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Einleitung

Die Aufgaben der Abteilung liegen in Forschung, Lehre und
Krankenversorgung. Im Mittelpunkt der Forschung steht die
molekulare Analyse der normalen Variabilitdt des Menschen
und genetisch bedingter Stérungen von Entwicklung und Dif-
ferenzierung. Die dabei isolierten Gene werden mit Hilfe von
Tiermodellen (transgene und knock-out Méuse) auch auf ihre
genauen Funktionen hin untersucht. Bei geeigneten genetisch
bedingten Erkrankungen werden therapeutische Strategien
(Substitution; Gentherapie) entwickelt und zundchst im Maus-
modell evaluiert. Als neuer Forschungsschwerpunkt wurde in
der Abteilung die Stammzellforschung etabliert. Es ist gelun-
gen aus dem Testis der adulten Maus pluripotente Stammzel-
len zu isolieren und daraus verschiedenste Zelltypen zu diffe-
renzieren. Mit diesem Ansatz kann in Zukunft ein relevanter
Beitrag zur regenerativen Medizin geleistet werden.

Preface

The department is engaged in research, education of students
and patient care. Our research is focused on the molecular
analysis of normal human variability and genetic disturbances
of development and differentiation. Isolated genes are ana-
lysed in detail with respect to their functional properties using
animal models (transgenic and knock-out mice). For suitable
genetic diseases, therapeutic strategies (substitution; gene
therapy) are being developed and initial evaluation of such
strategies are carried out in the mouse. As a new focus of re-
search, stem cell biology was established in the institute. We
were successful in the isolation and proliferation of pluripotent
stem cells from adult mouse testis. These cells could be differ-
entiated into cell types like cardiomyocytes, B-cells, neurons,
liver cells and many others. Our work has a clear and promising
perspective for regenerative medicine.

1. Charakterisierung struktureller
Chromosomenaberrationen mittels
molekularer und molekularzytogenetischer
Methoden

Die Zytogenetik ist ein konventionelles diagnostisches Verfah-
ren bei Kindern mit nicht-syndromalen angeborenen Entwick-
lungsstorungen. Zur gezielten Charakterisierung struktureller
Chromosomenaberrationen und fiir den Nachweis kryptischer
Aneusomien (<3-5Mb) sind spezifische Verfahren erforderlich.
Wir haben zu diesem Zweck ein Testsystem auf der Basis von
real-time PCR entwickelt. Aufbauend auf den Ergebnissen zy-
togenetischer Untersuchungen wird diese Methode sowohl
fur die exakte Kartierung von Chromosomenbruchpunkten als
auch fur den Nachweis subtelomerer Deletionen und Duplika-
tionen eingesetzt. Zusammen mit molekularzytogenetischen
Techniken ist es bei einer Zahl von Patienten gelungen, an-
hand klinischer Daten eine Genotyp- Phanotyp-Korrelation

herzustellen und wichtige Informationen fiir die Genetische
Beratung in den betroffenen Familien zu erhalten.

1. Characterisation of Chromosomal
Aberrations by Molecular and Molecular
Cytogenetic Techniques

Conventional cytogenetics is a common tool for the diagno-
sis of children with non-syndromal congenital developmen-
tal delay. More specific techniques for the characterisation of
structural chromosomal abnormalities and the detection of
cryptic aneusomy are useful. We developed an assay system
on the basis of real-time PCR. In addition to conventional cy-
togenetics we are using this approach for the identification of
subtelomeric deletions and duplications as well as for break-
point mapping. By this and additional molecular cytogenetic
techniques we could establish genotype-phenotype relations
in a number of patients and obtain informations relevant for
genetic counselling of the families.
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2. Molekulare und funktionelle Analysen
genetisch bedingter Erkrankungen

