Anwendung und dokumen-
tieren die Maglichkeiten translationaler For-
schung, einer Vernetzung der komplementaren
Interessen von Partnern verschiedener Ausrich-
tung mit gleichzeitig ausreichend tberlappen-
der Expertise und Kompetenz. Ein Teil der aka-
demischen Gruppen — Bremen, Berlin, Jena und

methyliert

unmethyliert

Abb. 1. Typische Ergebnisse von Analysen des Methylierungsmusters. Das linke Bild (A) zeigt das Signalmuster einer unmethylierten DNA als Negativkontrolle. Nach Aufbrin-

gen der fluoreszenzmarkierten DNA erfolgt die Bindung an Oligonukleotide auf dem Chip, die die unmethylierte Form der DNA représentierten. Dagegen entstand an den

Oligomeren, an die methylierte DNA binden wirde, nur Hintergrundsignal. Im rechten Bild (B) ist anhand einer unmethylierten DNA das Ergebnis eines alternativen Verfah-

rens Microarray-Technologie gezeigt. Durch eine Kombination der Hybridisierung mit einer nachfolgenden Primerverldngerungsreaktion werden die Genauigkeit und der

Durchsatz der Analyse wesentlich verbessert.
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Abb. 2. Methylierungsgrad individueller 09
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Saarbriicken — sequenzierten systematisch die
Methylierungsstellen des Chromosoms 21, um
einen grundlegenden Standard zu definieren
(siehe GenomXPress 03/07, S.14-16).

Die Gruppen in Bonn und Heidelberg ver-
wenden microarraybasierte Analysen zur Iden-
tifikation krankheitsrelevanter Methylierungs-
stellen. Eines dieser Verfahren basiert auf Oli-
gonukleotid-Microarrays. Bei der hochauflo-
senden Analyse werden die Oligonukleotide
auf den Microarrays mit der Geniom One Tech-
nologie synthetisiert. Fiir jedes CpG-Dinukleot-
id gibt es zwei Sequenz-Variationen der Son-
den: fir den methylierten Status enthalten die
Sonden die Sequenz CG, fir den unmethylier-
ten Status dagegen die Sequenz TG. Fir die
Hybridisierung wird genomische DNA aus dem
zu untersuchenden Gewebe isoliert und mit
Natriumbisulfit behandelt. AnschlieBend wer-
den die Gene bzw. Regionen von Interesse mit-
tels PCR amplifiziert und mit einem Fluores-
zenzfarbstoff (z. B. Cy3) markiert. Die Produkte
binden auf den Microarrays entweder an die Oli-
gonukleotide flir methylierte DNA oder an
Oligonukleotide, die die nicht-methylierte DNA
reprasentieren. Nach der Hybridisierung der
markierten Probe werden die resultierenden
Fluoreszenzsignalintensitaten ermittelt (Abb.
1A). Fir die Ermittlung des Methylierungssta-
tus jedes CpG-Dinukleotids werden die Signal-
intensitaten der zugehorigen Sonden analy-
siert.

Alternativ zur Hybridisierung mit methylie-
rungsspezifischen Oligonukleotiden kann auch
eine  Primer-Verldngerungsreaktion  (Primer
Extension Reaction) durchgefiihrt werden, um
den Methylierungsstatus von CpG zu analysie-
ren. Bei dieser Methode hybridisieren die Pri-
mer direkt neben der zu untersuchenden Base.
Nach Inkubation mit markierten Dideoxynu-
kleotiden wird das passende Nukleotid durch
die Polymerase eingesetzt und kann Gber die
spezifische Markierung detektiert werden

(Abb. 1B). Dieses Verfahren ist sehr robust und
die Zahl der Analysen auf einem Array kann
deutlich vergroBert werden.

Untersuchung krankheits-

bedingter Verdnderungen

In Kooperationen innerhalb und auBerhalb
des NGFN-Programmes wurde eine Reihe von
Geweben auf krankheitsbedingte Veranderun-
gen des epigenetischen Musters untersucht.
Ein Schwerpunkt lag dabei auf der Analyse von
Tumoren, unter anderem Lungen-, Pankreas-
und Brustkrebs. Neben ihrer klinischen Rele-
vanz erleichtern Tumorgewebe eine epigeneti-
sche Analyse dadurch, dass die Mehrzahl der
Cytosine in CpG-Dimeren im Gewebe entweder
stark methyliert oder nur schwach methyliert
vorliegen. Ein individuelles Cytosin kann natr-
lich nur in methylierter oder unmethylierter
Form vorliegen, sprich das Ergebnis einer Ana-
lyse entspricht einer Ja- oder Nein-Antwort. In
den vielen einzelnen Zellen eines Gewebes
kann es jedoch Unterschiede in der Methylie-
rung der gleichen Basenposition geben, so dass
das Gesamtergebnis grundsatzlich jeden Wert
zwischen 0 und 100 Prozent annehmen kann.
Die starken Unterschiede flr eine Vielzahl von
CpG-Dimeren in Tumorgeweben erleichtern
natdrlich eine Diagnosestellung.

In Abbildung 2 ist das Ergebnis einer sol-
chen Analyse fiir einen Promoterbereich
gezeigt. Diese Daten veranschaulichen auch die
Notwendigkeit, die ersten Analysen mit mdg-
lichst hoher Auflosung durchzuftihren. Ware fir
den gezeigten Bereich nur ein CpG ausgewahlt
worden, das in der rechten Halfte liegt, ware
kein Unterschied zwischen Tumor und Normal-
gewebe zu erkennen. Nach einer Identifizie-
rung der informativen CpGs kann fiir eine Diag-
nose die Anzahl der Dimere reduziert werden.
Gleichzeitig ist in dem Beispiel die GréBe des
Unterschieds eindeutig. Wahrend die Methylie-
rung im Normalgewebe durchgehend etwa

10 % betrdgt, liegt sie im Tumor fir die Halfte
der Methylierungsstellen bei etwa 80 %. Die
gewonnen Daten werden in Kombination mit
klinischer Information und den Ergebnissen
anderer molekularer Analyseformen — wie etwa
transkriptionellen Studien — durchgefiihrt, um
durch das Zusammenfihren verschiedener
molekularer Ebenen eine erhohte Genauigkeit
der Diagnose zu erzielen. Fir einige Tumorfor-
men wurden so innerhalb der SMP Epigenetik
bereits die Grundlagen flr eine epigenetische
Einteilung und Charakterisierung gelegt.

Neben dem medizinisch relevanten Nutzen
wird durch die Ergebnisse gleichzeitig das Ver-
standnis Gber die funktionellen Zusammenhan-
ge zelluldrer Aktivitat verbessert. So ist bei-
spielsweise bekannt, dass gerade eine Methy-
lierung des CpG-Dimers bereits bei den norma-
len physiologischen Bedingungen in einer Zelle
zu einer wesentlichen Verédnderung der dreidi-
mensionalen DNA-Struktur flhrt. Zur gleichen
Zeit wird die DNA aber auch anfallig fir Dele-
tionen. Da CpG-Dimere gehauft in den requla-
tiv wichtigen Promoter-Regionen von Genen
auftreten, wahrend sie in anderen Genombe-
reichen stark unterreprdsentiert sind, ist ihr
Beitrag offenkundig wichtig fir die Kontrolle
der Genaktivitat. Eine Anderung der dreidi-
mensionalen Struktur der DNA verursacht hau-
fig eine Anderung des Bindungsverhaltens von
Proteinen wie etwa Transkriptionsfaktoren.
Eine Analyse der Interaktionen CpG-reicher
DNA-Bereiche mit relevanten Proteinen wird
die fundamentale Funktion der DNA-Methylie-
rung bei zelluldren Veranderungen weiter
offenlegen.

Weiterfiihrung und Perspektiven

Neben einer Weiterflihrung innerhalb der
Folgeprojekte des NGFN-Programmes und der
Aktivitaten im kommerziellen Bereich durch die
am Projekt beteiligten Firmenpartner wurden
durch die Plattform auch internationale Projek-
te im Bereich Epigenetik angestoBen. So ist bei-
spielsweise eine epigenetische Analyse des
Probenmaterials von vielen hundert Tumorpati-
enten ein wichtiger Teil einer breit angelegten,
von der Européischen Union finanzierten Studie
zur molekularen Charakterisierung des Pank-
reaskarzinoms. Fiir Pankreaskrebs besteht zur-
zeit keine echte Therapiemdglichkeit und die
Mortalitat ist quasi identisch mit der Zahl der
Erkrankungen. Hauptziel ist deshalb eine Friih-
diagnose der Tumorentstehung, die die Hei-
lungschancen wesentlich erhdhen wird. In
Kombination mit Entwicklungen zur Beeinflus-
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sung des zellularen epigenetischen Program-
mes, die u. a. durch den SMP Epigenetik Pro-
jektpartner Frank Lyko vorangetrieben werden,
bildet eine Evaluation des Methylierungsstatus
in Tumoren auch eine Grundlage fir mdgliche,
neuartige Therapieansatze.
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Tausende von Messungen
in jedem einzelnen Experiment

Gensignaturen fiir das klinische Management und Verstandnis menschlicher Erkrankungen

Annemarie Poustka, Peter Lichter, Jorg Hoheisel, Bernhard Herrmann, Silke Argo, Ruprecht Kuner, Meinhard Hahn, Holger Stltmann

Der molekularen Tumorforschung wurde im
letzten Jahrzehnt zusatzlich zur hypothesenba-
sierten Forschung ein zweiter Weg, das Hoch-
durchsatzscreening, erdffnet. Solche Experi-
mente haben das Ziel, viele Tausend biologi-
sche MessgroBen parallel zu untersuchen: So
|asst sich mit der Microarray-Technologie, einer
Analyse von Genexpressionsmustern mithilfe
von sogenannten DNA-Chips [> Glossar], die
Gesamtheit aller menschlichen Gene in einer
biologischen Probe in einem einzigen Experi-
ment messen. Diese Technologie wird in der
SMP RNA am Standort Heidelberg (Deutsches
Krebsforschungszentrum) genutzt und weiter-
entwickelt. In vielen klinischen Kooperationen
wurden neue Gensignaturen fur die Diagnose
und Prognose von Krebs und anderen komple-
xen Krankheiten ermittelt. Am Standort Berlin
(Max-Planck-Institut fir Molekulare Genetik)
werden mithilfe von Mausmodellen Karten der
raumlichen Verteilung solcher Gene in ganzen
Organismen erstellt. Die Zusammenfiihrung
dieser verschiedenen Datensatze erméglicht
eine umfassende Charakterisierung von Krank-
heitsgenen und eine Einschatzung lber deren
Eignung als Zielgene fiir zukiinftige neue Di-
agnose- und Therapieansatze.

Gensignaturen verraten

Krankheiten

Unter einer Gensignatur versteht man die
Aktivitat der Gene in einem Gewebe zu einem
gegebenen Zeitpunkt, z.B. bei der Entstehung
oder Progression einer Erkrankung. Solche Gen-
signaturen sind einzelnen molekularen Markern
meist Uberlegen, da die Anwendung multipler
Biomarker fir die Diagnose nicht nur robuster
ist, sondern auch den vielschichtigen Ursachen
komplexer Erkrankungen Rechnung tréagt.

Das Prostatakarzinom ist der haufigste Tu-
mor bei Mannern. Diagnose und Therapieent-
scheidung beim Prostatakarzinom sind jedoch
wegen der geringen Spezifitat der verfiigbaren
Marker, insbesondere des meist getesteten
Markers PSA (Prostate Specific Antigen),
schwierig.

Mittels Microarray-Technologie wurden
zahlreiche Gene gefunden, deren Aktivitaten
sich zwischen normaler Prostata und Prostata-
tumoren signifikant unterschieden. Hierzu zéhl-
ten auch viele Gene, deren Relevanz fiir Prosta-
takrebs noch nicht bekannt war. Des Weiteren
wurde eine funktionelle Analyse mithilfe der
RNA-Interferenz-Technologie in der Prostata-
krebs-Zelllinie PC3 durchgefiihrt. RNA-Interfe-
renz (RNAi > siehe Kasten S. 41) ist ein nat(r-

licher Vorgang in eukaryotischen Zellen, bei
dem die Genexpression einzelner Gene durch
Interaktion mit kurzstrangigen RNAMolekdilen
gehemmt wird. In Laborversuchen wurde RNAI
als ein gentechnisches Verfahren zum Aus-
schalten von Genen etabliert. Die Ergebnisse
beider Untersuchungen lassen darauf schlie-
Ben, dass mehrere der gefundenen Gene an tu-
morrelevanten zelluldren Prozessen beteiligt
sind.

In einer zweiten Microarray-Studie wurden
Hinweise darauf gefunden, dass sich die Exis-
tenz eines Tumors schon im normalen Prostata-
gewebe von Patienten anhand der molekularen
Signatur nachweisen Iasst. Zur Validierung die-
ses Befundes wurde eine prospektive klinische
Studie geplant. Eine Verifizierung dieser Daten
kénnte in Zukunft die Diagnose des Prosta-
takarzinoms erheblich vereinfachen und dem
Patienten viele belastende Untersuchungen
ersparen.

Molekulare Marker fiir Brustkrebs

und Herzerkrankungen

Auch beim haufigsten Tumor der Frau, dem
Brustkrebs (Mammakarzinom), werden bessere
diagnostische und prognostische Marker beng-
tigt: So wurden mehr als 180 Brustkrebs-Pro-
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ben mit Mikroarrays analysiert. Hierbei wurden
Gensignaturen gefunden, die mit Tumortyp,
Progressionsgrad, Ostrogenrezeptorstatus
(ESR1) und morphologischen Parametern asso-
ziiert und somit von beachtlicher diagnosti-
scher Aussagekraft waren.

Die vermehrte Bildung von Ostrogenre-
zeptoren ist schon seit einer Weile als hdufig-
ster Ausloser flir Brustkrebs bekannt. Daher hat
die Identifizierung einer 10-Gen-Signatur zur
Diagnose des ESR1-Status eine besondere
Bedeutung: Mit Ausnahme von fiinf Proben
stimmte diese Signatur mit der histopathologi-
schen Diagnose des ESR1 (iberein. Die Uber-
priifung der immunohistochemischen Daten
zeigte jedoch, dass diese flinf Proben mit friihe-
ren Methoden als ESR 1-negativ eingestuft wor-
den waren. Die neue Signatur kénnte also die
Risikoabschdtzung fiir Patientinnen bei einer
Entscheidung flir oder gegen eine ESR1-inhibie-
rende Therapie in Zukunft deutlich verbessern.

Fur viele Tumoren — so auch fir das
Mammakarzinom — ist eine Pradiktion des Er-
folges einer Chemotherapie kaum maoglich.
Microarraystudien haben das Potenzial, mole-
kulare Signaturen fiir derartige Vorhersagen zu
liefern. Dazu wurde eine genomweite Analyse
primdrer Mammatumore durchgefiihrt. Die Ex-
perimente begleiteten eine Kombinations-Che-
motherapie-Studie mit der molekularen Analy-
se von 100 Biopsieproben der betroffenen Pati-
entinnen. Aus den erhaltenen Genexpressions-
mustern wurde eine Signatur von 512 Genen
bestimmt, die geeignet war, die pathologisch
vollstandige Riickbildung von Krankheitssymp-
tomen (Remission) mit bisher nicht erreichter
Sensitivitdt und Spezifitat vorherzusagen.

Zur prospektiven klinischen Validierung
dieser Signatur wird seit Oktober 2005 eine
multizentrische, randomisierte Phase II-Studie
anhand von geplanten 256 Biopsieproben
durchgefiihrt. Ziel ist es, pradiktive Gensigna-
turen fir die vollstandige Remission bzw. The-
rapieresistenz der Tumoren zu finden, die in
spateren Phasen zur Prognose des Krankheits-
verlaufes genutzt werden kdnnen.

Nicht nur Tumoren werden in den Projek-
ten der SMP RNA untersucht. In einem Projekt
gelang es, eine aussagekraftige Genexpressi-
onssignatur fir die Herzmuskelschwache (Dila-
tative Kardiomyopathie) zu identifizieren. Diese
Signatur umfasst 27 Gene und erlaubte die
Unterscheidung von kranken und gesunden
Herzen mit einer Sensitivitat von idber 90 %.
Dies wurde an insgesamt 108 Herzmuskelpro-
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Abb. 1: Arbeitsabldufe und Interaktionen in der SMP RNA.

ben aus eigenen genomweiten Microarray-Stu-
dien sowie zwei offentlichen Datensets ge-
zeigt. Die Signatur lieB sich damit auf nahezu
alle anderen unabhangig publizierten Microar-
ray-Studien auf diesem Gebiet Ubertragen.
Anhand der Signatur kann die dilatative Kar-
diomyopathie erstmalig im spaten Stadium auf
molekularer Ebene zuverldssig bestimmt
werden.

Komplexen Krankheiten

auf der Spur

Komplexe Krankheiten wie Krebs sind
meist nicht auf einzelne Ursachen zuriickzu-
fihren, sondern die Summe diverser Stérungen
in vernetzten biologischen Systemen. Mit stetig
wachsendem Wissen iber Krankheitsentste-
hung und -verlauf zeigt sich, dass neben der
genauen Untersuchung einzelner Gene die Auf-
kldrung der komplexen Geninteraktionen fir
das Verstandnis von Gesundheitsprozessen
essenziell ist. Ein interdisziplindres Team aus
Biologen, Mathematikern und Informatikern
innerhalb der SMP RNA sowie in der SMP Bioin-
formatik entwickelt Algorithmen zur Konstruk-
tion solcher Gen-Gen-Interaktionsnetze. Zu
diesem Zweck wird zunachst die Methode der
RNA-Interferenz (RNAI) in humanen Zelllinien
angewendet, um einzelne oder mehrere krank-
heitsrelevante Gene zu hemmen. AnschlieBend
wird mithilfe der Microarrays die Aktivitét aller
Gene in diesen Zellen bestimmt. Die Daten aus

mehreren dieser Experimente werden kombi-
niert, um Uberschneidungen zu finden, sie mit
bekannten Daten zu vergleichen und anschlie-
Bend Gen-Gen-Interaktionsnetze zu model-
lieren.

So wurde die Aktivitat von 20 Genen, die
aus den klinisch orientierten Studien des
Mammakarzinoms hervorgegangen waren, in
Brustkrebs-Zelllinien mittels RNAI unterdriickt.
Die aus den Zellen isolierte Gesamt-RNA wurde
wiederum {iber Microarrays analysiert. Uber
den Vergleich der einzelnen Experimente und
unter Einsatz bioinformatischer Methoden wur-
den sowohl neue Verbindungen zwischen den
unterdriickten Genen und den nachgeschalte-
ten tumorrelevanten Signalwegen als auch Ver-
knipfungen zu bekannten Gen-Interaktionen
gefunden. Die Untersuchung der Regulations-
dynamik erlaubt es, Verbindungen der vorge-
schalteten Gene aus der Kombination von Da-
ten aus Einzelexperimenten zu rekonstruieren.
Hierzu wurden Algorithmen entwickelt, die die
Erstellung solcher Netzwerke erlauben. Quasi
als Nebenprodukt dieser Experimente l3sst sich
auch durch Heranziehung éffentlich zugangli-
cher Datenbanken die Ahnlichkeit der erhalte-
nen Gensignaturen mit den Effekten bekannter
Medikamente vergleichen. Auf diese Weise las-
sen sich auf molekularer Ebene Parallelen zwi-
schen den in vitro Daten und therapeutischen
Effekten herstellen.
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Panorama der Genaktivitat

Neben der quantitativen Bestimmung der
Aktivitdt von Genen ist ihre rdumliche Vertei-
lung im Organismus von besonderer Bedeu-
tung: Im Rahmen einer SMP RNA Arbeitsgrup-
pe werden in-situ-Hybridisierungen an vollstan-
digen Mausembryonen durchgefihrt, um die
Gewebe zu lokalisieren, in denen das jeweilige
Gen aktiv ist. Die Hybridisierung von Mausem-
bryonen wurde hier zur Hochdurchsatzmetho-
de weiterentwickelt. Embryonen zwischen Tag
9,5 und 11,5 eignen sich fiir diese Untersu-
chungen besonders gut. Bislang wurden in die-
sem Teilprojekt mehr als 1 600 Gene auf ihre
Expression in Embryonen untersucht. Hiermit
sind in der parallel aufgebauten internationa-
len Datenbank des Molecular Anatomy of the
Mouse Embryo Project (MAMEP) die Daten zu
insgesamt ~8 500 Genen enthalten. Ferner
wurde eine Methode (Optical Projection Tomo-
graphy) zur Generierung von 3-D-Bildern aus
tomographischen Bilddateninformationen ein-
gesetzt und zur rdumlichen Darstellung der Ex-
pression von Genen genutzt.

Die Daten in Tiermodellen sind von unmit-
telbarer Bedeutung fiir Vorgange in menschli-
chen Krankheiten: So wurden in einem Zellkul-
turmodell 24 Kandidatengene identifiziert, die
eine Umbildung von epithelialen zu mesenchy-
malen Zelltypen hervorrufen. Da derartige Um-
bildungen auch bei der Metastasierung von
Tumoren eine wesentliche Rolle spielen, sind
diese Gene mdglicherweise als Ziele fiir die
Therapie von Tumoren im Sinne einer Verhinde-
rung oder Verzdgerung der Metastasierung
geeignet.

Entwicklung neuer

Technologien und Analysen

Parallel zu den laufenden Studien wird die
in der SMP RNA etablierte Microarray-Techno-
logie kontinuierlich weiterentwickelt. So wur-
den etwa flir die erfolgreiche Durchflihrung der
klinischen Projekte zum Brustkrebs speziell
adaptierte Protokolle entwickelt und separat
publiziert.

Einige Wissenschaftler befassen sich mit
der ,High End” Optimierung von technischen
Prozessen in der SMP RNA. Die neue Methodik
der Signalamplifikation auf Arrays erlaubt den
Nachweis weniger Molekdle. Dies ist insbeson-
dere fir solche Studien von Bedeutung, bei
denen nur niedrigste Mengen RNA verfiigbar
sind (z. B. aus kleinsten Gewebeproben mit nur
wenigen Zellen). Die Methode wird derzeit

erweitert, um mithilfe von LNA (locked nucleic
acid) eine absolute Quantifizierung von RNA
vornehmen zu kénnen. Ferner wurde eine
Methode zur Identifizierung neuer Exons (pro-
teinkodierender DNA-Abschnitte) mithilfe von
Primer-Verlangerung ,on Chip” entwickelt.

In Kollaboration mit einem Explorativen
Projekt wurde die Technologie der Reverse
Phase Protein Microarrays zur quantitativen
Bestimmung der Proteinexpression und -modi-
fikation weiterentwickelt. Es wurden mehrere
gemeinsame Projekte begonnen, die eine inte-
grierte Analyse von Gen- und Proteinexpressi-
on in zelluldren Systemen sowie humanen
Tumoren zum Ziel haben.

Zur raschen Planung und statistischen
Analyse der Hochdurchsatzdaten hat sich die in
der SMP RNA integrierte Bioinformatik als sehr
zweckmaBig erwiesen und erheblich zum Erfolg
der Projekte beigetragen. Neben den Routine-
analysen wurden von den Bioinformatikern
neue Methoden zur Normalisierung (vsn), Qua-
litats- und Prozesskontrolle (arrayMagic) und
zum Datenmanagement (QuickLIMS, MAMEP)
entwickelt und eingesetzt. Diese Arbeiten wur-
den stets in enger Abstimmung mit Wissen-
schaftlern der SMP Bioinformatik durchgefthrt.

Qualitatsmanagement

Da Microarray-Analysen eine hohe techni-
sche Variation aufweisen, war die Sicherung
einer exzellenten Datenqualitat in der SMP
RNA von Anfang an oberstes Gebot. Die
Arbeitsgruppe ,Microarray Qualitatsmanage-
ment” formulierte hierzu 25 standardisierte
Protokolle fir die Isolierung und Qualitatskon-
trolle biologischer Proben, die Qualitdtssiche-
rung in der Microarray-Prozessierung sowie die
Analyse der Hochdurchsatzdaten. Eine Stan-
dardisierung der Microarraydaten wurde durch
Beteiligung an der Entwicklung der iChip-
Datenbank der SMP Bioinformatik erzielt. Fir
die post-experimentelle  Qualitatskontrolle
wurde das Analysetool arrayMagic entwickelt.

Die Validierung der Microarraydaten mit
weiteren molekularen Methoden wurde ausge-
baut und wird in allen Projekten extensiv
genutzt. Insbesondere werden selektierte Gene
mittels real-time-PCR validiert. Hierbei kommt
auch die arraybasierte Tagman RT-PCR-Technik
zur Anwendung, die einen hohen Durchsatz
von Genen und Proben erlaubt. Die Nutzung
von Gewebemicroarrays zur Bestimmung der
raumlichen Expression von Proteinen wurde
systematisch in die Projekte implementiert.

SchlieBlich wurde der SMP RNA, durch intensi-
ve Kooperation mit Wissenschaftlern der SMP
Cell, die Mdglichkeit eroffnet, die biologischen
Funktionen neu identifizierter Krankheitsgene
in zelluldren Assays zu analysieren.

Das priméare Ziel der SMP RNA, Signaturen
fir die Diagnose von Krankheiten zu identifi-
zieren, wurde in vielen erfolgreichen Studien
mit klinischen Kooperationspartnern erreicht.
Prospektive klinische Studien wurden bereits
begonnen oder sind geplant. Parallel hierzu hat
sich die SMP RNA zu einer integrierten Genom-
Analyseplattform entwickelt, in der krankheits-
relevante Gene systematisch identifiziert, vali-
diert und charakterisiert werden, um die kom-
plexen molekularen und zelluldren Vorgénge in
Krankheiten zu verstehen sowie in einem
systembiologischen Ansatz zu modellieren.
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RNA-Interferenz: ein Gen (k)ein Protein

NGFN-Wissenschaftler der RNAi-Plattform optimieren die RNAi-Technologie

Kristine Bentz, Wolfgang Wurst, Ralf Kihn

In allen Organismen, von der Pflanze bis zum
Menschen, wurde vor einigen Jahren ein natiirli-
cher Kontrollmechanismus entdeckt, mit dessen
Hilfe Zellen den Vorrat bestimmter Boten-RNAs
und damit die Herstellung der entsprechenden
Proteine nach Bedarf regulieren kénnen. Diesem
Mechanismus, der als RNA Interferenz (RNAI)
bezeichnet wird, liegen sehr kurze RNA Molekdile,
sogenannte mikroRNAs [miRNA > Glossar] zu-
grunde, die ebenfalls vom Genom kodiert werden.
Die Wirkung einer miRNA besteht darin, dass sie
sich entsprechend ihrer Basensequenz komple-
mentdr an einen Abschnitt der Boten-RNA eines
bestimmten Gens anlagern kann. Diese Anlage-
rung blockiert die Proteinsynthesemaschinerie
und derWeg vom Gen zum Protein wird unterbro-
chen. Das Gen, von welchem die Boten-RNA ab-
stammt, ist somit weitgehend stillgelegt und des-
halb wird der Mechanismus im Englischen mit
dem Ausdruck , Gene silencing” bezeichnet. Klei-
ne doppelstrangige RNA-Molekiile [siRNA >
Glossar] kénnen ebenfalls die Genaktivat regulie-
ren. Sie sind meist viraler Herkunft und man ver-
mutet, dass es sich um eine Reaktion zum Schutz
der Zelle vor parasitaren, fremden Genen handelt.
Fir die Entdeckung und Aufkldrung dieses RNAI-
Mechanismus wurden Craig Mello und Andrew
Fire 2006 mit dem Nobelpreis fiir Medizin ausge-
zeichnet.

Regulierung ausgewéhlter Gene

Wissenschaftler haben nun damit begonnen,
diesen Prozess fir die biologische und medizini-
sche Forschung nutzbar zu machen. Der RNAI-
Mechanismus, der in der Natur nur eine begrenz-
te Zahl von Genen reguliert, kann dazu genutzt
werden, die Expression eines jeden ausgewahlten
Gens, also dessen Umsetzung in ein Protein, zu
blockieren (knock-down). Dies gelingt durch die
Einflihrung synthetisch  hergestellter ~ SIRNA-
Molekle in Kérperzellen. Die Basenabfolge der
synthetischen RNAs wird ebenfalls vom RNAi-
Mechanismus erkannt und flihrt dann zum Abbau
der Boten-RNA des Zielgens. RNAi eignet sich
somit hervorragend als Methode zur Genomfunk-
tionsanalyse, mit der die Bildung und Funktion
ausgewdahlter Proteine in Zellen fir eine beliebige
Zeit unterbrochen werden kann. Die Auswirkun-
gen des Ausfalls des Zielproteins konnen an-

schlieBend, z. B. durch mikroskopische Beobach-
tungen, untersucht werden und es kann ein Riick-
schluss auf dessen Funktion gezogen werden. Die
systematische Herstellung von siRNA-Bibliothe-
ken, die mehrere zehntausend Molekiile verschie-
dener Sequenzen umfassen, macht es maglich je-
des menschliche Gen funktionell zu untersuchen.

Das Ziel der Systematisch-Methodischen
Plattform (SMP) RNAi des Nationalen Genomfor-
schungsnetzes besteht darin, diese vielverspre-
chende RNAi-Technologie zu einem Routinever-
fahren fiir die Genom- und Krankheitsforschung
zu entwickeln. Fiihrende deutsche Gruppen auf
den Gebieten der Zellbiologie, Molekularbiologie,
Genetik und Bioinformatik arbeiten zusammen,
um die RNAI Technologie fir Nachweisverfahren
zur Genfunktion in vitro und im Gesamtorganis-
mus zu optimieren und sie fiir die medizinische
Forschung nutzbar zu machen.

Mittlerweile haben die beteiligten Wissen-
schaftler in den zehn Partnerlaboren in Berlin,
Dresden, Heidelberg und Minchen gemeinsam
eine Pipeline zur Genfunktionsanalyse mittels
RNAi aufgebaut: Die Analyse von Genen in dieser
Pipeline beginnt mit ausgekliigelten Zellkultur-
tests, worauf Untersuchungen in Mausembryonen
folgen, und sie endet mit Analysen erwachsener
knock-down-Mause.

Das Ausgangsmaterial

als Herausforderung

Entscheidend fir den Einsatz der RNAi Tech-
nologie zur Genfunktionsanalyse ist die Bereit-
stellung geeigneter Ausgangsmaterialien. SiRNA-
Molekiile kénnen im Labor kinstlich hergestellt
werden. Von besonderer Bedeutung ist dabei die
Auswahl einer geeigneten RNA-Zielsequenz, da
sich die einzelnen Zielregionen in ihrer Anfélligkeit
fir RNAi-Molekiile unterscheiden. Verschiedene
siRNAs, die gegen das gleiche Zielgen gerichtet
sind, kénnen in ihrer Blockierungseffizienz stark
schwanken. Neben der Effizienz ist die Spezifitat
ausschlaggebend fir die Qualitét einer siRNA. So
kann eine siRNA grundsatzlich auch Gene aus-
schalten, die nicht ihre eigentlichen Zielgene sind.
Die Vermeidung dieser als Off-target-Effekt be-
zeichneten Unspezifitat ist eine zentrale Heraus-
forderung, besonders fiir die Anwendung der
RNAi-Technologie in hohem Durchsatz. In einem

Partnerlabor der SMP RNAi am Max-Planck-Insti-
tut (MPI) fiir molekulare Zellbiologie und Genetik
in Dresden wurde deshalb ein alternatives Kon-
zept zur Herstellung von siRNAs entwickelt, das
auf dem enzymatischen Verdau langer doppel-
strangiger RNAs, die leicht herstellbar sind,
basiert und Off-target-Effekte vermeidet. Lange
doppelstrangige RNAs, die homolog zum Zielgen
sind, werden mit einem Enzym (RNase 1l) aus dem
Darmbakterium Escherichia coli in kiirzere, Uber-
lappende Fragmente geschnitten. So entsteht ein
komplexes Gemisch siRNA-dhnlicher Molekdile,
die den kurzen, natiirlich vorkommenden doppel-
strangigen RNAs dhneln. Die so hergestellten
RNAs werden als Endoribonuklease-praparierte
SIRNA (esiRNA) bezeichnet.

Die Herstellung dieser esiRNAs gelingt auch
im Hochdurchsatzverfahren. Die dafiir am MPI
Dresden entwickelte Produktionspipeline erlaubt
die Herstellung genomweiter Bibliotheken in kur-
zer Zeit zu kostengtinstigen Konditionen. Eine
genomweite Bibliothek fiir menschliche esiRNAs
wurde bereits aufgebaut. Die Zielregion all dieser
esiRNAs sowie samtliche Primer(Start-)sequen-
zen, die fiir ihre Herstellung notwendig sind, sind
online iiber die Datenbank RiDDLE (http://clu-
ster-12.mpi-cbg.de/cgi-bin/riddle/search)
zuganglich. In naher Zukunft sollen die Bibliothe-
ken auf weitere Modellorganismen wie das Maus-
oder das Rattengenom ausgeweitet werden. Dies
ermoglicht die systematische Analyse dieser Ge-
nome, um eine Fiille biologischer Fragestellungen
zu beantworten. Eine Schliisselstellung nimmt
dabei die Analyse genregulatorischer Netzwerke
ein, die das Ablesen genetischer Informationen im
Zellkern steuern und fir das An- und Abschalten
der Genexpression verantwortlich sind. Am MPI
fir Molekulare Genetik in Berlin widmet sich eine
Arbeitsgruppe dieser Aufgabe und analysiert mit-
tels RNAi-knock-down speziell diejenigen Trans-
kriptionsfaktoren, die von Chromosom 21 kodiert
werden.

Neue Technologie

als Routineverfahren

Um die verfigbaren siRNA Bibliotheken fir
die Funktionsanalyse von Genen méglichst effizi-
ent zu nutzen und genomweit einsetzen zu kén-
nen, kombiniert eine am EMBL in Heidelberg
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Abb. 1: Mikroskopische Analyse eines RNAI Screens. Mikroskopische Aufnahme von zwei Proben eines RNAI Scre-

ens bei dem Gene gesucht werden, die fiir den Transport von Proteinen zur Zelloberfldche von Bedeutung sind.

Die innerhalb der ringférmigen, mit sSiRNA beschichteten Felder liegenden Zellen wurden zwei verschiedenen siR-

NAs ausgesetzt, die zum Funktionsverlust eines fiir den Proteintransport essenziellen Gens (untere Aufnahme)

bzw. eines hierfiir irrelevanten Gens (obere Aufnahme) fiihren. Bei ungestértem Proteintransport kénnen alle Zel-

len im Versuchsbereich auf der Oberfldche angeférbt werden (oben), bei gestértem Transport weisen die meisten

Zellen keine Farbung aus (unten) (Simpson et al., 2007).

ansassige Forschergruppe RNAi-Microarrays (das
sind Objekttrager, auf denen gleichzeitig hunder-
te von siRNAs in Zelllinien eingeschleust werden
konnen) mit der neuesten Technik im Bereich der
Mikroskopieautomation. Diese im Rahmen der
SMP RNAI neu entstandene Plattform erlaubt die
detaillierte Analyse zelluldrer Phanotypen nach
RNAi-knock-down im Hochdurchsatzverfahren.
Mit diesem RNAI-Screen ist es erstmals mog-
lich, vollstandige Kataloge aller Gene zu erstellen,
die an einem bestimmten Prozess beteiligt sind.
Das Untersuchungsobjekt sind hierbei etablierte
menschliche Tumorzelllinien, die in N&hrldsung
(Gewebekulturen) permanent vermehrt werden
kénnen. Die Experimente konzentrieren sich auf
grundlegende zellulare Vorgange, die fiir das Ver-
standnis menschlicher Krankheitsprozesse wich-
tig sind. So werden unter anderem die Zellteilung

RNA-Interferenz

und der programmierte Zelltod (Apoptose)
genauer unter die Lupe genommen, da beide Vor-
gange z. B. bei Krebserkrankungen von besonde-
rer Bedeutung sind. Die Durchfihrung einer
genomweiten RNAi-Durchmusterung bedeutet
einen erheblichen logistischen Aufwand, da inner-
halb kurzer Zeit mehrere zehntausend Proben mit
jeweils einer siRNA und den zu untersuchenden
Zellen angesetzt und im Mikroskop ausgewertet
werden missen. Hierzu wurde im EMBL For-
schungslabor ein automatisiertes RNAi-Verfahren
entwickelt, bei dem von jeder verwendeten
siRNA-Lésung zundchst ein kleiner Tropfen auf
eine Kunststoffoberflache aufgebracht und an-
schlieBend getrocknet wird. Die kreisformigen
SIRNA-Felder werden dann mit einer Zellsuspen-
sion Uberschichtet. Die Zellen nehmen die unter
ihnen befindlichen siRNA-Molekiile auf, was den

RNAi-Mechanismus in den Zellen auslst und
damit die Ubersetzung der jeweiligen Gene in
Proteine hemmt (knock-down). Die Zellen werden
anschlieBend mit einem automatisierten Mikro-
skop beobachtet, das selbststandig alle Proben
auf Veranderungen durchmustert. Ein Beispiel ist
in Abbildung 1 gezeigt, einer mikroskopischen
Aufnahme von zwei Proben eines RNAI Screens,
bei dem Gene identifiziert wurden, die fir den
Transport von Proteinen auf die Zelloberflache
von Bedeutung sind.

