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GRUNDLAGEN DER GENOMFORSCHUNG

GENETISCHER FINGERABDRUCK VON STAMMZELLEN
Prof. Dr. Anthony D. Ho

MIT ZEBRAFISCHEN DEN GENETISCHEN URSACHEN
VON HERZ-KREISLAUF-ERKRANKUNGEN AUF DER SPUR
Dr. Wolfgang Rottbauer

KREBS: NEUE ANSATZE FUR INDIVIDUELLE
THERAPIESTRATEGIEN
Dr. Nikolas von Bubnoff

EXKURSION ZUM DEUTSCHEN RESSOURCENZENTRUM
FUR GENOMFORSCHUNG (RZPD)
Dr. Johannes Maurer, Dr. Uwe Radelof, Dr. Bernd Drescher

INNERE UHR AUS DEM TAKT - ALKOHOLISMUS DROHT
Prof. Dr. Rainer Spanagel

DIE PARKINSON-KRANKHEIT: VOM GEN ZUR THERAPIE
Prof. Dr. Thomas Gasser

DEPRESSION: EINE GENVARIANTE BEEINFLUSST DIE
WIRKSAMKEIT VON MEDIKAMENTEN
Dr. Dr. Susanne Lucae

CHOREA HUNTINGTON: ANALYSE VON PROTEIN-
NETZWERKEN UND THERAPIEENTWICKLUNG
Prof. Dr. Erich E. Wanker
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PROGRAMM

Moderation: Vera Cordes, NDR

MITTWOCH, 1. JUNI 2005

bis 11.30 Uhr

11.30 bis 12.00 Uhr

12.00 bis 12.10 Uhr

12.10 bis 12.55 Uhr

12.55 bis 13.40 Uhr

13.40 bis 14.00 Uhr

14.00 bis 14.45 Uhr

14.45 bis 18.00 Uhr

ab 19.00 Uhr

individuelle Anreise
Palisa.de - Tagungs- und Veranstaltungszentrum, PalisadenstraBe 48, 10243 Berlin

Mittagssnack

BegriiBung
Prof. Dr. Karl M. Einhaupl, Mitglied des NGFN-Lenkungsgremiums

Genetischer Fingerabdruck von Stammzellen
Prof. Dr. Anthony D. Ho, Heidelberg

Mit Zebrafischen den genetischen Ursachen von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen auf der Spur
Dr. Wolfgang Rottbauer, Heidelberg

Pause

Krebs: neue Ansatze fiir individuelle Therapiestrategien
Dr. Nikolas von Bubnoff, Miinchen

Exkursion zum Deutschen Ressourcenzentrum fiir Genomforschung (RZPD)
Dr. Johannes Maurer, Dr. Uwe Radelof, Dr. Bernd Drescher, Berlin

gemeinsames Abendessen im Restaurant

L,Umspannwerk Ost®, PalisadenstraBe 48, 10243 Berlin
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DONNERSTAG, 2. JUNI 2005

ab 8.45 Uhr BegriiBungskaffee

9.15 bis 10.00 Uhr Innere Uhr aus dem Takt - Alkoholismus droht
Prof. Dr. Rainer Spanagel, Mannheim

10.00 bis 10.45 Uhr Die Parkinson-Krankheit: vom Gen zur Therapie
Prof. Dr. Thomas Gasser, Tiibingen

10.45 bis 11.00 Uhr Pause

11.00 bis 11.45 Uhr Depression: Eine Genvariante beeinflusst die
Wirksamkeit von Medikamenten
Dr. Dr. Susanne Lucae, Miinchen

11.45 bis 12.30 Uhr Chorea Huntington: Analyse von Protein-
Netzwerken und Therapieentwicklung
Prof. Dr. Erich Wanker, Berlin

12.30 bis 12.45 Uhr Abschlussdiskussion

ab 12.45 Uhr Mittagssnack

individuelle Abreise



e1aN LJAAGGCIGC C

Nationales
Genomforschungsnetz

DAS NATIONALE GENOMFORSCHUNGSNETZ

Krankheiten verstehen und heilen

Seit 2001 fordert das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) das Nationale Genomforschungsnetz
(NGFN), um die Funktion der menschlichen Gene aufzuklaren. Im Mittelpunkt der Arbeiten steht die Erforschung der
genetischen Ursachen von haufigen Krankheiten. Die Ergebnisse der Humangenomforschung werden fiir die medizini-
sche Praxis immer bedeutender: Diagnose, Vorbeugung und Therapie vieler Krankheiten bauen zunehmend auf mole-
kularen Kenntnissen tiber die Krankheitsursachen auf. Die NGFN-Wissenschaftler erarbeiten deshalb neben den wis-
senschaftlichen Grundlagen auch geeignete Untersuchungs- und Behandlungsmethoden. AuBerdem erforschen sie,
inwieweit unsere Gene die Wirksamkeit von Medikamenten beeinflussen. lhr Ziel ist es, Krankheiten zu verstehen und
dadurch Ansatzpunkte fiir die Behandlung bisher unheilbarer Krankheiten zu finden.

Vernetzt zum Erfolg
Um ihr Ziel zu erreichen, arbeiten im NGFN fiihrende Experten unterschiedlicher Fachrichtungen - zum Beispiel
Biologen, Chemiker, Mediziner und Informatiker - aus Kliniken, Universitaten und GroBforschungseinrichtungen
zusammen. Diese Netzwerkstruktur hat international groBe Beachtung gefunden und Forscher aus anderen euro-
paischen Landern und den USA nach Deutschland geftihrt. In den insgesamt neun krankheitsorientierten Genom-
netzen des NGFN erforschen die Wissenschaftler die Ursachen weit verbreiteter Krankheiten: dazu zahlen Krebs, die
Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Erkrankungen des Nervensystems. AuBerdem werden Krankheiten untersucht, die
auf Infektionen und Entziindungen sowie Umweltfaktoren beruhen. Die Erforschung dieser komplexen Krankheiten ist
jedoch nur moglich, wenn man systematisch tausende von Genen analysiert. Um den hierfiir nétigen Kosten- und
Zeitaufwand auf ein vertretbares MaB zu reduzieren, werden solche
groB angelegten Analysen von den Arbeitsgruppen der
Systematisch-Methodischen Plattformen (SMP)

Erkrankungen des tibernommen. In zwélf SMP wenden hoch
Nervensystems*

Umweltbedingte
Erkrankungen

spezialisierte Fachleute leistungsfahige
Technologien der modernen Hochdurch-

. satzforschung an und entwickeln diese
Herz-Kreislauf-

Erkrankungen kontinuierlich weiter. AuBerdem stel-

len sie allen NGFN-Wissenschaftlern
eine effiziente Datenverarbeitung
zur Verfligung. Seit 2004 wurde mit
Systematische-Metho- den Explorativen Projekten (EP) dar-
dische Plattformen Uber hinaus ein Instrument geschaf-
fen, das neue Technologien und
Explorativf Anwendungsgebiete fiir die Human-
Projekte genomforschung erschlieBen soll. In
‘ insgesamt 19 Explorativen Projekten

gibt das NGFN Forschern die Mdoglich-

keit, innovative Forschungsideen zu ber-

Infektion und

. prifen und umzusetzen.
Entziindung

* jeweils drei Genomnetze
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International wegweisend

Das NGFN baut auf dem Deutschen Humangenomprojekt (DHGP) auf, in dem von 1995 bis 2004 grundlegende gene-
tische Analysen fir die Entschliisselung des menschlichen Genoms und anschlieBend Funktionsanalysen durchgefiihrt
wurden. Bereits in der ersten Férderphase des NGFN von 2001 bis 2004 konnten die Wissenschaftler eindrucksvolle
Ergebnisse erzielen: Sie entdeckten Krankheitsgene fiir Allergien, chronische Darmentziindungen, Alkoholsucht,
Epilepsie, Parkinson und Sarkoidose. Internationale Beachtung fand auch die Entwicklung von neuen DNA-Chips, mit
deren Hilfe man krankheitsrelevante Genveranderungen bei Nieren-, Brust- und Blutkrebs oder angeborenen

Herzkrankheiten erkennen kann.

2003 wurden die Arbeiten des NFGN von einem internationalen Expertengremium evaluiert. Die Ergebnisse der
Begutachtung waren Anlass flr die zweite, aktuelle Forderphase, die noch bis Ende 2007 andauert. Die intensive
Kooperation von Wissenschaftlern unterschiedlicher Fachrichtungen im NGFN bezeichneten die Experten als ,interna-
tional wegweisend®. Sie bescheinigten dem NGFN auBerdem, die internationale Wettbewerbsfahigkeit Deutschlands
in einem der wichtigsten wissenschaftlichen und wirtschaftlichen Bereiche gestérkt zu haben.
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DNA - DER STOFF AUS DEM DIE GENE SIND

Bis Anfang der vierziger Jahre war nicht besonders viel Uber die Vererbung bekannt. Man wusste, |
dass bestimmte Merkmale von der Mutter und dem Vater auf die Kinder vererbt werden und nannte e
die Stoffe, die fir diese Vererbung zustandig waren, ,Gene“. Aber woraus diese Gene bestehen und
wie sie ,arbeiten, war lange ungeklart. Dann aber entdeckten die amerikanischen Forscher George
Beadle und Edward Tatum, dass Gene die Herstellung von EiweiBstoffen dirigieren und die Eiweif3-
stoffe wiederum fiir die Auspragung von Merkmalen (z. B. KérpergroBe, Haarfarbe oder Nasenform)
verantwortlich sind. 1944 bewies der Chemiker Oswald Avery, dass die DNA fiir die Vererbung
zustandig ist - ein Stoff, der aus Zucker, Phosphaten und vier so genannten Basen aufgebaut ist.
Doch die meisten Forscher waren noch skeptisch. Erst acht Jahre spéater kippte die Meinung. Die
DNA wurde als Erbsubstanz anerkannt. Jetzt begann ein bis dahin beispielloses Wettrennen: Man

wollte mdglichst schnell herausfinden, wie die Erbsubstanz eigentlich aussieht. 1951 gelangen der
Réntgen-Expertin Rosalind Franklin die ersten Rontgenstruktur-Aufnahmen der DNA, die wichtige
Informationen dariiber lieferten, wie die DNA aussehen kénnte. 1953 sahen zwei junge Forscher -
James Watson und Fancis Crick - die Rontgenstruktur-Aufnahmen von Rosalind Franklin. Ihre
Gedanken kreisten daraufhin immer 6fter um das Thema DNA. Und sie beschlossen, die Struktur
der DNA mithilfe von Pappstlcken und Modellbausteinen auszutiifteln. Als sie diese hin- und her-
schoben, wurde ihnen plotzlich klar, wie die Bausteine miteinander verbunden sein mussten, damit
alle Informationen aus den Rontgenstruktur-Bildern zusammenpassten: Die Struktur der DNA gleicht
einer spiralférmig verdrillten Strickleiter. Die Seile der Strickleiter bestehen immer abwechselnd aus
einem Zucker und einer Phosphorsaure. Die Sprossen der spiralférmigen Leiter bestehen aus den
Basen Adenin (A), Thymin (T), Cytosin (C) und Guanin (G). o
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Ideale Eigenschaften

Die DNA erfiillt alle Anforderungen, die sich einem Tréger von Informationen stellen. Sie kann Informationen ver-
schlisseln. In der Computertechnik wird ein Code aus den Ziffern 0 und 1 verwendet. Das Morsealphabet, die
Blindenschrift oder unser Buchstabenalphabet verwenden eine groBere Anzahl von Zeichen. In der DNA wird die
Erbinformation durch vier verschiedene Zeichen (die Basen A, T, G, C) codiert. Die Basenabfolge innerhalb eines
Einzelstrangs (= Basen- oder Nukleotidsequenz) verschliisselt die Erbinformation, so wie aneinander gereihte
Buchstaben ein Wort ergeben konnen. AuBerdem ist die DNA sehr stabil und kann selbstandig Reparaturvorgange
(bei schadhafter DNA) durchfiihren. Diesen Eigenschaften ist es zu verdanken, dass die genetische Information liber
Generationen mit nur geringen Verénderungen weitergegeben wird.

w~Verpackung* der DNA

Die genetische Information einer Zelle ist sehr umfangreich. In jeder menschlichen Zelle betrégt die DNA-Lange
knapp zwei Meter (mit rund sechs Milliarden Basenpaaren). Die DNA muss bei dieser Lange ,verpackt® werden

(= Kondensierung). Dabei wickelt sich die DNA zweimal um so genannte Histonkomplexe, die wie ,Lockenwickler® wir-
ken. Diese Struktur wird Nukleosom genannt. 9 Sie ist die Grundeinheit der Chromosomen. Jedes Chromosom ent-
halt durchschnittlich 675.000 solcher Nukleosomen, die im Elektronenmikroskop wie Perlen an einer Schnur erkenn-
bar sind. Die Dicke der DNA betrégt hier etwa elf Nanometer (nm) (ca. 1/100.000mm). Dadurch wird der Strang auf
rund ein Sechstel verkirzt. Der Nukleosomenstrang wird nochmals regelméBig zu einer 30nm dicken Faser aufgewun-
den, e die durch andere Proteine weiter zu Schleifen geordnet wird. o Diese werden wiederum bei einer Zellteilung

um ein zentrales Proteingerist zu einer 700nm dicken so genannten Chromatide kondensiert.e
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DIE IDENTISCHE DNA-REPLIKATION: AUS EINS MACH ZWEI

Nach Teilung von Korperzellen haben die beiden Tochterzellen die gleiche Erbinformation wie die Mutterzelle. Die
DNA wurde also identisch kopiert. Dieser Vorgang lauft im Zellkern ab und wird auch als Replikation bezeichnet.