Mehrere Arbeitsgruppen beschdftigen sich mit Untersu-
chungen zur Genotyp-Phdnotyp-Korrelation bei neurolo-
gischen und kardiovaskuldren Erkrankungen sowie bei ange-
borenen Fehlbildungssyndromen. An neurologischen Erkran-
kungen sind zu nennen die Hereditére Spastische Paraplegie
(HSP), eine sowohl klinisch als auch genetisch heterogene
Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen mit den charakte-
ristischen Symptomen Hyperreflexie, Spastik und Schwéache
der unteren Extremitdten. Die mit 70-80% hdufigste Form
der Erkrankung ist die autosomal dominante HSP, wobei in
unserer Arbeitsgruppe die Gene SPG3 und SPG4 hinsichtlich
der Genotyp-Phanotyp-Korrelation untersucht werden. Wei-
tere Studien untersuchen Protein-Protein-Interaktionen der
Produkte der genannten Gene, um deren Funktionen genauer
zu verstehen. Eine weitere schwerpunktmafig untersuchte Er-
krankung ist das Rett-Syndrom, verursacht durch Mutationen
des MECP2-Gens. Hier besteht unser wissenschaftliches Inter-
esse in der Analyse von Genotyp-Phanotyp-Beziehungen, in
der Entwicklung neuer Methoden zur Mutationsanalyse und
insbesondere in der Erarbeitung einer Proteintherapie. Diese
wurde bei der Knock-out Maus fiir das MECP2-Gen erfolgreich
durchgefiihrt. Hinsichtlich kardiovaskuldrer Erkrankungen
bestehen Forschungsschwerpunkte zur Genese der Hypertro-
phen Kardiomyopathie (HCM) durch Mutationen in Genen sar-
kolemmaler Proteine (v. a. B-Myosin-heavy-chain und kardiales
Troponin T). Bei der HCM kommt es zu einer primdren Hyper-
trophie des Myokards. Es besteht ein erhéhtes Risiko fir Herz-
rhythmusstérungen und plétzlichen Herztod. Hinsichtlich der
Genese der Myokardinsuffizienz werden Assoziationsstudien
bei Patienten nach Myokardinfarkt und nach Chemotherapie
durchgefiihrt. Weitere Projekte untersuchen die Entwicklung
einer Doxorubicin induzierten Kardiomyopathie bei Mausen.
Wir beschéftigen uns weiterhin mit autosomal-dominant ver-
erbten angeborenen Fehlbildungssyndromen. Hier sind fol-
gende zu nennen: Das Noonan-Syndrom, der Morbus Osler
und das CHARGE-Syndrom. Beim Noonan-Syndrom bestehen
neben Herzfehlern (Pulmonalstenose und Myokardhypertro-
phie) typische faciale Dysmorphien, Kleinwuchs und verschie-
dene weitere fakultative Symptome. Neben den Studien zur
Genotyp-Phdnotyp-Korrelation werden in unserer Arbeits-
gruppe Tiermodelle fiir die genannten Erkrankungen erzeugt
und untersucht, wobei sowohl transgene als auch Knock-out-
Mause hergestellt werden. Ein weiteres untersuchtes Fehlbil-
dungssyndrom ist der Morbus Osler. Morbus Osler (auch unter
den Bezeichnungen Osler-Weber-Rendu-Syndrom und Here-
ditdre Hdmorrhagische Teleangiektasie (HHT) bekannt) ist eine
seltene, autosomal dominant vererbte Erkrankung der Blut-
gefdBe und des umliegenden Gewebes. Zu den Symptomen
gehoren Epistaxis (wiederholtes spontanes Nasenbluten), Te-
leangiektasien (als rote Punkte sichtbare GefaBerweiterungen
in der Haut, vor allem im Gesicht und an den Fingern), visze-
rale Beteiligung (arteriovendse Malformationen der Lunge,
des Gehirns oder des Magen-Darm-Traktes). Bislang wurden
beim Morbus Osler Mutationen in zwei verschiedenen Genen

gefunden. Zum einen handelt es sich um das Gen fiir Endoglin,
das auf Chromosom 9 lokalisiert ist, zum anderen handelt es
sich um das Gen fiir die Aktivin Rezeptor-ahnliche Kinase (ALK-
1), das auf Chromosom 12 liegt.