Nach Aufnahme aller 52 000 Proben dieses
Versuches wurden die Ergebnisse ausgewertet
und flihrten zur Katalogisierung von 743 Protei-
nen, die fiir den Proteintransport auf die Zell-
oberflache essenziell sind. Einem Drittel dieser
Proteine konnte hierdurch erstmals eine biologi-
sche Funktion zugeordnet werden.

Standards fiir Anwendungen

Ein Industriepartner der SMP RNAI standar-
disierte diese RNAi-Anwendungen und baute so-
mit eine neue RNAI-Serviceplattform auf, die von
allen Wissenschaftlern des Nationalen Genomfor-
schungsnetzes genutzt werden kann. Mit der zell-
basierten Anwendung der RNAi-Technologie
wurde eine robuste, aber flexible RNAi-Plattform
zum Zweck der Identifizierung und funktionellen
Charakterisierung neuer therapeutischer Angriffs-
punkte und Wirkstoffkandidaten auf zahlreichen
Krankheitsfeldern, die einen guten Durchsatz ga-
rantiert, etabliert. Beginnend mit der Aussaat der
Zellen Uber deren RNAi-Behandlung bis zur Aus-
wertung mittels automatisierter Mikroskopie und
Bildanalyse wurden die Arbeiten auf der expe-
rimentellen Ebene bereits erfolgreich abge-
schlossen. Im Jahr 2007 werden noch Program-
mierarbeiten zur Einbindung der Automation voll-
zogen.

Mit Einsatz der automatisierten RNAi-Scree-

RNA-Interferenz ist ein nattirlich vorkommender Mechanismus der
Zelle, der in vielen Organismen von der Pflanze bis zum Menschen
ablduft. Er wehrt Angriffe von Viren ab und requliert zelluldre Pro-
zesse wie Wachstum und Entwicklung.

Ausgeldst wird er zum Beispiel durch doppelstrangige RNA
(dsRNA), eine Form der RNA, die entsteht, wenn sich bestimmte
Viren vermehren und dlie daher von der Wirtszelle als , fremd” und
unerwtinscht bewertet wird. Das Protein Dicer erkennt diese dsRNA
und zerschneidet sie in kleine charakteristische Stiicke mit einer
Ladnge von 21 bis 23 Basenpaaren. Wissenschaftler bezeichnen sie
als ,small interfering RNAs”, kurz siRNAs. Der Multiproteinkomplex
 RNA-Induced Silencing Complex (RISC)” erkennt wiederum diese
RNA-Stticke und bindet sie. Ihm dient das kleine Sttick als Matrize,

um in der Zelle gezielt nach RNA zu suchen, die zu diesem Stiick
passt. Findet er eine RNA, so zerstért er sie. Der natrliche RNA-
Interferenzmechanismus wird in der Wissenschaft als experimen-
telles gentechnisches Werkzeug genutzt, um die Translation endo-
gener Zielgene vortibergehend spezifisch zu hemmen. Hierzu
fihren die Wissenschaftler die entsprechende Trigger-RNA in Zel-
len oder Organismen ein. Uber diesen Mechanismus lésst sich na-
hezu jedes Gen in einer Zelle zielgerichtet ausschalten. Alles was
dafiir bekannt sein muss, ist die Sequenz des Gens. Die Wissen-
schaftler kénnen dann eine dsRNA herstellen, die in ihrer Sequenz
ein Teil des Gens enthélt, das abgeschaltet werden soll. Die synthe-
tisch produzierten, kurzen Molekdile werden in die Zelle eingeschleust
und vernichten alle mRNASs, die dlie gleiche Sequenz tragen.
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Abb. 2: Herstellung von knock-down-Mausstammen.
Ein shRNA-Vektor wird tiber ES-Zellen in die Keimbahn
einer Maus eingefiihrt. Die Expression des Vektors

fiihrt zur k6rperweiten Produktion haarnadelférmiger
shRNA-Molekdile, die die Blockierung des Zielgens
durch RNAI auslésen. Foto unten links: Nachweis der
shRNA-Produktion im Gehirnschnitt einer knock-down-
Maus; Foto rechts unten: die shRNA Expression fihrt
zur Verminderung der Boten-RNA des CRHR1-Gens im
Gehirn der knock-down-Mduse 1-3 im Vergleich zu
Kontrolltieren 4-6 (Hitz et al., 2007).

ningtechnik kdnnen somit erstmals alle Proteine
und deren kodierende Gene identifiziert werden,
die an grundlegenden zelluldren Prozessen betei-
ligt sind. Hierdurch wird auch ein erweitertes Ver-
standnis der Krankheitsentstehung méglich, in-
dem neue Kandidatengene identifiziert werden,
die mdglicherweise krankheitsausldsend wirken.
Viele menschliche Erkrankungen beruhen jedoch
nicht ausschlieBlich auf Vorgangen, die nur inner-
halb von Zellen ablaufen, sondern entwickeln sich
im komplexen Zusammenspiel verschiedener Zell-
arten, die im Korper zusammenarbeiten. Diese
Zusammenhdnge kénnen in Zellkulturen bisher
nicht nachgeahmt werden und erfordern die
Untersuchung von Genfunktionen im Gesamtor-
ganismus. Die Uberpriifung der Genfunktion der-
artiger Kandidatengene im Modellorganismus
Maus ist das Ziel mehrerer in vivo (am lebenden
Organismus) arbeitenden Gruppen innerhalb der
SMP RNAJ, die im Folgenden beschrieben werden.

Maéuse als Krankheitsmodelle

Zur Untersuchung von Genfunktionen kann
auch in der Maus, die als genetischer Modellor-
ganismus fir den Mensch gilt, mittels RNAi die
Aktivitdt von Genen blockiert werden. Hierzu
wurde am GSF Forschungszentrum in Miinchen

ein Verfahren entwickelt, bei dem die Zellen der
Maus in die Lage versetzt werden, selbststandig
siRNA-3hnliche Molekiile herzustellen. Die Tech-
nologie bewirkt, dass in den Mauszellen siRNA-
Molekiile synthetisiert werden, deren vorderer
und hinterer Abschnitt zueinander komplementar
sind, so dass sie sich haarnadelférmig falten. Sie
werden deshalb auch als ,short hairpin” (Haar-
nadel) oder shRNA bezeichnet. Ahnlich wie dop-
pelstrangige RNA-Molekile kénnen auch Haar-
nadel-RNAs das Zielgen dauerhaft blockieren
(knock-down). Abbildung 2 zeigt beispielhaft die
Herstellung einer knock-down-Maus anhand des
CRHR1-Gens. Das CRHR1-Gen kodiert fiir einen
Rezeptor des Corticotropin-freisetzenden Hor-
mons (CRH, engl.: corticotropin releasing hor-
mon). Dieser Rezeptor reguliert die korpereigene
Stressreaktion. Ein shRNA-Vektor mit Spezifitat
fir CRHR1 wurde in embryonale Stammzellen ein-
gesetzt und in die Mauskeimbahn Uberfiihrt, wo-
durch in den Zellen aller Organe shRNA-Molekiile
produziert werden (knock-down-Maus). Die Pro-
duktion von shRNA im Gehirn dieser Mause
wurde in einem Gewebeschnitt nachgewiesen
und istin Abbildung 2, links unten, als helles Farb-
signal sichtbar.

Stark reduzierte Signale

Die Produktion von shRNA im Gehirn fihrt
durch den RNA-Interferenzmechanismus zu einer
starken Verminderung der Boten-RNA des Ziel-
gens CRHR1. Wie in Abbildung 2, rechts unten,
sichtbar, weisen die drei untersuchten knock-
down-Mause (1-3) im Vergleich zu drei Kontroll-
tieren (4-6) im Gehirn ein stark reduziertes Signal
der CRHR1-Boten-RNA auf. Die verminderte
Expression des CRHR1-Rezeptors fiihrt bei den
knock-down-Mausen zu einer verringerten Pro-
duktion von Stresshormonen und zu reduziertem
Angstverhalten. Neben diesem CRHR1-knock-
down wurden weitere Krankheitsmodelle in der
Maus entwickelt, bei denen Kandidatengene fr
die Parkinsonsche Erkrankung sowie fiir Angst-
und Depressionskrankheiten ausgeschaltet wur-
den. Diese Mausstamme werden zurzeit in der
Deutschen Mausklinik, die sich ebenfalls am GSF
Forschungszentrum befindet, untersucht. AuBer-
halb des Institutes fir Entwicklungsgenetik an der
GSF in Minchen arbeiten noch zwei weitere
Gruppen der SMP RNAi an der Analyse von Gen-
funktionen im Mausmodell. Das MPI fiir Moleku-
lare Genetik in Berlin, beschaftigt sich mit Signal-
transduktionswegen, die bei der Embryonalent-
wicklung als auch in der Tumorbildung eine Rolle
spielen. Untersuchungen die am MPI fiir Moleku-
lare Zellbiologie und Genetik in Dresden durch-

geflihrten werden, konzentrieren sich hauptsach-
lich auf die Analyse neuronaler Entwicklungsvor-
gange im Gehirn. Beide Teams setzen dazu die
RNAi-Technologie an Mausembryonen ein.

AuBerdem ist auch eine Bioinformatikgrup-
pe am DKFZ in Heidelberg Teil der SMP RNA, die
das Design von Experimenten unterstitzt, die
Datenauswertung vornimmt, sowie die Plattform-
daten der wissenschaftlichen Gemeinschaft zur
Verfigung ~ stellt  (https://www.ngfn-rnai.de/
iChipWeb2RMT/). Ein weiterer Industriepartner
der SMP RNAI, vermittelt das geballte Wissen der
SMP RNAi in Workshops und Laborkursen, aber
auch auf den Webseiten der SMP RNAi
(http://www.rnai.ngfn.de) an Wissenschaftler und
Interessierte.

Durch die Verwendung aller derzeit verflg-
baren Schlisseltechnologien fir das Design, die
Konstruktion und die Anwendung interferierender
RNA-Molekdile in vitro und in vivo konnte die SMP
RNAi die RNAi-Technologie als leistungsfahiges
Werkzeug zur in vitro und in vivo Genfunktions-
analyse erfolgreich etablieren. Dies ermdglicht
nun das Hochdurchsatzscreening menschlicher
Zellen im groBen MaBstab und in vivo Funktions-
studien in Mdusen, was langfristig die Entwick-
lung neuartiger Therapiemdglichkeiten genetisch
bedingter Erkrankungen vorantreiben soll.
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Das menschliche Genom -
viel komplexer als vermutet

Ressourcen und Anwendungen fiir die Hochdurchsatz-Funktionsanalyse von Krankheitsgenen

Stefan Wiemann, Ingo Schupp, Stephanie Bechtel, Dorit Arlt, Ozgr Sahin, Meher Majety, Ruth Wellenreuther,
Heiko Rosenfelder, Jitao Zhang, Christian Schmidt, Alexander Mehrle, Florian Hahne, Annemarie Poustka,
Rainer Pepperkok, Philippe Bastiaens, Helmut Blécker, Michael Bcher, Karl Kéhrer, Ginther Michel, André Bahr,
Jurgen Lauber, Birgit Ottenwalder, Dagmar Heubner, Werner Mewes, Andreas Hérlein

Bis vor wenigen Jahren ist man davon ausge-
gangen, dass Gene wie auf einer Perlenschnur
aufgereiht auf unseren Chromosomen vorlie-
gen und dass jedes Gen fiir ein spezifisches
Produkt — also entweder ein Protein oder ein
RNA-Molekil — kodiert. Von diesen und vielen
weiteren Vorstellungen musste man sich auf-
grund neuer Erkenntnisse verabschieden. Unser
Genom ist wesentlich komplexer als lange ver-
mutet wurde, und diese Komplexitat setzt sich
auch in der Regulierung der Gene und ihren
Aktivitdten fort. Im Hinblick auf die relativ
geringe Zahl von Genen (ca. 30 000) in jeder
unserer Zellen — mit der wir uns Gbrigens kaum
von dem winzigen Fadenwurm C. elegans
unterscheiden — wurde inzwischen klar, dass
der Regulierung von Genen und deren Funktio-
nen eine zentrale Bedeutung fir die Erhaltung
von Gesundheit oder die Entwicklung von
Krankheiten zukommt. Die Wissenschaftler im
Verbundprojekt SMP Cell haben es sich daher
zur Aufgabe gemacht, sowoh! auf molekularer
als auch auf zelluldrer Ebene die Funktionen
von Genen und Genprodukten zu erforschen

Abb.1: Eine Zelle im Fluoreszenzmikroskop, bei der

einzelne Bestandteile unterschiedlich gefarbt wurden,
um in einem Funktionsassay die hervorgerufenen
Verdnderungen besser erkennen zu kénnen.

sowie deren Fehlfunktionen im Krankheitsge-
schehen zu entschlisseln. Die Experimente
werden Uberwiegend im Hochdurchsatz durch-
gefiihrt. Uber die Ziele und die Struktur der
SMP Cell wird ausflihrlich auf der Webseite
www.smp-cell.de informiert. Anhand von drei
Schwerpunkten soll hier der Beitrag der SMP
Cell zur krankheitsorientierten Genomfor-
schung im NGFN exemplarisch verdeutlicht
werden.

Auf Umwegen zu den Genen

Die meisten Gene des Menschen liegen
auf den Chromosomen nicht in zusammenhan-
genden Blocken oder ,Sdtzen” vor, sondern
sind von scheinbar unwichtigen Abschnitten
unterbrochen. Dies macht es zum einen schwie-
rig, die Gene Uberhaupt zu entdecken, und zum
anderen ist es unmoglich, diese Gene im Labor
direkt fiir die Herstellung von Proteinen oder
anderen Genprodukten zu verwenden. Statt-
dessen muss ein Umweg (ber sogenannte
cDNAs gegangen werden. Solche cDNAs wer-
den aus einem Zwischenprodukt der Zellen, der
mRNA, hergestellt. Sie kdnnen in Bakterien ver-
mehrt und anschlieBend in vielen verschiede-
nen Experimenten weiter verwendet werden.
Aus der Sequenz, also der Abfolge der Basen-
bausteine, kann abgeleitet werden, welches
Protein von der jeweiligen cDNA kodiert wird,
und dieses Protein kann schlieBlich auch gen-
technisch produziert werden. Einige dieser
sogenannten rekombinanten Proteine werden
inzwischen routineméBig bei der Arzneimittel-
herstellung eingesetzt (z. B. menschliches Insu-
lin), da die Funktion dieser Proteine sowie
deren veranderte Aktivitat oder Fehlfunktion in
Krankheiten (in dem Beispiel der Insulin-
abhangigen Diabetes Typ 1) bekannt sind.

Flr die meisten Proteine des Menschen ist
die Funktion hingegen nicht geklart. Viele der
Gene sind noch nicht als cDNAs vorhanden und
kénnen daher auch nicht effizient auf ihre

Funktion untersucht werden. Wissenschaftler
der SMP Cell bilden das einzige europdische
Konsortium, das in groBem MaBstab menschli-
che Gene in Form von cDNAs kloniert, also eine
Genbibliothek erstellt, aus der Proteine kiinst-
lich hergestellt und auf ihre Funktion unter-
sucht werden kénnen (siehe auch den Ab-
schnitt: Zellulare Funktionsassays). Mehrere
tausend cDNAs wurden inzwischen von diesem
Konsortium produziert und werden anderen
Projekten des NGFN zur Verfiigung gestellt. Mit
dieser Ressource bringt sich die SMP Cell auch
in ein internationales Projekt ein, in dem alle
weltweit fiihrenden Genom-Projekte gemein-
sam an einer vollstandigen ,Bibliothek” der
menschlichen Gene arbeiten, um diese fir die
Wissenschaft und Industrie als Basis fiir die
systematische Funktionsanalyse verflgbar zu
machen. Die Bibliothek dieser ORFeome Colla-
boration (www.orfeomecollaboration.org) ist
bereits jetzt die groBte frei zugangliche Res-
source menschlicher Gene weltweit und bildet
damit eine entscheidende Voraussetzung zur
systematischen zelluldren Genfunktionsanaly-
se. Bis zum Friihjahr 2008 sollen die meisten
menschlichen Gene in diese Bibliothek aufge-
nommen werden, wozu die SMP Cell einen
wichtigen Beitrag liefert.

Kompliziertes Zusammenspiel

Die erstaunlich geringe Zahl an Genen
lasst vermuten, dass das Zusammenspiel von
Genen und Genprodukten komplizierter sein
muss als urspriinglich angenommen wurde.
Deshalb miissen alle Aktivitaten innerhalb
unserer Zellen streng kontrolliert werden, um
den Ausbruch von Krankheiten zu vermeiden.
Das richtige Verhéltnis zwischen Wachstum und
Zelltod ist z. B. entscheidend fiir die Vermei-
dung von Krebs, der meist durch Stérungen
gerade dieser zentralen Prozesse in einer oder
wenigen unserer vielen Milliarden (genauer: ca.
10") Zellen eingeleitet wird.

GenomXPress Sonderausgabe 2/07



44

Systematisch Methodische Plattformen (SMP)

Abb.2: Detail eines Roboters fur Hochdurchsatz-
Funktionsassays.

Bis vor kurzem wurde davon ausgegan-
gen, dass Proteine in linearen Prozessen arbei-
ten, vergleichbar einer ProduktionsstraBe mit
einem Anfangs- und einem Endpunkt. Dieser
Blick auf unsere Proteine und deren Wirkungen
hat sich jedoch gewandelt. Proteine arbeiten
und funktionieren in Netzwerken, bei denen
Einfllisse an verschiedenen Stellen unterschied-
liche Wirkungen hervorrufen kénnen. Insbeson-
dere flir das Verstandnis der molekularen Ursa-
chen von Krankheiten ist es daher wichtig, die
zugrundeliegenden Proteinnetzwerke zu analy-
sieren.

In der SMP Cell arbeiten Wissenschaftler
verschiedener Fachrichtungen zusammen, um
in Funktionsassays zu untersuchen, wie Zellen
auf Stérungen normaler Abldufe reagieren.
Daraus konnen die Forscher schlussfolgern,
welche Funktion die untersuchten Proteine
haben. In diesen Funktionsassays werden ein-
zelne Proteine in Zellkulturen entweder (iber
das normale MaB hinaus produziert (Uberex-
pression der Proteine mithilfe der Reagenzien
aus der oben beschriebenen Genbibliothek),
oder die in diesen Kulturen natiirlich vorkom-
mende Menge an Protein wird vermindert. Fur
letzteren Ansatz wird eine Technologie einge-
setzt, fir deren Entdeckung Craig Mello und
Andrew Fire den Nobelpreis erhielten: Die
sogenannte RNA Interferenz. Bei dieser Tech-
nologie werden einzelne Gene gezielt ausge-
schaltet, wodurch die Herstellung der kodierten
Proteine vermindert wird. Diese beiden experi-
mentellen Ansatze sind komplementar, in Funk-
tionsassays kann folglich sowohl ein Zuviel als
auch ein Zuwenig an Proteinen erreicht und im
Anschluss die Konsequenz fiir die Zellen unter-
sucht werden.

In der SMP Cell wurden solche Funktions-

assays fir den Hochdurchsatz etabliert. Insbe-
sondere krebsrelevante Prozesse, wie z. B. das
Wachstum der Zellen und die Verbreitung von
Krebszellen wahrend der Metastasen-Bildung,
werden mithilfe dieser Hochdurchsatztechnolo-
gien untersucht. Ziel ist es, neue Ansatze fiir die
Diagnose und Therapie von Krebserkrankungen
— vor allem von Brustkrebs — zu entdecken.
Weitere Funktionsassays wurden entwickelt,
um die Reifung von neuronalen Zellen zu unter-
suchen, und um Proteine zu identifizieren, die
den Cholesterinstoffwechsel beeinflussen. In
diesen Ansatzen werden die Ergebnisse mit
bekannten Informationen verkniipft und da-
durch neue Erkenntnisse gewonnen und verdf-
fentlicht. Die identifizierten Gene befinden sich
derzeit in einem als Validierung bezeichneten
Prozess: Mithilfe von Patientenproben soll
untermauert werden, dass diese Gene ursach-
lich mit den jeweiligen Krankheiten verkniipft
sind. AuBerdem wird (iberpriift, ob diese Gene
als diagnostische Marker und eventuell als
Ansatzpunkte flir neue Therapien verwendet
werden konnen.

Hochdurchsatz:

Daten, Daten, Daten ...

Schon der Begriff ,Hochdurchsatz” zeigt
an, dass in diesem Forschungszweig eine groBe
Menge an Daten gesammelt wird. Dies ist zum
einen auf die groBe Zahl unserer Gene und Pro-
teine zurlickzuflihren, zum anderen auf die
Vielzahl von experimentellen Ansdtzen, mit
denen die Funktion und Krankheitsrelevanz
dieser Molekile entdeckt werden soll. Die
Experimente sind sehr aufwéndig und werden

LI Edb http://www.lifedb.de

G [

zum groBen Teil von Robotern durchgefiihrt.
Wissenschaftler der SMP Cell entwickeln Soft-
ware zur Steuerung dieser Roboter sowie zur
Verfolgung einzelner Proben Uber die verschie-
denen Prozesse hinweg: ein sogenanntes La-
bor-Informations-Management-System (LIMS).

Zudem kann ein ,whole-genome Screen”,
also die Analyse aller menschlichen Gene,
abhangig vom jeweiligen Experiment mehrere
Terabyte an Daten liefern. Diese missen zu-
nachst gefiltert werden, um Signale vom Rau-
schen zu trennen. Im Anschluss mussen diese
Daten mit statistischen Methoden analysiert
werden, um positive von negativen Signalen zu
unterscheiden. In der SMP Cell arbeiten Infor-
matiker, Bioinformatiker und Biologen gemein-
sam daran, LIMS Systeme und statistische Algo-
rithmen zu erstellen und anzuwenden. Spezifi-
sche Benutzeroberflaichen machen die Daten
schlieBlich derart sichtbar, dass sie mit der Viel-
zahl bereits im Internet vorhandener Daten zu
denselben Molekilen verkniipft und so die
relevanten Informationen schnell erkannt wer-
den kdnnen.

Was ist ein Gen?

Mit der Entschliisselung des genetischen
Codes, des sogenannten Buch des Lebens, er-
hoffte man sich umfassende Erkenntnisse (iber
die Ursachen von Gesundheit und Krankheit.
Tatsachlich ist das menschliche Genom inzwi-
schen fast vollstandig sequenziert, die Abfolge
der einzelnen Bausteine also bekannt. Anstatt
aber die erwarteten Antworten zu erhalten,
haben sich neue Fragen und Erkenntnisse erge-
ben, die eine unerwartete Komplexitat und
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Abb.3: Die LIFEdb Datenbank dient der Verknipfung experimenteller Daten aus der SMP Cell mit allgemein

zugdnglichen Informationen und zur Veréffentlichung neuer Erkenntnisse im Internet.
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Dynamik unseres Genoms erkennen lassen. Im
Internet-Lexikon Wikipedia wird der Begriff
Gen noch definiert als ,ein Abschnitt auf der
Desoxyribonukleinsaure (DNA), der die Grund-
informationen zur Herstellung einer biologisch
aktiven Ribonukleinsaure (RNA) enthalt” (Au-
gust 2007). Die Erkenntnisse aus dem Verbund-
projekt SMP Cell haben aber gezeigt, dass diese
wie auch alle anderen bisher gemachten Defini-
tionen flir den Begriff Gen so nicht stimmen.
Aus einem Gen kénnen namlich auch ver-
schiedene RNAs hergestellt werden, die véllig
unterschiedliche Produkte und Funktionen
haben. AuBerdem werden standig neue Gene

und sogar ganze Genklassen entdeckt. Sowohl
in der Grundlagenforschung als auch in der
krankheitsrelevanten Forschung ist daher noch
viel Arbeit ndtig, um die Zusammenhange und
das Funktionieren unserer Erbinformation
sowie deren Zusammenspiel mit Umweltfakto-
ren verstehen zu konnen. Die Projekte der SMP
Cell sind unmittelbar und auf mehreren Ebenen
in diese Forschung involviert. Sie tragen damit
wesentlich zur Erforschung der Lebensgrundla-
gen und Krankheitsursachen bei, wodurch Vor-
aussetzungen geschaffen werden, um neue
Strategien zur Vorbeugung und Behandlung
dieser Krankheiten zu entwickeln. Mit seinen

Ressourcen, Technologien und krankheitsrele-
vanten Applikationen ist das Verbundprojekt
SMP Cell auch fiir die zukiinftige Forschung
aufgestellt und wird weiterhin auf internatio-
nalem Niveau wichtige Beitrdge zum Verstand-
nis von Krankheiten liefern.

Kontakt

Dr. Stefan Wiemann

Abteilung Molekulare Genomanalyse
Deutsches Krebsforschungszentrum (DKFZ)
in der Helmholtz-Gemeinschaft

Im Neuenheimer Feld 580, 69120 Heidelberg
E-Mail: s.wiemann@dkfz.de

Proteinnetzwerke als Grundlage
fir neue Therapieansatze

Patrick Umbach, Bodo Lange, Ronald Frank, Sigrid Schndgl, Erich E. Wanker

Die Zahl sequenzierter Genome steigt immer
schneller, dennoch wissen wir nach wie vor wenig
iber die eigentlichen funktionellen Zusammen-
hange der Genprodukte. Neue Forschungsansat-
ze, die das komplexe Zusammenspiel der Proteine
in Signalwegen als System untersuchen wollen,
wurden und werden entwickelt und erméglichen
neue Einsichten in das menschliche Proteom.
Erste  umfassende Proteinnetzwerke wurden
generiert und in Interaktionskarten festgehalten.
Diese Karten stellen tausende menschliche Pro-
teine in einen globalen Zusammenhang, um das
Funktionieren des menschlichen Organismus auf
zelluldrer Ebene besser zu verstehen. Mit der

Abb. 1: Y2H-Verfahren (A): Protein X

(bait =, Kéder”) ist mit einer DNA-Bin-
dungsdoméne (DBD) gekoppelt, Pro-

tein Y mit einer Aktivierungsdoméane

(AD). Erst wenn beide Proteine in
Wechselwirkung treten und die

Doménen in rdumliche Ndhe kommen,

wird der Transkriptionsfaktor aktiviert B

Kenntnis dieser Wechselwirkungen (Interaktom)
wird versucht, auch die molekularen Ursachen
und Mechanismen komplexer Krankheiten zu er-
griinden.

In der Systematisch-Methodischen Plattform
(SMP) Protein haben sich Forschergruppen des
Max-Delbriick-Centrums fiir Molekulare Medizin
(MDC), des Max-Planck Instituts fiir Molekulare
Genetik (MPIMG), des Helmholtz-Zentrums fir
Infektionsbiologie (HZI) und der Universitat Ros-
tock zusammengeschlossen, um in einem ge-
meinsamen, koordinierten Ansatz requlatorische
Signalwege zu untersuchen, die eine Rolle bei
neurodegenerativen Erkrankungen spielen oder

Y2H-System

Bindungsstelle

Array-Screen
und das Reportergen ausgelesen. (B)
verdeutlicht den Matrix-Ansatz: Jedes -
Bait-Protein X wird gegen eine Prey
(Beute)-Library getestet. il 2
Selektion auf
Prodein X. s escree
080 gegennl Reportergenaktivitat 2
[
Array an Prey-Proteinen Prey-Proteine werden anhand ihrer

Posilion im Array bestimmt

die wahrend der mitotischen Zellteilung aktiviert
sind. Die SMP Protein fihrt dabei Methoden der
systematischen Proteomforschung wie Yeast-
Two-Hybrid (Y2H), Massenspektrometrie und
DNA-Arrays fiir die Analyse von genregulatori-
schen Netzwerken zusammen. Die dreidimensio-
nalen Strukturen von Proteinkomplexen werden
durch Rontgenkristallographie und Cryo-Elektro-
nenmikroskopie aufgeklart.

Ein {bergeordnetes Ziel dieser Arbeiten ist
es, neue Perspektiven zur Entwicklung von Thera-
pien zu erdffnen. Fiir krankheitsrelevante Proteine
werden in Substanzbibliotheken kleine Molekiile
gesucht, die fiir weitere zellbiologische Analysen
oder als Ausgangssubstanzen fiir therapeutische
Wirkstoffe (Leadstrukturen) verwendet werden
kénnen.

Interaktionsscreening

Das Y2H-Verfahren wurde zunachst zur Er-
zeugung von Proteinnetzwerkkarten von Hefe, Fa-
denwurm und Fruchtfliege eingesetzt, spater
dann auf das menschliche Proteom angewandt.
Die Methode basiert auf der Erkenntnis, dass
Transkriptionsfaktoren, die das Auslesen von Pro-
teinen aus ihren Genen steuern, in eine Aktivie-
rungs- und eine DNA-Bindungsdomane zerlegt
werden kénnen. Beide Domanen behalten dabei
ihre Funktionalitat. Verkniipft man diese Doma-
nen mit zwei unterschiedlichen menschlichen Pro-
teinen und exprimiert sie in Hefe, wird ein neuer
Transkriptionsfaktor gebildet, der das Ablesen von
Reportergenen aktiviert, wenn beide Proteine
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Abb. 2: Interaktionskarte des Proteins Huntingtin (HD) aus der UniHi-Datenbank. Diese Datenbank fasst die
Ergebnisse aller 6ffentlich zugénglichen Protein-Interaktionsprojekte zusammen. Die Interaktionen stammen
aus Y2H-Screenings, Literatur-Auswertungs- und Onthologie-Studien. Die Datenbank umfasst derzeit mehr als
200 000 Interaktionen zwischen mehr als 20 000 Proteinen.

interagieren. Uber Wachstumstests der Hefezellen
kann dann die Wechselwirkung zwischen den
zwei Proteinen nachgewiesen werden.

In den letzten Jahren wurde die Methode am
Max-Delbriick Centrum fir Molekulare Medizin
(MDC) weitgehend automatisiert, und es ist nun
mdglich Millionen potenzieller Wechselwirkungen
in kurzer Zeit zu untersuchen. In einem Matrix-
Screen wurden systematisch 4 500 x 5 600 Pro-
teine in mehr als 25 Millionen Experimenten ana-
lysiert. Dabei sind 3 200 zuvor weitgehend unbe-
kannte Interaktionen zwischen 1 700 Proteinen
identifiziert und mit unabhéngigen Co-Immuno-
prazipitations- und in-vitro-Bindungsassays vali-
diert worden. Anhand entwicklungsspezifischer
und topologischer Kriterien wurden 911 spezifi-
sche Wechselwirkungen zwischen 401 Proteinen
bestimmt, die in einem engen funktionellen Zu-
sammenhang stehen. Aus diesen Daten zu Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen kénnen dann In-
teraktionskarten fiir Krankheitsproteine erstellt
werden. Abbildung 2 zeigt eine Interaktionskarte
fir das Protein Huntingtin (HD), das bei Chorea
Huntington eine zentrale Rolle spielt. Insgesamt
wurden in diesem Y2H-Projekt fiir (iber 200
bekannte menschliche Krankheitsproteine neue
Interaktionspartner gefunden. Zudem kénnen
Proteine anhand der Karten regulatorischen Sig-
nalwegen zugeordnet werden. So wurden etwa
zwei neue tumorassoziierte Proteine (ANP32A
und CRMP1) identifiziert, die die Aktivitat des
beim krebsrelevanten Wnt-Signalweges beein-
flussen.

An der Universitdt Rostock wurden Soft-
ware-Programme entwickelt, um Daten aus den
Interaktionsexperimenten mit Ergebnissen aus
Literaturrecherchen zusammenzufiihren und ver-
schiedene Proteinnetzwerke in einer Zelle darzu-
stellen. Das MOSAICS (Modelling and Simulation
in Cell Signalling) Projekt generiert Modelle von
Proteinnetzwerken, die dann mithilfe weiterer
experimenteller Daten erweitert und verfeinert
werden. MOSAICS gibt den Wissenschaftlern
zudem Hinweise, welche der Wechselwirkungen
Schliisselfunktionen haben und mit hoher Prio-
ritdt weiter untersucht werden sollten.

Eine ergdnzende Methode zum Y2H-Verfah-
ren ist die Affinitatschromatographie, die Protein-
komplexe mithilfe von TAP (Tandem-Affinity Puri-
fication) -Tags (Markierungen) spezifisch anrei-
chert und massenspektrometrisch analysiert. Das
TAP-Tag-Verfahren ist in Abbildung 3 beschrie-
ben. Im Anschluss werden die identifizierten Pro-
teine einer funktionellen und strukturellen Cha-
rakterisierung durch RNA Interferenz  (RNAI)
beziehungsweise Elektronenmikroskopie unter-
zogen. Die SMP Protein hat mit dieser Methode
Untersuchungen an Signalwegen zur mitotischen
Zellteilung und dem Zellwachstum durchgefhrt,
um ein besseres Verstandnis der Tumor- und
Metastasenbildung bei Krebserkrankungen zu
gewinnen. Die Zellteilung ist ein hochkomplexer
Prozess, in den tausende Proteine an verschiede-
nen Orten in der Zelle eingebunden sind. Ein zen-
trales Zellorganell in diesem Zusammenhang ist
das Centrosom, welches u. a. fiir die Bildung des

Spindelapparates der meisten héheren eukaryon-
tischen Zellen verantwortlich ist. Durch Immuno-
affinitatsreinigung des Zellorganells und nachfol-
gender massenspektrometrischer Charakterisie-
rung wurden (iber 250 Proteine identifiziert, die
im Centrosom organisiert sind. Viele davon waren
bisher vollkommen unbekannt. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass das Centrosom gleichzei-
tig an mehreren wichtigen Signaltransduktions-
wegen in der Zelle beteiligt ist. Ein wichtiger
Bestandteil des Spindelapparates ist der Y-Tubulin
Ring-Komplex (Y-TuRC), der fir die Bildung der
Filamente und damit fiir die Spindelorganisation
verantwortlich ist. Es konnte gezeigt werden, dass
Proteine des Y-TuRC mit chromosomalen regula-
torischen Proteinen (z. B. Cdc20 und BubR1) in
Wechselwirkung treten. Offensichtlich sind diese
Wechselwirkungen so wichtig, dass sie von der
Fruchtfliege (Drosophila Melanogaster) bis zu
humanen Zellen konserviert sind. Als nachstes sol-
len die molekularen Aufgaben dieser Wechselwir-
kungen hinsichtlich der Zellteilung untersucht
werden. Im Fall von Mutationen im Y-TuRC wére
es wichtig zu wissen, welche Auswirkungen diese
auf Krankheiten wie etwa Krebs haben.

Chemische Genomik:

Niedermolekulare Wirkstoffe

zur Untersuchung von

Krankheitsmodellen

Die Chemische Genomik, angesiedelt am
Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI,
vormals GBF), setzt niedermolekulare organische
Verbindungen ein, die selektiv Proteinfunktionen
beeinflussen und hemmen konnen (chemischer
knock-down). Damit lassen sich zellulare Prozes-
se an denen die Proteine beteiligt sind, gezielt
storen, was zu phanotypischen Veranderungen
der Zelle fiihrt. Zur Identifizierung solcher Wirk-
stoffe werden mittels hochparalleler kombinatori-
scher Chemie zunachst groBe Substanzbibliothe-
ken aus Verbindungen mit unterschiedlichen che-
mischen Strukturen hergestellt.