Die Replikation verlduft bei allen Lebewesen &hnlich:
1. Der DNA-Doppelstrang (= Doppelhelix) besitzt immer einen Startpunkt fiir seine Verdopplung.

Dort wird die Helix zuerst entschraubt und dann durch ein ,Helixtrennungs“-Enzym (Helicase) in
die beiden Einzelstrénge aufgetrennt. Die komplementéren Teile (Basen) werden voneinander

getrennt. Es handelt sich dabei um: Adenin (A) und Thymin (T) sowie Guanin (G) und Cytosin (C). .-f“‘ =

-
2. Damit die beiden Strénge nicht gleich anschlieBend wieder ,verkleben®, lagern sich unmittelbar g

hinter der Trennungsstelle EiweiBmolekiile (Proteine) an die nun unverbundenen ,,Zdhne des é

_

ReiBverschlusses” an.

3. Ein ,Verknipfungs“-Enzym (DNA-Polymerase) wandert in kurzer Entfernung hinter der vorri-
ckenden Helicase her und baut an beiden frei gewordenen Halbstrédngen die entsprechend pas-
senden Bausteine (Nukleotide = Zucker Desoxyribose + Phosphatgruppe + Base) an. Dabei
lagert die DNA-Polymerase nur solche Bausteine an, die zu den entsprechenden Nukleotiden
des Originalstrangs komplementar sind: Zum Beispiel passt der Gen-Buchstabe A immer nur
zu T und G immer nur zu C.

Allerdings erfolgt die Replikation der beiden

Einzelstrange, aus denen die DNA besteht, nicht
auf die gleiche Weise. Das héngt damit
zusammen, dass jeder der beiden
Einzelstrange eine eigene Richtung hat,
die durch das Zucker-Phosphat-
Rickgrat (s. Text ,DNA - der Stoff

aus dem die Gene sind“) vorgege-

ben ist: Jede Phosphatbriicke

verknulpft immer das
Kohlenstoffatom an
Position 5 des # = Thymin (T)

einen Zuckers

mit dem — E = Cytosin (C)
. .
f: = Adenin (A)
ﬁ = Guanin (G)
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Kohlenstoffatom an Position 3 des folgenden Zuckers. Der Einzelstrang bekommt dadurch zwei verschiedene Enden:
Das 3"-Ende, an dem das dritte Kohlenstoffatom des Zuckers keine Phosphatgruppe trégt, und das 5 -Ende, an dem
das flinfte Kohlenstoffatom des Zuckermolekiils keine Phosphatgruppe trégt. Eine DNA-Doppelhelix besteht aus zwei
Stréngen mit umgekehrter Orientierung, so dass das 5°-Ende des einen Strangs mit dem 3°-Ende des anderen
Strangs zusammenfallt. Man spricht auch vom Vorwérts- und vom Riickwértsstrang. Die DNA-Polymerase kann die
Einzelstrange nur in eine Richtung verdoppeln, denn sie bendtigt phosphatfreie 3™ -Enden, um den neu entstehenden
Strang zu verlangern. Wahrend sie also den Vorwaértsstrang in die Richtung verdoppelt, in die auch die Helicase wan-

dert, kann sie den Riickwartsstrang nur von der Helicase weg verdoppeln - also entgegen der Aufwindungsrichtung.

Die Replikation erfolgt hdppchenweise: Die Polymerase lagert sich an der Aufwindungsstelle an und verdoppelt immer
nur ein kurzes DNA-Stiick von ca. 1.000 Nukleotid-Bausteinen. Dann [8st sich die Polymerase ab, springt zuriick in
die Nahe der inzwischen weitergewanderten Aufwindungsstelle und produziert wieder einen kurzen DNA-Abschnitt.
Die DNA-Polymerase bendétigt fiir diese wiederholten Anlagerungen kleine Startermolekiile, so genannte Primer, die
das 3’-Ende bereitstellen, das die Polymerase zum Ankniipfen von Nukleotid-Bausteinen benétigt. Es handelt sich
hierbei um kurze RNA-Stiicke, die liber die komplementéren Basen an den DNA-Einzelstrang gebunden sind. Die RNA-
Stiicke werden spéter durch ein Enzym aus dem entstehenden Strang entfernt und die Liicken geschlossen. Die so
entstehenden Stiicke des neuen DNA-Strangs werden dann Uber ein weiteres Enzym, die Ligase, zu einem durchgén-
gigen Strang verbunden.

4. Als Ergebnis erhalt man im neuen Doppelstrang dieselbe ,,Bausteinsequenz® (Basensequenz) wie in der urspriing-
lichen Doppelhelix. Dadurch wird die Identitét der genetischen Information gewahrt.

Kopierfehler bei der Replikation kénnen schwere Schéden fiir die entstehenden Tochterzellen bedeuten. Deshalb
ist die Kopiergenauigkeit sehr hoch: Sie liegt bei etwa einem Fehler pro eine Milliarde (10 °) Bausteinverbindungen.
Das entspricht in etwa einem Tippfehler auf ca. 500.000 Schreibmaschinenseiten. Die Zelle verfligt Giber besondere
Enzyme, die hinter der Replikationsgabel ,,Korrektur lesen® und nicht passende Bausteine durch die ,richtigen®
ersetzen.

Schnell geht es dariiber hinaus auch noch: Nimmt man zum Beispiel fir das Darmbakterium E. coli (verfiigt tGber rund
4,2 Millionen Basenpaare) einen Replikationszyklus von rund 20 Minuten an, errechnet sich daraus eine
Replikationsgeschwindigkeit von 7.000 Verkniipfungen pro Sekunde.

10
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GENE UND PROTEINE

Ein Gen ist eine Funktionseinheit auf der DNA. In den Genen stehen die Anweisungen, wie die Bestandteile des
Kérpers hergestellt werden. Die meisten Gene enthalten die Anleitung zur Herstellung eines Proteins (= EiweiB). Es
gibt aber auch Gene, die die Bauanleitung fiir mehrere Proteine tragen. Einige Gene enthalten die Erbinformation zur
Herstellung einer so genannten Ribonukleinsédure (engl. Ribonucleic acid = RNA). Aber nur ein kleiner Teil der DNA
enthalt Gene. Zwischen diesen liegen DNA-Abschnitte, deren Funktion bislang unbekannt ist. Manche Wissenschaftler
glauben, dass diese Abschnitte - die immerhin etwa 98 Prozent des menschlichen Erbgutes ausmachen - gar keine
Funktion haben.

Proteine sind die wichtigsten Baustoffe des Kdrpers. Sie bewerkstelligen alle Aufgaben, die zur Lebenserhaltung und
Funktion unseres Korpers notwendig sind. Proteine sind zum Beispiel fiir die Ausbildung von Muskeln, Haaren, Augen-
farbe, KérpergréBe oder Nasenform verantwortlich. Allerdings reicht ein Protein in den meisten Féllen nicht aus, um
ein bestimmtes Merkmal zu produzieren. Vielmehr ist ein Zusammenspiel vieler verschiedener Proteine nétig. Manche
Proteine bilden kleine Miniaturwerkzeuge in einer Kérperzelle, die man ,Enzyme*® nennt.

Informations- . Stoff-
@ » | Protein/Enzym  ————» Merkmal
tibertragung wechsel

Schena der | nfornationsubertragung vom Gen zum Mer knal

Proteine sind winzig klein, man kann sie noch nicht einmal mit den besten Mikroskopen sehen. Aber es gibt spezielle
Techniken und Computerprogramme, mit denen man ein Modell der Protein-Struktur erstellen kann. Proteine beste-
hen aus kleineren Bausteinen, den Aminoséuren, die in Form einer langen Kette aneinander gekniipft sind. Die un-
glaubliche Vielfalt an Protein-Formen kommt dadurch zustande, dass diese Bausteine in unterschiedlicher Kombi-

nation miteinander verbunden sind.

: Substrat
DNA m-RNA Ribosom Protein (
Nukleotid- **r*==7** P> Nukleotid-  *wmm=sreess »  Aminosdure- *=te* »
sequenz sequen sequenz
a ez Produkt ==«:pp z.B.
Augenfarbe
TRANSKRIPTION TRANSLATION
e %
) b 000%
> J

Vom Gen zum Merkmal (Ubersi cht)

11
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TRANSKRIPTION - DIE GENETISCHE INFORMATION
WIRD BEWEGLICH

Die Transkription ist das Abschreiben der DNA-Information. Doch warum miissen Gene Uberhaupt abgeschrieben

werden?

Die Baupléne fiir die Protein-Bestandteile einer Zelle befinden sich auf sehr langen DNA-Féden im Zellkern, wéhrend
die Ribosomen (= ,Montagewerke® der Proteine) sich auBerhalb des Zellkerns befinden. Irgendwie missen also die
Protein-Baupléne aus dem Zellkern heraus zu den Ribosomen transportiert werden. Dies geschieht durch das
Umschreiben der Information vom langen DNA-Faden auf einen beweglichen Ubertréagerstoff. Das Transportmolekiil
fur die genetische Information ist eine Ribonukleinsdure (RNA). Diese RNA, nennt man die Boten-RNA (engl.: messen-
ger-RNA = m-RNA), weil sie die genetische Botschaft zu den Ribosomen tragt. Die RNA besteht im Vergleich zur DNA
aus einem Einzelstrang, ist sehr viel kiirzer (sie trégt ja nur die Information eines Gens), verfiigt liber Ribose als
Zuckerbaustein und weist anstelle von Thymin eine andere Base (U= Uracil) auf.

Die Transkription verlduft in einigen Punkten dhnlich wie die Replikation der DNA: Die DNA-Spirale wird an einer
Stelle aufgetrennt und teilt sich in zwei Strénge. Die passenden (komplementédren) RNA-Nukleotide werden nach den
Gesetzen der Basenpaarung angelagert und zu einem RNA-Einzelstrang, der m-RNA, mithilfe eines Enzyms (RNA-

Polymerase) verbunden.

nﬂmmm'___rr f “EIQ Startpunki  Promotor

o 'ﬁ
g gt o

DMNA-Strang -

& PO o {5

Transkri pti onsvorgang (schenati sch)

Bevor die m-RNA den Zellkern verlasst, werden nicht informationstragende Abschnitte (sog. Introns) herausgeschnit-
ten, so dass nur die Abschnitte, die wichtige Informationen tragen (Exons) den Zellkern durch die Kernporen verlassen
und zu im Zellzytoplasma befindlichen Ribosomen gelangen. Die Verdnderungen an der m-RNA werden Processing
genannt, das ,,Herausschneiden® der Introns wird als Splicing bezeichnet.

12
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DER GENETISCHE CODE - WORTERBUCH DES LEBENS

Die Basenabfolge der m-RNA enthélt die Information fiir den Bau eines Proteins. Die ,,Protein-Montagewerke“ der
Zelle - die Ribosomen - stellen anhand dieser m-RNA-Bauanleitung ein Protein her. Wie ein Codebuch die Uberset-
zung verschiedener Schriften erlaubt, zum Beispiel die des Morsealphabets in normale Buchstaben, so ist der geneti-
sche Code eine direkte Ubersetzungsvorschrift fiir diesen Prozess. Je drei Nukleotide der m-RNA (zum Beispiel AGT)
bilden ein Code-Wort (= Codon oder Triplett). Die Ribosomen erkennen, dass jedes Drei-Buchstaben-Wort fiir eine von
insgesamt 20 Aminoséauren (= Bausteine der Proteine) steht. Die Instruktion des 3er-Codes ,,AGT“ bedeutet zum
Beispiel, dass Serin als nachster Baustein an die bereits zusammengesetzte Bausteinkette gefligt werden soll. Dann
folgen weitere Codes und so werden Baustein um Baustein zu einem Protein zusammengefligt. Zum Schluss kommt
ein Codon an die Reihe, das dem Ribosom signalisiert, dass die Proteinkette fertig gestellt ist.

Die Codesonne gibt an, welches Codon der m-RNA an den Ribosomen in wel-
che Aminosaure ,lbersetzt“ wird. Das erste Nukleotid des Codons steht

innen; die Codons werden von innen nach auBen gelesen. Die
Basenabfolge GCC steht zum Beispiel fiir die Aminoséure Alanin
(= Ala), UCA fiir die Aminosaure Serin (= Ser). Der Code ist
redundant, das heiBt einige Aminosduren werden von meh-
reren Tripletts codiert. Die einzelnen Codons haben bei
nahezu allen Lebewesen die gleiche Bedeutung. Eine
bestimmte m-RNA wird also in fast allen Organismen in

das gleiche Protein libersetzt. Damit ist der genetische

Code bis auf wenige Ausnahmen universell.

Codesonne

13
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t-RNA - VERMITTLER ZWISCHEN RNA UND AMINOSAUREN

Der genetische Code gibt an, welche Basendreiergruppe (Basentriplett) der m-RNA in

welche Aminosdure Ubersetzt wird. Die verschiedenen t-RNAs (transfer-RNAs) agieren
dabei als Vermittlermolekiile, die die Basentripletts und die zugehdérigen Aminoséduren

o \ . , o : : Anlagerungs-
miteinander in Verbindung bringen (wie ein Dolmetscher, der zwei Sprachen spricht). region fiir das
Aufgrund ihres Aussehens bezeichnet man die Struktur der t-RNA-Molekiile als Ri

Kleeblatt.

