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EINLEITUNG

Die Aufgaben der Abteilung liegen in Forschung, Lehre und Kran-

kenversorgung. Im Mittelpunkt der Forschung steht die molekulare

Analyse der normalen Variabilitdt des Menschen und genetisch be-

dingter Stérungen von Entwicklung und Differenzierung. Die dabei
isolierten Gene werden mit Hilfe von Tiermodellen (transgene und
knock-out Mause) aufihre genauen Funktionen hin untersucht. Bei

geeigneten genetisch bedingten Erkrankungen werden therapeu-
tische Strategien (Substitution; Gentherapie) entwickelt und zu-

ndchstim Mausmodell evaluiert. Ein weiterer Schwerpunkt betrifft
die genetische Analyse der Tumorentstehung und die Erarbeitung
von Therapieansdtzen. Traditionellist ein Schwerpunkt,,Mannliche
Keimzelldifferenzierung® etabliert, der sich auch mit der Analyse

dermannlichen Infertilitat beschéftigt. Dabei hat sich auch das For-

schungsthema Stammzellen herausgebildet, welchesin den letzten
Jahren sehr erfolgreich bearbeitet wurde.

PREFACE

The departmentis 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 analysed in detail with re-

specttotheirfunctional properties using animalmodels (transgenic
and knock-out mice). For suitable genetic diseases, therapeutic
strategies (substitution; gene therapy) are being developed and
initial evaluation of such strategies is carried out in the mouse. An

additional research focus is the genetic analysis of tumour forma-
tion and strategies for therapeutic options. Male germ cell differ-

entiation and male infertility are studied since many years in the

institute. This research resulted in the isolation and characteriza-

tion of spermatogonial stem cells of adult testis and in trials to use
these stem cells for regenerative medicine.

1.

Detektion genomischer Imbalancen und
Rearrangements und funktionelle Analyse
genetisch bedingter Erkrankungen

Genomische Imbalancen, d. h. Duplikationen und Deletionen, die
wenige bis einige hundert Gene betreffen, spielen eine Rolle in der

Atiologie von mentaler Retardierung und globalen Entwicklungssto-
rungen. Fiirden Nachweis submikroskopischerImbalancen bei die-

sen Patienten wurde in der Arbeitsgruppe ein Screening-Protokoll
entwickelt, mit dem mittels quantitativer real-time PCR simultan alle
Subtelomerregionen der Chromosomen untersucht werden. Diese

Methode ist auch zur weiteren molekularen Bruchpunktcharakteri-

sierung geeignet. Die Spezifizierung balancierter Rearrangements

erfolgt mittels molekularzytogenetischer Methoden. Im Berichtszeit-

raum wurde auBerdem die hochauflésende Microarraytechnologie

(CGH-Array, 244K) zum genomweiten Nachweis kryptischer Imba-
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lancen bei Patienten mit unklaren Entwicklungsstérungen etabliert.
Die CGH-Array Analyse von Kopienzahlverdnderungen chromoso-
maler Abschnitte dient nicht nur dem Nachweis submikroskopi-
scher Chromosomenanomalien, sie wird auch zum Mapping und
zurAufklarung bislang unbekannter Genfunktionen durch Genotyp/
Ph&notyp-Korrelationen genutzt.