In der SMP Protein werden mehr als
80 000 Verbindungen eingesetzt, die sich aus
kommerziellen Kollektionen, selbst hergestellten
abgeleiteten Naturstoffen (40 000) und Derivaten
auf Basis von ausgewahlten Grundstrukturen (z.
B. 25 000 Diketopiperazine und Triazine) zusam-
mensetzen. Fiir ein in der SMP Protein entwickel-
tes Screeningverfahren werden zunéchst die klei-
nen Molekile in der Form von Microarrays auf
Glastrdger mit bis zu 20 000 Verbindungen ge-
druckt und anschlieBend mit den Zelllysaten ver-
setzt. Proteinbindung kann dann Giber spezifische
Tags, an die in einem weiteren Schritt fluores-
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Abb. 3: Kéderprotein mit dem TAP-Tag (A). Die Aufrei-
nigung von Kéderprotein und Interaktionspartnern
erfolgt zundchst durch Zugabe kleiner Polymerpartikel,
an die Antikérper gebunden sind (IgG Beads), die spe-
zifisch mit Protein A interagieren. Nach Isolation des
Komplexes und Abtrennung der Beads kann in einem
zweiten Schritt der native Proteinkomplex gewonnen
werden (B).

zenzmarkierte Antikorper binden, hochspezifisch
nachgewiesen werden.

AnschlieBend wird ein zellbasiertes Phano-
typscreening durchgefihrt, woflir entsprechende
Hochdurchsatzroboter entwickelt und eingesetzt
werden. Diese Methode ist sehr effektiv bei der
Suche nach biologisch aktiven Verbindungen.
Mittlerweile konnten am HZI in Braunschweig
Inhibitoren flr Proteine des Proteasoms, einem
Proteinkomplex, der im Cytoplasma und im Zell-
kern den Zellzyklus regulierende, aber auch feh-
lerhafte Proteine, etc. zu Fragmenten abbaut,
gefunden werden, die eine potenzielle Antitumor-
wirkung haben. Ebenso konnten Bindungspartner

fur Caytaxin gefunden werden. Mutationen im
Gen flr Caytaxin stehen in Verbindung mit spino-
zerebelldrer Ataxie, einer neurodegenerativen Er-
krankung, die zu Bewegungsstorungen, Beein-
trdchtigung der Wahrnehmungsfahigkeit und
schlieBlich zum Tod flihrt. 2004 schloss sich die
Initiative fir chemische Genomik des NGFN mit
Chemikern, Bioinformatikern und Biologen aus
ganz Deutschland im ChemBioNet (www.chembi-
onet.de) zusammen, um die Moleklbibliotheken
gemeinsam der wissenschaftlichen Nutzung zu-
zuftihren.

Bestimmung

dreidimensionaler Strukturen

Die  Rontgenkristallographie am  MDC
erlaubt eine prazise Bestimmung der dreidimen-
sionalen Struktur biologischer Makromolekiile
und Komplexe. Medizinisch relevante Proteine aus
den Y2H- und TAP-Tag Projekten werden kloniert,
gegebenenfalls sequenziell modifiziert und in
E.coli oder Insektenzellen produziert und gerei-
nigt. Durch Koexpressionsvektoren kdnnen auch
mehrere Proteine parallel hergestellt werden, um
anschlieBend die Proteinkomplexe direkt anzurei-
chern. Bei der folgenden Kristallisation liegt die
Hauptschwierigkeit darin, geeignete Proteinkri-
stalle fiir die Beugungsexperimente zu erzeugen.
Dieses Problem soll durch eine Erhdhung des
Durchsatzes entscharft werden. Roboter iberneh-
men die Zusammenstellung der verschiedenen
Kristallisationshedingungen, das Pipettieren der
Screeninglosungen und die Lagerung der Kristal-
lisationsexperimente in Mikrotiterplatten. Ein
halbautomatisches Visualisierungs- und Tracking-
verfahren erlaubt die Parallelisierung vieler Expe-
rimente. Eine Datenbank wurde aufgebaut und
listet derzeit diber 400 000 Datensatze zu unter-
schiedlichen Proteinen und Kristallisationsbedin-
gungen. Die Datenbank stellt ein wichtiges Werk-
zeug fir die Experimentatoren beim Design wei-
terer Kristallisationsexperimente dar. Zuletzt wer-

Abb. 4: Struktur des Bet3-
Tpc6-Komplexes. Bet3
(blau) und Tpc6 (rot) bilden
ein Heterodimer, welches
als Unterkomplex des Trans-
port Protein Partikels
(TRAPP) eine wichtige Funk-
tion in der Verankerung in
Membranen des Golgi-
Apparates einnimmt. Die
gelbe Acylkette im Bet3
stellt die Verbindung zu
einem Membranprotein dar.

den die Kristalle mithilfe der Strahlrohre fir Ront-
genstreuung der Freien Universitdt am Berliner
Elektronensynchrotron (BESSY) in Beugungsexpe-
rimenten analysiert, um die Struktur der Proteine
zu bestimmen. Abbildung 4 zeigt die Kernstruktur
des TRAPP-Komplexes, der fir den Proteintrans-
port in einer Zelle wichtig ist. Insgesamt wurden
ca. 100 verschiedene Proteine hergestellt und 43
davon zur Kristallisation gebracht. Acht Struktu-
ren wurden schon aufgeklart, drei weitere werden
in Kiirze beschrieben.

Fiir die SMP Protein wurde am MPI fiir Mole-
kulare Genetik eine Datenbank entwickelt, um
alle eingesetzten Materialien und durchgefiihrten
Experimente aufzunehmen. Fiir diese integrierte
Datenplattform wird das hierarchische und fle-
xible XML-Format (Extended Meta Language)
gewahlt, um den Wissenschaftlern die Moglich-
keit zu geben, experimentelle Daten einzubinden
aber auch Datenstrukturen zu andem. Uber die
Website des Projektes kann jeder beteiligte Wis-
senschaftler umgehend eigene Ergebnisse in die
Datenbank laden und Partnern im Projekt Zugriff
gewahren. Zudem wurden Programme ent-
wickelt, die die Daten aus der Datenbank weiter
aufarbeiten. Ein Visualisierungsprogramm flir Pro-
teinwechselwirkungen  beispielsweise  macht
sofort sichtbar, welche Proteine bisher untersucht
und welche Interaktionen gefunden wurden.
Dadurch wird den Arbeitsgruppen eine abge-
stimmte Planung ermdglicht. Damit ist nicht nur
ein schneller Daten- und Informationsaustausch
moglich, sondern auch ein effizientes Projektma-
nagement, da der aktuelle Projektstand direkt
ablesbar ist.
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Die alternde Gesellschaft —
eine Herausforderung fiir die Forschung

Das Human Brain Proteome Project untersucht das Protein-Netzwerk im Gehirn

Tanja Hardt, Katrin Marcus, Michael Hamacher, Helmut E. Meyer

Das Risiko einer neurodegenerativen Erkran-
kung wie Morbus Alzheimer oder Morbus Par-
kinson steigt mit zunehmendem Alter an. Durch
die héhere Lebenserwartung der Bevolkerung
in den westlichen Industrielandern sind immer
mehr Menschen von Krankheiten des zentralen
Nervensystems betroffen. Dieses Problem wird
sich in den ndchsten Jahren vehement ver-
scharfen. Zurzeit wird die Zahl der Menschen,
die weltweit an Morbus Alzheimer erkrankt
sind, auf 26 Millionen geschatzt. Laut einer
2005 veroffentlichten Studie wird sich die Zahl
der Erkrankten in 20 Jahren verdoppeln und auf
81 Millionen Erkrankte im Jahre 2040 anstei-
gen. Dabei ist das AusmaB dieses Anstiegs nicht
einheitlich: Wahrend in den westlichen Landern
von 2001 bis 2040 eine Verdopplung der Pati-
entenzahl zu erwarten ist, wird in Indien, China
und in den stdlich angrenzenden Regionen mit
einer Steigerung um bis zu 300 % gerechnet.
Neurodegenerative Erkrankungen wirken sich
dabei nicht nur schwerwiegend auf die Lebens-
qualitat und das Wohlbefinden der Betroffenen
aus, auch die entstehenden Kosten fir Therapie
und Pflege der Erkrankten miissen von den
Betroffenen und von der Gesellschaft iiber das
Gesundheitssystem getragen werden.

Bisher gibt es leider keine klare nicht-inva-
sive pradiktive Diagnostik fir Morbus Alzhei-
mer und viele andere Demenzen. Patienten
kénnen deshalb meist nur auf breiter Basis und
nicht spezifisch behandelt werden, was zu einer
ineffektiven und kostenintensiven Behandlung
fhrt. Jedoch kdnnte man unter Umsténden das
Fortschreiten einer Demenz verzdgern, wenn
eine friihzeitige Diagnose mogliche ware und
erste Symptome gezielt, z. B. mittels Didten,
Sport, etc., behandelt wiirden. Es wird ge-
schatzt, dass sich die Zahl der Betroffenen im
Jahr 2050 um 12 Millionen verringern wiirde,
wenn der Ausbruch von Morbus Alzheimer um
ein Jahr hinausgezdgert werden konnte. Aus
diesem Grund wird ein besseres Verstandnis

der Krankheitsmechanismen angestrebt, die
dieser Erkrankung zugrunde liegen. Dies ist das
erklarte Ziel des Human Brain Proteome Pro-
jects innerhalb des Nationalen Genomfor-
schungsnetzes.

HBPP: Das interdisziplindre

Konsortium
Innerhalb des NGFN wurde seit 2001 das
Human Brain Proteome Project (HBPP,

www.smp-proteomics.de) initiiert, um speziell
Mechanismen neurodegenerativer Erkrankun-
gen wie beispielsweise Morbus Alzheimer und
Morbus Parkinson sowie Alterungsprozesse
mithilfe moderner Technologien und Tiermodel-
len aufzuklaren. Im HBPP haben sich Forscher-
gruppen aus den Bereichen Genetik, Zellbiolo-
gie, Tiermodelle, Molekularbiologie, Biochemie
und Bioinformatik zusammengefunden, so dass

eine interdisziplindre Infrastruktur entstanden
ist, die sowohl funktionelle Genomik als auch
Proteomik umfasst.

In der ersten Forderphase bestand das
Konsortium HBPP1 aus neun akademischen
Gruppen und zwei Vertretern der Industrie.
Ziele des Konsortiums waren die Charakterisie-
rung von Mensch- und Mausgehirnen, die Iden-
tifizierung von Protein- und mRNA-Profilen, die
Untersuchung von Protein-Protein-Interaktio-
nen sowie die Validierung von Proteinen, die als
potenzielle Ansatzpunkte flr Therapien in Frage
kommen. Um diese Ziele zu erreichen, wurden
vor allem die bestehenden Methoden der Pro-
teomik weiter verbessert und neue Technologi-
en etabliert. Zwecks Analyse der entstandenen
Datenmenge der verschiedenen Gruppen wur-
de der Bereich der Bioinformatik ausgebaut,
wobei unter anderem ein geeignetes Daten-

( )
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PROTEOMICS
Y
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Neurodegeneration Technologien Daten4vianagement mr*ﬁor::igg e
und Altemn vm“'al!fs
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Abb.1: Arbeitsablauf innerhalb des Konsortiums.
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Tab. 1: Ubersicht zu den Proben von Mensch, Maus und Affe, die im HBPP2 untersucht werden.

Modell fiir Erkrankung

Quelle

Mensch
Erkrankung (CJD

M. Alzheimer, Creutzfeld-Jacob-

BrainNET Germany/BrainNet Europe

Zerebrospinal-Flussigkeit
(CSF, Liquor) und Blut

Kompetenznetz Demenzen

Affe
und Rhesusaffen

Gehirngewebe von Schimpansen

Maus Modelle M. Alzheimer, APP-Modell

Novartis

M. Alzheimer, UBB+1-Modell

F. van Leeuwen, Amsterdam

M. Parkinson, a-synuclein [> Glossar]

ko-Modell

G. Auburger, Frankfurt/Main

M. Parkinson a-synuclein (A53T)

transgenes Modell

G. Auburger, Frankfurt/Main

M. Parkinson, L1ko-/MPTP-Modell

M. Schachner, Hamburg

banksystem, die ,BrainProfile” Datenbank,

entwickelt wurde, um die Daten der Genex-

pression- und Proteomanalysen zusammenzu-
fihren.

Die zweite Férderphase HBPP2 startete im
Jahr 2004 und wird bis 2008 andauern. Es
wurde ein teilweise neues Konsortium gebildet,
das sich aus neun akademischen Einrichtungen
und einem Industriepartner zusammensetzt. Im
HBPP2 werden die in HBPP1 entwickelten Tech-
nologien und optimierten Strategien fir die
Diagnose und Behandlung neurodegenerativer
Erkrankungen weiter ausgebaut und angewen-
det. Zu den wesentlichen Zielen gehéren:

(1) Der Ausbau der Technologien aus der
ersten Forderphase: Proteomik-Technologi-
en (2D-DIGE, multidimensionale Chroma-
tographie, Massenspektrometrie), Topono-
mik, Genexpression-Profiling sowie funk-
tionelle Studien.

(2) Die  Untersuchung neurodegenerativer
Erkrankungen mit den neuen proteomi-
schen und genomischen Methoden: Syste-
matische Studien zu Morbus Alzheimer und
Morbus Parkinson mit vergleichenden Ana-
lysen von Mausmodellen und Patientenpro-
ben

(3) Kollaborationen innerhalb des Konsor-
tiums: Entwicklung von Standards fiir die
Probenaufarbeitung und -auswertung, Aus-
bau einer gemeinsamen Datenbank fiir das
Sammeln aller erzeugten Daten im Kon-
sortium.

Der Arbeitsfluss des Konsortiums ist in Abbil-

dung 1 dargestellt. Die einzelnen Arbeitsberei-

che werden in den folgenden Paragraphen kurz
erldutert.

Alzheimer durch Stérungen

beim Proteinabbau

Die systematische Auftrennung, Identifi-
zierung und Charakterisierung von Proteinen
im Nervensystem (Tiermodelle und Gewebe aus
humanen Gehirnbanken, auch humane Kdrper-
flussigkeiten wie Liquor und Blut) bieten einen
vielversprechenden Ausgangspunkt, um die
Mechanismen dieser neurodegenerativen Er-
krankungen zu verstehen.

Da menschliches Probenmaterial nur sehr
begrenzt zur Verfiigung steht, sind Mausmodel-
le unverzichtbar. Es wurden knock-out, transge-
ne und chemisch veranderte Mausmodelle un-
tersucht, die entweder innerhalb des Konsorti-
ums an der Deutschen Mausklinik in Miinchen-
Neuherberg oder bei externen Partnern gezlich-
tet werden. Ein Beispiel ist die UBB+1-Maus, ein
Mausmodell fiir Morbus Alzheimer von Dr. Fred
van Leeuwen (Amsterdam, NL).

Als Ursache fir die Entstehung von Mor-
bus Alzheimer werden verschiedenste moleku-
lare Storungen diskutiert: Stress durch schadli-
che reaktive Sauerstoffverbindungen, durch
Mutationen beglnstigte Proteinaggregation
[extrazelluldre AB-Plaques und intrazelluldre
7-Fibrillen > Glossar] sowie Fehlfunktion der
Mitochondrien und Proteasomen. Das Protea-
som ist ein Multiprotein-Verbund, der einge-
schleuste Proteine zu kurzen Peptiden abbaut.
Der Proteinabbau ist fiir die Zelle lebensnot-
wendig. So werden metabolische Enzyme,
Transkriptionsfaktoren oder auch den Zellzy-
klus regulierende Proteine degradiert. Ebenso
werden fehlerhafte Proteine abgebaut. Der
Abbau der meisten Proteine erfolgt tber das

Ubiquitin-Proteasom-System (UPS), wobei ab-
zubauende Proteine mit dem kleinen Protein
Ubiquitin markiert werden, um so vom Protea-
som erkannt zu werden. Die Stérung des UPS
und der dadurch defekte Abbau von intra-
zelluldren Proteinen tragen dabei wahrschein-
lich zu vielen neuropathologischen Veran-
derungen und dem Absterben von Neuronen
bei. Die Mechanismen, die das UPS bei Morbus
Alzheimer beeinflussen, sind jedoch unklar.

Es gibt allerdings Hinweise, dass eine Vari-
ante des Ubiquitin B, sogenanntes UBB+1, ein
Bestandteil von Plaques im Nervensystem ist.
UBB+1 ist aufgrund einer Mutation um 19 Ami-
nosduren verlangert. Daraus resultiert ein Ver-
lust des C-terminalen Glycins, das essenziell fir
die Anknlpfung an andere Ubiquitin-Molekile
und seine Substrate ist. Die UBB+1-Maus
exprimiert diese Ubiquitin-Variante, bildet Pla-
ques aus und kann somit als ein Mausmodell
fir Morbus Alzheimer dienen. Um den Zusam-
menhang von AB-Toxizitat auf der einen und
proteasomaler Fehlfunktion auf der anderen
Seite zu verstehen, werden diese transgenen
Méuse auf Transkriptom- und Proteom-Ebene
untersucht.

Die menschlichen Proben stammen aus
den Hirnbanken von BrainNet Deutschland und
BrainNet Europe (www.brain-net.net) sowie
aus dem Kompetenznetz Demenzen (www.
kompetenznetz-demenzen.de). Gemeinsam mit
Pathologen haben die HBPP-Partner dabei
Standards zur Probengewinnung sowie zur
mRNA- und Proteinextraktionen entwickelt.
Diese standardisierten Proben werden dem ge-
samten Konsortium zur Verfiigung gestellt. Es
werden nur identische Proben fir die Analysen
mit den verschiedenen Technologien verwen-
det. Damit bleiben die Ergebnisse vergleichbar.
In Tabelle 1 werden die Modelle zusammenge-
fasst, die untersucht wurden.

Ein erster Schritt zur

molekularen Diagnostik

Die Analyse der molekularen Phanotypen
(mRNA- und Protein-Expressions-Profile) wird
zu einem neuen Krankheitsverstandnis und
letztlich zu einer neuen Subklassifizierung der
untersuchten Erkrankungen flihren. Diese
beruht nicht auf traditionellen, klinischen Pha-
notypen, sondern auf den molekularen patho-
logischen Eigenschaften. Hierbei kommen im
HBPP2 sowohl eine standardisierte klinische
Phénotypisierung als auch geeignete Proteo-
mik- und Genomik-Technologien (2D-PAGE,
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Multidimensionale Chromatographie, Massen-
spektrometrie, DNA-Arrays) zum Einsatz. Bei-
spielsweise wurde die oben bereits erwdhnte
UBB+1 Maus zu verschiedenen Entwicklungs-
stadien auf Transkriptions- und Proteinebene
durch die Deutsche Mausklinik in Minchen-
Neuherberg, und das Medizinische Proteom-
Center in Bochum, untersucht, wobei signifi-
kante Expressionsunterschiede einiger Schlis-
selproteine des UPS nachgewiesen werden
konnten.

Auch das Toponom, die Lokalisation der
Proteine in der Zelle, zeigte signifikante Unter-
schiede, wie Wissenschaftler aus Magdeburg,
nachweisen konnten. Dariiber hinaus wurden
weitere Mausmodelle fiir verschiedene neuro-
degenerative Erkrankungen wie Morbus Hun-
tington und die Creutzfeld-Jakob-Erkrankung
auf verschiedenen Ebenen (Proteom, Genom)
analysiert. Potenzielle Biomarker missen nach
ihrer Identifikation zunachst mit herkdmmli-
chen biochemischen Methoden validiert wer-
den. AnschlieBend folgen funktionelle Studien
der Proteine. Mit gehirnspezifischen Proteinen
werden in vitro und in vivo Protein-Interaktions-
analysen durchgefihrt. Bei diesen funktionel-
len Analysen handelt es sich um Methoden, die
zum Beispiel auf Inmunfluoreszenz- bzw. GFP-
markierten Proteinen basieren (FRET/BRET).

Es konnten einige wesentliche Fortschritte
zum Verstandnis der neurodegenerativen Er-
krankungen gemacht werden. Zum Beispiel
wurde im Bereich der Erforschung von Morbus
Parkinson das Gen, das am haufigsten fiir fami-
lidgre und sporadische Falle der Parkinson-Er-
krankung verantwortlich gemacht wird, durch
eine Arbeitsgruppe am GSF Minchen, unter-
sucht: LRRK2. Mit funktionellen und biochemi-
schen Analysen wird die genaue Funktionswei-
se dieses Gens weiter charakterisiert. Auch bei
der molekularen Diagnose von Morbus Alzhei-
mer kénnen essenzielle Forschritte verzeichnet
werden. NGFN-Wissenschaftlern aus Erlangen
und Nirnberg ist es gelungen, eine Methode
flr die Diagnose von Morbus Alzheimer zu ent-
wickeln. Dabei wird das relative Verhaltnis von
ABA42/40 als Marker fir diese Erkrankung be-
stimmt. Bei Patienten mit verandertem AB-Ge-
samtgehalt kann dieser Quotient eine genaue-
re Diagnose ermdglichen.

Die Bioinformatik:

Datenmanagement und

Datenintegration

Die im Konsortium gewonnenen Daten
werden in einer neuartigen Datenbank gesam-
melt, wobei neue Standards, SOPs und Soft-
wareldsungen fiir das Datenmanagement so-
wie die Datenintegration entwickelt wurden.
Da in einem groBen Konsortium verschiedene
Strategien, Technologien, Gerate und Ausris-
tungen zum Einsatz kommen, sind die produ-
zierten Daten recht heterogen. Die parallele
Analyse der gleichen Proben mit verschiedenen
Methoden fiihrt aber zu einem umfassenderen
Einblick in die bearbeitete Fragestellung. Daher
wurde die ,BrainProfile Database” in Berlin
etabliert. Entsprechend den internationalen
Standards konnen verschiedene Datenformate
eingelesen und interpretiert werden. Damit
wurde eine Analyse von experimentellen Da-
tensétzen aus den verschiedenen beteiligten
Gruppen ermdglicht. So konnten Studien zur
Identifikation von biochemischen Markern zur
Friherkennung der Alzheimer Demenz durch-
geflihrt werden. Diese schlossen u. a. einen
Methodenvergleich eines Markersatzes anhand
von statistischen Eigenschaften und die Identi-
fikation stabiler und reproduzierbarer Marker
ein. Des Weiteren wurden mathematische
Modelle zur Entstehung von Morbus Alzheimer
entwickelt, die externe Kontrollparameter, sto-
chastische Prozesse und die technische Erwei-
terung der Modellierungsplattform einschlos-
sen. AuBerdem konnte das Verstandnis zur
Plaquebildung durch die Modellierung der Wir-
kung spezifischer beteiligter Proteine erweitert
werden.

Das Netzwerk

Die Partner im HBPP konnten Gber die Pro-
jektlaufzeit von inzwischen sechs Jahren ein
gut funktionierendes nationales wie internatio-
nales Forschungsnetz ausbilden. Alle Mitarbei-
ter treffen sich mindestens einmal jahrlich zum
Human Brain Proteome Meeting. Die gemein-
same Datenbank wird rege genutzt und ermég-
licht allen Beteiligten einen optimalen Informa-
tions- und Probenaustausch. Die Partner im
Konsortium sind federfiihrend an Kooperatio-
nen beteiligt, die iiber den nationalen Rahmen
des HBPP2 hinausgehen, wie beispielsweise

am internationalen Brain Proteome Project
unter der Schirmherrschaft von HUPO (HUPO
BPP, www.hupo.org). HUPO wurde als gemein-
niitzige Organisation im Jahr 2001 gegriindet.
Ziel von HUPO ist die Verbreitung und Entwick-
lung der Proteomforschung. Mehrere HUPO-
Initiativen  fokussieren auf  verschiedene
menschliche Organe, wie zum Beispiel das Liver
Proteome Project (LPP), das Plasma Proteome
Project (PPP) und das Brain Proteome Project
(BPP) (www.hbpp.org). Das HUPO BPP wird,
wie das deutsche HBPP, vom Medizinischen
Proteom-Center Bochum (MPC) sowohl admi-
nistrativ koordiniert als auch inhaltlich mitge-
staltet. Von Bochum aus wird auch das Proteo-
mics Data Collection (ProDaC, www.fp6-pro-
dac.eu) geleitet, eine internationale Initiative,
die die Standardisierung der proteomischen
Daten und bioinformatorischen Analyse zur
Aufgabe hat. Die Mitglieder des HBPP sind in
diesen und vielen weiteren Projekten engagiert
beteiligt und haben weitere verwandte Projek-
te ins Leben gerufen, wie z. B. das EU-gefor-
derte Projekt cNEUPRO.

Ausblick

Sechs Jahre Human Brain Proteome Pro-
ject im NGFN haben gezeigt, dass interdiszi-
plindre Forschung auf hohem Niveau nicht nur
moglich, sondern auch erfolgreich sein kann.
Die Entwicklung und Anwendung neuester
Techniken in Proteomik sowie in funktioneller
Genomik unter standardisierten Bedingungen
erlauben die strukturierte Analyse komplexer
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und Mor-
bus Parkinson. Unterstiitzt durch eine geeigne-
te Bioinformatik und Biostatistik kdnnen auf
diese Weise Kandidatenproteine fiir Frih-
diagnose und Therapie identifiziert werden. Die
Ergebnisse des HBPP2 werden Anfang 2008 in
einem Sonderband der Zeitschrift PROTEOMICS
erscheinen, der einen vollstindigen Uberblick
iber die Arbeit des Konsortiums geben wird.

Kontakt

Tanja Hardt

Medizinisches Proteom-Center
Ruhr-Universitdt Bochum, ZKF E. 143
UniversitatsstraBe 150, 44801 Bochum
E-Mail: Tanja.Hardt@rub.de
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Unersetzliche Werkzeuge fiir Genprodukte

Die Antikérperfabrik - Antikérper fiir die funktionale Genomforschung

Thomas Schirrmann, Michael Hust und Stefan Dibel

Antikorper [> Glossar] sind unersetzliche Werk-
zeuge fiir die Analyse von Proteinen und damit
Schliisselreagenzien fiir die Bewaltigung der
gegenwartigen Hauptaufgabe der Genomfor-
schung — der Zuordnung von Funktionen zu
den vielen noch uncharakterisierten Gense-
quenzen und den dazugehdrigen Genproduk-
ten. Zur Bewadltigung dieser monumentalen
Aufgabe arbeitet die SMP Antikdrperfabrik
(Antibody Factory) an der Weiterentwicklung
des Phagen-Displays. Dabei werden spezifische
Antikdrper aus menschlichen Antikdrper-Gen-
bibliotheken [> Glossar] vollstandig versuchs-
tierunabhangig in Bakterien hergestellt. Diese
Reagenzglas-Technologie (in-vitro) ermdglicht

cDNA Bibliotheken,

Antikorper
-Bibliotheken

o
3]
®
L
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]
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Proteine, Peptide — W}

die Miniaturisierung und Automatisierung der
Antikdrperselektion und -charakterisierung. Im
Gegensatz zu versuchstierabhdngigen Metho-
den werden nicht nur die Antikorper selbst iso-
liert, sondern gleichzeitig auch die Gensequen-
zen, die fur die jeweiligen Antikérperfragmente
kodieren. Dadurch ergeben sich ganz neue
Méglichkeiten flr die Modifikation und den
Einsatz der Antikorper bei der Untersuchung
der Funktionen unbekannter Gene.

Ein Antikérper und

sein Zielprotein

Fast jeder Zellbiologe oder Biochemiker
hat schon einmal Antikdrper eingesetzt, um ein

hoher Durchsatz

Antigen-Herstellung
Antikorper-Herstellung

Antikérper-Validierung

v

Forschung

v

Klinischer Einsatz

AReEEas

Protein-Assays,
knock down Tissue profiling

Abb. 1: Die Aufgaben der ,Antibody Factory”.

pull downs

Therapie
Diagnostik

Protein zu charakterisieren, zu reinigen, oder
um zu untersuchen, wo es in der Zelle lokali-
siert ist. Im Rahmen des Humangenomprojek-
tes und bei vielen weiteren Genomanalysen
wurde eine immense Anzahl von Genen und
Genprodukten identifiziert, deren Funktion es
zu bestimmen gilt. Fir ihre Erforschung werden
viele tausend Antikorper benétigt (Abb.1).
Besondere Relevanz hat hier die Untersuchung
klinischer Proben, z. B. die Analyse von Gewe-
ben (tissue profiling). Mithilfe von Antikérpern
kann auch nach Interaktionspartnern des unbe-
kannten Gens gesucht werden. Hierbei wird ein
Nachweisverfahren eingesetzt, bei dem ein
spezifischer Antikorper an sein Zielprotein bin-
det und anschlieBend der Antikdrper-Protein-
Komplex ausgefallt und aufgereinigt wird (pull-
down). An das Zielprotein gebundene Interak-
tionspartner werden mitausgefallt und kénnen
dann mit molekularbiologischen Methoden
identifiziert werden.

In der Antikorperfabrik konnte gezeigt
werden, dass es auch moglich ist, in der leben-
den Zelle durch intrazellulére Produktion der
Antikérper bestimmte Proteine hochspezifisch
herunterzuregulieren oder zu inaktivieren
(knock-down/knock-out).

Die in der Antikérperfabrik eingesetzte
versuchstierunabhangige Antikorperprodukti-
on hat mehrere wesentliche Vorteile gegeniiber
der Antikdrpergewinnung durch Immunisie-
rung von Tieren. Die herkdmmliche Antikérper-
produktion in Mausen, Ratten oder Kaninchen
stoBt oft an ihre Grenzen, denn nicht jedes Pro-
tein ruft eine Immunantwort und damit die Bil-
dung von Antikérpern hervor. AuBerdem kon-
nen Antikdrper gegen korpereigene und hoch-
konservierte Proteine sowie gegen giftige
Substanzen oft nur schwierig oder gar nicht iso-
liert werden. Solche Schwierigkeiten lassen sich
mit der in-vitro-Herstellung von Antikdrpern
vermeiden, denn diese Methode umgeht das
Immunsystem und ermdglicht eine vollstandige
Kontrolle des biochemischen Milieus wahrend
des eigentlichen Antikérperselektionsprozes-
ses. So lassen sich auch Antikorper erzeugen,
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die Strukturvarianten eines Proteins erkennen,
z. B. nach Bindung eines Co-Faktors.

Wie Goldwaschen

mit der Pfanne

Das Phagen-Display ist die weitverbrei-
tetste Technologie zur in-vitro-Selektion von
Antikorpern. Bei dieser Methode kommen
bestimmte Viren zum Einsatz, Bakteriophagen
oder kurz Phagen [> Glossar], die sich an die
Oberflache von Bakterien heften und ihr Erbgut
in das Bakterium einschleusen. Beim Antikor-
per-Phagen-Display werden Antikérperfrag-
mente als Fusionsprotein mit einem Phagen-
Hillprotein produziert, so dass der Antikérper
auf der Oberfliche des Phagen présentiert
wird. Das Gen fir den Antikérper ist im Pha-
gengenom bzw. typischerweise auf einem spe-
ziellen Phagemidvektor [> Glossar] lokalisiert,
der im Phagen verpackt wird. Auf diese Weise
befinden sich das Antikdrpergen und dessen
Genprodukt, der Antikérper, im bzw. auf dem-
selben Phagenpartikel. Die Antikérpergene
konnen so anhand der von ihnen kodierten
Antigenbindungsfunktionen identifiziert und
isoliert werden. Dieser Selektionsprozess von
Antikdrpern aus einer Antikérper-Genbiblio-
thek wird in Anlehnung an die Goldsuche als
Panning bezeichnet. Ahnlich wie beim Goldwa-
schen mit der Pfanne, gibt es auch beim Anti-
kérper-Phagen-Display einen sich wiederholen-
den Waschprozess, der es ermdglicht, aus der
groBen Vielfalt verschiedener Molekdle, die in
einer Antikorper-Genbibliothek enthalten sind,
spezifische Antikdrper aufgrund ihrer Binde-
starke herauszusortieren. Dazu wird das Pro-
tein, gegen das man einen Antikérper gewin-
nen mochte, auf einer festen Oberflache — z. B.
in einem Plastikrohrchen oder an magnetischen
Partikeln — immobilisiert. Nach Inkubation mit
einem Gemisch von Milliarden verschiedener
Antikérper-Phagen (aus einer Antikdrper-Gen-
bibliothek) werden die nicht oder nur schwach
gebundenen Antikorper-Phagen  weggewa-
schen. Nach mehreren Waschschritten bleiben
nur Phagen mit dem spezifischen Antikérper-
fragment an das Protein gebunden. Sie werden
im ndchsten Schritt von dem immobilisierten
Protein abgeldst, in das Darmbakterium Esche-
richia coli infiziert und dort vermehrt, wodurch
eine selektive Anreicherung erzielt wird. Dieses
Antikorper-Phagengemisch kann in weiteren
Panning-Runden eingesetzt werden, wobei mit
jeder Runde der Anteil an antigenspezifischen
Antikdrper-Phagen zunimmt

hypervariable
Regionen

2,

_I\:iV:i
Antigen-
bindung

hinge - Region

Séuger-
zelle

Fc

linker
/

single chain
Fv (scFv)

Fab

@M single chain
Fab (scFab)

Rekombinante Fragmente

Abb. 2: Die rekombinanten Antikérperformate der Antibody Factory.

Die Herausforderung:

Antikérper gegen viele Antigene

Die in-vitro-Selektionsmethoden und das
Antikdrperformat wurden bisher fast ausschlie-
lich fiir den Einsatz humaner Antikérper in der
Therapie optimiert. Die Therapeutikaentwick-
lung ist auf wenige, sehr gut charakterisierte
Antigene [> Glossar] ausgerichtet, die in ausrei-
chender Menge zur Verfligung stehen. AuBer-
dem werden die therapeutischen Antikdrper
meistens auch im Hinblick auf Stabilitat, Binde-
starke und Pharmakokinetik [> Glossar] opti-
miert, und sie werden so konstruiert, dass sie
nicht als korperfremd eingestuft werden und
keine oder nur eine geringe Immunantwort aus-
[8sen. Die Anforderungen an den Antikérper-Se-
lektionsprozess fiir den breiten Einsatz in der
Forschung sind dagegen véllig anders. Eine Opti-
mierung der Antigengewinnung und der Anti-
korper ist viel zu aufwandig und sollte aus Zeit-
und Kostengriinden vermieden werden. Die Anti-
kérper missen also in einem robusten Format
vorliegen, das kompatibel zu den etablierten
Tests in Forschung und Diagnostik ist und mog-
lichst keine weitere individuelle Optimierung der
Antikorper erfordert. Aus diesen Griinden wur-
den Antikdrperfragmente aus Phagen-Display-
Bibliotheken bisher kaum in der Grundlagenfor-
schung eingesetzt. Als besonders kritischer
Punkt erwies sich das Format des Antikorpers.
Beim Phagen-Display werden meistens single
chain Fv-Fragmente (scFv-) (Abb. 2) verwendet,
die aus den variablen Regionen der schweren
und der leichten Antikdrperkette und einem sie
verbindenden Peptidlinker bestehen. Doch der
Einsatz von scFv-Fragmenten bereitet auch

Schwierigkeiten: Zum einen lassen sie sich nur
durch spezielle Methoden nachweisen, zum
anderen sind sie manchmal nicht stabil genug.
Als Alternative bietet sich das Fab-Format an. Die
Antikérperfragmente bestehen in diesem Fall
aus der leichten Kette und den Endteilen der
schweren Ketten. Das Fab-Format ist aufgrund
der zusatzlichen konstanten Antikdrperdoma-
nen nicht nur sehr stabil, sondern in aller Regel
auch kompatibel mit bestehenden Antikérper-
tests. Der Nachteil des Fab-Fragmentes liegt
jedoch darin, dass zwei unterschiedliche Anti-
kérperketten in Escherichia coli synthetisiert
und in dessen Periplasma korrekt zusammen-
gelagert werden miissen. Deshalb wurde in der
Antikérperfabrik das single chain Fab-Format
(scFab) entwickelt, welches die Vorteile des
scFv-Fragmentes mit denen des Fab-Fragmen-
tes vereint. Beim scFab sind die leichte Kette
und das Endfragment der schweren Kette durch
einen langen Peptidlinker verbunden, so dass
das Bakterium nur eine Polypeptidkette synthe-
tisieren und ins Periplasma [> Glossar] trans-
portieren muss und die beiden Antigenbin-
dungsdomanen wesentlich einfacher zusam-
menfinden. Gleichzeitig sind Stabilitat und An-
wendungskompatibilitdat mit denen des Fab-
Fragmentes vergleichbar.