2. Molecular and Functional Analyses of
Genetic Diseases

Several research groups are working on the genotype-pheno-
type correlations in neurological and cardiovascular diseases,
as well as in congenital inherited malformation syndromes.
Among the neurological diseases investigated are the He-
reditary Spastic Paraplegia (HSP), a clinical and genetical het-
erogeneous group of neurodegenerative diseases character-
ised by hyperreflexia, spasticity and weakness of the lower
extremities. The most common form (70-80 %) is inherited in
an autosomal dominant fashion, and here our group focus-
es on the implicated genes SPG3 and SPG4, with respect to
genotype-phenotype correlation. Further studies investigate
protein-protein-interactions of the gene products involved,
in order to improve our understanding of their functions.
Another focus is Rett syndrome, caused by mutations in the
MECP2 gene. Here, our scientific interest is concentrated not
only on the genotype-phenotype correlations, but also on the
development of novel techniques for mutation analysis. Fur-
thermore, we have established a protein therapy which works
atleast in the knock-out mouse. With respect to cardiovascular
diseases, the main areas of research are investigations on the
pathogenesis of hypertrophic cardiomyopathy (HCM), caused
by mutations in genes for sarcolemmal proteins (B-myosin-
heavy-chain and cardial Troponine T). HCM leads to a primary
hypertrophy of the myocard. There is an associated increased
risk for arrhythmias and sudden cardiac death. With respect to
the pathogenesis of myocardial insufficiency, association stud-
ies are performed with patients who previously had suffered
myocardial infarction or had been treated with chemotherapy.
Further projects investigate the development of Doxorubicin
induced cardiomyopathy in mice. Another main focus of our
group are congenital autosomal dominant inherited malfor-
mation syndromes: Noonan-Syndrome. Morbus Osler and
CHARGE-Syndrome. Noonan-Syndrome (NS1) is characterized
by congenital heart defects (pulmonal stenosis and myocard
hypertrophy), typical facial dysmorphic features, small stature
and other anomalies. In addition to studies on genotype-phe-
notype correlation our group creates animal models (trans-
genic and knock-out mice) to study the pathogenesis of the
above named diseases. Morbus Osler (Hereditary Hemorrhag-
ic Teleangiectasia; HHT) is a genetic disorder of the blood ves-
sels which affects about one in 5,000 people. It affects males
and females from all racial and ethnic groups. The disorder is
also sometimes referred to as Osler-Weber-Rendu (OWR) after
several doctors who studied HHT 50-100 years ago. A person
with HHT has a tendency to form blood vessels that lack the
capillaries between an artery and vein. This means that arte-
rial blood under high pressure flows directly into a vein with-
out first having to pass through the very small capillaries. This
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place where an artery is connected directly to a vein tends to
be a fragile site that can rupture and result in bleeding (tel-
angiectasis). HHT primarily affects 4 organ systems; the lungs,
brain, nose and gastrointestinal (stomach, intestines or bowel)
system. The affected arteries either have an abnormal struc-
ture causing increased thinness or an abnormal direct connec-
tion with veins (arteriovenous malformation). The two major
types of disease, HHT1 and HHT2, are caused by mutations in
the ENG (endoglin) and ACVRL1 genes, respectively. The cor-
responding endoglin and ALK-1 proteins are specific endothe-
lial receptors of the transforming growth factor 8 superfamily
essential for maintaining vascular integrity. Many mutations
have been identified in ENG and ACVRL1 genes and support
the haploinsufficiency model for HHT.
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3. Identifizierung und Charakterisierung
von differentiell exprimierten Genen im
fortgeschrittenen Prostatakarzinom des
Menschen

Weltweit ist eine Zunahme der Inzidenz des Prostatakarzi-
noms zu verzeichnen. Die Aussichten fiir eine erfolgreiche
Therapie des Prostatakarzinoms verschlechtern sich rapi-
de, sobald die malignen Zellen invadieren und sich jenseits
des unmittelbaren periprostatischen Gewebes ausgebreitet
haben. Einer der Forschungsschwerpunkte im Bereich des
Prostatakarzinoms ist daher die Entwicklung von effizienten
molekularen Markern, welche die Progression und Malignitét
von Prostatatumoren detektieren bzw. differenzieren konnen.
Die Identifizierung solcher Markergene konnte durch die Ent-
wicklung neuer molekularbiologischer Techniken, wie z.B. die
cDNA-Array und Mikro-Array-Techniken, ereicht werden. Diese
Techniken erlauben eine vergleichende Expressionsanalyse
von tausenden von Genen in einem einzigen Experiment. Wei-
terhin konnte durch die Einflihrung der lasergestiitzten Mikro-
dissektion ein Verfahren zur Isolierung und zur Expressionsa-
nalyse von reinen Tumorzellverbdnden des Prostatakarzinoms
entwickelt werden.