Mehrere Arbeitsgruppen beschéftigen sich mit Untersuchungen
zur Genotyp-Phdnotyp-Korrelation bei neurologischen und kardio-
vaskuldren Erkrankungen sowie bei angeborenen Fehlbildungs-
syndromen. Ein Forschungsschwerpunkt behandelt die Untersu-
chung der Pathomechanismen von neurologischen Erkrankungen.
Die hereditdre spastische Paraplegie (HSP) umfa3t eine genetisch
heterogene Gruppe (>42 Loci) neurodegenerativer Erkrankungen,
welche durch eine Spastik und Schwache der unteren Extremitadten
gekennzeichnetist. In den Genen SPG4, SPG3A and SPG31 werden
in Uiber 60 % aller HSP-Félle Mutationen detektiert und daher be-
schéftigt sich unsere HSP-Forschung hauptséachlich mit diesen drei
Genen. Durch diese Studien sollen die zugrundeliegenden moleku-
laren Mechanismen der HSP aufgeklart werden, diese Ergebnisse
sollen anschlieflend in das Design und die Entwicklung von thera-
peutischen Strategien zur Behandlung von HSP-Patienten einflie-
Ben. Hierfiir werden verschiedene Forschungsanséatze bearbeitet,
wie z.B. auf biochemischer Ebene sowie mit Hilfe von Zellkultur-
und Mausmodellen. Eine weitere neurologische Erkrankung, dass
Rett-Syndrom, ist ebenfalls Gegenstand unserer Forschungsarbei-
ten. Das Rett-Syndrom wird (hauptséchlich) durch Mutationen im
MECP2 Gen hervorgerufen. Wir haben verschiedene Mausmodelle
(z.B. transgene Mduse) generiert, bei denen MeCP2-GFP-Fusions-
proteine (MeCP2-Wildtyp und MeCP2-Mutanten) spezifisch im Ge-
hirn exprimiert werden. Es wurden neuartige Prdparationsmetho-
den entwickelt, um Rett-Syndrom assoziierte synaptische Dysfunk-
tionen zu analysieren. Hinsichtlich kardiovaskuldrer Erkrankungen
bestehen Forschungsschwerpunkte zur Genese der Hypertrophen
Kardiomyopathie (HCM) durch Mutationen in Genen sarkolemmaler
Proteine (v. a. B-Myosin-heavy-chain und kardiales Troponin T). Bei
derHCM kommt es zu einer primdren Hypertrophie des Myokards. Es
besteht ein erhohtes Risiko flir Herzrhythmusstérungen und plotzli-
chenHerztod. Hinsichtlich der Genese der Myokardinsuffizienz wer-
den Assoziationsstudien bei Patienten nach Myokardinfarkt durch-
gefiihrt. Wir beschaftigen uns weiterhin mit dem Studium von auto-
somal-dominant vererbten angeborenen Fehlbildungssyndromen.
Hier sind folgende zu nennen: Das CHARGE-Syndrom, der Morbus
Osler und das Noonan-Syndrom. Beim CHARGE-Syndrom finden
sich in variabler Auspragung Colobome, Herzfehler, eine Atresie
der Choanen, eine Retardierung des Wachstums und der psycho-
motorischen Entwicklung, eine Genitalhypoplasie sowie Anomalien
des Ohres (Ear) und Taubheit. Neben Protein-Protein-Interaktions-
studien zurAufklarung der Pathogenese des CHARGE Syndroms und
Identifizierung von Kandidatengenen werden in der Arbeitsgruppe
auchklinische Studien, wie z.B. die Identifizierung von Gonadenmo-
saiken bei betroffenen Familien durchgefiihrt. Beim Morbus Osler
(auch unter den Bezeichnungen Osler-Weber-Rendu-Syndrom und
Hereditdre Himorrhagische Teleangiektasie (HHT) bekannt) liegt
eine seltene, autosomal dominant vererbte Erkrankung der Blut-



gefdfle und des umliegenden Gewebes vor. Zu den Symptomen

gehoren Epistaxis (wiederholtes spontanes Nasenbluten), Telean-

giektasien (als rote Punkte sichtbare GefiRerweiterungen in der

Haut, vor allem im Gesicht und an den Fingern), viszerale Beteili-

gung (arteriovendse Malformationen der Lunge, des Gehirns oder

des Magen-Darm-Traktes). Bislang wurden beim Morbus Osler Mu-

tationen in mindestens zwei verschiedenen Genen gefunden. Zum
einen handelt es sich um das Gen fiirEndoglin, das auf Chromosom
9 lokalisiert ist, zum anderen handelt es sich um das Gen fiir die
Aktivin Rezeptor-dhnliche Kinase (ALK-1), das auf Chromosom 12

liegt. Mutationen im SMAD4 Gen sind urséachlich fiir das kombi-

nierte Syndrombild (Juvenile Polyposis, JP + HHT). Kiirzlich haben
Gallione et al. (2006) Mutationen im SMAD4 Gen bei HT Patienten
ohne JP gefunden. Es ist davon auszugehen, dass das SMAD4 Gen
das dritte Gen fiirden Morbus Osler darstellt. Daher miissen Morbus
Osler-Patienten mit Mutationen im SMAD4 Gen auf das Vorliegen
von Magendarmtraktpolypen untersucht werden.

1.