Das Antikorper-Phagen-Display hat den
Vorteil, dass der gesamte Prozess von der Gen-
Identifikationsnummer bis zum fertigen Anti-
kérper automatisierbar ist. So kdnnen mdog-
lichst viele Antikorper gleichzeitig hergestellt
werden, um den Anforderungen der funktionel-
len Genomprojekte nachzukommen. AuBerdem
kénnen bei dieser Methode viele Schritte des
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Antikdrperherstellungprozesses parallel durch-
gefiihrt werden. So kénnen z. B. Mikrotiterplat-
ten verwendet werden, die mit Pippetier-Robo-
tern und anderen Automatisierungstechnologi-
en kombinierbar sind, so dass sich zahlreiche
Proben gleichzeitig untersuchen und bearbei-
ten lassen.

Ein weiteres Projekt widmet sich der
Bereitstellung von Proteinen, mit denen die
Phagen-Antikérper-Bibliothek durchsucht
wird. Denn meistens liegt dem Forscher nur die
DNA-Sequenz vor, das Protein, fir das in der
Bibliothek der passende Antikérper gefunden
werden soll, ist aber nicht verflighar oder nur
schwer herstellbar. Als alternative Antigenquel-
le werden in der Antikérperfabrik deshalb syn-
thetische Peptide hergestellt, die auf Compu-
terprognosen basieren und mit denen oft eben-
falls die passenden Antikérper aus Antikérper-
Genbibliotheken isoliert werden kénnen. Die-
ser Ansatz konnte die aufwéndige Produktion
vollstandiger Antigene unnétig machen und
auch die Herstellung von Antikdrpern gegen
~problematische Antigene” erleichtern.

Aufgaben und Erfolge

der Antikérperfabrik

Die Aufgabe der Antikorperfabrik ist es, die
Herstellung von Antikdrpern fir die Proteom-
forschung zu optimieren. Um die Grundlage
daflir zu schaffen, miissen zunachst zahlreiche

Parameter fir die Herstellung, Charakterisie-
rung und Anwendung von Antikérpern unter-
sucht werden. Durch den Aufbau und die er-
folgreiche Validierung einer héchst komplexen
Antikorper-Genbibliothek (>109 unabhéngige
Klone), eine deutliche Vereinfachung der erfor-
derlichen Prozessschritte und das proof-of-
principle eines neuen, robusteren Antikérper-
formates wurden bereits wesentliche Schritte
auf diesem Weg getan.

Die nun anstehende anspruchsvolle Auf-
gabe, eine validierte Sammlung von Antikor-
pern gegen alle menschlichen Proteine herzu-
stellen, ist so umfangreich, dass sie auf viele
verschiedene Labore verteilt werden muss. Die
Antikérperfabrik arbeitet deshalb im Rahmen
der Européischen Initiative Proteome Binders
eng mit anderen wichtigen Einrichtungen zu-
sammen. Immerhin miissen 30 000 bis 100 000
verschiedene Antikorper hergestellt werden,
um gegen jedes menschliche EiweiB einen Anti-
kérper verflighar zu haben. Allein in der Test-
phase der Antikérperfabrik wurden bereits Uiber
1000 monoklonale Antikdrper gegen mehr als
120 sehr verschiedene Antigene hergestellt.

In der Antikdrperfabrik konnten auBerdem
neue Einsatzgebiete von Antikérpern fiir die
funktionale  Genomforschung demonstriert
werden, wie z. B. die Ausschaltung (knock-out)
einzelner Proteine durch die Produktion von
intrazelluldren Antikérpern gegen sie. An die-

sem Beispiel wird ein Vorteil der in-vitro-Her-
stellung von Antikdrpern besonders deutlich:
Das kodierende Gen flr den Antikorper steht
von Anfang an zur Verfligung und kann direkt
fir neuartige funktionale Nachweisverfahren
eingesetzt werden, die mit herkémmlichen
Antikdrpern generell nicht mdglich sind. Die
Antikérperfabrik er6ffnet so auch ganz neue
Wege fiir die Erforschung unbekannter Gen-
funktionen.
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Mause als Modelle fiir menschliche

Erkrankungen

Beatrix Naton, Thomas Floss, Valérie Gailus-Durner, Johannes Beckers, Wolfgang Wurst, Martin Hrabé de Angelis

Genetisch bedingte Erkrankungen kénnen alle
Organsysteme betreffen und entweder frih im
Leben oder erst spater im Alter auftreten. Die
Ursache von Volkskrankheiten wie Arterio-
sklerose, Diabetes mellitus, Osteoporose oder
Depression beinhaltet auch immer genetische
Anteile. Zur Aufklarung der molekularen Ursa-
chen genetisch bedingter Erkrankungen hat
sich die Maus als Modellorganismus etabliert.
So ist das Genom der Maus zu 95 % mit dem
des Menschen identisch — viele Gene entspre-
chen einander und kénnen beim Menschen und
bei der Maus dieselbe Krankheit ausldsen. Um
Modelle fiir menschliche Erkrankungen zu
erzeugen, lasst sich das Genom der Maus mit
verschiedenen Methoden verdandern. Solche

Veranderungen auf genetischer Ebene kénnen
Stérungen in der Funktionsweise von Organen,
der Physiologie und im Verhalten der Maus ver-
ursachen. Die umfassende Analyse des verdn-
derten Phanotyps dient dem Verstandnis der
Genfunktion(en) und schafft Grundlagen fir
die Entwicklung neuer Behandlungs- und Diag-
nosemethoden menschlicher Erkrankungen.

Innerhalb des Nationalen Genomfor-
schungsnetzes wurde ein international kompe-
titives Forschungsprogramm errichtet, welches
das ganze Spektrum der Mausgenetik inklusive
umfassender Phanotypisierung beinhaltet, um
Modelle fiir die Pathogenese menschlicher
Erkrankungen zu erstellen, umfassend zu ana-
lysieren und zu archivieren.

Gene in der Falle

Mutante Mauslinien kénnen mit verschie-
denen Methoden erzeugt werden: Durch eine
gezielte Behandlung mit erbgutverandernden
Chemikalien wie Ethylnitrosoharnstoff (ENU)
oder mittels molekularbiologischer Methoden.
Hier bietet sich besonders die Verwendung von
Genfallen [gene trapping > Glossar] an. Dabei
wird Fremd-DNA mithilfe eines Vektors [> Glos-
sar] in das Mausgenom eingeschleust und stért
dort die Gensequenz. Dadurch kann das von
dem jeweiligen Gen kodierte Protein nicht
mehr gebildet werden. Das betroffene Gen
lasst sich leicht identifizieren, indem man die
mutierte Sequenz mit dem bekannten Mausge-
nom vergleicht. Filhrt man die Genfallenmuta-
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Abb. 1: Der Phanotypisierungsworkflow
in der Deutschen Mausklinik.

genese an embryonalen Stammzellen der Maus
durch und bringt die so manipulierten Zellen in
einen drei Tage alten Embryo hinein, so beteili-
gen diese sich an der Entwicklung aller Kdrper-
zellen und sogar bei der Entwicklung der Keim-
zellen der entstehenden Maus. Es entsteht eine
mutante Mauslinie, die eine funktionelle Gen-
analyse im Kontext des Gesamtorganismus
ermoglicht.

Die Genfallen-Technologie wird im Deut-
schen Genfallenkonsortium (German Gene Trap
Consortium (GGTC), www.genetrap.de) zur
Hochdurchsatzmutagenese des Mausgenoms
genutzt. Seit seiner Griindung hat das GGTC
bereits 60 439 mutierte Maus-ES-Zellklone [>
Glossar] generiert. Hierfir wurden insgesamt
75 unterschiedliche und teilweise neuartige
Genfallen entwickelt und eingesetzt. Fr
43 842 dieser Klone konnte der Ort der Vekto-
rintegration bestimmt und das mutierte Gen
annotiert werden, was die Effizienz des Ansat-
zes verdeutlicht. Durch die Arbeiten des GGTC
wurde es mdglich, das von der EU geforderte
EUCOMM Konsortium (www.eucomm.org) mit
dem Ziel zu griinden, alle Gene der Maus kon-
ditional, d. h. reversibel, zu mutieren. Beide
Konsortien, das GGTC und EUCOMM, sind
auBerdem Griindungsmitglieder des Internatio-
nal Gene Trap Consortiums (IGTC, www.igtc.
org.uk), das in einem weltweiten Projekt die
komplette Mutagenese des Mausgenoms an-
strebt.

Die bereits vom GGTC mutierten Klone
reprasentieren derzeit 6 910 unterschiedliche
Gene; 507 dieser Gene werden mit humanen
Erkrankungen in Verbindung gebracht, z. B.
neurologischen, (Morbus Parkinson, Morbus
Alzheimer und Schizophrenie) und psychiatri-

Abb. 2: Mithilfe des Mikrocomputertomographen wer-
den Skelettfehlbildungen visualisiert und vermessen.

schen Krankheiten (Depression und Angst-/
Panikerkrankungen) sowie mit unterschiedli-
chen Arten von Krebserkrankungen (Leukamie,
Brustkrebs, Melanom).

Mit dieser Technologie wurde beispiels-
weise erst kirzlich eine HDAC2-defiziente
Maus erzeugt, die im Gegensatz zu genetisch
unveranderten Kontrollmausen (Wildtyp), auch
bei starker Belastung, z. B. durch Stress oder
Uberanstrengung, keine belastungsbedingte
VergréBerung des Herzens zeigt. Geldnge es,
die HDAC2-Genexpression spezifisch zu hem-
men, so kdnnte ein Medikament gegen diese
Form von Herzinsuffizienz entwickelt werden.
Eine umfassende Phanotypisierung dieser
Mauslinie findet zurzeit in der Deutschen
Mausklinik statt.

Eine Diagnoseklinik fiir die Mause

Die German Mouse Clinic (GMC,
www.mouseclinic.de) wurde in enger Zusam-
menarbeit mit den Miinchener Universitaten
TUM und LMU sowie den Universitaten von
Bonn, Heidelberg und Marburg an der GSF in
Miinchen/Neuherberg zur standardisierten und
umfassenden Analyse der wachsenden Zahl
von Mausmutanten errichtet. Diese Plattform
bietet eine umfangreiche Phanotypsierung von
Mausmodellen, die mit unterschiedlichen Me-
thoden erstellt wurden (transgene und knock-
out Linien, ENU-Linien, Genetrap-Linien). Hier
arbeiten Experten aus verschiedenen Bereichen
der Mausphysiologie, -genetik und -pathologie
in enger Kollaboration mit Klinikern zusammen.
Labor- und Tierhaltungsraume wurden in einem
Gebdaude integriert. Dies erlaubt nicht nur stan-
dardisierte Mess- und Haltungsbedingungen,
sondern fordert auch insbesondere den wis-

Abb. 3: Auch Méuse folgen einem Tag-Nacht-Rhyth-
mus, wie das Aktivitdts- und Kérpertemperaturprofil

auf dem Bildschirm zeigt.

senschaftlichen und interdisziplindren Aus-
tausch.

Mutante Mauslinien werden in einem
systemischen Screen umfassend auf grundle-
gende, phanotypische Veranderungen getestet.
Die Untersuchungen beinhalten Messungen
auf den Gebieten Allergie, Augen, Energieme-
tabolismus, Herz-Kreislauf, klinische Chemie,
Knochen und Knorpel, Lungenfunktion, mole-
kulare Phanotypisierung, Neurologie, Schmerz-
wahrnehmung, Steroidmetabolismus, Patholo-
gie und Verhalten.

Der Primédrscreen, in dem mehr als 320
Parameter gemessen werden, dient dem Auf-
finden auffélliger Phanotypen. Die Tiere werden
nach Geschlechtern getrennt untersucht, um
auch geschlechtsspezifische Auffélligkeiten
erfassen zu kénnen. Die Reihenfolge und Aus-
wahl der Untersuchungen ist auf die spezifi-
schen Anforderungen der einzelnen Screens
abgestimmt. Gerate und Methoden aus dem
normalen Klinikbetrieb wurden der GroBe und
den Anforderungen der Mduse angepasst. Die
Blutuntersuchung mit einem automatischen
Blutanalysator oder die Analyse mit einem Kno-
chendichtemessgerat, gehdéren genauso dazu
wie z. B. Rontgenaufnahmen. Weitere, einge-
hendere Untersuchungen (sekundare und ter-
tidre Screens), wie zum Beispiel die Untersu-
chung mit Mikrocomputertomographie oder
Elektroenzephalographie, werden von den ein-
zelnen Labors der GMC ebenfalls angeboten.

Bei der systemischen Untersuchung der
ersten 70 mutanten Mauslinien wurden iber-
raschenderweise in 90 % der Linien veranderte
Parameter gefunden. Viele hochsignifikante
Unterschiede sind zudem geschlechtsabhan-
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gig. Auch konnten neue, bisher nicht bekannte
Phénotypen bei Mausmutanten gezeigt wer-
den, die schon langere Zeit etabliert sind, bis-
her jedoch nicht einer so umfassenden Phano-
typisierung unterzogen werden konnten. Welt-
weit einzigartig ist das Konzept der GMC: Es
werden nicht nur Mauslinien aus den eigenen
Forschungsbereichen untersucht, sondern jeder
interessierte Forscher kann ,seine” Mauslinie
auf der Basis einer wissenschaftlichen Kollabo-
ration untersuchen lassen.

»Beriihmte” Mauslinien

Im  Dysmorphologiemodul, das auch
gleichzeitig die Aufnahmestation ist, wird jeder
Maus eine Nummer zugewiesen, sie wird
gemessen und gewogen, auf Fehlbildungen
untersucht und die kérperliche Konstitution
notiert. Hier wird die Maus auch gerdntgt und
ihre Knochendichte und Kérperzusammenset-
zung gemessen. So lassen sich Mause mit Kno-
chen- und Knorpeldefekten wie Krimmung der
Wirbelsaule (Skoliose) und Osteoporose identi-
fizieren. Mit einem speziell fir die Mausklinik
miniaturisierten Computertomographen kon-
nen dreidimensionale Bilder der inneren Orga-
ne und Knochen erzeugt werden.

Beispielsweise wurde nach ENU-Muta-
genese (Munich ENU Mutagenesis Project) eine
Mauslinie entdeckt, die alle klinischen Sympto-
me der Glasknochenkrankheit (Osteogenesis
imperfecta) aufweist: Kleinwuchs, Osteoporo-
se, deformierte Knochen, Skoliose, starke Nei-
gung zu Knochenbriichen und Hautverdnde-
rungen. Im Serum offenbarten sich erhohte
Werte der Knochenstoffwechselmarker Osteo-
calcin, TRACP 5b, Parathormon und Calcitonin.
Diese Mause sind durch einen gesteigerten
Knochenturnover und Osteoblastenapoptose
gekennzeichnet und sprechen auf die gleiche
medikamentése Therapie mit Biphosphonaten
wie Patienten an. Diese Mauslinie ist somit ein
Werkzeug zur Aufkldrung der molekularen
Mechanismen der Glasknochenkrankheit.

Ein weitere beriihmte Mauslinie aus dem
Dysmorphologiescreen ist die sogenannte
Beethoven-Maus, die im Alter taub wird. Diese
Mauslinie ist ein Modell zur Erforschung der
genetischen altersbedingten Degeneration der
inneren und auBeren Haarzellen im Corti-
Organ.

Volistandiger Checkup

In den nachsten Modulen Verhalten, Neu-
rologie und Nozizeption werden Reflexe, Koor-
dination, Muskelkraft und Sinneswahrnehmung

gepruft. Auch das Lernvermdgen und Sozialver-
halten kann getestet werden. So lassen sich
Rickschlisse auf Depressions- und Angster-
krankungen ziehen, oder Hinweise auf neuro-
degenerative Erkrankungen und Muskeldystro-
phien finden.

Im Augenscreen gibt die natiirliche Folge-
reaktion der Augen und des Kopfes auf beweg-
te Bilder einen ersten Hinweis, ob die Mause
sehen konnen. Mit speziellen Lupenlampen
untersuchen die Augenspezialisten dann Linse,
Hornhaut und Augenhintergrund und vermes-
sen die Augenlange.

Wie in einer Diagnoseklinik wird ein Blut-
bild in der klinisch-chemischen Abteilung
erstellt. In einer Blutprobe werden Neigung zu
Allergien, pathologische Veranderungen im
Hormonspiegel, Elektrolythaushalt, Blutbild,
Glukosespiegel, Enzymaktivitaten und Immun-
status sichtbar gemacht. Eine ENU-Mauslinie
war beispielsweise durch verstarktes Trinken
bei gleichzeitig erhohter Harnproduktion auf-
gefallen. Eine Blutanalyse brachte den ent-
scheidenden Hinweis: Der Elektrolytspiegel und
die Harnstoffkonzentration im Blutplasma
waren verandert, alles Indizien fir das Bartter-
Syndrom, einer seltenen erblichen Nierenfunk-
tionsstérung. Mit diesen Hinweisen konnte
man das flr den Phénotyp verantwortliche Gen
schnell identifizieren.

Die genetischen Komponenten von Uber-
gewicht werden in der Energiestoffwechselab-
teilung untersucht, indem der tégliche Futter-
konsum gemessen und der Energieverbrauch
bestimmt wird. Mit speziellen Didten kann der
Einfluss der Erndhrungszusammensetzung auf
das Gewicht und die Blutwerte untersucht wer-
den.

Zu einem vollstandigen Checkup gehéren
auch noch ein EKG und eine Blutdruckmessung
im Herz-Kreislaufmodul und die Messung des
Atemmusters im Lungefunktionsscreen. Am
Ende der Untersuchungen werden alle Organ-
verdnderungen in einer ausfihrlichen histolo-
gischen Untersuchung dokumentiert und die
Genexpressionsmuster in betroffenen Organen
mittels DNA-Chip-Technologie analysiert. Erst
durch diese systemische Herangehensweise,
die alle Organsysteme betrachtet, wurden die
Erfolge und neuen Erkenntnisse méglich.

Welche Rolle spielt die Umwelt?

Einen wichtigen Platz nimmt in der Deut-
schen Mausklinik die Aufklarung umweltbe-
dingter Erkrankungen ein. Welche Rolle spielt
die Erndhrung bei Mdusen mit einer Pradispo-

sition fiir Diabetes? Verzdgert Bewegung einen
Ausbruch? Wie greift Feinstaub in das allergi-
sche Geschehen ein? Welchen Einfluss hat
Stress auf den Verlauf neurodegenerativer
Erkrankungen? Diese und andere Fragen ver-
sucht man in der neu geschaffenen Challenge-
plattform zu beantworten, in der die Mause
kontrollierten veranderten Umweltbedingun-
gen ausgesetzt werden.

In der ndchsten Zeit werden speziell fiir
einige klinische Arbeitsgruppen des NGFN
erzeugte Linien in der Mausklinik untersucht.
Gefordert vom Bundesministerium fiir Bildung
und Forschung werden fiir 32 Gene mutante
Mauslinien hergestellt. Die ausgewahlten Gene
werden mit einer weiten Spanne von Leiden in
Verbindung gebracht, unter anderem Brust-
krebs, Prostatakrebs, Herz-Kreislauf-Erkran-
kungen, Immunerkrankungen (Allergien, Neu-
rodermitis), Rheuma und sogenannten umwelt-
bedingten Erkrankungen wie Morbus Crohn.
Fir diese Gene haben bis heute geeignete
Mausmodelle, an denen man die physiologi-
schen Veranderungen, die letztendlich zum
Ausbruch einer Krankheit fiihren, untersuchen
kann, gefehlt.

Auf europaischer Ebene hat die Deutsche
Mausklinik federfihrend an der Entwicklung
eines gemeinsamen europaischen Phénotypi-
sierungsstandards mitgewirkt (EUMORPHIA,
www.eumorphia.org/). Die standardisierten
Protokolle sind der wissenschaftlichen Gemein-
schaft frei zugdnglich. Im Rahmen von EUMO-
DIC (The European Mouse Disease Clinic,
www.eumodic.org/) werden in den nachsten
Jahren mit Mauskliniken aus Frankreich und
England die von EUCOMM generierten mutan-
ten Mauslinien fur wichtige Krankheiten nach
diesen Protokollen analysiert.

EMMA - das Europdische

Maus Mutanten Archiv

Das letzte Glied in der Kette nach der
Erstellung und umfassenden Phanotypisierung
von Mausmodellen stellt die Archivierung die-
ser mutanten Linien dar. Die bereits erwahnte
Ahnlichkeit der Genomsequenz zwischen
Mensch und Maus, die entscheidend zur Eta-
blierung der Maus als Modell fir humane
Erkrankungen beitrug, und die Entwicklung
neuer Technologien zur Herstellung von Maus-
mutanten haben die Anzahl an Linien in den
letzten Jahren sehr stark ansteigen lassen.
Damit diese wertvollen Mauslinien erhalten
bleiben, wurde es unumganglich, ein zentrales
Archiv aufzubauen, in dem die Mutanten sicher
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aufbewahrt werden. Das Européische Maus
Mutanten Archiv EMMA (www.emmanet.org),
hat sich neben der Archivierung auch die
Bereitstellung dieser Tiere zu Forschungs-
zwecken an die wissenschaftliche Gemein-
schaft zum Ziel gesetzt. In EMMA werden die
mutanten Mauslinien in Form von Spermien
oder Embryonen kryokonserviert. Diese werden
in flissigem Stickstoff aufbewahrt und kénnen
zu einem beliebigen Zeitpunkt in Form leben-
der Tiere oder, je nach Bedarf, auch im kryoar-
chivierten Zustand interessierten Wissenschaft-
lern zu Forschungszwecken zur Verfligung
gestellt werden. An EMMA sind sieben Institu-
te sechs verschiedener europaischer Lander
beteiligt (Deutschland, England, Frankreich,
Italien, Portugal, Schweden). Das Konsortium
wird von Martin Hrabé de Angelis an der GSF
geleitet. AuBerdem ist EMMA ein Griindungs-
mitglied von FIMRe (The Federation of Interna-
tional Mouse Resources, www.fimre.org), einer
weltweiten Kooperation der Mausarchive und -
Ressourcen. Der EMMA-Direktor Martin Hrabé
de Angelis ist auch gleichzeitig der Vizeprasi-
dentim Gremium der europaischen Direktoren.

Ausblick

In Zukunft werden besonders komplexe
genetische Erkrankungen von weitem Interesse
sein. Zu ihrer funktionellen Analyse werden
internationale Anstrengungen unternommen,
wobei Deutschland dank der Biindelung der
Projekte im NGFN eine sichtbare und flhrende
Rolle einnimmt. Die systemische Analyse von
Mausmodellen findet als wegweisendes Kon-
zept breite Annerkennung und setzt bereits
heute einen neuen Standard in der Charakteri-
sierung von Modellen. Insbesondere die Huma-
nisierung von Mausen (Einschleusung humaner
Mutationen und humaner Signaltransduktions-
ketten in Mause) sind die neuen Herausforde-
rungen und Werkzeuge. Weiterhin ist die enge
Zusammenarbeit von Grundlagenforschung mit
klinischen Gruppen das Konzept der Zukunft.
Auch hierbei spielt das NGFN mit der Helm-
holtz-Gemeinschaft (HGF) eine essenzielle
Rolle.
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Wie man aus Interventionseffekten

iiber Signalwege in einer Zelle lernen kann

Holger Fréhlich, Mark Fellmann, Ruprecht Kuner, Annemarie Poustka, Holger Siltmann, Tim Beissbarth

Systembiologie und

Interventionseffekte

In der Abteilung Molekulare Genomanaly-
se am DKFZ werden Hochdurchsatzdaten pro-
duziert und analysiert, um ein besseres Ver-
standnis {ber die molekularen Prozesse zu
bekommen, die bei der Krebsentwicklung eine
Rolle spielen und gegebenenfalls zur Verbesse-
rung der Diagnose und Therapie von bestimm-
ten Krebsarten fiihren kénnen. Verschiedene
moderne biotechnologische Methoden haben
sich als besonders nitzlich herausgestellt, um
ein detailliertes Bild Uber die molekulare Orga-
nisation eines zelluldren Systems zu erlangen.
Zum Beispiel ermdglicht die DNA-Microarray
Technologie die parallele Messung der Expres-
sionslevel aller Gene eines Genoms. Ein zusatz-
liches Werkzeug ist mit der Entdeckung der
RNA-Interferenz (RNAI) entstanden, fir die
Andrew Fire und Craig Mello 2006 mit dem

Nobelpreis pramiert wurden. RNAi erlaubt es,
gezielt und schnell interessante Gene ,abzu-
schalten”, also ihr Expressionsniveau auf ein
Minimum zu reduzieren.

Innerhalb der SMP RNA werden diese
Technologien kombiniert, um die molekularen
Signaltransduktionswege (Pathways), die eine
Rolle bei der Brustkrebsentwicklung spielen, zu
untersuchen. Innerhalb der SMP Bioinformatik
werden Algorithmen und Software entwickelt,
um die Analyse und Interpretation solcher
Daten zu erméglichen. So werden beispielswei-
se Werkzeuge fiir die statistische Analyse von
DNA-Microarray Daten entwickelt und verbes-
sert, die anschlieBend als Softwarepakete iiber
die open-source Plattform ,Bioconductor”
(www.bioconductor.org) zur Verfiigung gestellt
werden. Weiterhin werden Schulungen fiir
diese Pakete in den Kursen Practical Microarray
Analysis und Good Statistical Practice im Rah-

men des NGFN angeboten.

Die grundlegende Analyse von Microarray
Daten besteht vornehmlich aus Qualitatskon-
trolle, Analyse differenzieller Genexpression
und Klassifikation. Diese grundlegende Analyse
soll nun erweitert werden, um ein besseres Ver-
standnis der funktionalen Zusammenhdnge
und der molekularen Prozesse zu erhalten, die
in unseren Experimenten eine Rolle spielen.
Dabei ist die Analyse von Uberreprdsentierten
biologischen Funktionen in den aus den
primaren Analysen resultierenden Genlisten
bereits zu einer Routineanwendung geworden,
die es erlaubt, biologisch sinnvolle Inter-
pretationen zu erhalten. Weiterhin sind die Sig-
naltransduktionswege niitzliche Einheiten, um
essenzielle biologische Prozesse in Form von
Gensets zu beschreiben. In solchen Signaltrans-
duktionswegen wird ein externer Stimulus
innerhalb einer Zelle Uber Kaskaden von Pro-

GenomXPress Sonderausgabe 2/07



Systematisch Methodische Plattformen (SMP)

57

:

P R

&

Abb. 1: Schema eines Netzwerkes mit Signalgenen (S) und Messungen der Effekte anhand der Genexpression

von Effektgenen (E). Durch das Ausschalten eines bestimmten S-Gens erwartet man Effekte auf alle im Signal-

fluss darunter gelegenen E-Gene.

tein-Protein-Wechselwirkungen und Phospho-
rylierungsereignissen  Ubertragen und fiihrt
letztendlich zu einer zellularen Antwort, die
sich haufig durch eine Anderung des zellularen
Programms und der veranderten Expression
vieler Gene duBert.

Der Begriff Systembiologie beschreibt den
Versuch, Einblicke in die Architektur und das
Verhalten komplexer zellulérer und genomi-
scher Prozesse zu gewinnen, anstatt sich in tra-
ditioneller Weise nur auf einzelne Gene oder
Proteine zu beschranken. Dieser junge For-
schungszweig hat in den vergangenen Jahren
groBe Aufmerksamkeit auf sich gezogen, da
das Verstandnis komplexer zelluldrer Zusam-
menhange wesentlich ist, um Zielproteine fir
eine spatere Arzneimittel- und Wirkstoffent-
wicklung zu identifizieren. Eine wichtige Auf-
gabe in diesem Zusammenhang ist die Ent-
deckung von neuen Abhdngigkeiten zwischen
Genprodukten.

Die Rekonstruktion von Signaltransdukti-
onswegen ist eine schwierige und vermutlich
nicht I6sbare Aufgabe, wenn man ausschlieB-
lich Genexpressionsdaten zur Verfiigung hat.
Daher muss man zusatzliche Systemkomponen-
ten untersuchen und manipulieren, um den Sig-
nalfluss in einer Zelle zu studieren. Das kann
dadurch erreicht werden, dass man mithilfe der
RNA-Interferenz (RNAi) Komponenten des Sig-
naltransduktionsnetzwerkes gezielt ausschal-
tet (knock-downs) und diesen Vorgang mit
einer Messung der knock-down-Effekte auf die
globale Genexpression kombiniert. Markowetz

et al. haben eine statistische Theorie ent-
wickelt, um den Signalfluss zwischen Kompo-
nenten eines molekularen Netzwerkes, basie-
rend auf der Messung von sekundaren Effek-
ten, zu rekonstruieren. Dieses theoretische
Gerlist wurde von NGFN-Wissenschaftlern am
DKFZ Heidelberg erweitert. Im Folgenden wer-
den einige Resultate prasentiert.

Nested-Effects-Modelle

Die Kombination aus gezielten Interven-
tionen mittels der RNAi Technologie und der
Messung der Effekte auf die Genexpression
mithilfe von DNA-Microarrays erlaubt es Wis-
senschaftlern, den Signalfluss zwischen Protei-
nen in einer Zelle zu rekonstruieren. Dadurch
lassen sich im Prinzip Abhangigkeiten zwischen
Genprodukten auch auf einer nicht-transkrip-
tionellen Ebene beobachten. Fir interessant
befundene Gene werden herunterreguliert, und
die dadurch entstehenden Sekundareffekte auf
die Genexpression werden mithilfe von DNA-
Microarrays gemessen. Welche Gene bei wel-
chem knock-down signifikant hoch- oder her-
unterreguliert werden, erlaubt nun Schliisse
iber den Signalverlauf in der Zelle zwischen
den herunterregulierten Genen. Dabei spielt
insbesondere eine Rolle, in welcher Weise die
beobachteten Interventionseffekte , verschach-
telt” sind. Sind z. B. die Effekte aus dem knock-
down von Gen A eine Teilmenge der Effekte aus
dem knock-down von Gen B, kann man also
sagen, dass B im zelluldren Signalpfad vor A lie-
gen muss.

Dies funktioniert im Prinzip wie folgt: In
einem Signaltransduktionsweg, der mehrere
Transkriptionsfaktoren aktiviert, werden durch
die Blockierung eines weit ,vorne” in der Sig-
nalkaskade liegenden Elementes samtliche
Zielgene der Transkriptionsfaktoren beein-
flusst. Hingegen hat das Ausschalten eines ein-
zelnen, am Ende der Signalkaskade gelegenen
Transkriptionsfaktors nur Einfluss auf dessen
direkte Zielgene (siehe Abb. 1). Daher erlaubt
das Schétzen der Teilmengenverhaltnisse in
den gemessenen Effekten (daher ,nested
effects”, verschachtelte Effekte) die Rekons-
truktion der Kanten im Signalfluss. Nested-
Effects-Modelle sind ein statistisches Gerist,
um verschiedene Netzwerkhypothesen zu
bewerten (im Kontext bayesianischer Statistik).
Dies funktioniert, indem man die theoretisch
erwarteten Effekte aller méglichen Netzwerk-
hypothesen mit den beobachteten Effekten in
den Daten vergleicht. Durch dieses Bewer-
tungsschema kann man sich also auf die wahr-
scheinlichsten Hypothesen flr weitere Ex-
primente fokussieren. Ein Nachteil der ur-
spriinglichen Methode von Markowetz et al. ist
allerdings, dass alle mdglichen Netzwerkhy-
pothesen aufgezahlt und bewertet werden
missen, was nur fiir kleine Netzwerke mit nicht
mehr als finf Genen machbar ist.

Erweiterungen des Nested-

Effects-Modell-Frameworks

Die urspriingliche Idee wurde um mehrere
Aspekte erweitert, und alternative statistische
Modellierungsansdtze wurden untersucht. Ein
wesentlicher Punkt dabei war die Einbeziehung
von biologischem Vorwissen in den Algorith-
mus, da statistische Modelle immer auf Annah-
men (ber die Realitat basieren. Je genauer
diese Annahmen die Wirklichkeit widerspie-
geln, desto eher kann man von dem Nested-
Effects-Modell erwarten, dass es ,wahre” Aus-
sagen macht. A priori bekanntes biologisches
Wissen (iber die Netzwerkstruktur, z. B. basie-
rend auf bekannten Proteinwechselwirkungen,
kénnen in das Bewertungsschema aufgenom-
men werden. Es wurden zwei verschiedene
Methoden untersucht, um zwischen den a pri-
ori Vermutungen und der optimalen Passform
der Daten abzuwdgen: Erstens ein Modell Aus-
wahlschema basierend auf dem Akaike-Infor-
mations-Kriterium, zweitens durch geeignete
,Prior” Verteilungen in einem baysianischen
Ansatz.

Durch Entwicklung neuartiger Algorith-
men ist man inzwischen theoretisch in der
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(a) Simulierte Daten von 10 S-Gen Netzen

(b) Netzwerk basierend auf Daten von
19 knock-down Experimenten
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Abb. 2: Evaluierung der Schétzung von Nested-Effects-Modellen. (a) Sensitivitdt und Spezifitdt basierend
auf simulierten Daten. (b) Geschétzte Nested-Effects-Struktur von Genen im Ostrogen-Rezeptor Signalweg
bei MCF-7 Zellen basierend auf experimentellen Daten. Die Zahlen von 0-1 spiegeln die Konfidenz der

entsprechenden Kanten wider.

Lage, verschachtelte Effektstrukturen mit bis zu
100 beteiligten Genen zu schatzen. Ein neuer
Ansatz, den man Module Networks nennt,
wurde eingefiihrt, um den Originalansatz, wel-
cher auf finf Gene limitiert war, hochzuskalie-
ren. In diesem Ansatz werden die Daten schritt-
weise (rekursiv) in mehrere kleinere Netzwerke
aufgeteilt, die individuell berechnet und spater
wieder zusammengefiihrt werden. Es wurden
verschiedene heuristische Verfahren, im Bezug
auf Sensitivitat, Spezifitdt und Geschwindigkeit
verglichen. Realistische ~ Simulationen auf
kiinstlichen Daten wurden ausgefthrt, um zu
zeigen, dass unser Ansatz gute Resultate liefert
(Abb. 2a).

Wie gut ein Modell funktioniert, kann man
am besten durch Simulationen herausfinden, in
denen man bereits weil, was das Nested-
Effects-Modell idealerweise schatzen sollte.
Durch Vergleich der geschdtzten mit der tat-
sachlichen verschachtelten Effektstruktur kann
man dann ein GitemaB errechnen. Dieses

GUltemaB erlaubt zudem, verschiedene Algo-
rithmen miteinander systematisch zu verglei-
chen und Aussagen dartber zu machen, welche
Algorithmen in welchen Fallen die besten Re-
sultate vermuten lassen. Momentan geht man
aufgrund von Simulationen davon aus, dass die
Nested-Effects-Modelle mit ca. 80-90% Ge-
nauigkeit die wahre Effektstruktur wiederfin-
den kénnen. Man glaubt daher, dass dieser
Ansatz auch niitzliche Resultate fir biologische
Daten liefern kann.

Anwendung auf

biologische Daten - Brustkrebs

Wie schon in der Einleitung erwahnt, steht
bei uns die genomische Erforschung der Ursa-
chen von Krebs im Vordergrund. Eine wichtige
Rolle spielt dabei insbesondere die Untersu-
chung von Brustkrebs, der einer der meist ver-
breiteten Krebsarten bei Frauen ist.

Die biologischen Experimente wurden an
einer bestimmten Brustkrebs-Zelllinie (MCF-7)

durchgefiihrt. Es wurden 15 Gene, von denen in
vorhergehenden Experimenten gezeigt wurde,
dass diese in Zusammenhang mit dem Ostro-
genrezeptor-Pathway bei Brustkrebs stehen,
mithilfe von RNAi herunterreguliert und der
Effekt auf die globale Genexpression wurde
mittels Microarrays gemessen. Der Module Net-
works Ansatz wurde angewendet, um die
Nested-Effects-Modelle von einem Netzwerk
aus elf Einzel-, sieben Doppel- und einem Drei-
fach-knock-down zu berechnen. Durch Boot-
strap-Analyse zeigte sich, dass die Rekonstruk-
tion statistisch stabil ist (Abb. 2b). Fiir einige
der geschdtzten Kanten wurde auch Evidenz in
der Literatur gefunden.