Es wurde in Kooperation mit verschiedenen Arbeitsgrup-
pen ein Projekt zur Identifizierung und Charakterisierung neu-
er Marker flr das invasive Prostatakarzinom mittels laserge-
sttzter Mikrodissektion und Expressionsanalysen begonnen.
Zundchst konnten wir eine neue Methode der Isolierung und
Quantifizierung von intakter RNA aus Mikrodissektaten von
normalen Prostata- und Prostatakarzinomproben (zentrale
und kapselinvasive Tumorproben) etablieren. Weiterhin konn-
ten diese RNA-Proben, die aus verschieden Teilbereichen der
Prostata isoliert wurden, erfolgreich amplifiziert und fiir Array-
Analysen eingesetzt werden. Die erhaltenen Daten bzgl. der
differentiell exprimierten Gene in kapselinvasiven Prostatakar-
zinomen wurden mit Hilfe der quantitativen RT-PCR verifiziert.
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Quantitative RT-PCR-Studien an RNA aus Mikrodissektaten
sowie immunhistochemische Analysen an Prostataektomie-
praparaten des Menschen zeigten ebenfalls eine verstarkte
Expression von ausgewahlten Kandidatengenen in den Tu-
morzellen und in kapselnahen Bereichen. Zusatzlich wurden
von verschiedenen Kandidatengenen funktionelle Studien in
Prostatakarzinomzellen (in vitro) durchgefiihrt, die auf einen
Einfluss dieser Gene im Bereich der Proliferation, der Apopto-
se, der Invasivitat und Motilitat hinweisen. Momentan werden
funktionelle Studien ausgewéhlter Kandidatengene in vivo
mit Hilfe von transgenen Mausmodellen durchgefiihrt. Wei-
terfihrende Untersuchungen zur Expression und Funktion
dieser von uns identifizierten Kandidatengene im humanen
Prostatakarzinom sind notwendig, um sie als neue molekulare
Zielstrukturen fur die Entwicklung von therapeutischen Stra-
tegien gegen fortgeschrittene Prostatatumoren zu nutzen.

3. Identification and Characterization of
Candidate Genes Involved in Advanced
Human Prostate Carcinomas

Prostate cancer is the most frequently diagnosed solid tumour
in men, and the second leading cause of cancer death in males
from western countries. The prospects of a successful therapy
of prostate tumours are rapidly decreasing after malignant
cells have invaded through the prostate capsule and grow in
periprostatic tissues. One of the key issues in prostate cancer
research is to develop molecular markers that can effectively
detect and distinguish the progression and malignancy of
prostate tumours as well as provide insights into prostate tu-
mour development or behaviour. Progress in identifying such
markers has been markedly accelerated by recent advances
in molecular biology technologies, such as ¢cDNA array and
microarray techniques, which enabled analyzing the expres-
sion of thousands of genes in a single experiment. Also, the
recent development of laser capture microdisection (LCM), a
technique that allows for the reliable and accurate procure-
ment of cells from specific microscopic regions of tissue sec-
tions under direct visualization, now affords the opportunity
to perform molecular genetic analysis of pure populations of
prostate cancer cells in their native tissue environment.

We have started a cooperative project to identify new
markers for capsule invasive prostate carcinoma by using la-
ser capture-microdissected (LCM) tumour samples and dif-
ferential gene expression studies. We have developed a new
method to isolate and quantify intact RNA from LCM-derived
matched normal and prostate tumour samples (tumour cen-
tral and capsule-invasive). Moreover, intact RNA samples from
the three different prostate areas were successfully subjected
to both RNA amplification and subsequently for array analy-
ses. The data regarding the differentially expressed genes in
capsule-invasive prostate carcinoma were verified by using
quantitative RT-PCR. Quantitative RT-PCR studies on RNAs
from microdissected tumour samples as well as immunohis-
tochemical analyses on tissue samples revealed that selected
candidate genes are indeed overexpressed in prostate cancer

cells and in tumour cells of capsular invasive areas. In addi-
tion, functional studies of selected target genes in vitro dem-
onstrated that these genes are involved in defined processes
of tumour cells, e.g. proliferation, apoptosis, invasiveness and
motility. Currently, we are investigating the role of selected tar-
get genes in prostate tumour progression by using transgenic
mouse models. In addition, further investigations regarding
the expression and function of these candidate genes are nec-
essary for using them as new molecular targets in the devel-
opment of therapeutic strategies against advanced prostate
cancers.
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4. Genetik und Therapie der
Molybdén-Cofaktor-Defizienzen

Die Molybdan-Cofaktor-Defizienzen sind seltene autosomal-
rezessive Erbkrankheiten (OMIM 252 150, 603707, 603708,
603 930), die meist zum Tod im friihen Kindesalter fiihren.
Erste Anzeichen sind Gedeihstérungen und therapieresistente
Krampfe, spater entwickeln sich oft ektope Augenlinsen und
zerebrale Atrophien. In einem seit 1993von der DFG geforder-
ten Forschungsprojekt wurden die an der Biosynthese des Mo-
lybdan-Cofaktors beteiligten menschlichen Gene identifiziert
und charakterisiert. Krankheitsverursachende Mutationen
wurden in den Genen MOCS1, MOCS2 und Gephyrin gefun-
den. Seit Anfang 2002 steht uns ein murines knockout-Tiermo-
dell (MOCS1-) fur die Molybddn-Cofaktor-Defizienz zur Verfi-
gung. An diesem Tiermodell wurden sowohl die Pathogenese
als auch mdogliche Therapiekonzepte fiir diese bis jetzt nicht
heilbare Krankheit erforscht. Bei der Therapie erarbeiten wir
gleichzeitig eine Behandlungsmaoglichkeit mit biochemischen
Vorstufen des Molybdan-Cofaktors, welche im Tiermodell be-
reits sehr erfolgreich ist, als auch gentherapeutische Konzepte.
Hier wurden rekombinante Adeno-Assoziierte Vieren (rAAVs)
verwendet, die in einer Kooperation mit der Abteilung Neuro-
logie hergestellt wurden.