An einer speziellen Stelle besitzt das t-RNA-Molekiil ein Basentriplett, das
zu einem m-RNA-Basentriplett (Codon) passt. Es wird auch Anticodon
genannt. An der dem Anticodon gegenlberliegenden Stelle befindet sich
die Verbindungsstelle zwischen t-RNA und der zu transportierenden

Aminosaure. Auch die seitlich herausragenden Schleifen haben spezifi- |
8 P Erkennungs-

sche Funktionen. Zum Beispiel als Anlagerungsregion fiir das Ribosom regionen fur

oder Erkennungsregionen fiir besondere Enzyme, die die Substanzen mit- Synthetase

einander verbinden und die richtigen biochemischen Vorgange gewahrleis-

ten. Rund 50 verschiedene t-RNA-Arten sind bekannt - genug, um jeweils eine -

der 20 Aminoséuren spezifisch zu binden. Anticodon
t- RNA Mol ekl
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TRANSLATION - EIN PROTEIN WIRD ,,MONTIERT*

Durch die Transkription wird die Information eines Gens von der DNA auf m-RNA

Ubertragen. Nach dieser Information wird ein Protein mit einer bestimmten

Aminosdureabfolge zusammengebaut. Dieser Vorgang wird als Translation b / .-*f
zusammengefaBt. Die Translation erfolgt an den Ribosomen, den Montagewerken F..:..._..,..,... -
fur Proteine. Mit rund 25nm (= 1/40.000mm) sind sie so klein, dass sie selbst

im Elektronenmikroskop nur schwer darzustellen sind. Sie bestehen immer aus \ =
einer kleinen und einer groBen Untereinheit. Die kleine Untereinheit hat primar (e | ¢ /J
die Aufgabe, m-RNA und t-RNA zusammenzufiihren und so fir die richtige - _

Reihenfolge der Aminosauren im Protein zu sorgen. Die groBe Untereinheit ist fiir
R bosomnit seinen bei den

die chemische Verkniipfung der Aminoséuren zusténdig. Die mRNA und die Unt er ei nhei t en

Ribosomen treffen im Zytoplasma, der Zellflissigkeit, aufeinander.

Die Ribosomen lagern sich zundchst am Startcodon der m-RNA zum funktionsfahigen Ribosom (aufgebaut aus den
beiden Untereinheiten) zusammen. Das Starter-Basentriplett der m-RNA ist immer AUG. Das Anticodon der t-RNA ist
entsprechend dem Prinzip der komplementéaren Basenpaarung UAC und trégt die Aminosaure Methionin (s. Code-
sonne). Neben dieser ersten Bindungsstelle (sog. P-Stelle) verfiigt jedes Ribosom Uber eine weitere Bindungsstelle.
An diese zweite Bindungsstelle (sog. A-Stelle) wird nun

ule. Lew das nachste mit einer Aminosédure beladene t-RNA-
£ _i s et B Molekiil angelagert (1. und 2. Schritt). Ihr Anticodon
—_— -" ‘ff"__ (in der Abbildung: GAC) kommt mit dem zweiten Codon
a ﬂ 3 E CUBCG G B der m-RNA (hier CUG) in Kontakt und wird fest verbun-
Bl PSmle ASisle - den. Nun werden die beiden Aminosduren chemisch
& 1 5chm miteinander verkniipft. Die Aminosaurekette wird nach
Vorgabe des nachsten Codons der m-RNA verléngert.
o, Dabei rickt die t-RNA an der P-Stelle aus dem Ribo-
L Lou |
i 'll' som heraus. Ihre Aminoséure bleibt aber an das ent-
C e stehende Protein gebunden (3. Schritt). Die t-RNA der
P A-Stelle ruckt zur P-Stelle vor, die A-Stelle wird frei und
AsUBCUBCAEUG a Bac
o L k= 3 kann eine neue t-RNA mit passendem Anticodon bin-
- P-Sinln  A-Siele P-Sialn  A-Siale . . . .
den (4. Schritt). Durch die Wiederholung dieses Vor-
4. Sehiitt 2. Bchrin . L . .
" gangs wird das angefangene Protein jeweils um eine
Aminosdure verldngert. Und zwar exakt so, wie es die
: (TR Codons der m-RNA vorschreiben.
i !
uaAC s
TR Sl
T GAC

e |-ANA GAAUGCUGOGC

i Frdd

P-Sialia  A-Siela )
Transl ati onsvor ga

3. Bchiitt ng (schematisch)
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Wenn das Ribosom einige Codons weitergeriickt ist, kann

bereits das néchste Ribosom anlagern. So kdnnen zeitglei

sich an das freigewordene Startcodon derselben m-RNA
ch mehrere Proteine synthetisiert werden. Die Aminoséaure-

ketten ,wachsen®, bis das bendétigte Protein fertig ist. Kommt das Ribosom an ein so genanntes Stopp-Codon der
m-RNA (UAA, UAG oder UGA), wird der Translationsprozess abgebrochen und das Ribosom zerfallt in seine Unterein-

heiten. Das gebildete Protein wird frei und nimmt seine fu

nktionsfahige Struktur ein.

Speicher der genetischen
Information: Gen =
DNA-Abschnitt

Transportform der
Information: m-RNA

LLITLITIE T Y
0
o

41-“

Organell der

Proteinbio-  «usssfp  Protein

Bausteine der
Proteine:
Aminosauren

Ami

nnng

Verbindung sorgt
zusammen mit der

synthese:

nosaure-t-RNA- Ribosom

*»
o g m-RNA fir die
Bausteine JCLLTTY Reihenfolge der A
Transport und H Aminosauren s

TN

Aktivierung der
Aminosauren:
t-RNA

entsprechend den
Informationen

\d
CLLETTTITTIN

der m-RNA

Prot ei nbi osynt hese: beteiligte Soffe und Auf gaben

Zusammenfasssung

Die Proteinbiosynthese umfasst Transkription und Translat

ion. Nach der Ubersetzung der DNA in die RNA wird diese

noch an mehreren Stellen verdndert (prozessiert, engl. processing). Nur einige Abschnitte der RNA, die Exons, enthal-

ten die Informationen fiir das Protein. Nicht informationstr

agende Abschnitte (Introns) werden ,herausgeschnitten®
(SpleiBen, engl. splicing). ,Kappe“ und ,,Schwanz“

~ XK % ¥ o
s U e i I i
- L iy l\_qh B
Amincsaurenketio oy _—"'_\\' ""'":'n_ -'L|
& 00~ »O e i
I Amircadunen - ] Ingin |-FNA

B [Zaibm] L1 schiitzen die m-RNA an ihren Enden vor einem unge-
ey e wollten Abbau. Die so verédnderte m-RNA verladsst
Trarshrigtion | l den Zellkern und kann ihre Funktion im Zytoplasma

—— T — an den Ribosomen aufnehmen. Die entstehenden

o il il - Rt Proteine kdnnen ihre Funktion in der Zelle bzw. im
= = Organismus tUbernehmen.
=S o (o
[ ——— *—-—-/]

I L

Zusammenf assen
de
Gesant uber si cht

zur
Pr ot ei nbi osynt hes
e
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METHODEN DER GENTECHNIK
(s. auch Kap. ,RZPD%)

Die Gentechnik umfasst sémtliche Methoden, die sich mit der Isolierung, Charakterisierung, Vervielfaltigung und
Neukombination von Genen befassen. Gentechnische Verfahren haben auch in der modernen Medizin Einzug gehal-
ten. Sie werden dort bei der Entwicklung und Herstellung von Arzneimitteln, in der Gendiagnostik und in der
Gentherapie eingesetzt.

Einige grundlegende gentechnische Verfahren
Mithilfe gentechnischer Verfahren werden bestimmte Abschnitte aus dem im Zellkern befindlichen Tréger der

Erbsubstanz (DNA) ,herausgeschnitten® und in das Genom eines anderen Organismus eingesetzt. Folgende Schritte
sind dazu notwendig:

Erbgut gewinnen
Das genetische Material kann mit relativ einfachen chemischen

Methoden aus Zellen isoliert und von anderen Zellbestandteilen und Reinigung/Abtrennung

abgetrennt werden.

Fragmente erzeugen
Um einen bestimmten Abschnitt der DNA zu erhalten
und untersuchen zu konnen, wird die gewonnene DNA

DNA-Fragmente erzeugen

mit so genannten Restriktionsenzymen behandelt. mit Hilfe .molekularer Scheren”

Restriktionsenzyme sind aus Bakterien gewonnene

Proteine, die als ,molekulare Scheren® die DNA in
definierte Teilstlicke (Fragmente) zerschneiden.

Fragmente klonieren

Isolierte DNA-Fragmente kénnen in verschiedene Organismen ibertragen werden. Haufig werden hierflir Bakterien
ausgewahlt. Wenn sie sich teilen, vermehren sie gleichzeitig das tUbertragene DNA-Fragment. Sofern es sich dabei um
ein Gen handelt, produzieren sie auBerdem das entsprechende (gewiinschte) Protein. Zur Ubertragung und
Vermehrung von Genen oder Genabschnitten werden haufig Plasmide und Viren als , Trdger” (= Vektoren) verwendet.
Erbmaterial, in das DNA aus einem anderen Organismus eingefiigt wurde, nennt man rekombinant. Organismen,
denen ein oder mehrere Gene aus einer anderen Art eingesetzt wurden, nennt man transgen.

Bakterium
|
Plasmid
Yo (v
Se ~\&/ [0
J ;
Bakterien- A § = g
&) 0
genom 747 ‘%{ - Ziel: Produktion
M ~ > O fehlezﬁge.r?lgreosteins
N Y (0\\&
=5 Einfligen des i 8 e
/77N e —— ) X %
= “heuen &
ll') ’Y Fragments \ (@) Kion
\{'}\ | neukombiniertes &9
Kl”\}'l Plasmid
DNA-
Fragment
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GENETISCHER FINGERABDRUCK VON STAMMZELLEN
Prof. Dr. Anthony D. Ho

Stammzellen besitzen eine Eigenschaft, die sie von anderen Zelltypen unterscheidet: Sie kdnnen eine so genannte
asymmetrische Zellteilung durchlaufen, das heift aus einer Stammzelle entstehen zwei verschieden programmierte
Tochterzellen. Die erste Tochterzelle dient der Selbsterneuerung. Aus ihr gehen identische Nachkommenzellen zur
Erhaltung des Zelltyps hervor. Die zweite entwickelt sich nach einigen Zellteilungen zu hoch spezialisierten Zellen,
zum Beispiel Knochen-, Nerven- oder Blutzellen. Dieser Prozess wird als Differenzierung bezeichnet. Die Mitarbeiter
unserer Gruppe befassen sich schon seit sieben Jahren mit diesem grundlegenden Lebensprozess und haben die
asymmetrische Teilung von Stammzellen aus dem menschlichen Knochenmark untersucht. Dabei konnten wir die

Unterschiede im genetischen Programm der verschiedenen Tochterzellen entschlisseln.

Einheitlicher Begriff von ,Stammzelle“ - Voraussetzung fiir die klinische Anwendung

Bei Forschungs- und Anwendungs-Studien mit Stammzellen haben Wissenschaftler weltweit das Problem, die ver-
schiedenen Zellformen zu unterscheiden und zu benennen. Es fehlen gemeinsame Standards und einheitliche Be-
griffe, weshalb Ergebnisse verschiedener Forschungsgruppen nur schwer miteinander verglichen werden kénnen.
Diese Tatsache kann auch die fehlende Reproduzierbarkeit vieler Experimente erkléaren, die eine Transdifferenzierung
adulter Stammzellen beweisen sollten. Nicht nur die Herstellungsprotokolle, sondern auch die Differenzierungsproto-
kolle bei der Stammzellforschung sind sehr heterogen. Einige Wissenschaftler forderten zu Recht, dass zunachst mehr
die grundlegenden Erkenntnisse der molekularen Charakterisierung von Stammzellen und die Mechanismen der
Stammzellfunktion erforscht werden missen. Zum Beispiel konnten Gene, die den Steuerungsmechanismus der Selbst-

erneuerung bzw. der Differenzierung einer Stammzelle kontrollieren, als genetische Merkmale verwendet werden.

Forschungsergebnisse kénnen jetzt besser verglichen werden

Daher ist es fiir die Weiterentwicklung unabdingbar, Stammzellen unter Einsatz der Methoden der Genom- und
Proteomforschung prazise zu charakterisieren und die Praparations- und Differenzierungsprotokolle zu vereinheit-
lichen. Wir untersuchen die Wechselwirkung der humanen Stammzellen aus dem Knochenmark mit der extrazellularen
Matrix und den Einfluss der zellularen Umgebung auf das Differenzierungsprogramm. Die Ergebnisse werden zur
Standardisierung der Stammzellpréparationen fiir experimentelle und klinische Anwendungen beitragen. Mithilfe des
genetischen Fingerabdrucks kénnen wir jetzt die verschiedenen Tochterzellen eindeutig erkennen und definieren.
Dadurch kann zum Beispiel eine Forschergruppe ihre Ergebnisse mit den Resultaten einer anderen Gruppe verglei-

chen. Stammzellforschern wird es sozusagen ermdglicht, dieselbe Sprache zu sprechen.