Zusammenfassung

In dem modernen Feld der Systembiologie
versuchen Wissenschaftler, die Architektur
komplexer zelluldrer und genomischer Prozes-
se zu verstehen. Eine wichtige Aufgabe in die-
sem Kontext ist es, neue Wechselwirkungen
zwischen Genprodukten vorherzusagen. Der
Ansatz der Nested-Effects-Modelle liefert
durch Schatzen von verschachtelten Interventi-
onseffekten Einblicke in zelluldre Signalpfade.
Die Kenntnis dieser Signalpfade ist wiederum
eine entscheidende Voraussetzung fiir die spa-
tere Arzneimittel- und Wirkstoffentwicklung.
Im Rahmen der SMP Bioinformatik entwickelte
statistische Modelle und Algorithmen ermdgli-
chen es, verschachtelte Interventionseffekte in
groBem MaBstab robust zu schatzen. Dies wird
zurzeit insbesondere bei der Aufkldrung von
Signalwegen in Brustkrebszellen angewendet.
Der Source-Code flir diese Methoden ist in dem
Bioconductor R Paket ,nem” verfligbar.

In Zukunft soll der Nested-Effects-Modell
Ansatz noch ausgebaut und auf weitere bio-
medizinische Datensatze angewendet werden.
Dies ist ein wichtiger Schritt in Richtung einer
Medizinischen Systembiologie.
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Aufwandige Erforschung komplexer Krankheiten

Die Genetisch-Epidemiologischen Methodenzentren im Nationalen Genomforschungsnetz

Max P Baur, Heike Bickebdller, Jenny Chang-Claude, Rolf Fimmers, Kari Hemminki, Michael Krawczak, Norbert W. Paul,
Klaus Rohde, Helmut Schéfer, Konstantin Strauch, H.-Erich Wichmann, Thomas F. Wienker, Andreas Ziegler

Die Genetische Epidemiologie sucht, ausgehend
von der Beobachtung, dass manche Krankheiten
in einigen Familien haufiger auftreten als in ande-
ren, nach den genetischen Faktoren, die kausal
das Risiko fiir das Auftreten einer Krankheit bei
einer Person verdndern. Bei einigen seltenen
Krankheiten ist dieses Risiko hundertprozentig
bestimmt durch eine einzige Mutation eines
Genes. Diese monogenen Krankheiten folgen
innerhalb einer Familie einem Mendelschen Erb-
gang. Bei den im Nationalen Genomforschungs-
netz untersuchten, sogenannten genetisch kom-
plexen Krankheiten wird das genetische Krank-
heitsrisiko durch das Zusammenwirken zahlrei-
cher Einzelfaktoren im Genom in Interaktion mit
Umwelteinflissen (Infekte, Erndhrung, Luft, etc.)
moduliert. Um eine solche Krankheit wie z. B.
Asthma, Depression, Herz-Kreislauf-Erkrankun-
gen oder Diabetes zu erforschen, benétigt es die
Zusammenarbeit von klinisch orientierten Wis-
senschaftlern, Molekulargenetikern und den
Methodenwissenschaftlern der Genetischen Epi-
demiologie.

Wichtigste Voraussetzung:

Ausreichend viele Stichproben

Die Grundvoraussetzung fir die Erforschung
genetischer Risikofaktoren einer Krankheit ist die
Rekrutierung einer ausreichend groBen Stichpro-
be von Kranken (und teilweise deren Familienan-
gehorigen) mit einem klar charakterisierten
Krankheitszustand. Wahrend bei einigen wenigen
Krankheiten die Diagnose selbst fiir den Laien klar
und einfach erscheint, ist in den meisten Fallen die
Bestimmung des Phanotyps (Krankheitszustan-
des) ein komplexer und aufwéndiger Vorgang, der
mit hunderten zu bestimmender Parameter
(Laborwerte, Messwerte, Verlaufsbeobachtungen,
etc.) verbunden sein kann, die alle zum Krank-
heitsbild beitragen und selbst genetischer Steue-
rung unterliegen kdnnen. Da die Erkennung von
(genetischen) Risikofaktoren primar durch Ver-
gleich zu nicht-erkrankten Kontrollpersonen
(innerhalb einer Familie oder zu nicht-verwandten
Personen) beruht, miissen auch diese Kontrollper-
sonen in gleicher Weise phanotypisch charakteri-

siert werden. Diese Aufgabe kann nur von kom-
petenten arztlichen Wissenschaftlern erfiillt wer-
den und wird innerhalb des NGFN von den wis-
senschaftlichen Gruppen der Krankheitsnetze
erbracht.

Wie Stecknadeln im Heuhaufen

Wahrend die Krankheit selbst sich im duBe-
ren Erscheinungsbild, dem Phanotyp, darstellt,
sind die genetischen Faktoren, die ursachlich zum
Krankheitsrisiko beitragen, durch unterschiedlich
vorhandene Auspragungen [Allele > Glossar] an
bestimmten Stellen ihrer DNA-Strange (Chromo-
somen) definiert. Diese Variabilitat im Genom ist
an Millionen von Positionen gegeben und in den
meisten Fallen bedeutungslos. Die komplexe Auf-
gabe besteht darin, die Stecknadel(n) im Heuhau-
fen — die variablen Positionen — zu finden, die das
genetische Risiko fiir die beforschte Krankheit
beeinflussen. Hierfiir haben die technischen Még-
lichkeiten der Genotypisierung (Bestimmung der
variablen Auspragungen eines Menschen an einer
bestimmten Position) enorme Fortschritte in den
letzten Jahren gemacht. Wahrend es vor zehn Jah-
ren noch aufwandig und teuer war, fir eine Stich-
probe von einigen hundert Individuen mehrere
hundert polymorphe Markersysteme zu typisie-
ren, kdnnen heute mit Chiptechnologie in einem
an Industrieproduktion erinnernden Verfahren in
einem Arbeitsschritt 500 000 bzw. 1 000 000
unterschiedliche  Positionen, die in dichter
Folge alle Chromosomen eines Menschen ab-
decken, genotypisiert werden. Allein die GroBen-
ordnung der entstehenden Datensatze (fir 500
Kranke im Vergleich zu 1 000 Kontrollpersonen —
(500 + 1 000) x 1 000 000 = 1 500 000 000
Genotypen) erfordert neue Vorgehensweisen von
der Qualitatskontrolle tiber die Datenlogistik bis
zur Datenanalyse.

Unterschiedliche Datenstrukturen

fiir unterschiedliche Fragen

Aus der erkennbaren GréBenordnung der
oben dargestellten Aufgaben in Phénotypisierung
und Genotypisierung ist unmittelbar ersichtlich,
dass die Erforschung komplexer Krankheiten auf-

wandig, kompliziert und teuer ist und somit groBe
Bedeutung auf methodische Kompetenz gelegt
werden muss. Diese Methoden fangen an bei der
Definition des Studiendesigns — fiir unterschiedli-
che Fragestellungen werden unterschiedliche
Datenstrukturen benétigt. Das kénnen abhangig
vom Krankheitstyp groBe Familien mit mehreren
Generationen sein, bei denen kranke und gesun-
de Individuen in die Untersuchung einbezogen
werden mussen. Das konnen Stichproben von
erkrankten Geschwistern sein, bei denen es wiin-
schenswert ist, zusatzlich zumindest eine Blutpro-
be der beiden Eltern verfigbar zu haben. Es kann
auch eine Stichprobe einzelner Kranker sein,
deren Eltern unabhangig von ihrem eigenen
Krankheitszustand Blut zur Analyse verflighar
machen. Letztlich kann fir die Fall-Kontroll-Studie
eine groBe Stichprobe Kranker mit einer groBen
Stichprobe  nicht-verwandter Kontrollpersonen
verglichen werden, wobei gerade im letzten Bei-
spiel die Vergleichbarkeit dieser Falle und Kon-
trollen von groBer Bedeutung ist. Nach der Fest-
legung des Studiendesigns unterst(itzt der Gene-
tische Epidemiologe den gesamten Prozess der
Rekrutierung, Phanotypisierung und Genotypisie-
rung durch das Festlegen von standardisierten
Datenformaten, die Planung und Implementie-
rung der elektronischen Datenbank, die Sicher-
stellung des Datenschutzes, die Kontrolle der
Datenqualitdt, die Datenlogistik von und zum
Genotypisierungszentrum, die Zusammenfiihrung
von Phanotypdaten und Genotypdaten, ehe dann
letztendlich die statistische Analyse aller Daten
mit komplexen statistischen Methoden (Kopp-
lungsanalysen,  Assoziationsanalysen,  etc.)
erfolgt. Abschluss dieser Aufgaben ist dann die
gemeinsame Diskussion aller Ergebnisse mit den
klinischen und molekulargenetischen Partnern zur
inhaltlichen Interpretation der Befunde.

Riesiges Netzwerk gekniipft

Die Systematisch-Methodische Plattform der
Genetisch-Epidemiologischen Methodenzentren
(GEM) hat innerhalb des NGFN die Aufgabe samt-
liche genetisch-epidemiologischen Projekte der
Krankheitsnetze methodisch zu unterstitzen. An
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den acht Standorten Berlin, Bonn, Géttingen, Hei-
delberg, Kiel, Libeck, Marburg und Minchen gibt
es in Universitdten und GroBforschungseinrich-
tungen Gruppen, die in direkter Kooperation mit
den Krankheitsgruppen der Krankheitsnetze des
NGFN zusammenarbeiten (eine weitere Gruppe
aus Mainz arbeitet auf dem Gebiet der Public
Health Genomics und ist der SMP GEM assoziiert).
Neben der Zusammenarbeit mit den Krankheits-
netzen interagieren die GEMs unmittelbar mit der
Genotypisierungsplattform des NGFN, in der finf
groBe Zentren in Berlin, Bonn, Kiel, K6In und Miin-
chen zusammengefasst sind. Diese fiir Deutsch-
land bisher einzigartige Kooperation hat zu einer
groBen Zahl herausragender wissenschaftlicher
Publikationen und zur Entdeckung von Genen
gefiihrt, die kausal das Risiko der untersuchten
Krankheiten verandern.

Neue Verfahren

und Methoden

Neben den kooperativen, krankheitsorien-
tierten Projekten in Zusammenarbeit mit den

Krankheitsnetzen betrieben alle Mitglieder der

SMP GEM eigene methodische Projekte, deren

Ergebnisse allen anderen GEMs verfiighar ge-

macht wurden.

- GEM-Bonn organisierte Ringversuche zur
externen Qualitatskontrolle fir die Hochdurch-
satz-Genotypisierungszentren des NGFN. Typi-
sierungsergebnisse der finf Zentren an identi-
scher DNA wurden in Bezug auf Fehlerraten
und Qualitét der Ergebnisse verglichen.

- GEM-Bonn erarbeitete einen gemeinsamen
verbindlichen Standard fir die Projekte, um
Datenaustausch und Sicherstellung der Daten-
qualitat zu gewahrleisten.

- GEM-Gottingen und GEM-Miinchen erar-
beiteten Methoden zur statistischen Analyse
von Phanotypen, die sich iber die Zeit veran-
dern (Gewicht, Blutdruck, etc.).

- GEM-Heidelberg und GEM-Berlin ent-
wickelten neue Methoden zur Analyse von
Haplotypen (allele Auspragungen in benach-
barten Positionen auf demselben DNA-Strang
eines Individuums) in Assoziationsstudien.

- GEM-Berlin entwickelte Verfahren zur Analy-
se von groBen Datensétzen aus der Genotypi-
sierung mit DNA-Chips.

- GEM-Marburg, GEM-Heidelberg erarbei-
teten neue Verfahren zur Analyse von Gen-Um-
welt Interaktionen.

- GEM-Miinchen und GEM-Kiel analysierten
die Frage méglicher genetischer Heterogenitat
(Unterschiede zwischen Populationen) auf der
Basis der Biobanken KORA-gen und popgen.

Abb. 1: Automatisches System zur Hochdurchsatz-Genotypisierung. Das Bild zeigt den Blick entlang der Roboter-

schiene, auf der Mikrotiterplatten zu einem Pipettiergerat bewegt werden. Die Mikrotiterplatten haben viele kleine

Vertiefungen, die in Reihen angeordnet sind und in denen sich jeweils die zu untersuchenden DNA-Proben befinden.

- GEM-Liibeck und GEM-Géttingen ent-
wickelten Ausbildungs- und Trainingsmateriali-
en fir Wissenschaftler in Genetischer Epide-
miologie.

- GEM-Kiel etablierte die Biobank popgen zur
populationsbasierten Rekrutierung von Patien-
ten und Kontrollen zur Analyse komplexer
Genotyp-Phanotyp Beziehungen.

- IGTEM-Mainz etablierte das nationale
Ressourcenzentrum flr Public Health Genetics.

Eine der weltweit gréBten Studien

zu Volkskrankheiten

Auf der Basis der neu verfligbar gewordenen
Technologie zur genomweiten Genotypisierung
von 500 000 bzw. 1 000 000 Einzelnukleotid
Polymorphismen [SNPs > Glossar] startete das
Projektkomitee des NGFN im Oktober 2006 das
nationale  GWAS-Konsortium  [Genome-wide
Association Study > Glossar]. 16 600 Kranke und
Kontrollen (aus den gut phénotypisierten Stich-
proben der Krankheitsnetze und den Kontrollpo-
pulationen der Biobanken popgen und KORA-
gen) sollten mit Chips der Affymetrix und lllumina
Technologie genotypisiert und anschlieBend im
Ansatz einer Assoziationsanalyse verglichen wer-
den. Das ganze Projekt wurde, begleitet von
umfassenden Qualitatssicherungsexperimenten,
im Frihjahr und Sommer 2007 durchgefihrt. Ver-
antwortlich fiir die gesamte Datenlogistik und
Qualitatssicherung ist das GEM-Bonn, die Analy-
sen der einzelnen Krankheiten werden in den

jeweiligen Krankheitsnetzen und ihren Partner-
GEMs betrieben, fir die krankheitsibergreifen-
den Gesamtanalysen sind GEM-Bonn sowie GEM-
Kiel und GEM-MUnchen (die beiden Betreiber der
Biobanken) zustandig. Die zentrale Markerdaten-
bank aller Genotypisierungsergebnisse (ca. 4-5
Terrabyte) wurde im Oktober 2007 fertig gestellt,
die Analyse der Daten ist Aufgabe der néchsten
Monate.

Die Zusammenarbeit von klinischen Wissen-
schaftlern, Molekulargenetikern und Genetischen
Epidemiologen ist unabdingbar fiir die erfolgrei-
che Erforschung genetischer Risikofaktoren hau-
fig auftretender, genetisch komplexer Krankhei-
ten. Die Zusammenarbeit der GEMs mit den
Krankheitsnetzen und der Genotypisierungsplatt-
form im NGFN ist ein extrem erfolgreiches Modell
kooperativer Forschung. Die Erfolge gerade der
letzten Monate beweisen, dass dieses For-
schungsparadigma einen wichtigen Beitrag zur
Erforschung komplexer Krankheiten liefert und
dass Deutschland auf diesem international extrem
kompetitiven Forschungsfeld wettbewerbsfahig
bleiben kann, falls der eingeschlagene Weg wei-
ter begangen und gefordert wird.
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Institut fiir Medizinische Biometrie, Informatik
und Epidemiologie, Universitdt Bonn
Sigmund-Freud-StraBe 25, 53105 Bonn
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Die Einheit fiir Service und Ressourcen
als Serviceanbieter

Die besondere Stellung der SMP Zentrale Einheit fiir Service und Ressourcen als Infrastruktur

Johannes Maurer

Die SMP Zentrale Einheit fir Service und Res-
sourcen ist im Gegensatz zu den anderen im
NGFN gefdrderten Projekten kein Verbundpro-
jekt, sondern wurde einzig vom Deutschen Res-
sourcenzentrum flr Genomforschung (RZPD)
durchgefiihrt. Als echter Serviceanbieter fir die
anderen SMPs, KGs und EPs lag der Fokus dabei
eher auf der Herstellung von biologischen Res-
sourcen und der Technologieentwicklung als
auf der Generierung wissenschaftlicher Daten.
Die SMP bestand aus zwei Infrastruktur-Projek-
ten (Ressourcenarchivierung und Bioinforma-
tik) und drei Projekten zur Ressourcen- bzw.
Technologieentwicklung (Expression Profiling
Facility, ORF-Klonierung, Entwicklung von Pro-
tein-Chips). Um seiner Rolle als Serviceanbieter
entsprechend nachkommen zu konnen, befand
sich das RZPD im standigen Austausch mit allen
Mitgliedern des NGFN, damit der Bedarf der
Arbeitsgruppen aufgenommen und jede Mdg-
lichkeit zur gemeinsamen Produkt- und Tech-
nologieentwicklung  ausgeschopft  werden
konnte.

Fir das NGFN wurden genomweite Res-
sourcen flir Hochdurchsatzmethoden der SMPs
ebenso angeboten wie vollstandig annotierte
[> Glossar] individuelle Klonressourcen fiir die
krankheitsbasierten Anwendungen der Krank-
heitsorientierten Genomnetze. Dabei wurde
jedoch nur ein kleiner Teil des vom RZPD ange-
botenen Portfolios iiber eine Forderung des
BMBF unterstitzt. Daher wurden die meisten
der vom RZPD angebotenen Ressourcen und
Serviceleistungen fiir NGFN-Wissenschaftler zu
einem 30-prozentigen Preisnachlass angebo-
ten. Das RZPD hat zum 31.07.2007 seinen ope-
rativen Betrieb eingestellt. Wesentliche Teile
seiner Dienstleistung werden jedoch von zwei
Ausgriindungen, der ImaGenes GmbH und der
Atlas Biolabs GmbH weitergefiihrt.

Investitionen zur Nutzung

fiir alle Forscher

Die Zentralisierung bestimmter Infrastruk-
turfunktionen bietet im gesamten Bereich der

molekularen Lebenswissenschaften signifikan-

te Vorteile fir Wissenschaftler und Forderer:

- Wissenschaftler haben mehr Zeit, sich auf
ihre eigentliche kreative Arbeit zu konzen-
trieren, anstatt Zeit fiir die Erstellung von
Materialien oder die Etablierung von Tech-
nologien aufzubringen.

- Innovative Technologien und Ressourcen
sind allen Forschern zuganglich, unabhéngig
von Grundausstattung, Vorarbeiten oder Kol-
laborationen, und miissen daher nicht mehr-
fach etabliert werden. Dies bedeutet insbe-
sondere fiir den Forderer eine optimale Nut-
zung der limitierten vorhandenen Gelder.

- Die Verfligharkeit von Ressourcen, die alle
Gene eines Organismus reprasentieren so-
wie entsprechende Hochdurchsatzmethoden
fur die Analyse der Funktionen aller Gene
sind Grundvoraussetzung zum ganzheitli-
chen Verstandnis eines Organismus als Sys-
tem sowie fiir die innerhalb dieses Systems
auftretenden Krankheitsprozesse.

- Ein strenges Qualitdtsmanagementsystem
nach Industriestandard, sowohl fiir eigene
als auch fur importierte Ressourcen, garan-
tiert eine hohe Reproduzierbarkeit der erziel-
ten wissenschaftlichen Ergebnisse sowie
eine sichere Archivierung und nachhaltige
Nutzung der mit offentlichen Geldern er-
zeugten Materialien.

- Das RZPD sicherte allen Nutzern ohne weite-
re Bedingungen die vollen wissenschaftli-
chen und kommerziellen Verwertungsrechte
fir einen erfolgreichen und unburokrati-
schen Technologietransfer.

- Bisher getatigte Investitionen in die Daten-
bank, deren Vernetzung und in eine entspre-
chende Technologieplattform kommen der
wissenschaftlichen Gemeinschaft nachhaltig
zugute.

- Hergestellte Bezlige zwischen Ressourcen
und Genen erleichtern die Datenintegration
und erhdhen dadurch die internationale
Sichtbarkeit der erzielten Forschungsergeb-
nisse.

- Die geschaffene Struktur ist von der grund-
lagenorientierten  Genomforschung  {iber
angewandte klinische Forschung bis hin zur
Integration und Modellierung in der System-
biologie universell einsetzbar und unter-
stitzt somit neue Schwerpunktthemen in der
biomedizinischen Forschung.

Vom Forschungsprojekt

zur Firma

Das RZPD Deutsches Ressourcenzentrum
fir Genomforschung wurde 1995 als Service-
und Referenzzentrum im Rahmen des Deut-
schen Humangenomprojekts (DHGP) eingerich-
tet, um den vergleichsweise spaten Eintritt
Deutschlands in die internationale Genomfor-
schungsinitiative durch eine koordinierte und
arbeitsteilige Vorgehensweise zu kompen-
sieren.

Bei seiner Grindung wurde das RZPD
zunachst als Drittmittelprojekt des Max-
Planck-Instituts flir molekulare Genetik und
des Deutschen Krebsforschungszentrums ge-
fihrt. Im Jahr 2000 wurde als erster Schritt zur
langfristigen Etablierung die Griindung einer
gemeinnitzigen GmbH mit Beteiligung der
Max-Planck-Gesellschaft, des  Deutschen
Krebsforschungszentrums (DKFZ) und des Max-
Delbriick-Centrums (MDC) durchgefiihrt. Die-
ser Schritt ermdglichte die Etablierung einer
unabhangigen Geschaftsfiihrung sowie einer
Struktur mit ausreichender Flexibilitat zum Auf-
bau extensiver Firmenkollaborationen und
eines eigenen Vertriebssystems. Bereits zu Be-
ginn der GmbH-Phase wurden die Kostenstruk-
turen des gesamten RZPD-Portfolios analysiert
und ein Controlling der einzelnen Bereiche ein-
gefuhrt. Seit ihrer Griindung Mitte 2000 konn-
te die RZPD GmbH ihre Umsatzerlose fast jedes
Jahr zwischen 20 und 50 % steigern. Die RZPD
GmbH generierte ca. 50 % ihrer Umsatzerldse
in Deutschland und hatte parallel dazu einen
internationalen Kundenstamm erschlossen.

Das RZPD hat zwei Forderperioden des
Deutschen Humangenomprojektes, das Deut-
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sche Pflanzengenomprojekt GABI, das Deut-
sche Nutztiergenomprojekt FUGATO sowie das
NGFN-1 erfolgreich begleitet und bildete seit
2004 die Systematisch-Methodische Plattform
Zentrale Einheit flr Service und Ressourcen
innerhalb des NGFN-2.

Jeweils mehr als 20 akademische und in-
dustrielle Kooperationsvereinbarungen unter-
streichen die Attraktivitat des kontinuierlich fir
die gesamten molekularen Lebenswissenschaf-
ten aktualisierten Portfolios sowie die interna-
tionale Akzeptanz und das erfolgreiche Bran-
ding des RZPD. Zu diesem Zweck wurden am
RZPD permanent neue Produkte und Dienstlei-
stungen entwickelt, die sich an den aktuellen
Anforderungen der Genomforschung, der Pro-
teomics und der Systembiologie orientieren (z.
B.: genomweite Proteinarrays, Hochdurchsatz-
screening von Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen, Analyse von ,Chip on chip”-Daten, Inte-
gration experimenteller Ergebnisse in weltweit
standardmaBig benutzter Genombrowser),
wahrend Bereiche, die keine ausreichende Re-
levanz mehr fiir die entsprechenden For-
schungsfelder hatten, eingestellt wurden.

Ein intuitiver Webshop (www.rzpd.de)
macht alle Materialien des RZPD iiber wissen-
schaftliche Suchkriterien einfach zugdnglich und
bestellbar und bietet (iberdies eine direkte Ver-
bindung zu internationalen Genom- und Krank-
heitsdatenbanken. So werden auf einzigartige
Weise validierte Materialien, Grundlagendaten
und klinisches Wissen integriert. Diese (iber
Jahre aufgebaute Technologie-, Biobank- und
Datenintegrationsplattform dient somit als
grundlegende Infrastruktur fiir die gesamten
molekularen Lebenswissenschaften, von der
Genomforschung bis zur Systembiologie.

International wegweisende

Qualitatsstandards

Im Jahr 2003 war das RZPD das erste Ser-
vicezentrum fiir die Genomforschung weltweit,
das nach 1SO 9001:2000 Qualitatsstandards
zertifiziert wurde. Dies qualifizierte das RZPD
als Zulieferer und Kooperationspartner fir die
pharmazeutische Industrie. Seine Expertise im
Qualitatsmanagement von Logistik, Dateninte-
gration und Microarrayanalytik brachte das
RZPD auch malBgeblich in die innerhalb des
NGFN etablierten Qualitdtsmanagement-Ar-
beitsgemeinschaften ein und forderte so Ver-
gleichbarkeit und Austausch von Daten, Nach-
haltigkeit der Ressourcen und internationale
Sichtbarkeit der Ergebnisse des Gesamt-
projektes.

Abb. 1: Ein DNA-Chip
ermdglicht die gleichzei-
tige Analyse einer groBen
Anzahl von Genen. So
kann schnell und effektiv
untersucht werden, wel-
che Gene in welchen
Geweben oder zu wel-
chem Zeitpunkt abgele-
sen werden.

Die Vorteile einer solchen Struktur sind
inzwischen auch andernorts erkannt worden.
Als Konsequenz sind in vielen Landern bereits
ahnliche Zentren aufgebaut worden oder wer-
den gerade etabliert (Frankreich, Kanada, Sin-
gapur, Taiwan, siehe dazu auch ,OECD-Report
on Biological Recource Centers”).

Integration in die

internationale Wissenschaft

Das RZPD war an einer Vielzahl erfolgrei-
cher EU-Projekte beteiligt, in denen es regel-
maBig Uber eigene Forschungs- und Entwick-
lungsarbeiten hinaus strukturelle oder struktur-
gebende Aufgaben Ubernahm (bspw. BAS-
SMAP, DESPRAD, EUCOMM, EUREXPRESS,
INTEGR8, Pancreatic Cancer, Proteome Bin-
ders). Mittels zahlreicher Kontakte ins europai-
sche Ausland wurden als Vorbereitung fiir FP7
bereits gemeinsame Konzepte erarbeitet, in
denen die Notwendigkeit koordinierter Struk-
turen fir die nachhaltige Starkung des Europai-
schen Forschungsraums herausgearbeitet wur-
den. Mit den nationalen Vertretern im ,Euro-
pean Strategy Forum on Research Infrastructu-
res” (ESFRI) wurden Konzepte erarbeitet, um
die fir Deutschland durch die bereits etablier-
ten Strukturen entstehenden Vorteile entspre-
chend im europdischen Umfeld zur Geltung zu
bringen. Als Ergebnis war das RZPD an der Ini-
tiierung der ,Biobanking and Biomolecular
Resources Research Infrastructure” beteiligt.

Das Projekt ,Central Infrastructure for
Molecular Pathology (CRIP)”, ist eine virtuelle
Biodatenbank, die in Deutschland vorhandene
Gewebeproben in standardisierter Weise fr
akademische und industrielle pharmazeutische
Forschung und Entwicklung zuganglich macht.
Das Projekt bezog von Beginn an deutsche und
osterreichische Partner ein und bereitete somit
eine engere europdische Verzahnung und Stan-
dardisierung fir eine weitere internationale
Anknipfung vor.

Das RZPD pflegte bereits seit langem
einen intensiven Kontakt und Datenaustausch
mit dem European Bioinformatics Institute
(EBI) und kooperierte mit allen weiteren inter-
nationalen Zentren, die eine Infrastrukturfunk-
tion in den molekularen Lebenswissenschaften
ibernehmen. Gemeinsame Projekte zu For-
schung, Material- und Datenaustausch sowie
zur Wissensintegration als Basis fir die System-
biologie bestanden mit dem Broad-Institute,
dem Los Alamos und Lawrence Livermore
National Laboratory, dem National Cancer
Institute (Mammalian Gene Collection) und
dem japanischen RIKEN.

Kontakt

Dr. Johannes Maurer

RZPD Deutsches Ressourcenzentrum

fiir Genomforschung GmbH, Berlin
Derzeitige Adresse: ImaGenes GmbH, Berlin
E-Mail: j.maurer@rzpd.de
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Neue Ansatze fiir neue Methoden

Explorative Projekte im NGFN

Chris Turck

Die Entwicklung neuer Technologien ist eine
wichtige Komponente des wissenschaftlichen
Fortschrittes und insbesondere im Bereich der
humanen Genomforschung von groBer Bedeu-
tung. In der zweiten Phase des Nationalen Ge-
nomforschungsnetzes wurde deshalb das Pro-
gramm der Explorativen Projekte (EP) etabliert,
um Forschungsprojekte zu fordern, in denen in-
novative Ideen zur Entwicklung neuer Methoden
und Technologien bearbeitet werden, die in die
existierenden und etablierten NGFN Netzwerke
und Plattformen integriert werden kénnen.

Die neunzehn EPs kénnen in zwei sich
iberschneidende Kategorien eingeteilt wer-
den. Eine Gruppe von Projekten konzentriert
sich auf die Verbesserung von wissenschaftli-
chen Methoden. Hierbei handelt es sich entwe-
der um die Weiterentwicklungen bereits exis-
tierender Technologien oder aber um vollstan-

dig neue Ansatze. Dazu gehéren unter anderem
RNAi-Technologien, zelluldre Nachweisverfah-
ren, Peptid- und Protein-Chips, Technologien
zur Untersuchung der Genexpression, Massen-
spektrometrie, Bioinformatik und Tiermodelle.
Der andere Teil der Projekte befasst sich mit
neuen Wegen der Entdeckung von Biomarkern.

Biomarker fiir die Diagnose

Biomarker sind Substanzen im Organis-
mus, die fiir die Verbesserung von Diagnose-
verfahren oder als Indikatoren fir Umweltein-
flisse und bestimmte biologische Prozesse ein-
gesetzt werden konnen. In den Explorativen
Projekten des NGFN wollen die Wissenschaft-
ler neue Biomarker fir Herz-Kreislauf-Erkran-
kungen, AIDS, Magen-Darm-Erkrankungen,
Krebs, affektive Stdrungen und Langlebigkeit
des Menschen identifizieren. Diese Studien sind

Abb. 1: Phasenkontrastaufnahme von CD34+ hematopoetischen Progenitorzellen auf humanen MSC.

somit fir die finf Krankheitsorientierten Ge-
nomnetze des NGFNs relevant.

Im Folgenden werden zwei ausgewahlte
EPs vorgestellt, um dem Leser einen Eindruck
dieses Férdermechanismus zu vermitteln.

Gene humaner

Stammzellen aufgesplirt

Korpereigene Stammzellen gewahrleisten
zeitlebens die Regeneration unserer Gewebe.
Diese sogenannten adulten Stammzellen zeich-
nen sich durch die Fahigkeit aus, sich einerseits
selbst zu erneuern, um den Stammzellpool zu
erhalten, und andererseits in verschiedene ge-
websspezifische Zellen zu differenzieren. Die
molekularbiologischen Mechanismen, welche
diese duale Funktion ermdglichen, sind jedoch
noch weitgehend undefiniert. Im Rahmen eines
EPs werden von Wolfgang Wagner und Anthony
Ho an der Medizinischen Klinik V der Univer-
sitdt Heidelberg die molekularen Eigenschaften
von Mesenchymalen Stammzellen als Vorldufer
von Knochen-, Knorpel- und Fettgewebe sowie
von Blutstammzellen, den sogenannten Hama-
topoetischen Stammzellen, untersucht.

Gen-Chips fiir mehr Profil

Mithilfe von Gen-Chips wurden Genex-
pressionsprofile erstellt. Solche Profile zeigen
an, welche Gene in den Stammzellen aktiv sind
und welche nicht. Durch einen Vergleich der
Genexpressionsprofile konnten dabei Muster
von Genen entdeckt werden, die insbesondere
in Mesenchymalen Stammzellen und Hamato-
poetischen Stammzellen abgelesen (exprimiert)
werden. Zusatzlich wurde auch die Proteinzu-
sammensetzung der Mesenchymalen Stamm-
zellen untersucht. Selbsterneuerung und Diffe-
renzierung scheinen jedoch nicht nur auf zel-
leigenen Charakteristika zu beruhen, sondern
vielmehr — den physiologischen Erfordernissen
entsprechend — durch die zelluldre Umgebung
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kontrolliert zu werden. Die Studien haben da-
bei deutlich gezeigt, dass eine direkte Wech-
selwirkung von Blutstammzellen mit benach-
barten Zellen durch verschiedene spezifische
Zellverbindungsproteine bewerkstelligt wird.
Die Arbeiten stellen somit eine Grundlage dar,
um die Regulationsmechanismen von kérperei-
genen Stammzellen besser zu verstehen. Dies
ist sowohl fiir die Blutstammzelltransplantation
als auch fur die Stammzellforschung von fun-
damentaler Bedeutung.

Mehr Information

aus wenigen Genen

Das Humangenomprojekt hat in den letz-
ten Jahren eindrucksvoll gezeigt, dass die rela-
tiv geringe Zahl von ca. 30 000 Genen fiir die
sehr komplexe und gewebespezifische Protein-
ausstattung (Proteom) einer Zelle bzw. des
ganzen Organismus ausreicht. So liegt Uberra-
schenderweise die Zahl der Gene des ver-
gleichsweise einfach aufgebauten Fadenwurms
Caenorhabditis elegans mit ca. 19 000 Genen
in einer GroBenordnung, die der des Menschen
durchaus vergleichbar ist.

Zur Erklérung dieses Phanomens und da-
mit der Komplexitat des Systems Mensch spielt
das RNA-SpleiBen (engl. splice = miteinander
verbinden) eine wichtige Rolle: Die Proteinbau-
anleitung der Gene liegt meist gestiickelt vor.
Zwischen Bereichen mit wichtiger Information
fir die Herstellung eines Proteins (Exons) lie-
gen immer wieder Abschnitte ohne Bauinfor-
mation, deren Funktion noch weitgehend
unbekannt ist (Introns). Um eine funktionsfahi-
ge mRNA fiir die Proteinsynthese bereitzustel-
len, wird zundchst eine durchgangige Kopie —
ein sogenanntes Primdrtranskript — des gesam-
ten Gens erstellt. Aus dieser Kopie werden dann
alle Bereiche ohne Information herausgeschnit-
ten. Dieser Mechanismus wird in der Fachspra-
che als SpleiBen bezeichnet. Dadurch werden
die proteinkodierenden Exons prdzise mitein-
ander verkn(ipft und die dazwischenliegenden,
nichtkodierenden Intron-Bereiche herausge-
schnitten.

Gesteuerte ,, Genschere”

Als Schneidewerkzeug dient das soge-
nannte SpleiBosom, eine Maschinerie aus iiber
100 Proteinen und finf kleinen RNAs, die im
Zellkern von eukaryotischen Zellen lokalisiert ist.

Diese  SpleiBmaschinerie  wird durch
SpleiBregulatoren gesteuert. Beim Menschen
gibt es mindestens 50 SpleiBregulatoren, die
fur jeweils ein Gen oder eine Genklasse spezi-

Primértranskript ‘ " mRNAs
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Abb. 2: Alternatives mRNA-SpleiBen: Wie aus einem Gen und einem Primdrtranskript durch unterschiedliche

SpleiBmuster mehrere mRNA-SpleiBvarianten und entsprechend funktionell verschiedene Proteine entstehen.

fisch sind. SpleiBregulatoren bestimmen die
Effizienz oder die Benutzung bestimmter
SpleiBstellen (alternatives SpleiBen), indem sie
an Erkennungssequenzen in Introns oder Exons
binden und (iber Wechselwirkungen mit der
generellen SpleiBmaschinerie diese positiv
bzw. negativ regulieren. Auf diese Weise steu-
ern die Spleiregulatoren, dass das mRNA-
Molekil auf eine ganz bestimmte Weise zu-
rechtgeschnitten wird.

Alternatives SpleiBBen

Alternatives  mRNA-SpleiBen st in
menschlichen Zellen weit verbreitet und uner-
lasslich fir die Funktion von weit mehr als der
Hélfte aller humanen proteinkodierenden Ge-
ne, wie neuere Bioinformatikansatze zeigten.
Durch die alternative Wahl von SpleiBstellen
und das Uberspringen von Exons kénnen aus
einem Primértranskript (und damit einem Ur-
sprungsgen) verschiedene mRNAs (SpleiBvari-
anten) entstehen, die letztendlich zu funktio-
nell unterschiedlichen Proteinen fiihren.