4. Genetics and Therapy of Molybdenum
Cofactor Deficiencies

The molybdenum cofactor deficiencies are rare autosomal
recessive inherited diseases (OMIM 252 150, 603707, 603708,
603 930), which in most cases lead to early childhood death.
The first symptoms are a failure to thrive and seizures which
are unresponsive to therapy. At later stages, ectopic lenses
and cerebral atrophies often develop. Since 1993, we have in
a DFG-sponsored project identified and characterised the hu-
man genes participating in the biosynthesis of molybdenum
cofactor. Disease-causing mutations have been identified in
the genes MOCS1, MOCS2 and Gephyrin. Since 2002, we avail
of a murine knockout animal model (MOCS1-) for molybde-
num cofactor deficiencies. Using this model, we currently in-
vestigate the pathogenesis, as well as possibilities of therapeu-
tic concepts for this hitherto incurable disease. In this project,
we investigate both the delivery of biochemical precursors of
molybdenum cofactor as well as gene therapy concepts.
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5. Molekulargenetische Analyse der
méannlichen Keimzelldifferenzierung und
Keimzellen

Weltweit sind 15% aller Paare ungewollt kinderlos und dabei
ist in 40 % der Falle die Infertilitat auf den mannlichen Partner
zurlickzuflihren. Die Ursachen ménnlicher Infertilitdt kdnnen
auf verschiedenen Ebenen realisiert sein: Entwicklung der
mannlichen Reproduktionsorgane und Keimzellen sowie der
Interaktion von Spermien und Eizelle. Auf der Ebene der testi-
kuldren Entwicklung kdnnen z.B. infertile Patienten mit Krypt-
orchismus (Verbleib der Testes im Abdomen oder im Leis-
tenkanal) herangezogen werden. Bei der Maus konnten wir
zeigen, dass der Funktionsverlust des Insl3-Gens (gehort zur
Familie der Insulin-dhnlichen Gene) zum abdominalen Krypt-
orchismus fiihrt. Das Gen ist fiir den Descensus testis wahrend
der Embryonalentwicklung wichtig. Da es weitere Gene in der
Familie der Insulin-dhnlichen Gene gibt, wird derzeit deren
Funktion mit Hilfe von Knock-out Mdusen untersucht.