Detection and Characterization of Genomic
Imbalances and Rearrangements and Functional
Analyses of Genetic Diseases

Genomicimbalances, i. e. duplications and deletions ranging from
a few to hundreds of genes, play an important role in the etiology

of mentalretardation and developmental delay. A quantitative real-

time PCR protocol for copy number analysis of the subtelomeric
regions was engineered, which is feasible for the simultaneous
detection of submicroscopic imbalances of all chromosomes in

these patients. The method can easily be extended to further de-
tailed molecular characterization of breakpoints. Balanced rear-

rangements are analysed by molecular cytogenetic methods. In the
reporting period, microarray technology (CGH Array, 244K) was also
established for the examination of patients with developmental
delays of unknown etiology. Array technology allows the genome
wide detection of copy number variations at very high resolution.
Itis furthermore suitable for gene mapping and investigating gene
function by analysis of phenotype-genotype correlation.

Several research groups are working on the genotype-pheno-

type correlations in neurological diseases, as well as in congenital
inherited malformation syndromes. Our central research theme is
to elucidate the pathomechanisms of genetic disorders. In this
context neurological disorders are one primary focus of our inves-
tigations. Hereditary spastic paraplegia (HSP) denotes a genetically
heterogeneous group (42 loci) of neurodegenenerative disorders,
which are characterized by the presence of lower limb spasticity
and weakness. From the clinical perspective, three genes, namely
SPG4,SPG3Aand SPG31 areimportantas mutationsin these genes
accounting for»60 % of HSP cases. Our research focuses on these
three genes, with the intention to understand the underlying mo-
lecular mechanisms of the disease, which can be translated into
design/development of therapeutic strategies for treatment of the
patients. We are utilizing various approaches, such as biochemical
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approaches, cell-culture and mouse models for realizing our objec-
tives. Another neurological disorder, which is under investigation
is the Rett syndrome, caused (mainly) by mutations in the MECP2
gene.We have generated various mouse models such as transgenic
mice expressing MeCP2 fusion proteins (wild type and mutant form
fused with GFP) and devised novel preparations to study synaptic
dysfunction associated with Rett syndrome. With respect to cardio-
vasculardiseases, the main areas of research are investigationson
the pathogenesis of hypertrophic cardiomyopathy (HCM) caused
by mutations in genes for sarcolemmal proteins (B-myosin-heavy-
chain and cardiac troponin T). HCM leads to a primary hypertrophy
of the myocard. There is an associated increased risk for arrhyth-
mias and sudden cardiac death. With respect to the pathogenesis
of myocardialinsufficiency, association studies are performed with
patients who previously had suffered myocardialinfarction. Another
main focus of our group is the analysis of the following congenital
autosomal dominant inherited malformation syndromes: CHARGE
syndrome, Morbus Oslerand Noonan syndrome. CHARGE syndrome
is characterized by variable occurrence of coloboma, heart defects,
atresia of the choanae, retarded growth and development, genital
hypoplasia, earanomalies and deafness. In addition to protein-pro-
tein interaction studies to improve our understanding of the under-
lying pathogenesis of CHARGE syndrome and to identify candidate
genes, the group performs clinical trials, e.g. the identification of
germline mosaicisms in families with affected children.

Morbus Osler (Hereditary Hemorrhagic Teleangiectasia; HHT)
is a genetic disorder of the blood vessels 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), so called 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 arterial blood under high pressure flows directly
into a vein without first having to pass through the very small cap-
illaries. This place where an artery is connected directly to a vein
tends to be a fragile site that can rupture and result in bleeding
(telangiectasias). HHT primarily affects 4 organ systems; the lung,
brain, nose and gastrointestinal (stomach, intestines or bowel) sys-
tem. The affected arteries either have an abnormal structure caus-
ingincreased thinness oran abnormaldirect connection with veins
(arteriovenous malformation). The two major types of the disease,
HHT1 and HHT2, are caused by mutations in the ENG (endoglin)
and ACVRL1 genes, respectively. The corresponding endoglin and
ALK-1 proteins are specific endothelial receptors of the transform-
ing growth factor 3 superfamily, essential for maintaining vascular
integrity. Many mutations have been identified in ENG and ACVRL1
genes and support the haploinsufficiency model for HHT. In addi-
tion, mutations in the SMAD4 gene can cause a syndrome consist-
ingof both HHT and juvenile polyposis. However, SMAD4 mutations
have been found also in HHT patients without any apparent history
of juvenile polyposis.
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2.