Viele alternative SpleiBprozesse sind in-
zwischen gut charakterisiert: Ein klassisches
Beispiel ist das menschliche Calcitonin-Gen,
aus dem nicht nur das Peptidhormon Calcitonin
entsteht, das spezifisch in der Nebenschilddri-
se vorkommt, sondern auch der Botenstoff
CGRP in Nervenzellen. Fehlerhaftes alternati-
ves SpleiBen, zum Beispiel durch Mutationen
verursacht, fithrt haufig zu Krankheiten, wie
zum Beispiel der Spinalen Muskelatrophie. Und
nicht zuletzt unterscheiden sich Tumorgewebe
von gesundem Gewebe oft auch in ihren alter-

nativen SpleiBmustern, sodass sich hier neue
Méglichkeiten fir die Diagnose abzeichnen.

Aus diesen Griinden werden in einem von
Prof. Albrecht Bindereif an der Justus-Liebig-
Universitat GieBen geleiteten Explorativen Pro-
jekt systematische genomweite Ansdtze ent-
wickelt, um die SpleiBmuster aller humanen
Gene zu erfassen. Das Team um Prof. Bindereif
verwendet hierflr spezielle Gen-Chips, soge-
nannte Exonarrays, mit denen alle bekannten
Exons im Humangenom detektiert werden kon-
nen. Die NGFN-Forscher erhalten also nicht nur
Informationen iiber die Expression aller Gene in
einem Experiment, sondern auch dariiber, wie
alternative SpleiBmuster in verschiedenen Zell-
typen und Geweben des Menschen variieren
und wie sich die SpleiBmuster wahrend der Ent-
wicklung und insbesondere bei Krankheitszu-
standen verandern. Um dieses Experiment zu
etablieren, konzentrierte sich die Arbeitsgrup-
pe zunachst auf ein Modellsystem: Sie verwen-
dete kultivierte menschliche Zellen (Hela-Zel-
len), bei denen das Protein hnRNP L, welches
als globaler SpleiBregulator von vielen huma-
nen Genen wirkt, ausgeschaltet wurde. Es
gelang, eine Vielzahl von Veranderungen in ein-
zelnen SpleiBmustern mithilfe der Exonarrays
nachzuweisen und diese auch experimentell zu
bestatigen. In Zukunft sollen weitere Gen-
Chips getestet werden, und vor allem soll die-
ser neu etablierte Ansatz auf Fragestellungen
aus der Molekularen Medizin angewandt
werden.
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Akteure und Aktivitaten im NGFN

Das Lenkungsgremium
und die Evaluation des
Nationalen Genomforschungsnetzes

Im NGFN konnten etwa 350 verschiedene Arbeits-
gruppen gefordert werden, aus denen die krank-
heitsorientierten ~ Genomnetze, ~ Systematisch-
Methodischen Plattformen und Explorativen Pro-
jekte zusammengesetzt sind. Eine solch groBe
Zahl an Forschungsgruppen und Projekten bedarf
der Steuerung und Koordination.

Das Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung (BMBF) hat daher fiir das NGFN eine
Steuerungsstruktur mit einer internen und
einer externen Ebene etabliert. Dem Projektko-
mitee oblag die interne Selbststeuerung, in der
es von einem Projektmanagement unterstitzt
wurde. Die externe Aufsicht Uber die inhaltliche
Ausrichtung und die wissenschaftliche Strate-
gie des NGFN jedoch wurden maBgeblich von
den Mitgliedern des NGFN-Lenkungsgremiums
gestaltet. Es hatte die Funktion eines unab-
héngigen, externen Beraterkreises.

Dem Lenkungsgremium gehérten acht
Personlichkeiten aus der akademischen und
industriellen Forschung an, die alle ehrenamt-
lich tatig waren. Als wesentliche Grundlage ftir
die Entscheidungen des Férderers formulierte
das Lenkungsgremium Empfehlungen Gber Pri-
oritdten und Inhalte von Forschungsthemen,
iiber die Einflihrung neuer Technologien in das
NGFN und die dazu erforderliche Bereitstellung

von Ressourcen. Einzelne Mitglieder des Len-
kungsgremiums engagierten sich zuséatzlich in
fachlichen Begutachtungen von NGFN-Antra-
gen und begleiteten intensiv die Arbeit des Pro-
jektkomitees und verschiedener von ihm gebil-
deter Arbeitsgruppen. Von besonderer Bedeu-
tung war auch die Zustandigkeit des Len-
kungsgremiums fiir die Evaluation des Gesamt-
programms.

Hat sich die Férderung gelohnt?

Seit 2001 hat das BMBF fiir das NGFN
knapp 400 Mio. Euro aufgewendet. Nach einer
ersten und sehr positiven internationalen Eva-
luation des Programms Ende 2002 / Anfang
2003 war das BMBF bereit, im Zeitraum 2004
bis 2007 eine zweite Férderphase zu finanzie-
ren. Auch diese zweite Phase wurde einer
externen Evaluation unterzogen. Im Mittel-
punkt der Evaluationen standen folgende Fra-
gen: Hat sich die inhaltliche Ausrichtung des
NGFN als richtig erwiesen? Inwieweit wurden
im NGFN international wettbewerbsfahige For-
schungsarbeiten zur Forderung gebracht?
Konnte eine wissenschaftlich produktive und
synergieauslésende  Vernetzung von For-
schungsgruppen angestoBen werden? Sind die
aufgebauten Strukturen innerhalb des NGFN

sinnvoll und zielfiihrend? Gab es einen effizi-
enten Informationsaustausch sowie ein gutes
Qualitdts- und Kapazitdtsmanagement? Die
Evaluationen nahm das NGFN-Lenkungsgremi-
um vor, das hierflr durch weitere internationa-
le Experten erweitert und ergdnzt wurde.

Im Rahmen der ersten Evaluation Ende
2002 erlduterten die Wissenschaftler des NGFN
dem internationalen Gutachtergremium in
mehrtagigen Prasentationen, wie sich ihr
jeweiliger NGFN-Forschungsbereich entwickelt
hat und wie sich die Projekte in das Gesamt-
konzept des NGFN einfiigen. Umfassende
schriftliche  Evaluationsunterlagen lieferten
dem Evaluationskreis zusdtzliche Grundlagen
fur die Bewertung. Als Ergebnis dieser ersten
Evaluation erarbeitete das Lenkungsgremium
im Frihsommer 2003 ein Thesenpapier, das
dem BMBF Gbermittelt wurde. Darin bewertete
das Lenkungsgremium das NGFN als interna-
tional einzigartige, sehr erfolgreiche und weg-
weisende Forschungsinitiative. Auch die inhalt-
liche Ausrichtung des NGFN auf die fiinf wich-
tigsten Krankheitsgebiete hatte sich als richtig
und erfolgreich herausgestellt. Das NGFN sei
fir die Innovations- und Wettbewerbsfahigkeit
Deutschlands auf dem Gebiet der Krankheits-
bekampfung ,von gréBter Bedeutung”.
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NGFN weltweit einmalig

Die daraufhin vom BMBF gestartete zwei-
te Forderphase wurde im Jahr 2006 einer wei-
teren Evaluation unterzogen. Das Lenkungs-
gremium beschloss, in dieser zweiten Evaluati-
on dber die wissenschaftlichen Inhalte hinaus
vor allem die Verbund- und Steuerungsstruktu-
ren des NGFN in den Blick zu nehmen. Die Basis
der Evaluation bildeten schriftliche Evaluati-
onsberichte aller Forschungsverbiinde, zu
denen jeweils schriftliche Stellungnahmen von
externen Experten eingeholt worden waren.
Auch das Projektkomitee, das Projektmanage-
ment und die Koordinierungsstelle Technolo-
gietransfer (KTT) prasentierten Tatigkeitsbe-

richte und formulierten aus der jeweils spezifi-
schen Perspektive Schlussfolgerungen und
Anregungen. Im Ergebnis dieser zweiten Eva-
luation kam das Lenkungsgremium zu der
Uberzeugung, dass die Erfolge aus der ersten
Forderphase des NGFN in der zweiten Forder-
phase ausgebaut werden konnten. Das NGFN-
Konzept der engen Vernetzung von systemati-
scher Genomforschung und krankheitsorien-
tierten Forschungsansatzen habe sich bewahrt.
Es sei weltweit in seiner konsequenten Umset-
zung nach wie vor einmalig und trage erheblich
zur Starkung der deutschen biomedizinischen
Genomforschung im internationalen Wettbe-
werb bei. Der Einfluss der Forschungsergebnis-

se auf das Verstandnis und daraus ableitbare
Ansétze zu einer verbesserten Bekdmpfung von
Volkskrankheiten wurde als bedeutend ange-
sehen. Das Lenkungsgremium formulierte eine
Reihe von Empfehlungen, die vor allem die Ver-
besserung der Verbundstrukturen, die starkere
thematische Fokussierung und Vernetzung der
Forschungsgruppen und die Intensivierung der
Koordination zum Gegenstand hatten, und riet
die Forderung des NGFN fortzusetzen mit dem
Ziel, die Erfolg versprechende Zusammenarbeit
von Grundlagenforschern und Klinikern durch
eine starkere Beteiligung von Industrieunter-
nehmen zu erganzen.

Das Projektkomitee des NGFN

Die interne Selbststeuerung des NGFN er-
folgt durch das Projektkomitee (PK). Als inter-
nes Gremium ist seine Funktion der eines Vor-
standes vergleichbar. Die Zusammensetzung
des Projektkomitees spiegelt die Struktur des
NGFN wider. Das derzeitige PK besteht aus 13
Mitgliedern und 13 Stellvertretern, jeweils
sechs Vertretern der Systematisch-Methodi-
schen Plattformen und der krankheitsorientier-
ten Genomnetze sowie einem Mitglied der Ex-
plorativen Projekte. Sie reprasentieren gleich-
berechtigt die verschiedenen wissenschaftli-
chen Bereiche des NGFN. Auf eine ausgewoge-
ne Représentation einzelner Institutionen wur-
de geachtet.

Aufgaben des

Projektkomitees

Schon im friihen Aufbaustadium des NGFN
hat das Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung (BMBF) ein internes Steuerungsgre-
mium etabliert, das umfassende Aufgaben hin-
sichtlich Koordination und Steuerung in dieser
FordermaBnahme iibernahm. Zu den Hauptauf-
gaben des Projektkomitees gehéren: die wis-
senschaftliche Koordination im NGFN, die in-
terne Uberpriifung des Verlaufes der wissen-
schaftlichen Projekte und die Koordination der
Offentlichkeitsarbeit. Im Rahmen der Férder-
maBnahmen und mit Beriicksichtigung der
Empfehlungen des Lenkungsgremiums, ent-

scheidet das PK iber wissenschaftliche Inhalte
und Ressourcen. Die Entscheidungen sind fiir
alle Gruppen im NGFN bindend.

Das PK kann eine Umverteilung von vor-
handenen Fordermitteln zu spezifischen Pro-
jekten initiieren, was die Integration neuer Pro-
jekte oder eine Modifikation einzelner Projekte
erlaubt, um das Gesamtnetz zu optimieren. Das
PK wird dadurch im Hinblick auf die Inhalte der
Forschungsarbeiten und der hierfiir verwende-
ten Forschungsmittel steuernd tatig.

Um diese koordinierenden und steuernden
Aufgaben auszufihren, trifft sich das PK regel-
maBig jeden zweiten Monat.

Das Projektkomitee ist maBgeblich daran
beteiligt, dass sich das NGFN zu einem wissen-
schaftlich integrierten Netzwerk entwickelt
hat. Besonders wahrend des Uberganges von
der ersten zur zweiten Forderperiode konnte
die Bedeutung des Projektkomitees unter Be-
weis gestellt werden.

Interaktionen mit

anderen NGFN Elementen

Als internes Steuerungsgremium des
NGFN ist das PK das Zentrum der Organisati-
onsstruktur und hat engen Kontakt zu allen
Netzwerkelementen. Es besteht ebenfalls eine
enge Interaktion zum Lenkungsgremium. Die
Zusammenarbeit von PK und LK dient der kon-
struktiven Diskussion des wissenschaftlichen

Gesamtfokus und der grundsatzlichen Ausrich-
tung des NGFN. Das PK halt zudem eine enge
Kooperation und Kommunikation zum Pro-
jektmanagement, das das PK sehr effektiv und
verlasslich in seinen Aufgaben unterstitzt.

Die Interaktion des PK mit den wissen-
schaftlichen NGFN Elementen erfolgt durch die
Prasentationen einzelner Teilbereiche mit
anschlieBenden  Empfehlungen fir diesen
Bereich. Die direkten Interaktionen und Inter-
essensvertretung erfolgen durch die jeweils
verantwortlichen PK Mitglieder fir die Plattfor-
men, Krankheitsorientierten Netze oder Explo-
rativen Projekte des NGFN. Die Entscheidungen
des PK auf den Sitzungen werden im NGFN
Intranet verdffentlicht und so fir alle Partner
transparent gemacht.

Mit der Teilnahme eines Vertreters der
Koordinierungsstelle Technologietransfer (KTT)
als Gast an den PK-Sitzungen ist ein regel-
maBiger Informationsaustausch zwischen PK
und KTT gesichert.

Das Projektkomitee tragt durch seine enge
Zusammenarbeit mit dem Lenkungsgremium
und dem Projektmanagement zweifelsohne zu
einer Sicherstellung der wissenschaftlichen
Koordination innerhalb des Netzwerkes bei und
steht somit insgesamt fir die Interessen der
deutschen Genomforschung.
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Das Projektmanagement

des NGFN

Das Projektmanagement des Nationalen
Genomforschungsnetzes  (PM-NGFN)  iiber-
nimmt fiir das gesamte Netzwerk die Aufgaben
der operationalen Koordination und Steuerung.
Diesen neuartigen Auftrag zur Unterstlitzung
komplexer Forderinitiativen vergab das Bun-
desministerium flir Bildung und Forschung
(BMBF) im Oktober 2001 an den Projekttrager
im DLR. Dieser konnte langjahrige Erfahrungen
in Fragen der Forschungsforderung und des
Wissenschaftsmanagements vorweisen.

Das Projektmanagement unterstitzt das
Projektkomitee bei seinen Koordinierungs- und
Steuerungsaufgaben sowie der Umsetzung
aller administrativen MaBnahmen und infor-
miert beide Gremien regelmaBig Uber den
Zustand und die Entwicklung des Gesamtpro-
jektes.

Zum Aufgabenspektrum des Projektmana-
gementes zahlen auch der Aufbau von NGFN-
internen Kommunikationsstrukturen sowie die
Gestaltung und Verwaltung von NGFN-Internet
und -Intranet, Organisation und Durchfiihrung
von Sitzungen und wissenschaftlichen Tagun-
gen und Beratungen sowie die Bereitstellung
von aufbereiteten Informationen Uber die
Ergebnisse der medizinischen Genomforschung
fiir die interessierte Offentlichkeit. Damit sollen
moglichst weite Kreise der allgemeinen Beval-
kerung auf gleicher Augenhdhe tiber dieses oft-
mals schwer zugéngliche Forschungsfeld allge-
meinverstandlich informiert werden.

Das Projektmanagement hat zur regelmaBi-
gen Information tiber die wissenschaftliche Ent-
wicklung aller Gremien des Gesamtprojektes ein
begleitendes Monitoring entwickelt, das mithilfe
einer internetbasierten Datenerfassung durch-

gefiihrt wird. Samtliche Rohdaten werden vom
Projektmanagement ausgewertet, in Berichten
dokumentiert und den Gremien zur Verfigung
gestellt. Aus dem Vergleich dieser Auswertungen
kann man ablesen, wie sich Kommunikation und
Interaktion innerhalb der einzelnen Bereiche
entwickeln und wie der Vernetzungsgrad eines
bestimmten NGFN-Bereiches mit dem wissen-
schaftlichem Erfolg einhergeht. Zukunftsrele-
vante Entwicklungen konnen so frihzeitig er-
kannt und notwendige strukturelle Anpassun-
gen vorgenommen werden.

Die drei Ks: Kommunikation,

Komiteesitzungen und Kongresse

Um die Kommunikation zwischen den ein-
zelnen Netzwerkpartnern so effektiv wie még-
lich zu gestalten, laufen alle Faden beim Pro-
jektmanagement zusammen. Von dort werden
den Teilprojektleitern des NGFN, den Steue-
rungsgremien und dem BMBF verschiedenste
Informationen termingerecht zugestellt. Umge-
kehrt konnen von allen Akteuren im NGFN
Informationen fiir anstehende Entscheidungen
abgerufen werden. Darliber hinaus gestaltet
das Projektmanagement die Internetseiten des
NGFN, organisiert die Berechtigungen fiir den
Online-Zugang zum NGFN-Intranet, erstellt
Online-Formulare und betreut die Forschungs-
einrichtungen bei deren Nutzung.

Das Projektmanagement organisiert die
Sitzungen des Projektkomitees, bereitet die
entsprechenden Unterlagen vor und dokumen-
tiert die Ergebnisse in Protokollen.

Das jahrliche Projektleitertreffen und wei-
tere NGFN-Symposien werden ebenfalls vom
Projektmanagement durchgefiihrt. Das PM-

NGFN stimmt die inhaltliche Gestaltung mit
den beteiligten Wissenschaftlern ab und Gber-
nimmt alle Aufgaben der Durchfiihrung vor Ort
bis hin zur Dokumentation.

Im Bereich der Offentlichkeitsarbeit wer-
den zahlreiche Veranstaltungen vom Projekt-
management organisiert, beispielsweise Vorle-
sungen im Rahmen von Kinderuniversitaten,
Journalistenworkshops sowie Prédsentationen
des NGFN bei Wissenschaftsndchten oder auf
Messen und Kongressen.

Offen fiir die Offentlichkeit

Neben den verschiedenen Veranstaltun-
gen ist das Projektmanagement dariiber hinaus
flr unterschiedliche Veroffentlichungen verant-
wortlich. Der offene Umgang — auch mit sensi-
blen moralischen und ethischen Fragestellun-
gen — soll dazu beitragen, die Bedeutung des
NGFN fiir die Aufkldrung von Krankheitsursa-
chen und die Entwicklung von maBgeschnei-
derten individuellen Therapien zu verdeutli-
chen. Dabei vermittelt das NGFN den Dialog
zwischen Birgern und Wissenschaftlern {iber
die Chancen und Risiken der Genomforschung.
Informationsbroschiiren, der NGFN-Internet-
auftritt, Pressemitteilungen und eine aktive
Einbeziehung der Biirger, z. B. durch die Ein-
richtung eines Hotline-Genom-Telefons bei
wissenschaftlichen Tagungen, sollen die Ar-
beitsweisen der Forscher transparent machen.

Somit fiihrt das Projektmanagement nicht
nur wichtige Aufgaben innerhalb des For-
schungsnetzwerkes aus, sondern hat auch eine
Vermittlerfunktion zwischen Wissenschaft und
Offentlichkeit.
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Qualitatsmanagement im
Nationalen Genomforschungsnetz

Die Optimierung

von Arbeitsabléufen ...

... und die Sicherung und Steigerung der
Qualitat erarbeiteter Resultate ist das Ziel eines
sogenannten Qualitdtsmanagements (QM). Um
eine Qualitatsgarantie gewahrleisten zu kon-
nen, missen Standards zu allgemeinen Vorge-
hensweisen und zur Durchfiihrung von Experi-
menten etabliert und eingesetzte Materialien
und Arbeitsablaufe detailliert und einheitlich
dokumentiert werden. Nur so kann in der Wis-
senschaft die Qualitdt und Relevanz von For-
schungsergebnissen beurteilt werden. Dies
trifft besonders fir die im Nationalen Genom-
forschungsnetz  durchgefiihrten Hochdurch-
satzexperimente zu, bei denen mehrere Tau-
send bis hin zu mehreren Millionen Molekile
(z.B. Protein, RNAs, cDNAs) untersucht wer-
den. Biologische Systeme sind sehr komplex
und unterschiedlich, so dass ein Befund, der in
einem System identifiziert wurde, nicht not-
wendigerweise auf ein anderes System iber-
tragbar ist. Deshalb ist die Einhaltung der vor-
gegebenen  Qualitatsstandards  besonders
wichtig, da ausschlieBlich so eine Verwertbar-
keit der Ergebnisse sichergestellt werden kann.
Nur eine genaue Beschreibung der Arbeitsvor-
gange und Materialien ermdglicht eine Beur-
teilung, inwiefern die gewonnenen Erkenntnis-
se allgemeingiiltig und damit auf andere Syste-
me (bertragbar sind.

Projektkomitee und Projektmanagement
haben bereits im Jahr 2003 die Notwendigkeit
eines solchen Qualitdtsmanagements inner-
halb des Netzwerkes erkannt und gaben den
AnstoB fiir ein inzwischen umfangreiches Qua-
litatsmanagement im NGFN, um qualitativ
hochwertige Forschung, Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse und einen mdglichst uneinge-
schrankten Datenaustausch und -vergleich zu
gewahrleisten.

Es wurde die Arbeitsgruppe Qualitatsma-
nagement & Standards gegriindet, deren Ziel-

setzung es ist, Richtlinien fiir die Steigerung
und Sicherung der Qualitdt von Hochdurch-
satzdaten aus den verschiedenen Projekten des
NGFN zu erarbeiten.

Die Arbeitsgruppe

Qualitatsmanagement

& Standards im NGFN

In regelméBigen Abstdnden treffen sich
seit 2003 die Wissenschaftler aus den ver-
schiedenen Bereichen des Nationalen Genom-
forschungsnetzes, um sich in Workshops mit
dem Thema Qualitat zu befassen. Diese Treffen
haben die Zielsetzung, Informationen (iber
Qualitat und Standards sowie deren Manage-
ment zu verbreiten. Ferner dienen diese Zusam-
menkiinfte dem Informationsaustausch, der
Diskussion sowie der Pflege und Weiterent-
wicklung der bestehenden Qualitatsmanage-
mentstrukturen. So kommt es zur Optimierung
qualitatssichernder MaBnahmen, sowohl was
die Organisation betrifft, als auch die Vorge-
hensweisen des Material- und Datenaustau-
sches oder der Prozesskontrolle. SchlieBlich
werden die Neuerungen und Optimierungen in
den Projekten des NGFN umgesetzt. Durch die
aktive Beteiligung von Vertretern des Len-
kungsgremiums sowie die stetige Unterstiit-
zung durch das Projektkomitee wird die Stel-
lung von Qualitdtsmanagement & Standards
und der Arbeitsgruppe innerhalb des Forder-
konzepts NGFN unterstrichen.

Standard Operating

Procedures - SOPs

Sogenannte Standardprotokolle (SOPs)
sind wesentliche Elemente der Qualitatssiche-
rung und der Standardisierung. Sie beschreiben
detailliert den Ab- und Verlauf von Prozessen
und geben jedem Anwender einheitliche Anlei-
tungen, anhand derer eine vergleichbare und
hochwertige Herstellung von Proben sowie die
Durchfiihrung von Experimenten mdglich sind.

Im Hinblick auf die nationale und internationa-
le Forschung ist die Sammlung von SOPs, die in
verschiedenen NGFN-Projekten kooperativ ent-
wickelt und eingesetzt werden, von groBer
Bedeutung.

Die Protokolle sind frei Uber das Internet
verflighar. Sie werden dort themenspezifisch
systematisiert und unterliegen regelméBigen
Aktualisierungen. Um eine Nachvollziehbarkeit
der Entwicklung sicherzustellen sind alle Ver-
sionen abrufbar.

Datenstrukturen und

Datenintegration

Das Management der enormen und stets
wachsenden Datenmengen, die durch verschie-
dene Hochdurchsatztechnologien erzeugt wer-
den, stellt einen Schwerpunkt der Aktivitaten
des Qualitatsmanagements im NGFN dar. Um
eine effiziente und projektiibergreifende Nut-
zung dieser Daten zu gewdhrleisten, gibt es im
NGFN mehrere Datenbank-Initiativen wie bei-
spielsweise LIFEdb, eine Datenbank am Deut-
schen Krebsforschungszentrum (DKFZ), in der
Daten zur Funktion von Genen verdffentlicht
werden, oder die Datenbank der Krankheitsori-
entierten Netze und der Genetisch-Epidemiolo-
gischen Methodenzentren (KN-GEM-DB), ein
Ubersichtswerkzeug fiir die Forscher im NGFN,
um zu recherchieren, ob bestimmte klinische
Daten erhoben wurden und an welchen Stan-
dorten und wie haufig diese Proben/Daten im
NGFN vorhanden sind.

Um die Rechte von Patienten zu schiitzen,
missen Studien mit klinischen Daten und Pati-
entenproben die bestehenden Datenschutz-
richtlinien erfiillen. Eindeutige Regeln fir den
Umgang mit Patienteninformationen werden im
NGFN gemeinsam mit der Telematikplattform
fir Medizinische Forschungsnetze (TMF e.V.)
entwickelt und mit relevanten Ethikkommissio-
nen (z. B. der DFG) sowie in enger Kooperation
mit lokalen Ethikkommissionen abgestimmt.

GenomXPress Sonderausgabe 2/07



Akteure und Aktivitaten im NGFN

69

Ausblick

Die oben genannten Beispiele sind nur
ein kleiner Einblick in die vielfaltigen Themen-
komplexe, die die Arbeitsgemeinschaft Qua-
litdtsmanagement & Standards bearbeitet.
Die Vorgehensweisen zur Sicherung der Qua-
litdt und der Standards befinden sich in einem
kontinuierlichen Entwicklungsprozess, so dass
es nicht nur bei einer Sicherung bleibt, son-
dern auch eine Steigerung der Effizienz mit
einhergeht. Ende 2006 wurde in Zusammen-
arbeit mit dem NGFN-Projektkomitee ein Kon-
zeptpapier zur Vorgehensweise entwickelt.
Darin enthaltene Aspekte sind unter anderem
die noch starkere Durchdringung des NGFN
mit Konzepten flir Qualitdtsmanagement und
Standardisierung, um das Potenzial zur Inte-

grierbarkeit von Daten aus verschiedenen Pro-
jekten weiter zu erhéhen.

Darliber hinaus sollen verstérkt Firmen-
kompetenzen in die Arbeitsgruppe eingebun-
den werden, um so die Gesamtheit an Erfah-
rungen und Féhigkeiten zu biindeln und zusam-
men innovative Konzepte fiir die Umsetzung
von Protokollen in standardisierte Prozeduren
erarbeiten zu kénnen. Ein weiterer Kernpunkt
bezieht sich auf die flexibel gestaltete finanzi-
elle Unterstiitzung neuer, als wichtig und
zukunftsweisend identifizierter Projekte des
Qualitdtsmanagements, um so beispielsweise
vergleichende Studien durchfihren zu kénnen
oder um spezifische Workshops zu aktuellen
Themen zu ermdglichen.

Kiinftig wird weiterhin eine enge Zusam-

menarbeit zwischen der Arbeitsgruppe, den
Steuerungselementen des NGFN und den Wis-
senschaftlern angestrebt, um innovative Kon-
zepte zur weiteren Steigerung und Sicherung
der Qualitdt von Forschungsarbeiten und deren
Resultaten voranzutreiben. Wie das NGFN in
der Projektlaufzeit unter Beweis stellen konnte,
entspricht die Deutsche Genomforschung im
internationalen Vergleich hdchsten Qualitats-
standards und erzielt auBerdem Erkenntnisse
mit groBem Nutzen fir die Allgemeinheit. Die
Arbeitsgemeinschaft leistet somit nicht nur
einen Beitrag zur Etablierung von Qualitétssi-
cherung und -optimierung sowie zu internatio-
nalen Standards, sie tragt auch ungemein zur
internationalen Sichtbarkeit des NGFN bei.

Von der Forschung auf den Markt

Technologietransfer im Nationalen Genomforschungsnetz

Isabel von Korff

Know-how und Erfindungen schlummern héu-
fig ungenutzt in den Laborbiichern der For-
scher. Weltweit werden zum Beispiel nur fiinf
bis sieben Prozent der Patente aus wissen-
schaftlichen Forschungseinrichtungen kom-
merziell genutzt. Andererseits mlssen groBe
Geldmengen in die Forschung investiert wer-
den, damit neue Erkenntnisse gewonnen wer-
den kénnen. Optimal wére es, wenn ein Teil
dieser Investitionen durch Patentierung und
wirtschaftliche Nutzung wieder zurlickgewon-
nen werden konnten. Diese Einnahmen kénn-
ten dann weiteren Forschungsprojekten zugu-
tekommen.

Dies kann durch Technologietransfer er-
reicht werden: Wissenschaftler und Entwickler
von Technologien schlieBen sich mit Akteuren
der Wirtschaft zusammen, damit innovative
Technologien und Forschungsergebnisse még-
lichst in die Praxis umgesetzt und kommerziell
genutzt werden kdnnen.

Mittlerweile gibt es bundesweit Techno-
logietransfereinrichtungen und Patent- und
Verwertungsagenturen (PVAs), die maogliche
Erfindungen identifizieren und die Vorausset-

zungen daflr schaffen, diese bestmaglich zu
verwerten. AuBerdem vermitteln diese Einrich-
tungen den Kontakt zur Industrie und unter-
stitzen die Zusammenarbeit von Wissenschaft
und Wirtschaft.

Die meisten dieser Patent- und Verwer-
tungsagenturen sind regional organisiert und
betreuen facheriibergreifend bestimmte Ein-
richtungen in ihrer Region. Damit kann ein
PVA-Team beispielsweise gleichzeitig fiir ein
mechanisches Getriebe, einen Porzellan-
Werkstoff, ein Asthma-Medikament und einen
Mikro-Chip zustandig sein. In den letzten Jah-
ren griindeten sich allerdings auch eine Reihe
Technologietransfereinrichtungen, die sich
auf ein Fachgebiet spezialisiert haben. Zum
Beispiel die Ascenion GmbH, die aus einer
Initiative mehrerer Helmholtz-Institute her-
vorgegangen ist und deren Schwerpunkt die
Lebenswissenschaften sind.

Im Dialog mit der Wirtschaft

Anfang 2005 erhielten die Ascenion
GmbH und die Max Planck Innovation GmbH
vom Bundesministerium fir Bildung und For-

schung (BMBF) den Auftrag, den Technologie-
transfer im Nationalen Genomforschungsnetz
(NGFN-2) zu unterstiitzen. Im Rahmen dieses
Auftrages wurde 2005 die Koordinierungs-
stelle Technologietransfer (KTT) gegriindet,
mit dem Ziel, alle Akteure des NGFN-2 sowie
die verschiedenen Technologietransferstellen
zu koordinieren und dadurch die Kommunika-
tionsstrukturen innerhalb des Netzwerkes zu
verbessern.

Zu den Aufgaben der KTT gehort die Bera-
tung der NGFN-Forscher in allen patentrecht-
lichen und wirtschaftlichen Fragen, die Abfra-
ge von Berichten Gber erfolgte Technologie-
transferaktivitdten und eine Plausibilitatspri-
fung flr die Verwendung der Mittel aus den
Patentfonds.

AuBerdem Uberprift die KTT alle For-
schungsergebnisse im NGFN-2 nach definier-
ten Qualitatsstandards und sichtet alle
geplanten Publikationen auf schutzrechtlich
oder wirtschaftlich relevante Inhalte, bevor sie
zur Verdffentlichung eingereicht werden.

Die KTT ist auch zentrale Anlaufstelle und
Informationsquelle fiir Unternehmen, die an
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Akteure und Aktivitaten im NGFN

der Nutzung der Forschungsergebnisse aus
dem NGFN interessiert sind.

In den zweieinhalb Jahren seit ihrer Griin-
dung hat die KTT Gber 1 850 Veroffentlichun-
gen aus dem NGFN auf schutzrechtliche Inhal-
te (iberprift, aus denen sich bislang 25 Pat-
entfamilien ergeben haben. AuBerdem half die
KTT bei der Formulierung, bei der Verhandlung
und beim Abschluss zahlreicher Konsortialver-
trdge zwischen NGFN-Akteuren. Die KTT
unterstltzte die Arbeit des NGFN Projektko-
mitees und veranstaltete Workshops und
Seminare, um denjenigen, die im Bereich Tech-
nologietransfer tatig sind, die Mdglichkeit des
Informationsaustausches zu bieten.

Marktplatz fiir

die Industrie

Seit Juni 2005 gibt es die Internetplatt-
form Genome Marketplace (www.genome-
marketplace.de). Auf diesem ,Marktplatz”
findet die Industrie alle wirtschaftlich interes-
santen Ergebnisse aus dem NGFN. Damit wird
das Prinzip ,one face to the customer” kon-
sequent umgesetzt. Auf der Internetseite wer-
den patentierte Erfindungen und Technologi-
en, aber zum Beispiel auch Tiermodelle ange-
boten. Sobald ein Unternehmen an einer Tech-
nologie interessiert ist, stellt die Koordinie-
rungsstelle den Kontakt zu den Wissenschaft-
lern und/oder zur verantwortlichen Technolo-
gietransfereinrichtung her. Zurzeit werden in
diesem Online-Portal 28 Technologieangebo-
te prasentiert.

Die Koordinierungsstelle steht auch in
direktem Dialog mit Akteuren der Wirtschaft.
Auf zahlreichen internationalen Fachveran-
staltungen, wie den Partneringkonferenzen
BIO oder BIO Europe, prasentierte die KTT
ausgewahlte Technologieangebote. Auf natio-
naler Ebene wurde eine Allianz mit BIO
Deutschland (Biotechnologie-Industrie-Orga-
nisation Deutschland) eingegangen. Die Mit-
glieder der BIO Deutschland, die ideal positio-
niert sind, um Technologien und Produktideen
der Forschung voranzubringen und weiterzu-
entwickeln, erhalten nun beschleunigten
Zugang zu NGFN-2 Ergebnissen. Uber , Tech-
nologie-Wunschlisten” kdnnen die Mitglieder
die KTT Uber ihren derzeitigen Bedarf an Tech-
nologien informieren und so gezielt ange-
sprochen werden.

Erfolgreiche Verwertung -

Zwei Beispiele

Durch diese Aktivitdten und mit der Hilfe
verschiedener Technologietransfereinrichtun-
gen konnten bereits viele Projekte in die
Phase der Vermarktung gebracht werden.
Zwei Beispiele:

Vielversprechende Behandlung

des Neuroblastoms

Wissenschaftler des Nationalen Genom-
forschungsnetzes haben entdeckt, dass ein
bestimmtes Pilzgift méglicherweise als Medi-
kament zur Behandlung des Neuroblastoms
eingesetzt werden kann. Das Neuroblastom
ist ein Tumor des Nervengewebes und tritt vor
allem bei Kindern hdufig auf. Erste experi-
mentelle Daten lassen vermuten, dass der
Pilzgift-Wirkstoff den bestehenden Behand-
lungsverfahren Gberlegen ist. Diese Daten
wurden von der KTT beim regulédren Sichten
der Publikationen als patentrelevant einge-
stuft.

Nach einer eingehenden Marktanalyse
der Ascenion GmbH wurde ein Patentanwalt
beauftragt, und nur zwei Monate nach Erfin-
dungsmeldung wurde eine prioritatshe-griin-
dende Patentanmeldung beim Europaischen
Patentamt eingereicht. Bereits kurz danach
wurde mit der Vermarktung begonnen. Schnell
konnte die Ascenion GmbH zwei potenzielle
Interessenten gewinnen, eine schweizerische
und eine deutsche Biotech Firma.

Beide unterzeichneten in der zweiten
Hélfte 2006 ein Geheimhaltungsabkommen,
um die Daten weiter auswerten zu kdnnen.
Die Verhandlungen laufen noch und sollen
durch neue Daten aus Tiermodellen, die fiir
Ende 2007 erwartet werden, zusatzlich be-
schleunigt werden. In der Zwischenzeit wurde
eine dritte Geheimhaltungsvereinbarung mit
einer weiteren deutschen Biotech Firma abge-
schlossen. Auch hier dauert die Evaluierung
des Projekts noch an.

Neue Diagnostik

fiir Parkinson

Im Jahr 2004 entdeckte ein internationa-
les Forscherteam im Gen LRRK2 krankheitsas-
sozierte Varianten, die zur Entstehung von
Parkinson beitragen kénnen. Nach einer
gemeinsamen Patentanmeldung beauftragte

das Forscherteam die KTT damit, einen Indu-
striepartner zu suchen, um so das grofe
Potenzial der Forschungsbefunde fiir die Dia-
gnostik und eine Therapie der Parkinson-
krankheit auszuschopfen. Derzeit wird eine
Lizenzvereinbarung mit einer amerikanischen
Diagnostikfirma verhandelt. Die Firma hat
bereits einen PCR Test flr die LRRK2-Varian-
ten entwickelt, der die Mediziner bei der Aus-
wahl einer geeigneten Therapie fiir die Patien-
ten unterstiitzen wird.