Auf der Ebene der Entwicklung und Funktion der mann-
lichen Keimzellen konnen Stérungen ebenfalls mannliche In-
fertilitat bedingen. Das reife, befruchtungsfahige Spermium
steht am Ende eines komplexen Differenzierungsprozesses,
der als Spermatogenese bezeichnet wird, und an dem etwa
2000-3000 Gene beteiligt sind. Viele dieser Gene werden stadi-
enspezifisch exprimiert. Mutationen in diesen Genen kénnen
die Ursache fiir Stérungen der Anzahl, Morphologie und Be-
weglichkeit der Spermien sein. Die meisten dieser Gene sind
bislang unbekannt bzw. ihre Funktionen sind nicht geklart.
Solche Gene werden von uns isoliert, charakterisiert und ihre
Funktionen werden mit Hilfe von Knock-out und transgenen
Mausen analysiert. Die Kenntnis dieser Gene und ihre Funktion
wird einerseits dazu beitragen, die Differenzierung der mann-
lichen Keimzellen besser verstehen zu lernen und andererseits
helfen, die Ursachen mannlicher Infertilitat abzuklaren.
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Stammzellen heif3en die neuen Hoffnungstrager der Medi-
zin. Wissenschaftler wollen mit ihrer Hilfe bislang unheilbare
Krankheiten therapieren. Stammzellen haben zwei besondere
Fahigkeiten: Sie sind in der Lage, sich zu allen Organ- und Ge-
webezellen des Menschen zu spezialisieren. Und sie kénnen
identische Nachkommen hervorbringen, also neue Stamm-
zellen mit genau denselben Eigenschaften. Stammzellen sind
also Basiszellen unseres Korpers, aus denen sich alle Zelltypen
des Organismus entwickeln — Haut, Muskeln, Knochen, Blut,
Nervenzellen und samtliche Organe. Spater Ubernehmen
Stammzellen wichtige Reparaturfunktionen bei Verletzungen
oder Krankheiten. Die ménnlichen Samenzellen werden wah-
rend des so genannten Prozesses ,Spermatogenese” standig
in groflen Mengen produziert. Die normale Spermatogenese
ist eine Grundbedingung fir die mannliche Fertilitat. Wah-
rend der Spermatogenese werden sténdig grof3e Mengen von
Spermien produziert. Die Stammzellen fiir die Spermatogene-
se werden aus einer eigenstandigen Zelllinie von Stamm- und
Vorlauferzellen generiert. Die Spermatogonienstammzellen
(SSC) sind die Garanten fiir die Kontinuitat in der Spermienbil-
dung. Das Projekt konzentriert sich auf drei Fragestellungen:
1) Die Aufklarung der komplexen Regelmechanismen, welche
die Proliferation und Differenzierung von SSCs kontrollieren.
2) Die Untersuchung des Entwicklungspotentials von SSCs.
3) Die Transdifferenzierung der gewebespezifischen und em-
bryonalen Stammzellen zu SSCs. Es wurde eine Methode bei
der Maus entwickelt, mit deren Hilfe es mdglich ist, aus testi-
kuldren Tumorzellen die Stammzellen fiir die Spermatogenese
zu isolieren. Die etablierten Zellen sind in der Lage, sich nach
der Transplantation in den Hoden zu reifen Samenzellen zu
differenzieren. Die Samenzellen kdnnen die Eizellen nach ICSI
(Intracytoplasmatische Spermien-Injektion) befruchten und
eine Embryonalentwicklung sicherstellen. Auflerdem konn-
ten wir spermatogoniale Stammzellen aus Hodengewebe von
adulten Mausen isolieren. Wir konnten zeigen, dass die Zellen
in vitro kultiviert und in einen Zustand gebracht werden kon-
nen, der den Eigenschaften von embryonalen Stammzellen
entspricht. Die Zellen bilden einen Zellverband (Embryoid
body), der spontan in wahrscheinlich alle Zellen des Organis-
mus ausdifferenzieren kann. So entstehen nach mehreren Ta-
gen Herzmuskelzellen, die sich wie Kardiomyocyten verhalten.
Durch biochemische und physiologische Untersuchungen
konnten die Zellen eindeutig als Herzzellen identifiziert wer-
den. Sie lassen sich klar von den ebenfalls entstehenden Ske-
lettmuskelzellen unterscheiden. Weiterhin konnten aus den
Zellen spezialisierte Nervenzellen entwickelt werden, die das
bei der Parkinsonschen Krankheit fehlende Dopamin produ-
zieren. Auch andere Zellarten wie GefaBBzellen, Hautzellen,
Leberzellen, Bauchspeicheldriisenzellen und Blutzellen konn-
ten bisher aus diesen Stammzellen gewonnen werden. Die Er-
findung und deren Anwendung ist international zum Patent
angemeldet und wird von der MBM ScienceBridge GmbH, der
Technologie-Transferorganisation der Georg-August-Universi-
tat Gottingen, verwertet. Auf Basis dieser Zellen kénnen neue
Stammzelltherapieverfahren flr verschiedene Erkrankungen
entwickelt werden. Hierzu mussten die spermatogonialen
Stammzellen bei dem zu behandelnden ménnlichen Patienten

gewonnen und nach Kultivierung im Reagenzglas wieder in
denselben Patienten transplantiert werden.

5. Molecular Analysis of Male Germ Cell
Differentiation and Germ Line Stem Cells

15 % of couples worldwide are infertile and in approximately
40% of the cases, the cause of infertility lies with the male
partner. The causes of male infertility can be studied on differ-
ent levels: the development of male reproductive organs and
germ cells, as well as the sperm-egg interaction. At the level of
reproductive tract, infertility can be due to cryptorchid testes.
In the mouse, we have found that the inactivation of the Insl3-
gene (member of the insulin-like family) results in abdominal
cryptorchidism. Other members of this gene family are cur-
rently studied in our laboratories using transgenic and knock-
out mice to elucidate the function of these genes.