Gen-Muster der Tochterzellen mit DNA-Chip nachgewiesen

Um herauszufinden, welche Gene in den Tochterzellen aktiv sind, nutzten wir einen so genannten Gen-Chip, entwi-
ckelt vom European Molecular Biology Laboratory (EMBL) in Heidelberg. Etwa 50.000 DNA-Molekdile, die den theoreti-
schen Bauanleitungen von 50.000 EiweiBstoffen (Proteinen) entsprechen, sind auf einem Glasplattchen gebunden. Da
die Tochterzellen verschiedene Aufgaben haben - Selbsterneuerung bzw. Differenzierung zu einer spezialisierten Zelle
- missen in den Zellen verschiedene Proteine mit unterschiedlichen Funktionen gebaut werden. Das bedeutet: Die
Tochterzellen verwenden verschiedene EiweiB-Baupléane, die sich mithilfe des Gen-Chips nachweisen lassen. Wir kén-

nen also die verschiedenen Tochterzellen anhand ihrer spezifischen Expressionsmuster prézise erkennen.
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Nationales
Genomforschungsnetz

Nutzen fiir die Krankheitsforschung

Wissenschaftler setzen groBe Hoffnungen in die Stammzellforschung, um Krankheiten wie Alzheimer, Diabetes oder
Krebs behandeln zu kénnen. Eine wichtige Voraussetzung dafiir ist, dass die Forscher das genetische Programm ken-
nen, das hinter der Selbsterneuerung und der Differenzierung von Stammzellen steckt. Unsere Ergebnisse bringen
uns einen Schritt weiter auf dem Weg, die Geheimnisse der asymmetrischen Stammzellteilung zu verstehen. Die
Ergebnisse werden dazu beitragen, molekulare Leitlinien fiir die Harmonisierung und Standardisierung menschlicher
Stammzellpréparationen als Ausgangsmaterial fiir die klinische Anwendung zu etablieren. Diese ermdglichen dann
eine Vergleichbarkeit der Forschungsergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen. Die Vereinheitlichung der verbind-
lichen Handlungsanweisungen fiir Mitarbeiter einer Studie (sog. Standard Operating Procedures = SOP) wird im
Interesse der Industrie sein, die ihre Produkte nach den Richtlinien der Good Manufacturing Practice (GMP) herstellen

muss.
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1992-1998 Professor of Medicine, Division of Hematology/Oncology,
Department of Medicine, University of California, San Diego,
California
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seit 2003 Ehrenprofessor, Tongji-Universitat in Wuhan, China

Forschungsschwerpunkte
* Biologie und Teilung der Blutstammzellen - Zellteilung der adulten Stammzellen,
Asymmetrische Zellteilung, Steuerung der Selbsterneuerung versus Differenzierung

der Stammzellen
* Wechselwirkung zwischen Stammzellen und ihren Nischen, Umschulung der adulten

Stammzellen durch das Microenvironment, Botenstoffe als Kommunikationswege
zwischen Stammzellen und den umgebenden Zellen
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Aktuelle Forschungsprojekte

DFG 914/2-1: Asymmetrische Zellteilung als Parameter fiir Selbsterneuerung
hamatopoetischer Stammzellen

DFG 914 /3-1: Plasticity potential and asymmetric divisions of hematopoietic stem
cells

BMBF Forderungskennzeichen 01GNO107: Plastizitatspotenzial somatischer Stamm-
zellen aus fotaler Leber, dem Nabelschnurblut und aus Erwachsenenknochenmark
fur neurale Differenzierung (Plasticity and engraftment potentials of stem cells
derived from fetal liver, umbilical cord blood and adult marrow for neuronal differen-
tiation)

NGFN-2: Cellular and molecular signatures of human pluripotent stem cells

Karl und Maria Biesinger-Stiftung: Genomanalyse der symmetrisch versus asymme-
trisch geteilten Blut-Stammzellen

Joachim-Siebeneicher-Stiftung: Selbsterneuerungsféhigkeit somatischer und leukami-

scher Stammzellen

Mitgliedschaften

seit 1980 Deutsche Gesellschaft fiir Himatologie und Onkologie (DGHO)
seit 1981 Deutsche Krebsgesellschaft

seit 1986 American Society of Hematology (ASH)

seit 1987 American Society of Clinical Oncology (ASCO)

seit 1990 American Association of Cancer Research (AACR)

1992-1998  Consultant, Division of Grant Review, National Institute of Health, USA
seit 1993 Counsel, International Society of Experimental Hematology (ISEH)

seit 2002 Zentrale Ethikkommission fiir Stammzellforschung, Robert-Koch-Institut

Patente und Auszeichnungen
» U.S. Patent Nr. 5.670.361 vom 23. September 1997: HIV-specific ribozymes
* Best Doctors of America, 1996, 1997, 1998

Ausgewahlte Publikationen

Huang S, Law P, Francis K, Palsson BO, Ho AD 1999. Symmetry of initial cell divisons
among primitive hematopoietic progenitors is independent of ontogenic age and regu-
latory molecules. Blood 94:2595-2604.

Punzel M, Zhang T, Liu D, Eckstein V, Ho AD 2002. Functional analysis of initial cell

divisions defines the subsequent fate of individual human CD34+CD38-cells.
Exp Hematol 30:464-472.
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podia formation in normal and malignant hematopoietic cells.
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Stem Cells (in print, 2005).
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Spring H, Ho AD, Franke WW. Processus adhaerentes: tentacular cell processes stud-
ded with special adherens junctions connect human mesenchymal stem cells.
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MIT ZEBRAFISCHEN DEN GENETISCHEN URSACHEN VON HERZ-
KREISLAUF-ERKRANKUNGEN AUF DER SPUR
Dr. Wolfgang Rottbauer

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind mit weitem Abstand noch vor allen Tumor-Erkrankungen die hdufigste Todesursache
in Deutschland und bald auch weltweit. Laut Morbiditats-Statistik gehoren Herz-Kreislauf-Erkrankungen neben neuro-

psychiatrischen und Infektionskrankheiten zu den haufigsten Krankheiten.

Genetische Untersuchungen im letzten Jahrzehnt haben verdeutlicht, welch immense Bedeutung Erbgut-Veranderun-
gen bei der Entstehung und dem klinischen Verlauf von Herz-Kreislauf-Erkrankungen zuzuschreiben ist. Die systemati-
sche Identifizierung der urséachlichen Gendefekte und der dazugehorigen Genkaskaden (= Gene, die im molekularen
~Schaltplan des Korpers® mit dem defekten Gen direkt oder indirekt verkettet sind), ist beim Menschen jedoch
auBerst schwierig. Solche Gene lassen sich nur mithilfe groBer Mehr-Generations-Familien aufspiiren, die in der heuti-

gen Zeit in den Industrienationen kaum noch anzutreffen sind.

Zebrafische als Modellorganismus

Zur systematischen Identifizierung ursdchlicher Gendefekte von Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind deshalb so genann-
te Modellorganismen wie die Maus oder der Zebrafisch nétig. Zebrafische bieten Herz-Kreislauf-Forschern eine Reihe
von Vorteilen: (1) Zu Beginn der Entwicklung sind die 3mm groBen Fischlarven durchsichtig. Die Herz-Kreislauf-Funk-
tion kann deshalb unter dem Mikroskop im lebenden Fisch direkt beobachtet werden. (2) Im Gegensatz zur Maus sind
Zebrafische in den ersten zehn Tagen ihres Lebens nicht auf ein gesundes Herz-Kreislauf-System angewiesen, da der
Sauerstoff Uber Diffusion in den Embryo gelangt. Sie liberleben trotz Herzfehler und man kann genau beobachten,
wie sich verschiedene Gendefekte auf das Herz-Kreislauf-System auswirken. (3) Das Herz-Kreislauf-System entwickelt
sich im Zebrafisch sehr schnell. Schon 72 Stunden nach der Befruchtung der Eizellen ist es ausgereift und entspricht

in Struktur und Funktion dem eines neugeborenen S&ugetiers.

Mithilfe des Forward Genetic Ansatzes (,von der Erkrankung zum Gendefekt“) konnten wir mit so genannten Ethyl-
nitrosurea (ENU)-Mutagenese-Screens erfolgreich eine groBe Anzahl von Zebrafischen isolieren, die an Herz-Kreislauf-
Erkrankungen leiden. Beim ENU-Mutagenese-Screen werden die Zebrafische einer chemischen Substanz ausgesetzt,
die das Erbgut an wenigen Stellen verdandert. Manche dieser Mutationen verursachen Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
unter denen in dhnlicher Form auch Menschen leiden. Die zugrunde liegenden Gendefekte konnten wir mit einem
genetischen Verfahren, der so genannten positionellen Klonierung, rasch identifizieren. Einige dieser Zebrafischlinien
haben sich bereits zu etablierten Modellen fiir humane Herz-Kreislauf-Erkrankungen entwickelt. Die Entdeckung sol-
cher Gene und der dazugehdrenden Genkaskaden ist der erste Schritt auf dem Weg zu neuen Therapien fiir Herz-

Kreislauf-Erkrankungen.

Unser derzeitiges Forschungsziel ist die Entdeckung weiterer Gene, die an der Entwicklung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen maBgeblich beteiligt sind. Im Rahmen des vom Bundesministerium fir Bildung und Forschung (BMBF)
geforderten Nationalen Genomforschungsnetzes (NGFN), sowie einer Férderung durch die Deutsche Forschungs-
gemeinschaft (DFG) und die Deutsche Gesellschaft fiir Kardiologie (Klaus-Georg und Sigrid Hengstberger Stipendium)
untersuchen wir derzeit mehr als 30 verschiedene Zebrafischmutanten mit gestérter Herz-Kreislauf-Funktion.
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liebeskummer (lik) - ein wichtiges Gen fiir das Herzwachstum

Im Rahmen unserer Forschungsarbeiten ist es uns gelungen, im Zebrafisch ein neues Gen - liebeskummer - zu identi-
fizieren, welches das Wachstum des Herzmuskels kontrolliert. Beim Zebrafisch lasst das liebeskummer-Gen die Herz-
muskulatur zu stark wachsen. Dies wird dem Zebrafisch zum tddlichen Verhéngnis. Beim Menschen kdnnte es ein
wichtiger Ansatzpunkt sein, um neue Medikamente zu entwickeln, die den zerstérten Herzmuskel nach einem Herz-
infarkt nachwachsen lassen.

dead beat (ded) - ein neuer Signalweg, der die Kontraktionskraft des Herzmuskels kontrolliert

Die Zebrafisch-Mutante dead beat (= todmide), weist eine ausgepréagte Herzschwache (Herzinsuffizienz) auf, die
durch einen Defekt im Phospholipase C-y1 Gen verursacht wird. Die Phospholipase ist ein Protein, das phosphor-
haltige Fette spaltet. Bei der Spaltung entstehen Botenstoffe, die fir die Signalibertragung in der Zelle wichtig sind.
Wir konnten durch die Untersuchung der dead beat Zebrafisch-Mutante zeigen, dass ein bestimmter Signalweg in den
Herzmuskelzellen, der die Phospholipase C-y1 aktiviert, fiir die Aufrechterhaltung der Herzmuskelkraft eine entschei-
dende Rolle spielt. Nun wollen wir untersuchen, ob wir durch Medikamente diesen neu entdeckten Signalweg beein-
flussen kdnnen und uns somit eine neuartige Strategie zur Behandlung der Herzmuskelschwéache zur Verfligung steht.

Der Zebrafisch ist mittlerweile ein etabliertes Modell zur Erforschung von Erbkrankheiten. Wie hier gezeigt, ermoglicht
uns dieses Modell in systematischer Weise und in groBem MaBstab Gene zu identifizieren und zu charakterisieren, die
maBgeblich an der Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen beteiligt sind. AuBerdem stellt es auch ein exzellentes
Tiermodell zur Entwicklung neuer Medikamente dar, die die entsprechenden Genkaskaden und Erkrankungen beein-
flussen.
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Myosin Binding Protein-C Gene in Familial Hypertrophic Cardiomyopathy: Charac-
terization of Cardiac Transcript and Protein. J. Clin. Invest. 100(2):475-482.
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KREBS: NEUE ANSATZE FUR INDIVIDUELLE THERAPIESTRATEGIEN
Dr. Nikolas von Bubnoff, Prof. Dr. Justus Duyster

Jeder vierte Deutsche stirbt an Krebs. Zurzeit gibt es etwa vier bis fiinf Millionen Krebskranke, jéhrlich erkranken etwa
350.000 Menschen neu. Die Mechanismen der Krebsentstehung werden in den letzten Jahren immer besser verstan-
den. Bestimmte Krebsformen entstehen, weil Chromosomen, die Trager der genetischen Information in einer Zelle,
auseinander brechen und falsch wieder zusammengekniipft werden. Wenn sich an der schadhaften Stelle Gene fir
wichtige Proteine befinden, dann werden auch diese falsch zusammengesetzt. Das kann dazu fiihren, dass Proteine,
die das Wachstum und die Ausreifung der Zelle steuern, permanent aktiv sind. Die betroffenen Zellen wachsen dann
unkontrolliert und reifen nicht mehr aus. So kann zum Beispiel das Protein Bcr-Abl durch unkontrollierte Vermehrung
von weiBen Blutkdrperchen eine bestimmte Art Blutkrebs verursachen: die chronische myeloische Leukdmie (CML;
Leuk@mie = weiBes Blut). Der Abl-Teil dieses Proteins ist eine so genannte Kinase, die in Signalwegen Phosphat-
gruppen auf andere Proteine Ubertragt. Das Versténdnis dieser Vorgénge erdffnet die Moglichkeit einer zielgerichte-

ten Therapie, die direkt das Krebs-auslosende Protein angreift, in diesem Fall also Bcr-Abl.