Uberdurchschnittliche

Verwertungsergebnisse

Auch im Hinblick auf die Zahl der Patent-
anmeldungen konnen die NGFN-Wissen-
schaftler zusammen mit der KTT auf erfolgrei-
che Jahre zuriickblicken: Beispielswiese gab
es im Jahr 2005 insgesamt 13 Patentanmel-
dungen, die aus der Forschungsarbeit von
etwa 500 NGFN-Wissenschaftlern resultieren.
Wenn man dieses Verwertungsergebnis mit
dem Durchschnitt von neun Patentanmeldun-
gen pro 1 000 Wissenschaftlern in Europai-
schen Forschungseinrichtungen (Quelle: Asso-
ciation of European Science & Technology
Transfer Professionals (ASTP)) vergleicht, so
ist das ein beeindruckendes Ergebnis.

Das derzeitige KTT Projekt wird Anfang
2008 mit den letzten Projekten des NGFN-2
enden. Eine weitere Forderphase wird sich im
Rahmen des Programmes der medizinischen
Genomforschung anschlieBen und die KTT
wird erneut die Koordination des Technologie-
transfers in diesem Programm gestalten. Die
Erfahrungen, die die KTT in den letzten drei
Jahren gesammelt hat, sind sehr wertvoll und
werden dazu beitragen, eine angepasste Tech-
nologietransfer-Strategie in der nachsten For-
derphase der medizinischen Genomforschung
umzusetzen.

Kontakt

Dr. Isabel von Korff

Ascenion GmbH

HerzogstraBe 64, 80803 Miinchen
E-Mail: korff@ascenion.de
WWWw.ascenion.de
www.genome-marketplace.de
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a-synuclein: Ein Protein, das vor allem bei
Morbus Parkinson zu unléslichen Proteinab-
lagerungen aggregiert (sogenannten Lewy-
Kérperchen). Mutationen im a-synuclein-
Gen (z. B. A53T) beglinstigen diesen Prozess.

AB - Amyloid-B-Peptid: Ein aus dem Amy-
loid-Vorlduferprotein (APP) bei Morbus Alz-
heimer fehlerhaft generiertes Peptid, das zu
erhéhter Proteinaggregation neigt und dabei
sogenannte AB-Plaques bildet.

Allel: Ein Allel eines Genes ist die unter-
schiedliche Form oder Variante dieses Gens.
Unterscheidet sich ein Gen beispielsweise an
einem Punkt der Sequenz, spricht man von
zwei verschiedenen Allelen desselben Gens.

Annotation: Eine aufgrund von Sequen-
zéhnlichkeiten und typischen DNA-Elemen-
ten mithilfe von Computern vorhergesagte
Gensequenz.

Antigene: Molekdle, die durch Antikérper
gebunden werden.

Antikérper: Bindemolekiile des Immun-
systems, die unser Koérper gegen Millionen
verschiedener Antigene hochspezifisch
bilden kann.

Antikérper-Genbibliothek: In Bakterien
klonierte Sammlung von Milliarden verschie-
dener Baupléne (Gene) fiir Antikérper.

DNA-Chip-Technologie: \erfahren, mit
dem die Genexpressionsmuster in ausge-
wahlten Geweben analysiert werden kén-
nen. Dazu markiert man die aus dem Gewe-
be extrahierte RNA mit einem Farbstoff

und ldsst sie an die komplementare DNA

(= Gene) binden, die an einen Trager gebun-
den sind. Mit einem Lesegerdts kénnen die
gefdrbten (= exprimierten) Gene sichtbar
gemacht werden.

ES-Zellen: Embryonale Stammzellen verfi-
gen noch Uber die Fahigkeit, sich in einer
geeigneten Umgebung zu allen Zelltypen
des Korpers zu entwickeln.

Genetische Assoziation: Statistisch
gehduftes Auftreten einer genetischen
Variante mit einer Erkrankung.

Genfalle: Fremde DNA-Sequenzen, die in
embryonale Stammzellen von Mausen einge-
schleust werden. Sie integrieren sich dabei
in ein Gen der Maus, wodurch dieses ausge-
schaltet wird.

GWA (Genomweite Assoziationsstudie):
Studie, in der nach Haufungen bestimmter

genetischer Merkmale (z. B. SNPs) aus dem

gesamten Genom eines Patienten bei einer

bestimmten Erkrankung gesucht wird.

Haplotyp: Haplotypen sind die individuellen
Kombinationen der genetischen Variationen
zwischen den Menschen. Beispiel: Gibt es
bei einem Organismus die genetische Varia-
tion A und a und an einer anderen Stelle die
genetische Variation B und b, so kann der
Haplotyp aus ABlab oder AblaB zusammen-
gesetzt sein. Da das menschliche Genom
(blicherweise nicht zufdllig in beliebig lan-
gen Abschnitten neu kombiniert und vererbt
wird, sondern zu einem groBen Teil in Form
von langen Segmenten, sind die Haplotypen
meist in Blécken organisiert. Deshalb gibt es
sehr hdufig relativ gleich bleibende, charak-
teristische Gruppen von genetischen Varian-
ten, die gemeinsam vererbt werden. Wenn
man also die eine Variante kennt, dann kann
man mit einer erheblichen Wahrscheinlich-
keit auf das Vorliegen der zweiten Variante
schlieBen. Diesen Zusammenhang kann man
beispielsweise bei der Suche nach Krank-
heitsgenen ausnutzen, denn die Wissen-
schaftler brauchen dann bei ihren Unter-
suchungen nicht alle genetischen Varianten
einer Person zu untersuchen, sondern sie
kénnen sich auf ausgewahlte Varianten
beschrénken.

Herzinsuffizienz: Unvermdgen des Her-
zens, jederzeit den Kérper ausreichend mit
Blut und damit Sauerstoff zu versorgen.

Kardiomyopathie: Erkrankungen des Herz-
muskels mit Stérungen der mechanischen
bzw. elektrischen Funktion des Herzens.
Héufigste Ursache von Herzinsuffizienz und
Transplantationen.

knock-out-Maus: Maus, bei der ein
bestimmtes Gen ausgeschaltet wurde, um
die Funktion einzelner Gene zu untersuchen.

miRNA: microRNA, kurze RNA-Molekdile,
die eine wichtige Rolle bei der Genrequla-
tion, insbesondere bei der RNA-Interferenz
spielen. Sie binden spezifisch an mRNA und
kontrollieren die Genexpression durch Requ-
lation der mRNA-Stabilitdt und der Transla-
tion (siehe auch Kasten: RNA-Interferenz S. 41).

Periplasma: Zellkompartiment zwischen
Zytoplasmamembran und duBBerer Membran
bei Gram-negativen Bakterien. Das Periplas-
ma umgibt die gesamte Zelle und kann bis
zu 40 % des gesamten Zellvolumens ausma-
chen. Es enthélt eine hohe Konzentration
von Enzymen sowie Binde- und Transport-
proteinen.

Phagemid: Spezielles Plasmid mit einem
Phagen-Replikationsorigin zur Bildung einer
einzelstrangigen DNA-Kopie, Voraussetzung
fiir die Verpackung in die Phagenpartikel.

Phagen: Kurzform fur filamentése Bakte-
riophagen; Viren, die Bakterien (hier: E. coli)
infizieren und sich dort vermehren.

Pharmakokinetik: Die Pharmakokinetik
befasst sich damit, wie rasch und in wel-
chem AusmalB nach der Verabreichung eines
Stoffes dieser anschlieBend im Blutplasma
und in den verschiedenen Kérpergeweben
auftritt und wo und in welcher Weise er wie-
der ausgeschieden wird. Auch wird unter-
sucht, welche chemische Form das Arznei-
mittel durch Stoffwechselvorgange im Kér-
per annimmt, wie es verdndert und abge-
baut wird. Die Pharmakokinetik wird z. B. in
der Arzneimittelentwicklung angewendet,
um fir einen Arzneistoff eine passende Dar-
reichungsform und sinnvolle Dosierungs-
empfehlungen zu entwickeln.
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Glossar - Buchbesprechung: Aufgelesen

Real-time PCR: Eine PCR zur Quantifizie-
rung von geringen Mengen an mRNA oder
DNA. Die Methode erlaubt den Vergleich
zweier unterschiedlicher Zustdnde zu einem
definierten Zeitpunkt oder zweier unter-
schiedlicher Gewebe.

Reportergene: Gene, mithilfe derer
bestimmte Qualitdten und Effekte anderer
Gene gezeigt werden kénnen.

SiRNA: small interfering RNA, entsteht aus
léngerer freier doppelstrangiger RNA, die
z. B. von Viren stammz (siehe Kasten:
RNA-Interferenz S. 41).

SNP (Single Nucleotide Polymorphism):
SNPs werden Variationen von einzelnen
Basenpaaren in einem DNA-Strang bezeich-
net, die bei mindestens 1 % der jeweiligen
Population vorkommen. SNPs stellen ca.

90 % aller genetischen Varianten im
menschlichen Genom dar.

SOP: Standard Operation Procedure: stan-
dardisierte Arbeitsanweisung, um die Repro-
duzierbarkeit von Experimenten und Ergeb-
nissen zu garantieren.

Vektor: Ringférmiges DNA-Molekdil, mit
dessen Hilfe Fremdgene in eine Zelle oder
ein Bakterium eingeschleust werden. Es kann
sich in der Wirtszelle selbsténdig vermehren.
Konditionelle Vektoren erméglichen es, das
Vektorgen gezielt an- oder abzuschalten.

Buchbesprechung: Aufgelesen

Gott-Gen und GroBmutterneuron

Geschichten von Gehirnforschung und Gesellschaft

Eine Gruppe unserer Vorfahren in Afrika be-
schlieBt in unbekanntes Gelande aufzubre-
chen. Viele sind gescheitert, einige aber nicht.
Und von denen stammen wir ab — weltweit. Es
haben sich also die durchgesetzt, die neugierig
waren, auch mal etwas wagten und mit Gliick,
Optimismus im Bauch, Hoffnung im Herzen —
und Dopamin im Kopf losgingen. Vielleicht hat
das C-Allel des VMAT2-Gens etwas mitge-
holfen?

Darlber sinniert der bekannte Hirn- und
Lernforscher Manfred Spitzer pointiert und mit
Witz in seiner Veroffentlichung , Gott-Gen und
GroBmutterneuron” Gber das Buch eines ame-
rikanischen Verhaltensgenetikers, der unter
dem Titel Das Gott-Gen , Uber weite Strecken
entweder Geschichten erzahlt, oder Tatsachen
verbreitet.” Der durchaus interessante Gehalt
des Buches lieBe sich namlich in einem Satz
zusammenfassen: Als Nebenprodukt von Arbei-
ten zur Genetik von Suchterkrankungen wurde

entdeckt, dass die Personlichkeitseigenschaft
der Neigung zur Spirualitat mit Varianten (Alle-
len) eines Gens korreliert, das ein Protein ko-
diert, welches in der Transmission von Dopa-
min, Serotonin und Noradrenalin eine Rolle
spielt.

Der genetische Polymorphismus A33050C
betrifft das Gen VMAT2, dessen Produkt am
Transport von Monaminen im Gehirn beteiligt
ist und bei kokainslchtigen Patienten als
erniedrigt gefunden wurde. Das Gen liegt auf
Chromosom 10 im menschlichen Genom, sein
Name bezeichnet den genauen Ort, an dem
sich entweder die Base Adenin (Variante A)
oder Cytosin (Variante C) befindet. Wer die C-
Variante auf einem seiner beiden Chromoso-
men Nummer 10 mit sich herumtrdgt, neigt
auffallig zu ,Selbsttranszendens” und trend-
maBig zu ,Mystizismus und transpersonaler
Identifikation” in entsprechenden Persénlich-
keitsfragen. Dies ergab eine Studie der Frage-

bdgen von 226 Personen, deren DNA zudem
untersucht wurde. Dabei gehe es nicht um die
Genetik einer Religion, sondern vielmehr um
Personlichkeitsvarianten wie beispielsweise
Neugier oder Extraversion.

Spitzer serviert in seiner Sammlung, wie
bereits in den vorangegangenen sechs Verof-
fentlichungen, anspruchsvolle wissenschaftli-
che Kost zu aktuellen Forschungsergebnissen in
allgemein verstandlicher Form. Dabei geht es
ihm immer um das groBe Ganze — némlich
unsere Gesellschaft. Beitrage wie Aarons DNA
oder Macht Fernsehen dick? bieten interessan-
ten Diskussionsstoff und machen neugierig.

Ein kurzweiliger Lesestoff fiir alle, die sich
Gedanken um Gott und die Welt machen.

Gott-Gen und GroBmutterneuron
Autor Manfred Spitzer

Verlag Schattauer GmbH

ISBN 978-3-7945-2498-3

GenomXPress Sonderausgabe 2/07



Science Digest

Science Digest

ADHS bremst das Gehirn

Bei Kindern mit einer Aufmerksamkeitsdefi-
zit-/Hyperaktivitatsstorung (ADHS) entwickelt sich
das Gehirn normal, aber zeitverzogert: Viele Hirn-
regionen reifen im Schnitt drei Jahre spater als bei
Kindern ohne die Verhaltensauffalligkeiten, haben
Forscher nachgewiesen. Besonders betroffen sind
die Regionen, die fir die Kontrolle der Aufmerk-
samkeit, die Steuerung von Bewegungen und die
Bewertung von Sinneseindriicken zustandig sind.
Dass die Entwicklung lediglich verschoben, aber
nicht verandert ist, erklart nach Ansicht der For-
scher, warum sich die Probleme der betroffenen
Kinder spater auszuwachsen scheinen. Bei insge-
samt 446 Kindern und Jugendlichen untersuchten
die Wissenschaftler mit der Magnetresonanzto-
mographie, wie dick die GroBhirnrinde an insge-
samt 40 000 Punkten war. Jedes Kind wurde min-
destens zweimal im Abstand von etwa drei Jahren
gescannt. Im Fokus stand dabei die Frage, wann
die GroBhimrinde die maximale Dicke erreichte,
ein Zeitpunkt, ab dem Gberfliissige Nervenverbin-
dungen im Zuge einer Optimierung des Gehirns
wieder abgebaut werden. Die Probanden, deren
Alter zwischen dem von Vorschulkindern und jun-
gen Erwachsenen lag, bildeten dabei zwei Grup-
pen: eine mit diagnostiziertem ADHS und eine
gesunde Vergleichsgruppe. Bei allen Kindern ver-
lief die Reifung des Gehirns im gleichen Muster,
sozusagen von hinten nach vorne, ergab die Aus-
wertung. Allerdings erreichten die untersuchten
Punkte in den Gehirnen der ADHS-Kinder im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe ihre maximale Ausdeh-
nung im Durchschnitt drei Jahre, in manchen Fal-
len sogar finf Jahre spater. Eine Ausnahme bilde-
te das motorische Zentrum: Es war die einzige
Hirnregion, die bei der ADHS-Gruppe friiher reif-
te. Besonders ausgepragt war die Verzogerung bei
Arealen im vorderen Bereich des Gehirns. Sie sind
allgemein zusténdig fiir die hoheren Funktionen
wie etwa das abstrakte Denken, die Fahigkeit,
unpassende Reaktionen unterdriicken zu kénnen
oder die Kontrolle der Aufmerksamkeit — genau
den Fahigkeiten also, die bei Kindern mit ADHS
haufig beeintrdchtigt sind. Besonders interessant
sei zudem gewesen, dass sich zwar das Bewe-
gungszentrum sehr schnell entwickelte, die fiir die
Kontrolle von Bewegungen zustdndige Region
aber eine deutlich verzégerte Reifung zeigte,

berichten die Forscher. Sie wollen nun die genau-
en genetischen und neurophysiologischen Ursa-
chen der Entwicklungsverzégerung untersuchen.
ADHS kommt bei schatzungsweise drei bis zehn
Prozent aller Kinder vor und ist gekennzeichnet
durch Konzentrationsstérungen, Stérungen der
Wahrnehmung und  Informationsverarbeitung
sowie unterschiedliche weitere Verhaltensauffal-
ligkeiten.

Quelle: PNAS, DOI:
10.1073/pnas.0707741104; BAW 13.11.2007

Wenn Eizellen zu viele

Chromosomen haben

Viele Erkrankungen und Fehlentwicklungen
des Menschen haben ihre Wurzeln in dessen evo-
lutiondrer Geschichte. Die meisten Tiere und
Pflanzen setzen bei der Fortpflanzung auf eine
bewahrte Strategie: Sie kombinieren ihr Erbgut
neu und halten dabei dessen Gesamtmenge kon-
stant. Dieses Ziel lasst sich auf verschiedenen
Wegen erreichen. Einer davon (Automixis) war
bislang nur bei Insekten bekannt, doch Wissen-
schaftler haben ihn jetzt erstmals auch bei Wir-
beltieren nachgewiesen. Damit kénnen sie unter
anderem eine haufige Ursache fiir Defekte bei
menschlichen Embryonen erkldren. Das Erbgut
eines Menschen ist auf 46 Chromosomen verteilt.
23 davon stammen von seiner Mutter, 23 vom
Vater.Wenn sich bei Frauen die Eizellen bilden und
beim Mann die Spermien, dann tauschen die
Chromosomen zuerst untereinander Material aus.
Danach verteilen sie sich so, dass am Ende jede
Eizelle und jedes Spermium genau 23 Chromoso-
men enthélt. Vereinigen sich Ei und Spermium bei
der Befruchtung miteinander, ergibt sich wieder-
um die doppelte und damit komplette genetische
Ausstattung. Passieren aber bei der Reifung der
Ei- oder Spermienzellen Fehler, kann es zu Abwei-
chungen von diesen Zahlen kommen. Was fir
Menschen problematisch ist, stecken andere
Lebewesen locker weg. Frésche, Lurche und
Fische etwa kénnen mit abweichenden Chromo-
somenzahlen gut leben. Das trifft auch auf den
Amazonenkdrpfling zu, einen StiBwasserbewoh-
ner aus Mexiko: Von ihm gibt es in der Natur
Exemplare mit doppeltem, aber auch mit dreifa-
chem Chromosomensatz. Bei den Amazonenkar-
pflingen wiederum gibt es nur Weibchen. Ihre

Grund/aGEN:
Die Huntington-Krankheit

Die Huntington-Krankheit, erstmals
1872 von dem amerikanischen Arzt
George Huntington beschreiben, ist
eine Krankheit, die derzeit noch als
unheilbar gilt und immer zum vorzeiti-
gen Tod fihrt. Sie bricht hdufig im Alter
zwischen 30 und 60 Jahren aus. Auf-
fallige Symptome sind ruckartige Bewe-
gungen von Handen, FiiBen und Rumpf
sowie unwillkdrliches Grimassenschnei-
den. Die Erkrankung hat auch Einfluss
auf die Geddchtnisleistung und psy-
chische Verfassung der Betroffenen.
Wichtige Kdrperfunktionen wie das
Schlucken sind schlieBlich unméglich.
Die Ursache ist ein genetischer Defekt,
der das nach der Krankheit benannte
Protein Huntingtin in seiner Struktur
verandert. Es verklumpt, lagert sich in
den Zellen ab, behindert dadurch die
Stoffwechselvorgéange und zerstort
schlieBlich die Nervenzellen.

Hilfe von den TeeplantaGEN ?

Griner Tee ist gesund! Das wissen wir
schon lange. Wissenschaftler des NGFN
fanden heraus, dass er vielleicht sogar
Huntingtonpatienten helfen kénnte. Die
Substanz Epigallocatechin-3-Gallat
(EGCG), die aus dem griinen Tee ge-
wonnen wird, bremst die Verklumpung
des Huntingtin-EiweiBes und belegt
somit wissenschaftlich die heilende Wir-
kung des griinen Tees. EGCG und ande-
re Inhaltsstoffe des grinen Tees wurden
in klinischen Studien bereits fiir Krank-
heiten, beispielsweise fiir Krebs, gete-
stet und haben sich als vertraglich fir
den Menschen herausgestellt. Die Sub-
stanz kénnte somit Grundlage fiir ein
Medikament gegen die Huntington-
Krankheit und dhnliche Erkrankungen
wie Alzheimer und Parkinson, deren
vergleichbare Ursachen ein falsch ge-
faltetes Protein ist, sein.
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Eizellen kénnen sich direkt zu einem Fisch ent-
wickeln, ganz ohne zusatzliches Erbmaterial aus
einem Spermium. Denn bei dem mexikanischen
Fisch ist die Jungfernzeugung die Regel. Davon
sprechen Biologen, wenn ein Weibchen auch
ohne Befruchtung Junge bekommen kann. Damit
sich aus den Eizellen Embryonen entwickeln kon-
nen, mlssen zwar noch Spermien ins Spiel kom-
men. Diese ,stehlen” die Amazonenkarpflinge
von Mannchen einer nahe verwandten Art, indem
sie diese zur Kopulation verfihren. Die Spermien
aber geben dem Ei nur einen rein mechanischen
AnstoB zur Weiterentwicklung; das ménnliche
Erbgut findet keinen Eingang in den Embryo. Die
dabei entstehenden Tochter haben all ihre Chro-
mosomen von der Mutter, mit der sie folglich
genetisch identisch sind. Der Amazonenkarpfling
ist im Verlauf der Evolution entstanden, als sich
zwei andere Karpflingsarten kreuzten. Dieses
Ereignis spielten die Wissenschaftler im Labor
nach. Die Kreuzung ergab Fische mit doppeltem
Chromosomenbestand. Unter deren Nachkom-
men wiederum fanden sich aber auch Tiere mit
dreifachem Chromosomensatz. Bei den unter-
suchten Fischen trat die sogenannte Automixis
auf, die bislang nur von Insekten bekannt war.
Dabei wird die Zahl der Chromosomen nicht in
allen entstehenden Eizellen halbiert. Es gibt
darum sowohl Eizellen mit einfachem als auch mit
doppeltem Chromosomensatz, die dann unterein-
ander wieder verschmelzen. So stehen am Ende
des Prozesses auch Eizellen mit dreifachem Chro-
mosomensatz. Weil die Automixis nun erstmals
auch bei Wirbeltieren nachgewiesen wurde, zie-
hen die Wissenschaftler zwei Schlussfolgerungen.
Zum Einen vermuten sie, dass dieser Mechanis-
mus auch bei héheren Tieren einschlieBlich des
Menschen dafiir sorgt, dass Embryonen mit drei-
fachem Chromosomensatz entstehen konnen.
Zum Anderen erklart sich damit auch das sponta-
ne Auftreten von Jungfernzeugungen bei man-
chen Wirbeltieren. Solche Fortpflanzungen ohne
Beteiligung von Mannchen sind zum Beispiel von
Hammerhaien und Waranen bekannt, die lange
Zeitisoliert in Zoos gehalten wurden. Durch Auto-
mixis kdnnen auch bei Wirbeltieren Eizellen mit
doppeltem Chromosomensatz entstehen, die sich
dann von alleine zu Embryonen weiterentwickeln.
Quelle: Current Biology, DOI:
10.1016/j.cub.2007.09.064, 01.11.2007; IdW
09.11.2007

Essen gegen die Uhr

Fettes Essen bringt die innere Uhr aus dem
Takt, haben Forscher in einer Studie an Mausen
gezeigt: Ahnlich wie ein Mensch, der mitten in der

Nacht den Kihlschrank plindert, konsumieren
fettreich ernahrte Tiere ungewdhnlich viel Futter
wahrend der Phasen, in denen sie normalerweise
ruhen oder schlafen. Gleichzeitig bringt das fett-
haltige Futter das Timing bei verschiedenen Stoff-
wechselwegen durcheinander und dampft zudem
die ansonsten gleichmaBig mit der Tageszeit an-
und absteigende Stoffwechselaktivitat. Sollte sich
dieser Effekt auch beim Menschen nachweisen
lassen, konnten sich neue Ansatze fiir die Behand-
lung von krankhaftem Ubergewicht und seinen
Folgen ergeben, hoffen die Forscher.

Schon frilher hatte der Leiter der Studie
gezeigt, dass Mause mit einer defekten inneren
Uhr viel unkontrollierter fressen und auch stérker
zu Ubergewicht neigen als ihre normalen Artge-
nossen. Anscheinend gibt es jedoch auch den
umgekehrten Effekt, legt nun die neue Studie
nahe. Darin hatten die Forscher ihre Mause in
zwei Gruppen eingeteilt, von denen die eine wei-
terhin ihr normales Futter bekam, wahrend die
andere auf eine fettreiche Diat gesetzt wurde. Um
auBere Einfliisse auf den Tagesrhythmus der Tiere
auszuschlieBen, wurden die Mause Tag und Nacht
in einem verdunkelten Kafig gehalten und beob-
achtet. Bereits nach einer Woche waren die ersten
Effekte messbar, berichten die Forscher: Das fett-
haltige Futter fiihrte zu einer Verlangerung des
Tageszyklus, und zwar schon bevor eine
Gewichtszunahme bei den Mausen eintrat.
Gleichzeitig veranderte sich das Verhalten der
Tiere — sie hielten ihre Ruhe- und Aktivitatspha-
sen nicht mehr so strikt ein wie ihre normal
emahrten Artgenossen. Auch bestimmte Stoff-
wechselmarker gerieten aus der Balance, darun-
ter das Satthormon Leptin, der Blutzuckerspiegel,
die Insulinmenge im Korper und die Konzentrati-
on an Fettsauren im Blut. Zudem veranderte sich
die Aktivitat mehrerer Gene, die fir die Steuerung
der inneren Uhr verantwortlich sind. In gewisser
Hinsicht geraten die Mduse durch das fettreiche
Futter in einen Teufelskreis: Durch die zusatzlichen
Kalorien verstellt sich die innere Uhr und bringt
die Tiere dazu, zu ungewodhnlichen Zeiten und
damit mehr zu fressen als sonst. Das wiederum
verstarkt den Einfluss auf die innere Uhr, der wie-
derum das Fressverhalten weiter verandert. Die
innere Taktung und der Stoffwechsel haben sich
zusammen entwickelt, so der Forscher. Wenn die
empfindliche Balance zwischen ihnen gestért
wird, kommt es zu nachteiligen Auswirkungen.
Von einer genaueren Untersuchung erhofft sich
das Team nun Erkenntnisse tber die Entstehung
von Ubergewicht, Diabetes und Schlafstérungen.
Quelle: Cell Metabolism, Bd. 6, S. 414;

BdW 07.11.2007

Wann Stillen schlau macht

Stillen fordert méglicherweise nur bei Kin-
dern mit einer bestimmten genetischen Ausstat-
tung die Intelligenz. Bei Kindern mit einer Genva-
riante namens FADS2 ist der Intelligenzquotient
(IQ) im Schnitt um knapp sieben Punkte hoher,
wenn sie gestillt werden, berichten britische Wis-
senschaftler. Bei Kindern ohne diese Genvariante
hat das Stillen hingegen keinen Einfluss auf den
IQ, zeigen zwei Studien mit mehr als 3 000 Kin-
dern. Die Forscher wurden auf das Gen FADS2
aufmerksam, weil es den Bauplan fir ein Enzym
tragt, das hilft, Fettsduren in zwei bestimmte
mehrfach ungesattigte Fettsauren umzuwandeln.
Diese Fettsduren sammeln sich schon wéhrend
der ersten Monate nach der Geburt im Gehirn an.
Es ist zwar letzten Endes noch nicht belegt, ob
eine Erganzung dieser Fettsauren auf die Hirnlei-
stung von Menschen einen Einfluss hat. Laborun-
tersuchungen, bei denen Nagetieren und Prima-
ten mit zusatzlichen Fettsauren gefiittert wurden,
fiihrten aber zu einer erhéhten Konzentration die-
ser Fettsauren im Gehirmn und zu einem gesteiger-
ten Geschick in Tests, die Lernen, Gedachtnis und
Problemldsungsvermdgen untersuchten. Neunzig
Prozent der Kinder, die in den beiden Studien mit-
gewirkt hatten, hatten mindestens eine Kopie der
sogenannten C-Version des Gens FADS2, und
erreichten einen héheren |Q, wenn sie gestillt
wurden. Bei den verbleibenden zehn Prozent mit
der G-Version des Gens zeigte sich durchs Stillen
hingegen kein 1Q-Vorteil. An friiheren Studien
uber Stillen und 1Q gab es Kritik, da beispielswei-
se der soziookonomische Status oder der |Q der
Mutter oder weitere Faktoren auBer Acht gelas-
sen wurden. lhre Studien wirden nun aber diese
Kritik umgehen, da sie einen physiologischen
Mechanismus fiir den 1Q-Unterschied aufzeigen.
Die Ergebnisse unterstiitzen die Idee, dass Inhalts-
stoffe der Muttermilch zur Entwicklung der Intel-
ligenz beitragen.
Quelle: PNAS, DOI:
10.1073/pnas.0704292104,; BAW 06.11.2007

Schniiffel-Barcode im Urin

Mause erkennen ihre Artgenossen an
bestimmten Duftstoffen im Urin. Sie orientieren
sich dabei an hochspezialisierten EiweiBmo-
lekiilen, die fiir jede Maus einzigartig sind.
Dadurch kdnnen sie zwischen verwandten und
nicht verwandten Artgenossen unterscheiden.

Bisherige Studien hatten die sogenannten
MCH-Proteine und damit eine ganz andere Grup-
pe von EiweiBstoffen fir die Dufterkennung ver-
antwortlich gemacht: lhr Bauplan ist auf einem
Set von Genen gespeichert, das Funktionen des

GenomXPress Sonderausgabe 2/07



Science Digest

75

Immunsystems steuert und gleichzeitig auch den
Korpergeruch beeinflusst. Dass diese Annahme
falsch ist, konnten Forscher in ihrer neuen Studie
zeigen: LieBen die Biologen weibliche Mausen an
Duftproben schnuppern, die zwei unterschiedli-
che Varianten der ImmuneiweiBe enthielten,
konnten die Mauseweibchen die beiden Marker
nicht unterscheiden. Gaben die Wissenschaftler
den Tieren stattdessen jedoch Proben aus Méuse-
Urin zu Schnuppern, erkannten die Weibchen die
verschiedenen Mannchen zuverldssig. Die Proben
unterschieden sich dabei durch eine bestimmte
Gruppe von EiweiBmolekiilen. Diese Urin-Protei-
ne scheinen somit eine Art chemischer Barcode zu
sein, durch den jedes einzelne Tier eindeutig zu
erkennen ist. Frihere Studien hatten im Labor
gezlichtete Méuse verwendet, die sich aus-
schlieBlich in ihren Immun-Genen unterscheiden
und ansonsten genetisch identisch sind. Jetzt
untersuchten die Forscher dagegen wilde Mause,
die eine Reihe unterschiedlicher Gene besitzen.
Die bisherigen Studien hatten den Unterschied bei
den Urin-Molekiilen also gar nicht entdecken kén-
nen. Mit Hilfe der Urin-Molekiile kénnen die Tiere
zwischen verwandten und nicht verwandten Art-
genossen unterscheiden und somit Verwandte als
ungeeignete Geschlechtspartner identifizieren.
Dies ermdglicht es, Inzucht innerhalb der Art zu
verhindern.

Quelle: Current Biology, Bd. 17, S. 1771, BdW
06.11.2007

Was Schmerzmittel ausbremst

Wissenschaftler haben entdeckt, was hinter
dem haufig auftretenden Gewdhnungseffekt bei
Morphin und ahnlichen Schmerzmitteln steckt:
Die Wirkstoffe verursachen die Bildung einer
aggressiven  Substanz, die Nervenzellen im
Riickenmark angreift und zerstért sowie Entzlin-
dungen hervorruft. Das fihrt wiederum dazu, dass
mit der Zeit immer mehr Morphin eingenommen
werden muss, um den gleichen schmerzstillenden
Effekt zu erreichen wie zuvor. Verhindert werden
kénnte diese Gewdhnung demnach, indem die
Produktion des verantwortlichen Stoffs blockiert
wird, beispielsweise durch parallel eingenomme-
ne Zusatzstoffe, erklaren die Forscher. Auf diese
Weise konnten die Schmerzmittel — vor allem,
wenn sie bei chronischen Schmerzen eingesetzt
werden —, niedriger dosiert und ldnger ohne
Nebenwirkungen eingenommen werden. Die For-
scher untersuchten die biochemischen Ablaufe im
Stoffwechsel von Mausen wahrend einer
Schmerztherapie. Dabei stieBen sie auf die sehr
reaktive Schliisselsubstanz namens Peroxynitrit.
Diese lieB sich direkt mit dem Morphingewoh-

nungseffekt in Verbindung bringen. Der Stoff ent-
steht im Rickenmark und schadigt dort verschie-
dene Proteine sowie das Erbgut der Nervenzellen.
Zudem sorgt es fir eine verstarkte Freisetzung
entzlindungsfordernder Botenstoffe. Die Forscher
suchten daher nach anderen Substanzen, um das
Peroxynitrit zu zerstoren oder seine Bildung zu
verhindern. Eine katalytisch aktive Substanz aus
der Klasse der Porphyrine unterband die Wirkung
des Peroxynitrits im Stoffwechsel der Mause, fan-
den sie heraus. Die Forscher sehen in ihrer
Behandlungsstrategie einen wichtigen Ansatz,
auch beim Menschen die Entwicklung von Tole-
ranzen gegen Schmerzmedikamente zu unter-
driicken oder hinauszuzégern. Zukiinftige Unter-
suchungen miissten die geeigneten Zusatzstoffe
ausfindig machen, die im menschlichen Stoff-
wechsel das Peroxynitrit ausschalten. Morphin
und dhnliche Medikamente aus der Gruppe der
Opiate zahlen zu den starksten Schmerzmitteln.
Bei langerer Einnahmezeit und héherer Dosierung
gewohnt sich der Korper an die Mittel, so dass die
Dosis stetig erh6ht werden muss. Die Gefahr der
Sucht steigt, ebenso wie die Schwere der Neben-
wirkungen, zu denen unter anderem Verstopfung,
Atemschwierigkeiten und Ubelkeit gehdren kén-
nen. Mit den Zusatzstoffen, die eine Toleranzent-
wicklung durchbrechen, kénnten die Schmerzmit-
tel hingegen in niedriger Dosierung lange und
effizient angewandt werden, hoffen die Forscher.
Quelle: Journal of Clinical Investigation, Band
117, Seite 3530; BdW 05.11.2007

Gedachtnisstiitze

aus der Petrischale

Stammzellen k6nnen helfen, das Gedachtnis
nach einer Gehirnverletzung wieder herzustellen.
Das haben Forscher bei Versuchen mit Mausen
gezeigt. Dabei verfiigten Tiere mit Hirnschaden,
die ihr Gedachtnis beeintrachtigten, bereits drei
Monate nach einer Stammzellbehandlung wieder
iber das gleiche Erinnerungsvermdgen wie
gesunde Mause. Diese Ergebnisse zeigen deut-
lich, dass Stammzellen einen Gedachtnisverlust
riickgangig machen koénnen. Verantwortlich fiir
den Effekt sind wahrscheinlich Proteine, die von
den neuen Zellen produziert werden. Die Wissen-
schaftler untersuchten an gesunden Mausen und
an Méusen mit Schaden am Hippocampus — dem
Bereich im Gehirn, der fiir die Bildung von Erin-
nerungen zustandig ist —, wie gut Mause ihre
Umgebung wiedererkennen konnen. Gesunden
Mausen gelang dies in siebzig Prozent der Falle,
Méusen mit geschadigtem Gedachtnis nur in vier-
zig Prozent. Bei den geschadigten Mausen fiihrte
eine Injektion von 200 000 neuronalen Stamm-

zellen dazu, dass die Mause schon nach drei
Monaten bei der Ortswiedererkennung so gut
waren wie ihre gesunden Artgenossen. Unbehan-
delte Mause mit Schaden am Hippocampus hat-
ten nach wie vor ein beeintrachtigtes Gedachtnis.
Um die Stammzellen im Mdusehirn verfolgen zu
kénnen, hatten die Wissenschaftler diese so ver-
andert, dass sie bei Bestrahlung mit UV-Licht grtin
erschienen. Die injizierten Stammzellen hatten
sich bei den Mausen im Hippocampus angesam-
melt. Es hatten sich jedoch nur circa vier Prozent
der Zellen zu Nervenzellen weiterentwickelt. Ein
einfaches Ersetzen der abgestorbenen Gehirnzel-
len kann demnach nicht die Ursache fir die Ver-
besserung des Gedachtnisses sein, folgern die
Forscher. Die Wissenschaftler vermuten, dass die
Stammzellen anféllige und geschadigte Nerven-
zellen unterstiitzen, indem sie sie durch die Her-
stellung nitzlicher Proteine, sogenannter Neu-
rotrophine, am Leben und funktionsfahig erhal-
ten. Wenn zusatzliche Neurotrophine tatsachlich
der Grund fir die Verbesserung des Geddchtnis
sein sollten, ware das ein Ansatzpunkt flr neue
Medikamente, die die Freisetzung oder Bildung
der Proteine unterstiitzen. Ein GroBteil der
Stammzellenforschung konzentriert sich darauf,
herauszufinden, wie man Stammzellen in andere
Zellen, wie Nervenzellen, umwandeln kann. Aber
das ist vielleicht gar nicht immer notwendig.
Quelle: Journal of Neuroscience, Band 27,
Nummer 44; BdW 31.10.2007

Die Reise der HI-Viren

Das Aidsvirus gelangte um 1969 von Afrika
Uber Haiti in die USA, haben amerikanische For-
scher mit Hilfe einer Genanalyse nachgewiesen.
Demnach geht das am weitesten verbreitete HI-
Virus, HIV-1 Gruppe M Subtyp B, in den USA auf
nur einen einzigen Vorfahren zuriick, der gegen
Ende der sechziger Jahre von Haiti aus in die USA
kam. Damit gab es das Virus in den USA schon
circa zwolf Jahre, bevor die Krankheit Aids dort
erstmals beschrieben wurde. Die Wissenschaftler
ziehen ihre Schlussfolgerungen aus einer Unter-
suchung von Blutproben von einigen der ersten
Aids-Falle in den USA, bei denen es sich um Ein-
wanderer aus Haiti handelte. Mit den Daten
rekonstruierten sie anschlieBend Stammbaume
fiir das Virus. Der untersuchte HIV-Stamm war die
erste entdeckte Virusvariante und ist der vorherr-
schende Stamm in Nordamerika und Europa. Das
Virus sei schon um 1966 von Afrika nach Haiti
gekommen. Die Wissenschaftler hatten Gense-
quenzen aus Blutproben der ersten Aids-Patien-
ten der USA mit 117 anderen weltweit an Subtyp
B erkrankten verglichen. Die statistische Auswer-
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tung zeigte eine nahezu hundertprozentige Wahr-
scheinlichkeit, dass das Virus von Afrika aus iiber
Haiti in die USA gekommen sei. Von dort aus ver-
breitete es sich explosionsartig auf der ganzen
Welt. Da das Virus in Haiti schon friiher vorkam als
in Nordamerika und Europa, hatte es dort mehr
Zeit zum Mutieren. Das erklart, warum die HI-
Viren auf Haiti vielfaltiger sind als in anderen Lan-
dern auBerhalb Afrikas. Eine detailliertere Kennt-
nis des genetischen Aufbaus der verschiedenen
HIV-Stdmme konnte helfen, einen Impfstoff zu
entwickeln. Die groBte Schwierigkeit bei der Ent-
wicklung eines Impfschutzes ist jedoch die enor-
me genetische Flexibilitat des Virus.