Male infertility can also be caused by dysfunction at the
level of male germ cell differentiation. Spermatogenesis is
a highly complex differentiation process, producing sperm
which are able to reach and to penetrate the oocyte. Approxi-
mately 2000-3000 genes are involved in this process. Many of
these genes are expressed in a stage specific manner and mu-
tations in these genes can alter number, morphology and mo-
tility of sperm. However, the function of many of these genes
has remained unclear to date. We have isolated some of these
genes and analysed the function of these, using transgenic
and knock-out mice. The knowledge of the function of these
genes may contribute to our understanding of the molecular
basis of male germ cell differentiation and help to clarify the
genetic causes of male infertility.

Male reproductive success ultimately depends on the abil-
ity of the testis to produce prodigious numbers of sperm at a
consistent rate during the spermatogenesis process. Sperma-
togonial stem cells (SSC) initiate and maintain spermatogen-
esis in the seminiferous tubuli of the testis. To perform this
role, the SSC must self replicate as well as produce daughter
cells that can expand and differentiate to form spermatozoa.
In its most general sense, our research program seeks to eluci-
date molecular mechanisms underlying development and dif-
ferentiation of male germ cells. Within this framework, we are
exploring four general issues: 1) Potential of embryonic and
adult stem cells to differentiate to male germ cells 2) Potential
of spermatogonial stem cells to differentiate to somatic stem
cells 3) Functional analysis of genes involved in germline stem
cell proliferation and differentiation. 4) Elucidation the role
of Piwil2 in proliferation and differentiation of stem cells. We
established a germ cell line from the pluripotent teratocarci-
noma cells by a novel promoter-based sequential selection
strategy. The established cell line expresses the known molec-
ular markers of spermatogonial stem cells and spermatogonia.
This cell line undergoes meiosis and can develop into sperm
when transplanted into germ cell-depleted testicular tubules.
Sperm were viable and functional, as shown by fertilization
after intra-cytoplasmic injection into mouse oocytes. This ap-
proach provides the accessibility that is essential for studying

201 «



» 202

Zentrum Hygiene und Humangenetik ABTEILUNG HUMANGENETIK
Centre for Hygiene and Human Genetics DEPARTMENT OF HUMAN GENETICS

the development and differentiation of male germline stem
cell, as well as for developing new approaches to reproductive
engineering and infertility treatment. In second approach, we
developed a strategy for the establishment of spermatogonial
stem cell lines from embryonic stem cells (ES).These cells are
able to undergo meiosis, generate haploid male gametes in
vitro during 72 h and are functional, as shown by fertilization
afterintra-cytoplasmic injection into mouse oocytes. Resulting
two cell embryos were transferred into oviduct and live mice
were born. However, animals died 3-4 months after birth. This
is a clear indication that male gametes derived from embryon-
ic stem cells by this strategy are able to induce normal fertiliza-
tion and development. Our approach provides an accessible in
vitro model system for studies of mammalian gametogenesis.
Molecular and cellular mechanisms underlying differentiation
of ES to functional gametes should be elucidated in future re-
search. Recently, we have isolated spermatogonial stem cells
from adult male mice. These cells are physiologically responsi-
ble for the continuous production of sperm cells. We showed
that these cells, when cultured in vitro, can be brought into
a condition that mimics that of embryonic stem cells. The
cells form a cell mass (embryoid body), which can differenti-
ate into various if not all cell types of the organism. Further
more, cardiac muscle cells developed after several days of cul-
tivation. These cells contracted rhythmically in a way cardiac
cells do. The invention and its application have been filed for
an international patent and will be realized by the MBM Sci-
ence Bridge GmbH, a technology transfer organization of the
Georg August University - Goéttingen. At present, we are trying
to identify equivalent stem cells from humans. The analyses
are performed on testicular biopsies taken during urological
examinations. Should our results holds true in humans, immu-
nological as well as ethical problems with the use of human
embryonic stem cells would be solved. On the basis of these
cells, new stem cell techniques could be developed in order to
treat a variety of diseases. To do so, the spermatogonial stem
cells would be harvested from a male patient, cultivated in a
test tube (in vitro), and re-transplanted into the same patient.
A danger of rejection of the new tissue does not exist in this so
called autologuous transplantation. Possible fields of applica-
tion are the treatment of heart failure, of Parkinson’s Disease,
and of Diabetes mellitus.
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SCHWERPUNKTPROFESSUR MOLEKULARE
ENTWICKLUNGSGENETIK