Punktmutationen verandern Medikamenten-Wirksamkeit

Seit 2001 gibt es gegen CML ein Medikament: Imatinib-Mesylat (Glivec). Imatinib lagert sich an den Abl-Teil von Bcr-
Abl an und hemmt die Kinase. Das Protein ist damit aktionsunfahig und die kranken Blutzellen sterben ab. Bei vielen
der so behandelten Patienten verschwinden die Krebszellen durch diese nebenwirkungsarme Therapie dauerhaft.
Leider werden bei einem Teil der Patienten die Blutzellen aber unempfindlich (resistent) gegeniber Imatinib. Die
Ursache hierfiir sind Fehler bei der Verdopplung der DNA. Diese kleinen genetischen Schaden (Mutationen) werden in
Leukdmiezellen nicht korrekt repariert. Hierdurch kann es zu kleinen Strukturveranderungen im Bcr-Abl-Protein kom-
men, die dazu fihren, dass sich die Bindungsstelle fir Imatinib ,verformt®. Die Bindung von Imatinib wird dadurch
verhindert und das Medikament verliert seine Wirkung. Wir und andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass mehrere
dieser Punktmutationen an unterschiedlichen Positionen des Abl-Teils von Bcr-Abl eine Resistenz gegeniiber Imatinib
verursachen kénnen. Derzeit werden Strategien untersucht, welche die Entstehung einer Resistenz unterbinden oder
die es erlauben, Leuk@miezellen auch dann abzutdten, wenn eine Resistenz gegeniiber Imatinib vorliegt. Eine Reihe
alternativer Substanzen der ,zweiten Generation“ haben wir in unserem Labor untersucht. Wir haben herausgefunden,
dass einige dieser Substanzen auch dann wirksam die Abl-Kinase hemmen, wenn eine Bcr-Abl-Mutation die Bindung
von Imatinib verhindert. Allerdings kdnnen auch bei diesen alternativen Substanzen spezifische Mutationen auftreten,

die eine Resistenz gegen das Medikament verursachen.

Vorhersage von Resistenzprofilen

Auf lange Sicht kann man davon ausgehen, dass in der Therapie der CML bereits von Beginn an verschiedene Kinase-
Hemmer miteinander kombiniert werden oder aber mehrere aufeinander folgende Therapiestrategien zur Anwendung
kommen. Dieses Szenario erinnert an die Therapie von Infektionskrankheiten, zum Beispiel die Behandlung der
Tuberkulose mit Antibiotika oder an die antivirale Therapie bei AIDS. In beiden Féllen sind Kombinationstherapien fiir
einen Behandlungserfolg unverzichtbar. Ein entscheidender Fortschritt fir die Entwicklung solcher Therapiestrategien
bei der CML wére die Entwicklung einer Methode, die es erlaubt, spezifische ,Resistenzprofile“ fiir therapeutisch ein-
gesetzte Medikamente vorherzusagen. Wir haben eine derartige Methode entwickelt. Sie kdnnte zu einer Optimierung
der Therapie im Hinblick auf sequenzielle und Kombinationsstrategien beitragen und damit in Bezug auf spezifische
Resistenzmechanismen Ergebnisse aus langwierigen klinischen Studien vorwegnehmen. Bei dieser Methode geben wir

eine Kinase-hemmende Substanz zu einer Kultur von Zellen, die Bcr-Abl tragen. Dadurch stirbt der groBte Teil der
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Blutkrebs-Zellen in der Kultur ab. Nur einzelne Zellen iiberleben - ndmlich solche mit Verédnderungen, die eine
Resistenz verursachen. Wir wissen aus der Anwendung dieser Methode mit Imatinib, dass die hierbei beobachteten
Verénderungen genau denen entsprechen, die auch bei Patienten mit CML und Resistenz gegeniiber Imatinib beob-
achtet werden. Dieser Vergleich ist moglich, da mittlerweile eine groBe Zahl von Patienten mit Imatinib-Resistenz
untersucht worden ist. So beobachtet man in diesen Zellen ein Muster an Resistenzmutationen innerhalb des Bcr-Abl
Gens, das dem der Patienten entspricht. Welche Unterschiede finden sich nun, wenn man alternative Substanzen der
zweiten Generation mit diesem System untersucht? Im Wesentlichen kann man folgende Phdnomene beobachten:

1. Die Haufigkeit von Resistenzen ist bei einigen dieser Substanzen niedriger als bei Imatinib - und das bei Konzen-
trationen, die genau die gleiche Aktivitat gegeniiber Bcr-Abl aufweisen.

2. Das Muster der beobachteten Resistenzmutationen kann sich unterscheiden, das heiBt , kritische“ Positionen sind
fir verschiedene Kinase-Hemmer teilweise unterschiedlich.

3. Bei einigen dieser Substanzen kann man durch eine geringfligige Steigerung der Konzentration Resistenzen
weitestgehend unterbinden. Unter diesen Bedingungen findet sich in den nun sehr selten auftretenden resistenten
Zellen lediglich eine einheitliche Mutation. Fir diese Mutation, die einen Austausch einer Aminosaure an Position
315 verursacht, ist derzeit noch keine wirksame therapeutische Substanz bekannt.

Wir untersuchen derzeit gezielt solche Substanzen, die in Therapiestudien eingesetzt werden. Daneben wenden wir
diese Methode auch fiir andere Krebsarten an, bei denen dhnliche Mechanismen zur Entstehung und Aufrechterhal-
tung der Erkrankung beitragen und fiir die therapeutisch einsetzbare Kinase-Hemmer zur Verfligung stehen. Dazu
gehoren bestimmte Formen der akuten Leuk@mie und Lungentumoren. Derartige Strategien werden es nach unserer
Uberzeugung in Zukunft erlauben, fiir die CML und andere Krebsarten individuelle Therapiestrategien zu entwickeln,

die eine héhere Heilungsrate zum Ziel haben.

28



u)
=
Z
=
-
-
o2

Dr. med. Nikolas von Bubnoff

I1l. Medizinische Klinik und Poliklinik
Klinikum rechts der Isar

Technische Universitat Miinchen
Ismaninger StraBe 22

81675 Miinchen

Tel.: 0 89/41 40-26 68
Fax: 0 89/41 40-48 54
E-Mail: n.bubnoff@Irz.tu-muenchen.de

geboren am 2. November 1968 in Miinchen

Akademische Ausbildung und beruflicher Werdegang
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Forschungsschwerpunkte

* Molekulare Pathogenese akuter und chronischer Leukdmien

* Molekulare Therapie solider und hamatologischer Neoplasien

* Resistenzmechanismen gegeniber therapeutisch eingesetzten Kinaseinhibitoren

Ausgewahlte Publikationen

von Bubnoff N, Barwisch S, Speicher MR, Peschel C, Duyster J.

A Cell-Based Screening Strategy that Predicts Mutations in Oncogenic Tyrosine
Kinases: Implications for Clinical Resistance in Targeted Cancer Treatment.
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DAS DEUTSCHE RESSOURCENZENTRUM FUR
GENOMFORSCHUNG (RZPD)

Das Deutsche Ressourcenzentrum fiir Genomforschung (RZPD) ist Europas groBtes Servicezentrum fir die funktio-
nelle Genomforschung. Der zentrale Baustein des RZPD ist die weltweit umfangreichste 6ffentlich zugéngliche Klon-
sammlung: Mehr als 35 Millionen Klone ruhen in den Tiefkihlschranken, um bei Bedarf an Forschergruppen versandt
zu werden. Zusétzlich bietet das Berliner Ressourcenzentrum den Wissenschaftlern aus Industrie und Forschung indi-
viduell abgestimmte Hochdurchsatztechnologien, Automatisierungslosungen und standardisiertes Referenzmaterial
an. Dieser Service wird durch eine sehr enge Zusammenarbeit mit deutschen und internationalen akademischen und
industriellen Partnern gewahrleistet.

Durch die zentrale Bereitstellung verschiedener Technologien werden die eingesetzten finanziellen Mittel optimal
genutzt. Das RZPD sichert dariiber hinaus einen hohen Qualitatsstandard, denn alle Produkte unterliegen strengen
Kontrollen nach den Richtlinien der internationalen Norm fiir Qualitditsmanagementsysteme (DIN EN ISO 9001:2000).
Die Forscher werden durch den Service einerseits von Routineaufgaben befreit. Andererseits kdnnen sie aufgrund der
hohen und gleich bleibenden Qualitdt Daten verschiedener Experimente besser vergleichen.

Ergebnisse, die mit dem Material des RZPD gewonnen werden, sind 6ffentlich zugéanglich. Sie werden auBerdem mit
weiteren Informationen aus 6ffentlichen Datenbanken verkniipft. Alle Materialien werden mit international standardi-
sierten Kennungen versehen, so dass eine systematische Suche mit unterschiedlichen Fragestellungen moglich ist.

Die Nutzung der Ergebnisse, die mit den bereitgestellten Materialien oder Informationen erzielt werden, bleibt dabei
allein in der Hand der Forscher. Das RZPD erhebt keine Anspriiche auf geistiges Eigentum aus diesen Erkenntnissen.

Geleitet wird das RZPD von einem wissenschaftlichen und einem administrativen Geschéftsfiihrer. Alle Aktivitaten
werden durch einen international renommierten wissenschaftlichen Beirat begleitet. Die Gesellschafter des RZPD
sind die Max-Planck-Gesellschaft (50 Prozent), das Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin (25 Prozent) und
das Deutsche Krebsforschungszentrum (25 Prozent).
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STATIONEN DER EXKURSION

* Automatisiertes Picken von Bakterienklonen

* PCR: automatisiertes Kopieren von DNA-Abschnitten
* Automatisiertes Replizieren von Genbanken

* Roboter-unterstiitzte Herstellung von Klon-Matrizen
* Lagerung von Genbanken bei -80°C

* Herstellung und Verwendung von Gen-Chips

* Bioinformatische Analysen von Genom-Daten

* Handpicken von Klonen, Versand in alle Welt
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Erlauterungen zu den Stationen der Exkursion
PCR: AUTOMATISIERTES KOPIEREN VON DNA-ABSCHNITTEN

Kaum eine Methode hat die biologische Wissenschaft so schnell und umfassend revolutioniert wie die PCR

(= Polymerase Chain Reaction, dt: Polymerase-Kettenreaktion). Die PCR ist ein Kopierverfahren, bei dem winzige
Mengen an DNA in kiirzester Zeit vervielféltigt werden, so dass genligend Material fir weitere Untersuchungen zur
Verfligung steht. Theoretisch geniigt fiir die PCR ein einziges DNA-Molekiil - die PCR ist damit eine der empfindlichs-
ten biologischen Techniken iberhaupt. Mithilfe der PCR kénnen zum Beispiel Krankheitserreger oder krankheitsrele-
vante Gen-Verdnderungen nachgewiesen werden. Weitere Anwendungsgebiete neben der medizinischen Diagnostik
sind: Archaologie, Gerichtsmedizin, Vaterschaftsnachweise, genetische und biologische Forschung.

Das Grundprinzip der PCR ist einfach: Die Anzahl der kopierten DNA-Molekiile wird in einer Kettenreaktion immer und
immer wieder verdoppelt, so dass aus einem DNA-Molekiil nach 20 Verdopplungsrunden (= PCR-Zyklen) etwa eine
Million Molekiile entstehen. Die DNA-Strang-Verdopplung wird von einem bestimmten Protein, der Tag-DNA-Poly-
merase, durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um ein Enzym, das aus einer Bakterienart stammt, die in HeiBwasser-
quellen lebt. Deshalb ist diese Polymerase besonders hitzebestandig. Das ist eine wichtige Voraussetzung, da einzel-
ne Schritte der PCR bei hohen Temperaturen (bis zu 95°C) durchgefiihrt werden missen. Bei diesen Temperaturen
werden Proteine normalerweise zerstort. Die Tag-DNA-Polymerase verbindet einzelne Nukleotid-Bausteine zu langen
DNA-Molekilstrangen. Sie benétigt dafiir

1. die Bausteine der DNA - die Nukleotide mit den Basen Adenin, Thymin, Cytosin oder Guanin (A, T, C oder G).

2. ein kleines Stiick DNA, an das sie die Bausteine anbauen kann (die sog. Startermolekdile, engl. ,,Primer®).

3. einige Exemplare des DNA-Molekiils, von dem ein definierter Abschnitt kopiert werden soll. Diese DNA-Molekdile

dienen sozusagen als Schablone (= Matrize) fiir den Zusammenbau der neuen Strange.

Fir die PCR werden zwei Startermolekiile benétigt. Diese Primer kann man synthetisch herstellen. Ihre Basenabfolge
wird so gewahlt, dass die Sequenz des einen Primers komplementér zur Startsequenz eines Strangs der DNA-Doppel-
helix ist, wahrend die des anderen zur Startsequenz des zweiten Strangs derselben DNA-Doppelhelix des jeweiligen
DNA-Abschnitts passt, den man vervielféltigen mdchte. Die beiden Startermolekiile lagern sich deshalb genau an die
Flanken des interessierenden DNA-Bereiches an, der eine am ersten Einzelstrang und der andere am komplementéren
zweiten Einzelstrang. Die Tag-DNA-Polymerase baut nun an die Starter einen zum Matrizenstrang jeweils passenden
Nukleotid-Baustein an. Enthalt das nachste Nukleotid der Matrize beispielsweise ein A, dann bekommt der Starter ein
T-Nukleotid angehéngt, bei einem G ist es ein C-Nukleotid. Auf diese Weise kann die Polymerase den Primer bis zum
Ende der Matrize verlangern. In der Natur erfolgt ein dhnlicher Vorgang bei der Zellteilung, wenn die DNA-Polymerase
das Erbgut verdoppelt (= Replikation, s. Kap. ,,Grundlagen der Genomforschung*). Der DNA-Doppelstrang windet sich
auf und die Basenpaare 16sen sich voneinander. Jeder der bisherigen DNA-Einzelstrénge bildet die Vorlage fiir den neu
zu bildenden komplementaren Strang. Allerdings wird bei der Replikation der gesamte DNA-Strang verdoppelt, und
nicht - wie bei der PCR - nur ein Ausschnitt von mehren hundert Basenpaaren vervielfaltigt.