Molekulare Charakterisierung von Zielproteinen
zur Entwicklung von Therapieansatzen bei
Karzinomen

Jahrlich erkranken in Deutschland ca. 440 000 Menschen an Krebs,
etwa 210 000 Menschen sterben an den Folgen dieser Krankheit.
Zu den hdufigsten Krebserkrankungen gehéren Lungenkrebs, Darm-
krebs und Prostatakrebs beim Mann bzw. Brustkrebs bei der Frau.

Die Entstehung einer Krebskrankheit beruht in der Regel nicht
aufeinereinzigen Ursache, sondern auf einer Kombination verschie-
denster Faktoren. Epidemiologische Studien belegen, dass eine
asiatisch gepragte Erndhrung das Risiko von hormonabhdngigen
Karzinomen senkt. Angeregt durch diese Beobachtungen haben wir
Wirkstoffe pflanzlichen Ursprungs hinsichtlich ihres Potenzials zur
protektiven oder therapeutischen Anwendung beim Prostatakarzi-
nom untersucht. Hier ist in erster Linie das Isoflavon Tectorigenin
aus der asiatischen Heilpflanze Belamcanda chinensis zu nennen.
Wirkonnten zeigen, dass Tectorigenin auf den im Prostatakarzinom
pathologisch tiberaktiven Androgen-Rezeptor und dessen Koakti-
vatoren Einfluss nimmt und die Auspragung eines weniger malig-
nen Phanotyps der Tumorzellen in vitro bewirkt. Derzeit werden in
dem Maus-Prostatatumormodell TRAMP die prdventive und thera-
peutische Wirkung von Tectorigenin sowie die zugrundeliegenden
Wirkungsmechanismen untersucht.

Die Aussichten fiir eine erfolgreiche Therapie des Prostata-
karzinoms verschlechtern sich rapide, sobald die malignen Zellen
invadieren und sich jenseits des unmittelbaren periprostatischen
Gewebes ausgebreitet haben. Ein weiterer Forschungsschwerpunkt
im Bereich des Prostatakarzinoms ist daher die Entwicklung von
effizienten molekularen Markern, welche die Progression und Ma-
lignitat von Prostatatumoren detektieren bzw. differenzieren kon-
nen. In Kooperation mitverschiedenen Arbeitsgruppen konnten wir
im Laufe der letzten Jahre mittels lasergestiitzter Mikrodissektion,
Array-Expressionsanalysen und in vitro-Studien Kandidatengene
identifizieren und charakterisieren, die Einfluss auf die Prolifera-
tion, Apoptose, Invasivitdt und Motilitdt von Prostatakrebszellen



besitzen. Momentan werden funktionelle Studien ausgewahlter
Kandidatengene in vivo mit Hilfe von transgenen Mausmodellen
durchgefiihrt.

Das kolorektale Karzinom istin Deutschland die zweithaufigste
Krebserkrankung. Mehrals 40 % dieser Karzinome sind im Rektum
lokalisiert. Im Rahmen einer Studie konnte kiirzlich gezeigt werden,
dass eine prd-operative 5-Fluorouracil-basierte Radiochemothera-
pie das Rezidiv bei lokal fortgeschrittenen rektalen Adenokarzino-
men reduzieren kann. Leider hat sich gezeigt, dass das Anspre-
chen individueller Tumore auf diese Therapie nicht einheitlich ist,
angefangen von kompletter Regression bis hin zu Resistenz. Es ist
bekannt, dass Komponenten des Insulin-dhnlichen Wachstumsfak-
tor (IGF)-Signalwegs wiahrend der Entwicklung und Progression von
kolorektalen Karzinomen eine entscheidende Rolle spielen. Daher
ist ein weiterer Forschungsschwerpunkt die Analyse der Rolle des
IGF-Signalwegs bei der Pathogenese von rektalen Adenokarzino-
men und beim Ansprechen dieser Karzinome auf die neoadjuvante
Radiochemotherapie. Auf diese Weise sollen weitere molekulare
Ziele identifiziert und fiir die Entwicklung neuer therapeutischer
Strategien angewandt werden.

2.

Molecular Characterization of Target Proteins for
the Development of Therapeutic Approaches in
Carcinomas

In Germany everyyear more than 400 000 patients are diagnosed
with cancer, approximately 200 000 die from this disease. The
most frequent cancers are lung, colon, as well as prostate and
breast cancer.