SPECIAL PROFESSORSHIP MOLECULAR
DEVELOPMENTAL GENETICS

1. Molekulare Genetik von Tumorerkrankungen

Krebs definiert eine Vielzahl von Erkrankungen, welchen eine
unangemessene Vermehrung von Zellen infolge Hyperproli-
feration zugrunde liegt. In der letzten Zeit wird immer deut-
licher, dass Krebsentstehung mit Genen oder Signalwegen in
Verbindung gebracht werden kann, die wahrend der Embry-
onalentwicklung eine wichtige Rolle spielen. Dies lasst die
Vermutung zu, dass der Verlust der positionellen Information
einer Zelle ein wichtiger Schritt bei der Entstehung von Tu-
moren ist. Gegenwadrtig untersuchen wir die Rolle des Sonic
Hedgehof-Signalweges (SHH) bei der Entstehung und Pro-
gression von soliden Tumoren. Der Signalweg ist fur die Re-
gulation von Musterbildung, Proliferation, Uberleben und von
Wachstum des sich entwickelnden Embryos wichtig. Dasselbe
gilt fir den ausgewachsenen Organismus. Weiterhin konnten
wir flir den Signalweg eine Bedeutung fiir die Tumorentwick-
lung nachweisen.

Unser erstes Forschungsziel ist die Aufklarung der mole-
kularen und zellularen Basis der Initiationsereignisse wahrend
der Tumorentstehung, die dann in einen Zusammenhang mit
der Embryonalentwicklung gebracht werden soll. Da man Tu-
more auch als Organe ansehen kann, die sich normalerweise
nicht entwickeln, obwohl das Potenzial hierzu immer vorhan-
den ist, mochten wir zeigen, dass dieses Potenzial in adulten
Stammzellen zu finden ist, welche in héchstwahrscheinlich
allen adulten Geweben anzutreffen sind. Das zweite Ziel ist
die Aufklarung der Funktion des genannten Signalweges
wahrend der Tumorentstehung. Mittels moderner molekular-
biologischer Methoden (wie z.B. Quantitative RT-PCR, cDNA
Array Analyse nach Laser-assistierter Mikrodissektion oder
siRNA Technologie) wollen wir die Zielgene des Signalweges
und ihre Interaktion mit anderen Signalwegen identifizieren.
Untersucht werden solide Tumoren wie Medulloblastome und
Rhabdomyosarkome, welche mit Mutationen im SHH-Signal-
weg assoziiert werden.

Jedes Individuum hat einen einzigartigen genetischen
Hintergrund, welcher zusammen mit anderen Faktoren die
Wahrscheinlichkeit an einer bosartigen Krankheit zu erkran-
ken, beeinflusst. Unser drittes Ziel ist daher, diejenigen Gene
zu identifizieren, welche ein Individuum gegentiber solchen
Tumoren, die durch Fehlfunktion der SHH-Signalkaskade ent-
stehen, empfanglich macht. Um diese Gene zu identifizieren,
benutzen wir Mausmodelle.

1. Molecular Tumour Genetics

The term cancer defines a multitude of diseases which share
an inappropriate increase in number of cells, often due to hy-
perproliferation. There is growing body of evidence that links
cancer with genes and pathways which are required for nor-
mal embryonic patterning. This gives rise to the supposition
that the loss of positional information of a cell represents an
important step in tumour formation. We currently are inves-
tigating the role of the Sonic hedgehog signalling pathway in
the formation and progression of several solid tumours. The
pathway is important in regulating patterning, proliferation,
survival and growth in the embryo and the adult and recently,
we were able to demonstrate the relevance of this pathway for
tumourgenesis.

Ouir first research goal is to elucidate the molecular and cel-
lular bases of the initiation events of cancer and place them
in a developmental context. Because tumours can be seen as
organs which normally do not develop, although the poten-
tial of their development continuously exists, we suggest that
this potential could reside in stem cells, which are present in
many, if not all adult tissues. Our second research goal is to
characterize the role of the mentioned pathway in tumour de-
velopment by identification of cellular targets and by dissec-
tion of other interacting signalling molecules. The identified
targets could serve as molecular diagnostics, as well as targets
for therapeutic intervention. Various different approaches are
used, employing a number of modern gene discovery and
gene validation techniques (e.g. TagMan QRT-PCR, cDNA array
analysis after laser-assisted microdissection of small groups of
cells and siRNA technology) to examine solid tumours, includ-
ing medulloblastoma, rhabdomyosarcoma which are associ-
ated with mutations of the SHH signalling pathway.

Each individual has a unique genetic background that de-
termines, among other things, the probability of developing
malignant disease. Our third focus is to identify genes that
influence individual susceptibility to tumours with abnormal
SHH signalling. Both germ line mutations and common allelic
variants can play a role in determining this disposition and we
use the mouse as a model system to map and identify genes
which contribute to the individual disposition.
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