35



NS\ L JAAGG

Nationales
Genomforschungsnetz

PCR-Ablauf
Die PCR beruht auf einem mehrfach wiederkehrenden Zyklus aus drei Schritten:

o Denaturierung (,Auftrennung®)
Zuné&chst wird der DNA-Doppelstrang durch Erhitzen auf tiber 90°C in die beiden Einzelstrdnge getrennt

(= denaturiert).

9 Primer-Anlagerung
Im zweiten Schritt wird die Temperatur auf ca. 37 bis 65°C abgekihlt, so dass sich die beiden Primer an den

DNA-Strang anlagern konnen.

9 Verlédngerung
Im dritten Schritt wird die Temperatur wieder erhoht, diesmal auf 72°C. Das ist die ideale Arbeitstemperatur fiir
die verwendete Tag-DNA-Polymerase. Die Polymerase baut Nukleotide an die Primer an und verlédngert diese so zu

DNA-Strangen.

o Endprodukt
Endprodukte des ersten PCR-Zyklus sind zwei DNA-Strange (PCR-Fragmente).
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RNA-PCR

Auch RNA-Molekdile kann man mithilfe der PCR vervielféltigen. Allerdings kann das RNA-Molekdil selbst nicht fiir die
PCR verwendet werden, denn es wird von der Tag-DNA-Polymerase nicht als Matrize akzeptiert. Die RNA ist mit der
DNA zwar eng verwandt, sie unterscheidet sich jedoch in zwei wesentlichen Punkten:

» Der Zuckerbestandteil der RNA ist Ribose (anstelle von Desoxyribose).

* Statt Thymin enthalt sie die Base Uracil.

Um dennoch das RNA-Molekiil Gber eine PCR vervielféltigen zu kdnnen, wird die Basenabfolge der RNA in eine DNA-
Sequenz ,umgeschrieben. Dazu verwendet man ein Protein namens ,Reverse Transkriptase“ (eine Polymerase, die
aus einem RNA-Virus stammt). Lagert sich ein Startermolekil an das RNA-Molekdl an, dann wird dieses durch die
Reverse Transkriptase verlangert. Dabei hangt das Enzym allerdings DNA-Nukleotid-Bausteine an den Primer an, so
dass ein DNA-Einzelstrang entsteht, der komplementér zur RNA-Sequenz ist. Das Produkt enthalt also dieselbe gene-
tische Information wie das RNA-Molekdil, ist aber aus DNA-Bausteinen aufgebaut.

Mithilfe der RNA-PCR kdnnen bestimmte Viren nachgewiesen werden, denn das Erbgut etlicher klinisch relevanter
Viren (z. B. HI-Virus, Hepatitis C-Virus) besteht aus RNA. AuBerdem ist die RNA-PCR ein wichtiger Schritt bei der
Herstellung von cDNA-Bibliotheken (s. néchste Seite).
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KLONSAMMLUNGEN UND cDNA-BANKEN

a.) cDNA-Bank

Wir kennen heute die Buchstabenabfolge der Erbinformation vieler Organismen - einschlieBlich der des Menschen.
Der Fokus der Wissenschaft richtet sich nun darauf, die Gene und Genprodukte zu analysieren und ihre Funktionen zu
entschliisseln. Obwohl alle Zellen eines Organismus die gleiche Erbinformation besitzen, wird in einer Zelle zu einem
bestimmten Zeitpunkt immer nur ein kleiner Anteil abgelesen und umgesetzt. Dadurch entsteht ein genetisches
Muster, das die Zelle charakterisiert und ihre Funktionen festlegt. Eine Leberzelle weist zum Beispiel ein anderes
Muster auf als eine Nervenzelle. Die Kenntnis in welchen Geweben und wann bzw. wie oft ein Gen abgelesen wird,
kann deshalb Hinweise auf die Funktion des Genprodukts geben. Ein wichtiges Instrument fiir die Funktionsanalysen
sind so genannte cDNAs. cDNA ist die Abkiirzung fiir complimentary-DNA. Es handelt sich um DNA-Kopien der mRNA
(messenger-/Boten-RNA), die als mobiler Ubertragerstoff zwischen der im Zellkern fixierten DNA und dem Synthese-
ort der Genprodukte (Proteine) auBerhalb des Zellkerns dient. Sie wird nur von den Genen angefertigt, die im Folgen-
den in Proteine ubersetzt werden sollen. Nimmt man alle mRNA-Molekiile einer Zelle zusammen, hat man also Kopien
aller Gene, die in dieser Zelle in diesem Moment in Proteine libersetzt werden (man spricht hier auch von aktiven
Genen). Eine direkte biochemische Analyse dieser mRNA-Molekiile ist allerdings nur schwer méglich, da mRNA insta-
bil ist und schnell abgebaut wird. Zur besseren Handhabung wird deshalb zunéchst eine DNA-Kopie der mRNA er-
stellt. Dies geschieht tber die so genannte RNA-PCR, die sich nur in wenigen Punkten von der DNA-PCR unterschei-
det (s. Text ,RNA-PCR"). Die entstandenen cDNA-Fragmente werden dann in kleine, ringférmige DNA-Molekiile

(= Vektoren) eingebaut. Diese Vektoren dienen sozusagen als Transportvehikel: Durch sie konnen die cDNA-
Fragmente leicht in Wirtszellen eingeschleust und dort vermehrt werden. Zellen, die von derselben Mutterzelle
abstammen und demnach alle einen Vektor mit demselben cDNA-Fragment besitzen, bezeichnet man als Klone - sie
sind genetisch identisch. In diesem Fall spricht man auch von cDNA-Klonen. Eine Sammlung von unterschiedlichen
cDNA-Klonen, die die abgelesene und umgesetzte Erbinformation einer Zelle (oder eines Gewebes) reprasentieren,
bezeichnet man als cDNA-Bank oder Bibliothek.

b.) Genomische Banken

Genomische Banken stellt man her, indem zundchst die Erbgut-DNA der Zellen isoliert und dann durch ,molekulare
Scheren® (Restriktionsenzyme) in kleinere Stlicke zerlegt. Diese DNA-Fragmente werden in Vektoren eingefiigt, in
Wirtszellen eingeschleust und dort vermehrt. Im Unterschied zur cDNA-Bank beinhaltet eine Vielzahl der so entstan-
denen Konstrukte keine vollstdndigen Gene, sondern besteht aus Gen-Bruchstiicken und/oder aus Sequenzbereichen,
die nicht fur Proteine kodieren. Die Klone einer genomischen Bank reprasentieren zusammen groBe Bereiche oder
sogar die gesamte genomische Sequenz (das gesamte Genom) eines Organismus.

Einen besonderen Service bietet die Klonsammlung des RZPD: Uber 35 Millionen verschiedene, einzeln adressierbare
c¢DNA- und genomische Klone stehen den Wissenschaftler zur Verfligung. Alle Klone befinden sich in Mikrotiter-
platten. Das sind Lochplatten mit 96 bzw. 384 Lochern. Diese Locher sind regelmaBig angeordnet (12 x 8 = 96):

12 Spalten (Nummerierung auf der Platte: 1-12), 8 Reihen (Nummerierung auf der Platte: A-H). Jedes Loch einer
jeden Platte - die Platten sind ebenfalls fortlaufend durchnummeriert - gehort zu einer bestimmten Bibliothek. Die
Bibliotheken tragen ebenfalls einzigartige Nummern. Die Adresse eines jeden Lochs einer jeden Platte und des darin
lebenden Klons ist damit eindeutig. Dieses umfassende Angebot, das Uber eine benutzerfreundliche Suchmaschine
auf der Webseite des RZPD zugénglich ist, ist einzigartig - das RZPD besitzt die groBte 6ffentliche Klonsammlung

weltweit.
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ARRAYS

Bei der Array-Technologie handelt es sich um ein Hochdurchsatzverfahren, das die gleichzeitige Analyse einer groBen
Anzahl von Genen oder Genprodukten ermdglicht. So kann zum Beispiel mithilfe eines so genannten DNA-Chips
schnell und effektiv untersucht werden, welche Gene in welchen Geweben oder zu welchem Zeitpunkt abgelesen
werden. Der DNA-Chip ist nicht viel groBer als eine Miinze und besteht aus Glas oder aus einer Membran. Er ist in
viele kleine Felder unterteilt und auf jedem dieser kleinen Felder ist ein bestimmtes Gen fixiert, so dass dessen
Position auf dem Chip genau festgelegt ist. Daher wird ein solcher Chip auch DNA-Array genannt (engl., ,array“ =
Anordnung). Manche Chips haben bis zu 1,3 Millionen Felder, so dass es mdglich ist, zehntausende von Genen gleich-

zeitig zu untersuchen.

Interessiert einen Wissenschaftler, welche Gene nur in einer Tumorzelle - und nicht in einer gesunden Zelle - in
EiweiBe ibersetzt werden, so kann er das mithilfe eines DNA-Arrays bestimmen. Fiir diesen Ansatz werden zunédchst
die mRNA-Molekiile der beiden Zelltypen isoliert und in cDNA ibersetzt (s. Text ,Klonsammlungen und cDNA-
Banken®). Die entstandenen cDNA-Fragmente werden mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Zum Beispiel die
cDNA-Fragmente der Krebszellen rot und die der gesunden Zellen griin. Die beiden Ansétze werden im folgenden
Schritt gemischt, und Pipettier-Roboter impfen kleine Tropfchen dieses Gemisches auf jedes Feld des DNA-Arrays.
Wenn es in dem Gemisch ein cDNA-Fragment gibt, dass genau zu dem Gen des jeweiligen Chip-Feldes passt (= kom-
plementér ist), dann bindet dieses Fragment an das Gen. Aufgrund der Fluoreszenzmarkierung leuchtet das entspre-
chende Feld dann unter Laserlicht farblich auf. Gene, die spezifisch fiir Krebszellen sind, wiirden in diesem Ansatz rot
leuchten, wahrend Gene, die nur in gesunden Zellen abgelesen werden, griine Signale ergeben. Ein Gen wiederum,
das in beiden Zellarten aktiv ist, wiirde aufgrund der Farbiiberlappung gelb dargestellt werden. Ein Vergleich dieser

Farbsignale deckt die Unterschiede der genetischen Aktivitat der beiden Zelltypen auf.

Das RZPD bietet unterschiedliche Array-Systeme an:

Kundenspezifische Makroarrays (Customized Macroarrays)
Das RZPD verwendet ein voll automatisiertes Verfahren, um die Makroarrays zu produzieren. Roboter drucken die
Proben mit einer Dichte von 125 Spots pro cm? auf die Membranen. Abhangig vom Probenmaterial konnen die ferti-

gen Makroarrays flr bis zu zehn Analysen verwendet werden.

cDNA-Makroarrays: Die mRNA einer Zellpopulation oder eines Gewebes stellt das Ausgangsmaterial fiir diese
Arrays dar. Sie wird in cDNA Ubersetzt (s. Text ,Klonsammlungen und cDNA-Banken®) und auf das Tragermaterial
gedruckt. Der Array repréasentiert demnach die Gene, die zu einem bestimmten Zeitpunkt in einer Zellpopulation
oder einem Gewebe aktiv waren.

Kolonie-Makroarrays: Fir die Herstellung dieser Arrays werden ebenfalls DNA-Banken (s. Text ,Klonsammlungen
und cDNA-Banken®) verwendet. Allerdings ist es bei dieser Form der Arrays nicht notwendig, die DNA zu isolie-
ren, sondern die Wirtszellen, welche die cDNA-Bank-Vektoren enthalten, werden direkt auf das Tragermaterial
aufgebracht. Dieses Verfahren ist einfacher als die Produktion von cDNA-Makroarrays und ermdglicht die Identi-
fizierung positiver Klone.
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Protein-Makroarrays: Ausgangsmaterial fir die Herstellung dieser Arrays sind so genannte Expressionsbiblio-
theken. Dabei handelt es sich um cDNA-Banken in Wirtszellen, die zum Ablesen der isolierten Gene (= Gen-
expression) angeregt werden kénnen. Die Wirtszellen werden direkt auf das Tragermaterial aufgebracht, die
Genexpression wird gestartet, und anschlieBend werden die Zellen aufgeldst (lysiert). Dadurch liegen die Proteine
(die Genprodukte) frei zuganglich auf der Array-Oberflache. Der Protein-Makroarray wird zum Beispiel verwendet,
um die Bindungspartner der Proteine zu bestimmen.

Individuell gefertigte Mikroarrays (engl. Custom-made Microarrays)

Bei diesen Arrays befindet sich nur eine kleine Anzahl ausgewahlter Gene (bzw. reprasentative Abschnitte dieser
Gene) auf einem Glastrager, die bereits bei anderen Analysen als interessant identifiziert wurden, weil sie zum
Beispiel bei der Entstehung von Krankheiten eine Rolle spielen. Mithilfe der Mikroarrays kann dann die Aktivitat dieser
Gene (etwa wahrend eines Krankheitsverlaufes oder eines Entwicklungsprozesses) bestimmt werden.