Quelle: PNAS, DOI:
10.1073/pnas.0705329104, BdW 30.10.2007

Wann SchweiB in die Nase sticht

Ob ein Mensch SchweiBgeruch schon in
geringer Intensitdt riechen kann oder nicht, wird
hauptsachlich von seinen Genen bestimmt. Dabei
pragt besonders ein Erbgutabschnitt, der in einer
funktionsfahigen und einer defekten Variante vor-
kommen kann, die Empfindlichkeit der Nase
gegeniiber SchweiB, haben Forscher aus den USA
und Israel gezeigt. Wer beispielsweise von beiden
Eltern funktionsunfdhige Kopien des Gens mitbe-
kommen hat, nimmt SchweiBgeruch erst wahr,
wenn er sehr intensiv ist. Wer in seinem Erbgut
hingegen mindestens eine funktionierende Gen-
kopie besitzt, reagiert meist bereits auf Duftspu-
ren. Allerdings ist das Gen namens OR11H7P
nicht der einzige Verantwortliche: Auch eine all-
gemeine genetische Veranlagung sowie Umwelt-
faktoren beeinflussen die Empfindlichkeit des
Geruchssinns. OR11H7P gehdrt zu einer Familie
von mehr als 1 000 Genen, auf denen die Bau-
plane flir sogenannte olfaktorische Rezeptoren
gespeichert sind. Dabei handelt es sich um Pro-
teine an den Oberflachen von Sinneszellen in der
Nase, die Duftstoffe erkennen und einen
Geruchseindruck hervorrufen kdnnen. Beim Men-
schen sind allerdings nur etwa 350 dieser Erbgut-
abschnitte aktiv, die restlichen sind so verandert,
dass sie als inaktiv gelten. Diese Entdeckung, fur
die 2004 der Nobelpreis fiir Medizin verliehen
wurde, zeigt zwar grundsatzlich, wie der Geruchs-
sinn funktioniert, einige Zusammenhange lassen
sich damit aber nicht erklaren. Dazu gehort bei-
spielsweise die Frage, warum einige Menschen
extrem empfindliche Nasen haben und andere
nicht. Um das zu klaren, lieBen Forscher 377 Frei-
willige an vier verschiedenen Diften — Banane,
Eukalyptus, Pfefferminz und Schweil3 — schniiffeln
und verglichen die Empfindlichkeit der einzelnen
Probanden mit ihrer genetischen Veranlagung.

Besonders interessierte die Forscher dabei eine
Gruppe von Genen, die sowohl in einer aktiven als
auch in einer inaktiven Form vorkommen. Zumin-
dest beim SchweiBgeruch gab es einen klaren
Zusammenhang, zeigte die Auswertung: Die Pro-
banden, bei denen der Schwellenwert fir die
Wahrnehmung sehr niedrig war, besaBen minde-
stens eine funktionsfahige Kopie des Gens
OR11H7P. AuBerdem entdeckten die Wissen-
schaftler einen weiteren, bislang allerdings nicht
identifizierbaren genetischen Faktor, der die
Geruchsempfindlichkeit insgesamt verbesserte.
Die Studie habe zwei Dinge gezeigt, schreiben die
Forscher. Zum einen lasst sie darauf schlieBen,
dass OR11H7P tatsachlich eine wichtige Rolle bei
der Wahrnehmung von SchweiBgeruch spielt.
Zum anderen demonstriert sie jedoch auch, dass
der Geruchssinn extrem komplex ist und neben
der genetischen Veranlagung wohl noch eine
Reihe weiterer Faktoren die Empfindlichkeit der
Nase pragen.

Quelle: PLoS Biology, Bd. 5, Artikel e284; BdW
30.10.2007

Neue Zweifel an Prionhypothese

Prionen sind mdglicherweise doch nicht die
Erreger von Krankheiten wie BSE oder Creutz-
feldt-Jakob. Das schlieBt ein britisch-amerikani-
sches Forscherteam aus einer Studie an Mausen,
die mit einer BSE-ahnlichen Krankheit infiziert
wurden. Trotz eindeutiger Krankheitszeichen fan-
den sich in den Gehirnen der Tiere nur geringe
Spuren der ungewdhnlich gefalteten Prionprotei-
ne, die als alleiniger Auslser von Prionenerkran-
kungen gelten. Dennoch war das Hirngewebe in
der Lage, weitere Mause zu infizieren. Die sonst
haufig beobachteten Prionansammlungen im
Gehirn erkrankter Tiere waren demnach eher eine
Begleiterscheinung der Krankheit als ihr Ausldser.
Bei BSE und anderen Prionenerkrankungen bilden
sich Locher in den Gehirnen der betroffenen Tiere,
in denen sich typischerweise Ansammlungen des
Prionproteins PrP-Sc finden, einer falsch gefalte-
ten Variante eines korpereigenen EiweiBes. Zur
Erklérung dieser Symptome wird meist die 1982
von dem US-Biochemiker Stanley Prusiner aufge-
stellte und 1997 mit dem Nobelpreis ausgezeich-
nete Prionhypothese herangezogen: Sie besagt,
dass nicht Viren, Bakterien oder Pilze die Krank-
heiten auslésen, sondern dass die EiweiBpartikel
selbst die Erreger sind. Allerdings ist diese Hypo-
these nach Ansicht der vieler Wissenschaftler trotz
iiberzeugender Hinweise bis heute nicht zweifels-
frei bewiesen. Auch die neuen Ergebnisse werfen
Zweifel an der These auf. Die Wissenschaftler hat-
ten Mause mit der Hamster- und der Menschen-

variante einer Prionenerkrankung infiziert, die
daraufhin die typischen Krankheitsanzeichen ent-
wickelten und schlieBlich starben. In ihren Gehir-
nen fand sich jedoch kein oder eine so geringe
Menge an PrP-Sc, dass dieses Eiweill unmdglich
der alleinige Ausldser der Krankheit gewesen sein
konne, erklaren die Forscher. Wurde das Gehirn-
gewebe zudem gesunden M3usen injiziert, ent-
wickelten diese ebenfalls trotz des mangelnden
PrP-Scs die Krankheit. Das eigentlich infektidse
Agens misse demnach etwas anderes sein, so
ihre Schlussfolgerung. Infrage kame dabei bei-
spielsweise eine dritte Variante des Prionproteins,
die bisher noch nicht identifiziert werden konnte.
Doch auch unbekannte Viren sind als Erreger
denkbar, eine Idee, die bereits von mehreren For-
schergruppen verfolgt wird. Die Ergebnisse konn-
ten zudem Konsequenzen fiir die Zuverlassigkeit
der gangigen BSE-Tests haben, die auf dem Auf-
splren von Prionansammlungen in den Himnen
geschlachteter Rinder basieren, schreibt das Wis-
senschaftsmagazin ,New Scientist” — schlieBlich
wirden diese Tests in Fallen von Prionerkrankun-
gen ohne groBe Mengen Prionprotein im Gehim
nicht anschlagen. Trotzdem sollten die Tests nicht
grundsétzlich infrage gestellt werden, da sie die
iberwiegende Mehrheit der Falle korrekt identifi-
zierten, betonen die Forscher.

Quelle: New Scientist, 27.10.2007, Seite 10;
Journal of Biological Chemistry, DOI:
10.1074/jbc.M704329200; BdW 25.10.2007

Haarnadel gegen HIV

Nach einer HIV-Infektion schleust das Virus
sein Erbmaterial in das der Wirtszelle ein. Diese
stellt Kopien her, liest die Viren-RNA ab und stellt
nach diesem Bauplan Virenproteine her. Komplet-
te Viren werden freigesetzt und befallen die néach-
sten Zellen. Wissenschaftler haben jetzt einen
potenziellen Ausgangspunkt flir einen neuen
Wirkstoff entwickelt, der in diesen todbringen
Zyklus eingreifen soll. Dabei handelt es sich um
ein haarnadelférmiges Molekiil, das die raumliche
Struktur eines wichtigen viralen Proteins nach-
ahmt und so das Ausschleusen der Virus-RNA aus
dem Zellkern stoppen soll. Ein wichtiger Schritt im
Lebenszyklus von HIV — und neuer interessanter
Ansatzpunkt fiir eine Therapie: Die im Kern der
Wirtszelle nachgebaute Viren-RNA wird als langer
Strang durch die Poren der Kernmembran in das
Zytoplasma der Zelle hinaustransportiert, um dort
in Proteine (bersetzt oder in eine Virenhiille ver-
packt zu werden. Dieses Ausschleusen ist ein akti-
ver Vorgang, der durch ein bestimmtes, Rev
genanntes Virenprotein vermittelt wird. Viele Ein-
heiten von Rev miissen dazu an eine Bindestelle
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auf derViren-RNA binden, die Rev Responsive Ele-
ment (RRE) genannt wird. Die Suche nach effekti-
vem RRE-bindenden Inhibitor blieb bisher aller-
dings erfolglos. Es ist eine kleine argininreiche
Domane aus 17 Aminosauren, die das Rev-Protein
seine Bindestelle, eine Furche auf der RNA, erken-
nen lasst. An die RNA gebunden, weist diese
Domane eine helikale Form auf. Dieses Protein-
stiickchen wollten die Forscher nachbauen, um
die Bindung von Rev an RRE zu stéren. Sie stell-
ten ein Peptidmimetikum her, ein Molekdil, das die
Struktur des gew(inschten Peptids nachahmt. Wie
die Gruppe bereits zuvor zeigen konnte, lassen
sich alpha-helikale Peptide durch eine sogenann-
te beta-Haarnadelschleife gut nachahmen. An
das robuste Gerist der ,Haarnadel” werden Sei-
tengruppen so angekn(pft, dass sie die fiir eine
molekulare Erkennung wichtigen Atomgruppie-
rungen raumlich genauso prasentieren wie das
beim Vorbild, dem helikalen Peptid, der Fall ist. In
mehreren Screeningstufen wurde, ausgehend von
einer kleinen Familie zyklischer Haarnadel-Peptid-
mimetika, nach und nach eine Struktur entwickelt,
die fest und recht spezifisch an RRE bindet und in
der Lage ist, das Rev-Protein aus Rev-RRE-Kom-
plexen zu verdrangen. Haarnadel-Peptidmimetika
sind eine viel versprechende neue Wirkstoffklas-
se, man hofft dass sich auf dieser Basis ein Wirk-
stoff entwickeln I&sst, der sich flr die HIV-Thera-
pie eignet.

Quelle: Angewandte Chemie, doi:
10.1002/ange.200702801, IdW 29.10.2007

Gewichtige Daten

Etwa 60 Prozent aller Menschen weltweit
haben ein zu hohes Korpergewicht, knapp 30 Pro-
zent sind sogar krankhaft fettleibig. Das hat ein
internationales Forscherteam in einer Untersu-
chung von fast 200 000 Mannern und Frauen aus
63 Landern herausgefunden. Untersucht wurden
dabei Personen aus zuféllig ausgewahlten stadti-
schen und landlichen Gebieten von ihrem jeweili-
gen Hausarzt. Fiir die Studie nahmen die Wissen-
schaftler Daten wie Alter, Geschlecht, GroBe,
Gewicht und Bauchumfang auf und untersuchten,
ob die untersuchten Personen unter Herzkrank-
heiten oder Diabetes litten. Aus GroBe und
Gewicht berechneten sie zudem den Body Mass
Index (BMI), indem sie das Gewicht durch die Kor-
pergroBe zum Quadrat teilten. Als normalgewich-
tig gelten Menschen mit einem BMI zwischen 19
und 25. Der Bauchumfang wurde zwischen dem
unteren Rippenbogen und der Oberkante des
Huftknochens gemessen und lasst auf den Anteil
des sogenannten viszeralen Fettgewebes am
Gesamtkorpergewicht schlieBen — jenes Fettge-

webes also, das sich als Fettdepots im Bauchraum
und an inneren Organen festsetzt. Es gilt als Risi-
kofaktor fir Herz-Kreislauf-Erkrankungen und
Diabetes. Insgesamt wurden 69 409 Manner und
98 750 Frauen im Alter zwischen 18 und 80 Jah-
ren aus 63 Landern von flnf Kontinenten unter-
sucht. Bei den Mannern hatten 40 Prozent einen
BMI zwischen 25 und 30 Kilogramm pro Qua-
dratmeter, gelten also als ibergewichtig. 24 Pro-
zent hatten einen BMI von iiber 30 und sind somit
stark (ibergewichtig beziehungsweise fettleibig.
56 Prozent der Manner hatten einen Bauchum-
fang von mehr als 94 Zentimetern und damit zu
viel viszerales Fett und ein erhdhtes Risiko fiir
Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Diabetes. 16
Prozent der Studienteilnehmer hatten Herzkrank-
heiten und 13 Prozent litten unter Diabetes. Bei
den Frauen waren nach dem errechneten BMI 30
Prozent (bergewichtig und 27 Prozent fettleibig.
71 Prozent hatten einen Bauchumfang von Uber
80 Zentimetern und somit zu viel Fettgewebe im
Unterleib. Bei 13 Prozent der Studienteilnehme-
rinnen wurden Herzerkrankungen festgestellt und
11 Prozent hatten Diabetes. Die Forscher rufen
alle Regierungen dazu auf, mehr VorsorgemaB-
nahmen zu ergreifen, die Bevolkerung starker fiir
kérperlichen Aktivitaten und Bewegung zu begei-
stern und sie zu einer gesiinderen Ernahrung
anzuhalten. Sie beflirchten, dass ansonsten Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und Diabetes noch mehr
zunehmen werden.

Quelle: Circulation, Bd. 116, Ausgabe 17; BdW
23.10.2007

Kein Zucker fiirs Gehirn

Im Gehirn arbeiten gleich mehrere Kontroll-
systeme unter der Aufsicht von Waéchterproteinen
daran, das Anhaufen von Zuckervorrten in den
Nervenzellen zu verhindern. Das haben spanische
Wissenschaftler entdeckt. Diese mehrfache Absi-
cherung ist Uberlebenswichtig fir die Gehirnzel-
len: Wéhrend Zucker in seiner Speicherform, dem
Glykogen, fiir die meisten Korperzellen namlich
eine willkommene Energiereserve ist, ist er fur
Gehirnzellen tadlich. Aus diesem Grund muss die
Zelle standig dafiir sorgen, dass die Maschinerie
fur die Herstellung des Kohlenhydratspeichers
ausgeschaltet bleibt und nicht versehentlich akti-
viert wird. Auf die aufwendige Steuerung der Gly-
kogenproduktion stieBen die Forscher, als sie eine
seltene Erbkrankheit namens Lafora-Syndrom in
einem Mausmodell untersuchten. Bei dieser
Krankheit sammeln sich kleine Glykogenklimp-
chen in den Gehirnzellen an und setzen diese
nach und nach auBer Gefecht. Die Folgen fiir den
Organismus sind verheerend: Zuerst leiden die

Betroffenen unter epileptischen Anfallen, spater
dann an Bewegungsstérungen und fortschreiten-
der Demenz. Die Krankheit ist todlich, eine Hei-
lung gibt es nicht. Zwar ist schon langer bekannt,
dass ein Defekt in einem von zwei Genen die
Erkrankung auslést, jedoch nicht, welche Konse-
quenzen innerhalb der Zelle diese Defekte haben.
Einen Teil dieser Frage konnten die Spanier jetzt
aufkldren: Die beiden EiweiBe, deren Baupldne
auf den betreffenden Genen gespeichert sind,
sind sozusagen die Aufseher Gber die anderen
SicherungsmaBnahmen, die das Anlaufen der Gly-
kogenproduktion verhindern. Sie arbeiten so eng
zusammen, dass ein Defekt in einem dieser Pro-
teine das andere mit auBer Gefecht setzt und sich
dadurch die strikte Kontrolle lockert. Als Folge
davon werden verschiedene Reaktionen ange-
stoBen, an deren Ende die Bildung der Glyko-
genkornchen und schlieBlich der Tod der Nerven-
zelle steht. Rétselhaft bleibe allerdings, warum es
die Glykogen-Maschinerie in den Nervenzellen
iberhaupt noch gibt, erkldren die Wissenschaft-
ler. Bei den tddlichen Konsequenzen einer Fehl-
funktion hatte sie ihrer Ansicht nach eigentlich im
Lauf der Evolution verschwinden miissen. Sie ver-
muten jedoch, dass es mdglicherweise noch eine
bislang unbekannte zweite Funktion der beteilig-
ten Proteine geben konnte, oder dass die Struktur
der zustandigen Gene eine Ausmerzung nicht
erlaubt. Die neuen Erkenntnisse kdonnten nun
jedoch nicht nur helfen, eine Therapie fiir das
Lafora-Syndrom zu entwickeln, sondern auch
andere Krankheiten mit Stérungen im Glykogen-
stoffwechsel besser zu verstehen.

Quelle: Nature Neuroscience, DOI:
10.1038/nn1998; BdW 22.10.2007

Influenza mag es

kalt und trocken

Grippeviren verbreiten sich in trockener kal-
ter Winterluft besser als unter warmen und feuch-
ten Bedingungen. Das haben Forscher mithilfe
von Meerschweinchen gezeigt, die sie unter un-
terschiedlichen Bedingungen mit Influenza-A-
Viren infiziert hatten — dem Virus also, das auch
beim Menschen die echte Grippe hervorruft. Der
Einfluss von Temperatur und Luftfeuchtigkeit ist
damit zumindest ein Teil der Erkldrung fir das jah-
reszeitenabhangige Muster, in dem Grippewellen
fast immer auftreten, so die Forscher. Wie genau
der Effekt zustande kommt, kénnen sie allerdings
noch nicht sagen. Sowohl auf der Nord- als auch
auf der Siidhalbkugel der Erde treten Infektionen
mit dem Influenza-Virus vom Herbst bis in den
spaten Winter haufiger auf als zu allen anderen
Jahreszeiten. Warum das so ist, ist bislang nicht
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eindeutig geklart. Diskutiert werden unter ande-
rem Faktoren wie Veranderungen des Immunsy-
stems, die in der dunklen Jahreszeit beispielswei-
se durch das Schlafhormon Melatonin oder einen
Mangel an Vitamin D verursacht werden. Auch
Verhaltensmuster kamen als Ursache infrage, da
sich Menschen im Winter beispielsweise haufiger
in engem Kontakt mit anderen in geschlossenen
Rdumen aufhalten. Ebenfalls als mégliche Ein-
flussgroBen galten bereits seit Idngerem Umwelt-
faktoren wie Temperatur und Luftfeuchtigkeit.
Diese beiden GroBen spielen tatsachlich eine
wesentliche Rolle fiir die Verbreitung der Tropf-
cheninfektion, konnten die Wissenschaftler nun
zeigen: Meerschweinchen steckten sich bei 5
Grad Celsius eher bei ihren infizierten Artgenos-
sen an als bei 20 oder 30 Grad. Auch eine niedri-
ge Luftfeuchtigkeit von 20 Prozent beglinstigte
die Ausbreitung der Viren, wahrend es bei Luft-
feuchtigkeiten von (iber 80 Prozent Uberhaupt
keine Ansteckungen mehr gab. Fir diesen Effekt
gibt es mehrere mdgliche Erklarungen, schreiben
die Forscher. So trocknet trockene Luft die
Schleimhaute der Atemwege aus und verursacht
dabei maoglicherweise kleine Schaden, die den
Viren das Eindringen erleichtern. Es gebe jedoch
auch Hinweise darauf dass sich die Viren bei
hoher Feuchtigkeit schneller zersetzen. Zudem
bleiben die Tropfchen, mit denen die Erreger
transportiert werden, in trockener Luft feiner ver-
teilt als in feuchter. Die Kélte konnte auBerdem
dazu flhren, dass sich der Nasenschleim verdickt
und die Schleimhdute nicht mehr so effizient
schitzen kann. Das Immunsystem der Tiere war
durch die niedrige Temperatur jedenfalls nicht
beeintrachtigt, erklaren die Wissenschaftler. Sie
wollen nun mit Hilfe eines Datenvergleichs iber-
prifen, ob sich der Verlauf von Grippewellen beim
Menschen anhand von Wetterdaten verfolgen
|asst.

Quelle: PLoS Pathogens, Bd. 3, Nr. 10, Artikel
e151; BdW 19.10.2007

Was Neandertaler und

Homo sapiens gemeinsam haben

Der Neandertaler besaB wahrscheinlich die
gleiche Fahigkeit, eine Sprache zu entwickeln, wie
der moderne Mensch: Bei beiden ist das einzige
bislang bekannte fiir die Sprache zustandige Gen,
ein Erbgutabschnitt namens FOXP2, identisch.
Das schlieBt ein europdisches Forscherteam aus
einem Genvergleich von Neandertaler und Homo

sapiens. Bislang waren die Forscher davon ausge-
gangen, dass nur der Mensch diese besondere
Form von FOXP2 besitzt. Die neuen Ergebnisse
zeigten nun jedoch, dass das Sprachgen wohl
schon beim gemeinsamen Vorfahren von Nean-
dertaler und Mensch, dem Homo heidelbergensis,
vor rund 300 000 bis 400 000 Jahren vorkam.
Dass Neandertaler und Mensch das Sprachgen
spater durch Geschlechtsverkehr ausgetauscht
hatten, sei hingegen sehr unwahrscheinlich,
erkldren die Forscher. FOXP2 ist das einzige bis-
lang beim Menschen bekannte Gen, das direkt die
Sprachfahigkeit beeinflusst. Bei einem Defekt
fiihrt es zu Sprachstdrungen bei den Betroffenen.
Zwar kommt das Gen unter anderem auch beim
Schimpansen und der Maus vor. Diese Genvarian-
ten unterscheiden sich jedoch an zwei bezie-
hungsweise drei charakteristischen Stellen von
der des Menschen. Bislang dachte man, dass die-
ses Gen fiir den Menschen einzigartig ist. Uberra-
schenderweise zeigte der Vergleich der Erbgutab-
schnitte jedoch, dass das FOXP2-Gen bei Nean-
dertaler und Mensch identisch ist. Was FOXP2
angeht, spricht nichts dagegen, dass der Nean-
dertaler sprechen konnte, lautet das Fazit dieser
Studie. Hochstwahrscheinlich gebe es aber noch
viele andere Gene, die mit der Sprache zu tun
haben, beim Menschen aber noch nicht bekannt
sind. Die Wissenschaftler hoffen nun mit der kom-
pletten Sequenzierung des Neandertal-Erbguts
weiteres Licht auf die Sprachfahigkeit und auch
andere Eigenschaften des Neandertalers werfen
zu kénnen. In einem Folgeprojekt wollen die For-
scher bis Ende ndchsten Jahres 65 Prozent des
Neandertaler-Genoms entschliisselt haben. Bis-
lang haben die Forscher von den insgesamt anvi-
sierten 3,5 Milliarden Erbgutbuchstaben, den
Basenpaaren, rund 100 000 bestimmt. Durch
friihere Studien an der sogenannten mitochon-
drialen DNA von Neandertaler und Mensch hat-
ten die Forscher bereits gezeigt, dass beide Arten
sich mit ziemlicher Sicherheit nicht vermischt
haben. Fiir die aktuelle Untersuchung nahmen sie
die Y-Chromosomen ins Visier. Beim Neandertaler
sah man nur die schimpansenahnlichen Merkma-
le. Sex zwischen Neandertaler und Mensch, der zu
gemeinsamen Nachkommen fiihrte, schlieBen die
Forscher auf Grund ihrer Studien aus.

Quelle: Current Biology,
DOI:10.1016/j.cub.2007.10.008; BAW
19.10.2007

Transportmechanismus

von Schliisselproteinen

in der Immunantwort aufgeklart

Forscher konnten erstmals zeigen, wie der
Transport von Schliisselproteinen der Immunant-
wort an ihren Wirkort an der Zelloberflache requ-
liert wird. Um eine Virusinfektion erfolgreich zu
bekdmpfen, muss das menschliche Immunsystem
infizierte Zellen aufspiren. Im Allgemeinen ver-
mehren sich Viren aber im Zellinneren und sind so
vor den im Blut zirkulierenden Antikdrpern und
den Immunzellen, den Lymphozyten, verborgen.
Das Aufspiiren der verborgenen Viren ist die Auf-
gabe von Transportproteinen, sogenannten MHC
(Major Histocompatibility Complex oder Haupt-
histokompatibilitatskomplex)-Klasse-I-
Molekiilen: Sie bringen Proteinfragmente (Pepti-
de) aus dem Zellinneren an die Oberflache, wo sie
dann von den Lymphozyten als Virenbestandteile
erkannt werden konnen; die virusinfizierte Zelle
wird dann beseitigt. Bislang ungelést war die
Frage, wie der Transport der MHC-Klasse-I-
Molekiile an die Zelloberflache reguliert wird und
wie der Transport ausgeldst wird, wenn die Trans-
portmolekiile ,Abfall-Peptide” aufgenommen
haben. Die Wissenschaftler konnten nun zeigen,
dass die MHC-Klasse-I-Molekiile durch einen
Mechanismus reguliert werden, wie er auch z. B.
den Transport von Hormonen oder Zellober-
flachenrezeptoren aus dem Zellinneren steuert:
Die MHC-Klasse-I-Molekile verlassen in Trans-
portbldschen, den Vesikeln, den Ort ihrer Entste-
hung innerhalb der Zelle, das Endoplasmatische
Retikulum (ER). Unabhdngig von ihrem Bela-
dungszustand mit Peptiden werden sie zundchst
an eine Zwischenstation, den Golgi-Apparat,
transportiert, wo sie einer ,Qualitatskontrolle”
unterworfen werden. Fehlt ein gebundenes Pep-
tidfragment und dem MHC-Klasse-I-Molekiil
daher die strukturelle Festigkeit, so werden sie
wieder zurick ins ER geschickt und bei der nach-
sten Runde aufs Neue Uberpriift. Erst mit fest
gebundenem Peptid konnen sie den Weg an die
Zelloberflache antreten. Die gangige Lehrmei-
nung war bisher, dass MHC-Klasse-I-Molekiile
das ER gar nicht verlassen kdnnen, bis sie Pepti-
de gebunden haben, weshalb die Kontrolle ihres
Beladungszustandes bislang vollig unverstanden
war. Fir ihre Untersuchungen verwendeten die
Wissenschaftler Zellkulturen von menschlichen
und Hamster-Lymphozyten. Neben der fluores-
zenzmikroskopischen  Untersuchung einzelner
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Zellen zur Verteilung unbeladener MHC-Klasse-I-
Molekile setzten die Forscher eine neuartige
Methode zur in-vitro-Isolierung von intrazel-
luldren Transportvesikeln ein, die sie auf den Pept-
id-Beladungszustand der der darin enthaltenen
MHC-Klasse-I-Molekiile berpriiften.

Quelle: J. Biol. Chem,
DOI:10.1074/jbc.M701721200 ; ldW
18.10.2007

Wie man Viren fangt

In Zukunft konnten winzige Fallen helfen,
Virusinfektionen wie HIV in Schach zu halten. Die
Idee dahinter: Da Viren zur Vermehrung die Ver-
vielfaltigungsmaschinerie von Kérperzellen brau-
chen, ware ihr Siegeszug gestoppt, wenn sie statt
in normale Zellen in zellartige Gebilde gelockt
wirden, in denen es genau diese Maschinerie
nicht gibt. Als derartige Sackgassen kdmen etwa
rote Blutkérperchen infrage, die von Natur aus
keinen Zellkern besitzen, oder auch kiinstlich
erzeugte Nanokiigelchen mit maBgeschneiderten
Oberfldchen. Derzeit arbeiten mehrere Arbeits-
gruppen an solchen Virusfallen. Der Knackpunkt
einer jeden potenziellen Falle ist ihre Oberflache:
Damit ein Virus mithilfe bestimmter Schltsselpro-
teine daran andocken und anschlieBend eindrin-
gen kann, muss sie mit dem passenden Schloss
ausgestattet sein. Rote Blutkérperchen mit sol-
chen Erkennungsstellen zu versehen, ist bei Mau-
sen bereits gelungen. Ein Forscherteam hat die
Tiere dazu genetisch so verandert, dass ihre roten
Blutzellen einen ganz bestimmten Rezeptor
namens CAR auf der Oberflache trugen. Dieses
Schlossprotein kommt zwar auf vielen Kérperzel-
len vor, normalerweise jedoch nicht auf roten
Blutkdrperchen. Es scheint wichtig fiir die embryo-
nale Entwicklung zu sein, dient aber auch Erkal-
tungsviren als Erkennungs- und Eintrittsstelle in
die Zellen. Die Strategie zahlte sich aus: Im Labor
reduzierten die Virusfallen die Menge solcher
Erkaltungserreger innerhalb von zehn Minuten

um 90 Prozent, und auch in lebenden Mausen
hatten die veranderten Zellen nach 72 Stunden 90
Prozent der Erreger abgefangen. Allerdings sei es
schwierig, einen solchen Ansatz auf den Men-
schen zu Ubertragen, schranken die Wissenschaft-
ler ein. Fir vielversprechender halten sie syntheti-
sche Fallen, vor allem Nanopartikel, die mit den
gleichen Rezeptoren ausgestattet sind. Hier
miisse jedoch zuerst sichergestellt werden, dass
die winzigen Kiigelchen keine unerwiinschten
Nebenwirkungen verursachten. Eine weitere Vari-
ante verfolgt ein anderes Forscherteam: Anstatt
alle roten Blutkdrperchen zu verandern, entneh-
men die Forscher nur einige, modifizieren deren
Oberfldche und spritzen sie zurtick in den Kdrper.
Auf diese Weise hoffen sie unter anderem, die
Virenanzahl bei HIV-Infektionen reduzieren zu
kénnen. Praktische Anwendungen werden aller-
dings noch Jahre auf sich warten lassen. Auch ist
nicht zu erwarten, dass die Fallen alleine ausrei-
chen werden, um aggressive Infektionen vollstan-
dig zu heilen. Sie konnen jedoch die Virusmenge
stark reduzieren, so dass das Immunsystem mit
dem Rest alleine fertig wird, so die Hoffnung. Die
groBte Starke dieses Ansatzes liege jedoch darin,
dass eine Resistenzbildung praktisch undenkbar
ist: Sobald die Viren ndmlich lernen, den auf die
Falle gesetzten Rezeptor zu vermeiden, kénnen
sie auch die Kdrperzellen nicht mehr infizieren.
Quelle: New Scientist, 20. Oktober, Seite 43;
BdW 18.10.2007

Auf dem Weg zur Malaria-impfung

Ein Impfstoff gegen die Tropenkrankheit
Malaria hat in einer klinischen Studie eine wichti-
ge Hiirde genommen: Die Substanz namens RTS,S
zeigte bei afrikanischen Kindern keine Nebenwir-
kungen und rief eine deutliche Immunantwort
hervor. Letzteres ist ein Zeichen, dass sich das
Immunsystem gegen den Krankheitserreger, den
Parasiten Plasmodium falciparum, gewappnet
hat. Das zustandige internationale Mediziner-

team strebt nun in einer weiteren klinischen Stu-
die an, die Wirksamkeit der Impfung zweifelsfrei
zu belegen. Bislang gibt es keine Impfung gegen
die Malaria, mit der sich jedes Jahr mehrere hun-
dert Millionen Menschen infizieren. Die aktuelle
Studie wurde von der Bill-und-Melinda-Gates-
Stiftung unterstiitzt. Impfstoffentwickler ist der
Pharmakonzern GlaxoSmithKline, der bis zum
Jahr 2011 einen Impfstoff auf den Markt bringen
will. Die Forscher impften in ihrer Studie 214
Kleinkinder in Mosambik mehrmals in den ersten
18 Lebenswochen. Ein Teil der Kinder erhielt den
Malaria-Testimpfstoff, ein anderer Teil einen Stan-
dardimpfstoff gegen die Gelbsuchtvariante Hepa-
titis-B. Alle Probanden erhielten Routineimpfun-
gen fiir Kleinkinder etwa gegen Diphtherie, Teta-
nus oder Polio. Im Beobachtungszeitraum von
sechs Monaten konnten die Forscher keine
Nebenwirkungen des Malaria-Impfstoffs ent-
decken. Damit bescheinigen sie der Impfung eine
gute Vertraglichkeit. Blutproben zeigten zudem,
dass sich Antikérper gegen den Parasiten gebildet
hatten. Im Studienverlauf erkrankten 68 Kleinkin-
der an Malaria: 22 Kinder trotz Malariaimpfung,
46 Kinder in der Kontrollgruppe ohne Mala-
riaimpfung. In einer vorldufigen Berechnung
bestimmen die Forscher daraus die Wirksamkeit
des Impfstoffs auf 65 Prozent im Studienzeitraum.
In einer sogenannten klinischen Studie der Phase
Il wollen die Forscher nun die Wirksamkeit der
Impfung fir eine Zulassung belegen. Dazu soll der
Stoff gegen Ende des Jahres 2008 in mehreren
afrikanischen Landern an Testpersonen ausgege-
ben werden. Die Anophelesmiicke iibertrégt den
Parasiten durch Miickenstiche von bereits infizier-
ten Menschen auf gesunde. Kleine Kinder haben
dabei ein besonders hohes Risiko, an Malaria zu
erkranken. Nach Angaben des Impfstoffherstellers
GlaxoSmithKline sind bereits 300 Millionen US-
Dollar in die Entwicklung von RTS,S geflossen.
Quelle: Lancet, DOI: 10.1016/50140-
6736(07)61542-6; BAW 18.10.2007
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