Affymetrix GeneChip®

Die Firma Affymetrix verwendet eine andere Technik, um Gensequenzen auf einen Chip aufzutragen. Es werden nicht
DNA-Fragmente oder Wirtszell-Kolonien auf den Chip aufgebracht, sondern kurze charakteristische Sequenzen von 25
Nukleotiden (Oligonukleotide) werden direkt auf der Tragersubstanz synthetisiert. Hierbei setzt Affymetrix ein Verfah-
ren ein, das auch bei der Herstellung von Computer-Chips verwendet wird: die Fotolithographie. Die Expressions-
Arrays von Affymetrix reprasentieren alle bekannten Gene eines Organismus.

Eine andere Variante der GeneChips® - die so genannten Mapping Arrays - ermoglicht den Vergleich von mehr als
116.000 einzelnen Basen in unterschiedlichen Abschnitten des menschlichen Genoms. Unterscheidet sich eine dieser
Basen zwischen zwei Menschen, so handelt es sich hierbei um eine der hdufigsten genetischen Variationen im
menschlichen Genom, die alle 500 bis 1.000 Basenpaare auftreten (Einzelnukleotid-Sequenzvariationen, engl. Single
Nukleotide Polymorphism, SNP). Mithilfe dieser SNPs kdnnen Wissenschaftler ,,Krankheits-Gene“ lokalisieren.
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GenomeCube®

Die Abteilung Bioinformatik des RZPD fiigt unterschiedliche Datenquellen, zum Beispiel Sequenzinformationen,
Beschreibungen von Proteinen oder wissenschaftliche Literatur zu Superdatenbanken zusammen. Uber eine intuitiv
zu bedienende Suchmaschine, den so genannten GenomeCube®, erhalten die Anwender einen einfachen und beque-
men Zugriff auf diese Informationen. Sie helfen ihnen dabei, unterschiedliche wissenschaftliche Fragestellungen zu
beantworten. Uber den GenomeCube ® kénnen die Forscher auch abfragen, welche fiir ihre Arbeit relevanten Materia-
lien, zum Beispiel cDNA-Klone oder genomische Klone, am RZPD vorhanden sind und bestellt werden kénnen. Gene
und Genprodukte sind dabei die wichtigsten und gréBten Komponenten des GenomeCube ®: Das RZPD kann fir jedes
Gen einer bestimmten Spezies unterschiedliche Klone, RNAs oder Antikdrper anbieten. Diese Materialien sind fiir die
Arbeit der Genomforscher unverzichtbar. Die Benutzer des GenomeCubes® kdnnen einen Klon unter anderem tber
Gensymbole, Genbeschreibungen oder Genbank-Zugriffsnummern suchen. Der GenomeCube ® liefert dem Anwender
auBerdem eine Tabelle mit allen zu einem Gen vorhandenen Materialien, sortiert nach Spezies und Typ. Durch das
Anwahlen der Schaltflache ,,Gene Info“ erscheinen weiterfiihrende Links und ausfiihrliche Informationen zu dem aus-
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RZPD - Deutsches Ressourcenzentrum
fir Genomforschung

Heubnerweg 6

14059 Berlin

Tel.: 0 30/3 26 39-2 51

Fax: 0 30/3 26 39-2 62

E-Mail: j.maurer@rzpd.de

Johannes Maurer ist wissenschaftlicher Geschaftsflihrer des Deutschen Ressourcenzentrums fiir Genom-
forschung (RZPD), einer gemeinnitzigen Serviceeinrichtung fir die funktionelle Genomforschung. Er promo-
vierte am Institut fir Humane Genetik der Universitat Tibingen mit einer Arbeit (iber angeborene stationare
Nachtblindheit. Bevor er zum RZPD kam, war er Koordinator des Interdisziplindren Forschungsverbundes
Humangenomforschung Berlin und Leiter der Geschéftsstelle des Wissenschaftlichen Koordinierungskomitees
des Deutschen Humangenomprojekts (DHGP). Dr. Maurer ist Mitglied des Projektkomitees des Nationalen
Genomforschungsnetzes (NGFN) und Griindungsmitglied der Kommission des Zentrums fiir funktionelle
Genomforschung Berlin-Brandenburg. AuBerdem ist er Aufrichtsratsmitglied der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ).

Dr. Uwe Radelof

RZPD - Deutsches Ressourcenzentrum
fir Genomforschung

Heubnerweg 6

14059 Berlin

Tel.: 0 30/3 26 39-1 22

Fax: 0 30/3 26 39-1 11

E-Mail: radelof@rzpd.de

Uwe Radelof leitet die Abteilung Produktion/Services des Deutsches Ressourcenzentrums fiir Genom-
forschung (RZPD). Er studierte Chemie an den Universitaten in Hamburg und Heidelberg und promovierte am
Max-Planck-Institut fir molekulare Genetik (MPI MG) in Berlin (iber die Entwicklung einer Technologie zur
Unterstiltzung der genomischen Sequenzanalyse. Nach seiner Promotion leitete er eine Forschungsgruppe
am MPI MG. Dr. Radelof war Projektleiter im Deutschen Humangenomprojekt (DHGP) und ist Teilprojektleiter
im Nationalen Genomforschungsnetz (NGFN). Er ist Mitglied des Editorial Boards von ,,Briefings in Functional
Genomics and Proteomics®.
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Dr. Bernd Drescher

RZPD - Deutsches Ressourcenzentrum
fir Genomforschung

Heubnerweg 6

14059 Berlin

Tel.: 030/3 26 39-2 00

Fax: 030/3 26 39-2 62

E-Mail: drescher@rzpd.de

Bernd Drescher studierte Chemie und Lebensmittelchemie in Berlin. Er promovierte 1973 an der Akademie der
Wissenschaften in Berlin Uber die Diagnostik von Retroviren bei Nutztieren. Bei Fortfiihrung dieser Forschungstatig-
keiten fokussierte sich Herr Drescher auf die Computeranalysen von Sequenzinformationen bei Proteinen. Nach einer
Zusatzausbildung flr Arbeiten an GroBrechnern bei der Siemens AG wechselte er 1987 zur molekularen Biophysik am
DKFZ in Heidelberg. Beim Start des DHGP leitete Dr. Drescher die Abteilung Bioinformatik am Genomzentrum in Jena
(IMB). Er kehrte 1998 nach Heidelberg zuriick, um eine Arbeitsgruppe bei der Firma LION Bioscience AG zu leiten.
Die Management-Erfahrungen brachte Dr. Drescher ab dem Jahre 2000 als Leiter der Bereiche Informatik /Bioinfor-
matik und Arraytechnologie bei der Firma MWG Biotech AG in Ebersberg bei Minchen ein. Seit 2003 koordiniert

Dr. Drescher die Informatik mit den Bereichen Bioinformatics, Business IT und Computational Biology am RZPD.
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INNERE UHR AUS DEM TAKT - ALKOHOLISMUS DROHT
Prof. Dr. Rainer Spanagel

Ist die Innere Uhr verstellt, so steigt die Lust auf Alkohol. Darauf deuten unsere neuen Studienergebnisse hin. Wir
konnten feststellen, dass Mause mit einer bestimmten Mutation des Per2-Gens dem Alkohol sehr zugetan sind. Das
Gen steuert zusammen mit anderen Erbanlagen den Schlaf-Wach-Rhythmus. Bei Mausen mit mutiertem Per2-Gen ist
dieser Rhythmus gestort. Die Ergebnisse lassen sich wahrscheinlich auf den Menschen bertragen. Wir wissen
bereits, dass Jugendliche mit bestimmten Mutationen im Per2-Gen mehr trinken als ihre Altersgenossen. AuBerdem
leiden Schichtarbeiter, Flugzeugpersonal und andere Menschen, bei denen der Tag-Nacht-Rhythmus durcheinander

geraten ist, haufiger an Alkoholproblemen.

Mause mit der Mutation im Per2-Gen nahmen in Versuchen dreimal so viel Alkohol zu sich wie ihre Artgenossen.
Nach einer genauen Untersuchung der Tiere stieBen wir auf eine Erklérung fiir dieses Verhalten: Im Gehirn der Méuse
lagen hohe Konzentrationen des aktivierenden Botenstoffs Glutamat vor. Glutamat ist auch im Gehirn alkoholkranker
Menschen vermehrt zu finden. Bisher wurde das damit erklart, dass der Korper die einschlafernden Effekte des Alko-
hols auszugleichen versucht, indem er gréBere Mengen des ,,Muntermachers“ Glutamat produziert. Unsere neuen
Studienergebnisse sprechen aber dafiir, dass manche Menschen genau wie die Mause mit mutiertem Per2-Gen von
Anfang an relativ viel Glutamat im Gehirn haben. Sie vertragen dann mehr Alkohol und trinken deshalb auch mehr.

Mit dem Medikament Acamprosat lasst sich die Glutamatwirkung im Gehirn abschwachen. Therapeuten setzen die
Arznei deshalb zur Behandlung der Alkoholsucht ein. Allerdings spricht nur ein Teil der Alkoholiker auf Acamprosat an.
Bei unseren alkoholkranken Mausen erzielten wir aber mit dem Medikament sehr gute Erfolge: Die Glutamatkonzen-
tration im Gehirn der Tiere sank - parallel dazu normalisierte sich ihr Alkoholkonsum. Dieser Versuch liefert wichtige
Hinweise fiir die Therapie der Alkoholkrankheit beim Menschen. Wir vermuten jetzt, dass das Medikament hauptsach-
lich bei Personen wirkt, deren Glutamatstoffwechsel gestort ist, zum Beispiel wegen einer Mutation im Per2-Gen.
Mittlerweile arbeiten wir an einem Test, der diese Patienten zuverlassig identifiziert. Dadurch kdnnen wir hoffentlich
bald vorhersagen, wem Acamprosat hilft.
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DIE PARKINSON-KRANKHEIT: VOM GEN ZUR THERAPIE
Prof. Dr. Thomas Gasser

Bei der Parkinson-Krankheit - benannt nach dem englischen Arzt James Parkinson, der die Krankheit 1817 erstmals
beschrieb - handelt es sich um eine chronische, unaufhaltsam fortschreitende motorische Stérung. Bei den Patienten
sterben in einem bestimmten Teils des Gehirns (der sog. Substantia nigra) zehntausende Nervenzellen ab, die den
Botenstoff Dopamin produzieren. Dopamin wird dort, wohin die Nervenbahnen der Substantia nigra hauptséachlich zie-
hen (zum Corpus striatum), zur Kommunikation zwischen den Nervenzellen benutzt. Aufgrund des Dopaminmangels
kommt es bei den Patienten zu unterschiedlich ausgepragten Bewegungsstorungen (Bewegungsarmut, Muskelsteifig-
keit und Muskelzittern). Die Parkinson-Krankheit ist die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung des Menschen:
In Deutschland sind etwa 250.000 bis 350.000 Menschen betroffen. Die Ursache der Erkrankung ist in den meisten
Fallen weiterhin unbekannt. Durch genetische Untersuchungen konnten aber bereits eine ganze Reihe von Genen
identifiziert werden, die zu seltenen erblichen Formen der Krankheit fiihren. Dadurch lassen sich die molekularen

Mechanismen der Neurodegeneration aufklaren mit dem Ziel, kausal wirkende Therapiestrategien zu entwickeln.

Krankhafte Proteinablagerungen

Das erste ,,Parkinson-Gen*, das 1997 gefunden wurde, ist das Gen fiir a-Synuclein. Aufgrund dieser Entdeckung war
es moglich, die Natur der fiir die Parkinson-Krankheit charakteristischen Proteinablagerungen in Nervenzellen, der so
genannten Lewy-Koérper, aufzuklaren: Sie bestehen im Wesentlichen aus defektem a-Synuclein-Protein, das kaum
noch abgebaut werden kann und sich deshalb in Form der Lewy-Korper ablagert. Wir nehmen heute an, dass diese
Aggregation des a-Synuclein-Proteins entscheidend zur Entstehung der Parkinson-Krankheit beitrdgt. Im Rahmen des
Nationalen Genomforschungsnetzes (NGFN) wurden nun umfangreiche Untersuchungen durchgefiihrt um festzustel-
len, ob Varianten im a-Synuclein-Gen auch fiir die sporadische Parkinson-Erkrankung, also die nicht erblichen Formen
der Erkrankung, verantwortlich sein konnten. Derartige Varianten wurden tatsachlich gefunden, so dass man nun
durch genetische Untersuchungen das Risiko, an Parkinson zu erkranken, genauer einordnen kann. Praklinische
Studien mit dem Ziel, die a-Synuclein-Produktion in Nervenzellen zu beeinflussen und damit das Parkinson-Risiko zu

senken, wurden bereits eingeleitet.

Haufige genetische Ursache entdeckt

Eine weitere wichtige Entdeckung der Arbeitsgruppen des NGFN war, dass Mutationen in einem Gen auf Chromosom
12, dem Gen fiir die Leucin Rich Repeat Kinase 2 (LRRK2) eine weitere, und im Vergleich zu Mutationen im a-Synu-
clein-Gen sehr viel hdufigere Ursache fiir das familidre Parkinson-Syndrom sind. Wahrscheinlich werden bis zu fiinf
Prozent aller Parkinson-Erkrankungen durch Mutationen in diesem Gen verursacht. Es enthélt den Bauplan fiir ein
groBes EiweiBmolekil, das wahrscheinlich in der Zelle als Signaliibermittlungsprotein fungiert. Derartige Proteine sind
prinzipiell Ansatzpunkte fiir Medikamente. Sollte sich also herausstellen, dass eine gestdrte Signallbermittlung dieses
Stoffwechselweges zum Sterben von Dopamin-Nervenzellen beitragt, konnte dies ein wichtiger neuer Zugang zu pré-

ventiven oder kurativen Therapiestrategien sein.
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DEPRESSION - EINE GENVARIANTE BEEINFLUSST DIE
WIRKSAMKEIT VON MEDIKAMENTEN
Dr. Dr. Susanne Lucae

Die Depression ist eine der bedeutendsten Volkskrankheiten: zwolf bis 20 Prozent der Bevdlkerung in den Industrie-
landern entwickeln mindestens einmal in ihrem Leben eine depressive Episode. Laut einer Berechnung der Welt-
gesundheitsorganisation (WHO) wird die Depression im Jahr 2020 einer der fiihrenden Griinde fiir vorzeitige Beren-
tung sein. Die Erkrankung zeigt sich durch eine mehr als zwei Wochen andauernde gedriickte Stimmung, Interessen-
verlust, Freudlosigkeit und eine Verminderung des Antriebs. Zusatzlich leiden Patienten haufig unter schlechtem
Konzentrationsvermdgen, vermindertem Selbstwertgefiihl, Schuldgefiihlen, Suizidgedanken, Schlafstérungen und

einem reduzierten Appetit. Viele sehen fiir ihr Leben keine Perspektive mehr.

Genetische Komponenten der Depression

Am Max-Planck-Institut fir Psychiatrie in Miinchen nahmen bisher iiber 350 Patienten, die wegen einer depressiven
Storung stationar psychiatrisch behandelt werden missen, an einer Studie zur Erforschung der genetischen Grund-
lagen der Depression teil. Inzwischen belegen eine Reihe von epidemiologischen Daten, dass die Depression eine
sehr starke genetische Komponente hat. Studien dieser Art sind von besonderer Bedeutung, da die Erkrankung zwar
medikamentds behandelt werden kann, die so genannten Antidepressiva aber erhebliche Nachteile haben: Nur 40 bis
60 Prozent der Patienten sprechen auf das erste Medikament an, das ihnen verabreicht wird. Zudem wirken die Mittel
erst nach drei bis sechs Wochen und die Patienten missen zum Teil erhebliche Nebenwirkungen ertragen. Von geneti-
schen Studien erhofft man sich Hinweise fiir eine Verbesserung und Individualisierung der Therapie, denn die Wirk-
samkeit der Antidepressiva wird wahrscheinlich auch von den Genen im Erbgut des Patienten beeinflusst. Im Rahmen
der Studie werden die Patienten wahrend ihres Klinikaufenthalts in wochentlichen Abstédnden genau zu ihren Sympto-
men befragt und so der Verlauf der Beschwerden dokumentiert. Zuséatzlich zu den klinischen Routineuntersuchungen
wird die Regulation der Stresshormone untersucht, die bei depressiven Patienten oft gestort ist, und es erfolgt die
Analyse der Erbsubstanz DNA.

Storung der Stressreaktionen

Im Rahmen der Forderung durch das Nationale Genomforschungsnetz (NGFN) wurden inzwischen mehrere Kandida-
tengene aus der Stresshormon-Regulationskette auf genetische Verdnderungen untersucht und auf Zusammenhange
mit dem klinischen Verlauf der depressiven Patienten Uberpriift. Dabei wurde eine Variante im FKBP5-Gen identifi-
ziert, die den Wirkungseintritt von Antidepressiva bestimmt. FKBP5 ist ein Protein, das in der Stresshormon-Signal-
Ubertragung eine wichtige Rolle spielt. Die biologische Aufgabe von FKBPS ist es, die dreidimensionale Faltung an-
derer Proteine zu unterstiitzen und damit deren Funktion maBgeblich zu beeinflussen. Auf diese Weise steuert das
Protein im Organismus die Empfindlichkeit des Glukocortikoid-Rezeptors, der eine zentrale Stellung in der Korper-
reaktion auf Stress einnimmt. Ist seine Empfindlichkeit beispielsweise verringert, wird die Korperstressreaktion nur
verzogert bzw. eingeschrénkt zurlickgefahren. Bei Patienten mit einer charakteristischen Variante (TT-Variante) des
FKBP5-Gens besserten sich bereits nach einwdchiger Behandlung mit Antidepressiva die Symptome signifikant
schneller als bei Patienten mit anderen FKBP5-Varianten, die selbst nach fiinf Wochen wesentlich schlechter auf die
Therapie ansprachen. Gleichzeitig trat bei Patienten mit der TT-Variante jedoch eine erhéhte Anzahl von depressiven
Episoden auf. Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass Patienten mit der TT-Variante in ihren weiBen Blutkdrper-
chen mehr FKBP5-Protein haben.
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Diese Ergebnisse belegen die zentrale Rolle von Genen, die an der Stresshormon-Regulation beteiligt sind, fiir die
Entstehung und den Verlauf der Depression. Welcher urséchliche Zusammenhang zwischen der Funktion des FKPB5-
Proteins und der Wirkung von Antidepressiva besteht, ist allerdings noch nicht geklart. Vermutlich aktiviert die TT-
Variante des FKBP5-Gens weitere Regulationswege des Stresshormon-Systems, welche von Antidepressiva dann
schneller angesprochen werden kdnnen.

Therapie besser planbar

Die aktuelle Studie hat neben ihrer groBen Bedeutung fiir die klinische und grundlagenorientierte Forschung auch
direkte Konsequenzen fiir den Patienten: In Zukunft wird es vielleicht moglich sein, die zeitliche Wirkung von Anti-
depressiva vorherzusagen und die Therapie bei einer Depression effizienter zu planen. Fiir die pharmazeutische In-
dustrie bedeuten die Ergebnisse neue Herausforderungen, aber auch Chancen fiir die Markteinfiihrung neuer Medika-
mente. Zukinftig wird man Patienten- und Kontrollgruppen zuerst auf ihre FKBP5-Genvarianten hin analysieren mis-
sen, damit die nachgewiesene, rasche oder spate Wirkung des neuen Medikaments nicht lediglich auf ein unausgewo-
genes Verhaltnis der verschiedenen FKBP5-Genvarianten in der Patientengruppe zuriickzufiihren ist. In der Grund-
lagenforschung eroffnen die Erkenntnisse zu FKBP5 neue Ansétze, um die molekularen Vorgénge besser zu verstehen,
die der Wirkung von Antidepressiva zugrunde liegen.
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CHOREA HUNTINGTON: ANALYSE VON PROTEIN-NETZWERKEN
UND THERAPIEENTWICKLUNG
Prof. Dr. Erich E. Wanker

Chorea Huntington (HD), auch ,Veitstanz“ genannt, ist eine erbliche Erkrankung des zentralen Nervensystems. Sie
ist gekennzeichnet durch unwillkiirliche, ungebremste Bewegungen, motorische Stérungen und geistigen Verfall. In
Deutschland leiden etwa 8.000 Menschen an dieser todlichen Krankheit. Der genetische Hintergrund von HD ist teil-
weise geklart, Gentests sind verfiigbar und auch der Krankheitsverlauf ist gut dokumentiert. Als maBgebliches Gen-
produkt wurde das Protein Huntingtin (Htt) identifiziert, das in seiner mutierten Form zu viele Exemplare des Bau-
steins Glutamin besitzt. Durch diesen Fehler verliert das Protein Htt seine normale Struktur, bildet filzige Knduel und
fiihrt zu Funktionsstorungen und dem Sterben der Zellen. Zudem vermuten wir, dass der Verlust der Htt-Funktion fir
die Entstehung von HD mitverantwortlich ist.

Die Funktion von Htt ist noch nicht vollstéandig geklart. Es scheint aber klar zu sein, dass das Protein als Gertist in
Prozessen der Transkriptionsregulierung, Zellorganisation und des Vesikeltransports eingebunden ist. Um die genaue
Funktionsweise von Htt in gesunden und kranken Zellen weiter aufzukldren, missen nun die Interaktionspartner von

Htt gefunden und beschrieben werden.

Ein Ziel der Systematisch-Methodischen Plattform (SMP) ,,Protein® ist es, Interaktionen zwischen Proteinen zu unter-
suchen, die moglicherweise bei Krankheiten eine entscheidende Rolle spielen. Bisher wurde mittels des so genannten
Hefe-2-Hybrid-Systems (Yeast two-hybrid, Y2H) ein Netzwerk von 186 Proteinen fiir HD gefunden. Wir haben diese
molekularbiologische Technik automatisiert und ein effizientes Hochdurchsatzverfahren etabliert. Nur so war es uns
maoglich, in kurzer Zeit hunderte von Proteinen daraufhin zu Uberprifen, ob sie an Htt binden und mit diesem zusam-
men Funktionen ausiben. Ein Protein, GIT1, verstarkt die Ablagerung von fehlerhaftem Htt und nimmt aufgrund seiner

Lokalisation und Verteilung im Verlauf von HD eine Schlisselrolle ein.

Studien zur Aufschlisselung der Interaktionen von Krankheitsproteinen werden wichtige funktionelle Daten fir ein
besseres Versténdnis von Krankheitsmechanismen liefern. Grundsétzlich kdnnten mit Methoden der funktionellen
Genomforschung auch Interaktionsnetzwerke fiir weitere krankheitsrelevante Proteine generiert werden, um neue
Ansatzpunkte fiir die Therapieentwicklung zu identifizieren.

Neben den genannten Interaktionsstudien stehen der SMP Protein zudem strukturbiologische Methoden, Massen-
spektrometrie und Cryo-Elektronenmikroskopie zur Verfligung, um Protein-Protein- und Protein-Medikamenten-
Wechselwirkungen zu untersuchen. Damit kombiniert die SMP Protein Technologien, die fiir die molekulare Beschrei-

bung von Krankheiten wichtig sind und eine Grundlage fiir zukiinftige pharmazeutische Strategien darstellen kdnnten.
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1997-2000 Beratende Tatigkeit fir GPC Biotech, Miinchen

1999-2001 C3-Professur am Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik, Berlin

seit 2001 C4-Professur fiir Molekulare Medizin an der Charité, Berlin;

Arbeitsgruppenleiter Neuroproteomforschung am Max-Delbriick-
Centrum fiir Molekulare Medizin (MDC), Berlin-Buch

Forschungsschwerpunkte

* Aufkldrung der molekularen Hintergriinde von Chorea Huntington und anderer neuro-
degenerativer Krankheiten (wie Alzheimer-Krankheit und Prion-Krankheiten)

* Entwicklung praventiver MaBnahmen fiir Chorea Huntington und fiir die Alzheimer-
Erkrankung

* Entwicklung eines Hochdurchsatzverfahrens zur Isolierung moglicher Inhibitoren, die
die Proteinaggregation verhindern

» Uberpriifung méglicher Inhibitoren im Zellkultur-System und im Mausmodell

* Suche nach Huntingtin-spezifischen Proteasen

* Entwicklung eines automatisierten Verfahrens mithilfe dessen man groe Protein-

Protein-Interaktionsnetze erstellen kann
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Aktuelle Forschungsprojekte

* HDSA-Grant ,Characterization of potential drug targets and lead compounds for
Huntington’s Disease Therapy*

* HDSA-Grant ,,Analysis of protein complexes and signaling pathways involved in Huntington’s
disease pathogenesis®
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* SFB 577 ,Molecular basis of clinical variability in Mendelian disorders*

Project: ,,Analysis of regulatory networks implicated in Huntington’s disease pathogenesis
and identification of potential modifier genes*
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seit 2002  Deutsche Gesellschaft fiir Proteomforschung (DGPF)
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1993-1995 Erwin Schrodinger-Auslandsstipendium, Fonds zur Forderung der wissenschaft-
lichen Forschung, Osterreich

1998 Investigator-Grant, Huntington’s Disease Society of America, USA
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* EMBO Journal
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acting protein HIP1 is a clathrin and a-adaptin binding protein involved in receptor-
mediated endocytosis. Hum. Mol. Genet. 10:1807-17.

Sittler, A., Waélter, S., Wedemeyer, N., Hasenbank, R., Scherzinger, E., Bates, G.P,,
Lehrach, H. and Wanker, E.E. (1998) SH3GL3 associates with the huntingtin exon 1
protein and promotes the formation of polyglutamine containing aggregates.
Molecular Cell. 2:427-436.

58



5-N '

Nationales
Genomforschungsnetz

Herausgeber

Nationales Genomforschungsnetz (NGFN)
Projektmanagement

Projekttrager im DLR
Heinrich-Konen-StraBe 1

53227 Bonn

Tel.: 02 28/38 21-3 31

Fax: 02 28/38 21-3 32

E-Mail: pm-ngfn@dlr.de

Internet: www.ngfn.de

Projektmanagement NGFN

Dr. Markus Albertini, Susanne Fraenkel,
Helga Frankenstein, Alexandra Hennes,
Dr. Anja Hiigel, Dr. Olaf Kriger,

Dr. Uta StraBer, Dr. Gesa Westermann

Redaktion
Projektmanagement NGFN
MasterMedia Public Relations

Gestaltung
MasterMedia Public Relations

Druckerei
Digital Connection, Hamburg

Bildnachweis

* Titelmotiv: Mauritius (DNA-Sequenz)

* Grafiken in den Kapiteln ,,Grundlagen der
Genomforschung® und ,,Exkursion zum RZPD“:
© Ernst Klett Verlag GmbH, Stuttgart. Eine
Vervielféltigung der Abbildung bedarf der
vorherigen Genehmigung des Ernst Klett Verlages.

* Referentenfotos: Privat

e Alle anderen Bilder und Grafiken:
Nationales Genomforschungsnetz (NGFN)

Stand
Mai 2005

59