The development of cancer is mostly caused by a combina-
tion of different factors. However, epidemiological studies could
show that an asian-style nutrition decreases the risk of hormone
dependent carcinomas. Due to these observations we analyse plant
components regarding their potentials in protective or therapeutic
treatment of prostate cancer. Namely tectorigenin, an isoflavone
extracted from the asian medical plant Belamcanda chinensis, was
shown to influence the pathologically overactive androgen recep-
tor and its coactivators to induce a less malignant phenotype in
tumour cells. To date, the protective and therapeutic properties of
tectorigenin as well as the underlying mechanisms are studied by
using the mouse prostate cancer model TRAMP.

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 further key
issue 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 tumour development or behaviour. In cooperation with
different groups and by using techniques such as laser capture
microdissection, array expression analyses and in vitro studies
we could isolate and characterise candidate genes, which influ-
ence proliferation, apoptosis, invasiveness and motility of prostate
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cancer cells. Currently, we are investigating the role of selected
target genes in prostate tumour progression by using transgenic
mouse models.

Colorectal canceris the second most common cause of cancer-
related deaths. More than 40 % of these carcinomas are located in
the rectum. A recently published study demonstrated a significant
reduction of local recurrence after treatment of locally advanced
rectal carcinomas with a preoperative 5-fluorouracil-based chemo-
radiotherapy. Unfortunately, the response of individual tumours
to this therapy is not uniform, ranging from complete regression
to resistance. It is known that components of the IGF (insulin-like
growth factor) axis play a pivotal role in the development and pro-
gression of colorectal cancer. This project aims to elucidate the
role of the IGF axis in the pathogenesis of rectal adenocarcinomas
and the cause of resistance orresponse of rectal adenocarcinomas
to a neoadjuvant radiochemotherapy. In this way new molecular
targets are being identified and used for the development of new
therapeutic strategies.
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3.
Genetik und Therapie der Molybdan-Cofaktor-
Defizienzen

Die Molybdédn-Cofaktor-Defizienzen sind seltene autosomal-rezes-
sive Erbkrankheiten (OMIM 252 150, 603707, 603708, 603 930),
die meist zum Tod im frithen Kindesalter fiihren. Erste Anzeichen
sind Gedeihstorungen und therapieresistente Krampfe, spater
entwickeln sich oft ektope Augenlinsen und zerebrale Atrophien.
Seit 1993 hat die DFG verschiedene Forschungsprojekte zu die-
sem Thema geférdert. Zundchst wurden die an der Biosynthese
des Molybdédn-Cofaktors beteiligten menschlichen Gene MOCS1,
MOCS2, MOCS3 und Gephyrin charakterisiert. Anschliessend wurde
ein murines knockout-Tiermodell fiir die hdufigste Form der Molyb-
dan-Cofaktor-Defizienzen, Typ A, hergestellt. An diesem Tiermodell
wurden sowohl die Pathogenese als auch magliche Therapiekon-
zepte fiir diese bisher nicht heilbare Krankheit erforscht. Bei der
Therapie wurde eine Substitutionstherapie mit der biochemischen
Vorstufe cPMP des Molybdéan-Cofaktors etabliert, welche inzwi-
schen auch bei zwei Patienten angewendet wird. In einem genthe-
rapeutischen Ansatz wurde eine Expressionskassette zundchst in
transgenen Mdusen getestet und anschliessend in rekombinanten
Adeno-Assoziierten Viren (rAAVs) verwendet, die in Kooperation mit
derAbteilung Neurologie hergestellt wurden. Hierbeiwurden Fragen
zur Dosierung, Applikationsart und moglichen Reapplikation unter
Beriicksichtigung immunologischer Aspekte bearbeitet.
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3.
Genetics and Therapy of Molybdenum Cofactor
Deficiencies

The molybdenum cofactordeficiencies are rare autosomal recessive
inherited diseases (OMIM 252 150, 603707, 603708, 603 930),
which in most cases lead to early childhood death. The first symp-
toms are a failure to thrive and seizures which are unresponsive to
therapy. At later stages, ectopic lenses and cerebral atrophies often
develop. Since 1993 the DFG supported several projects concerning
this topic. Afteridentification of the involved human genes MOCS1,
MOCS2, MOCS3 and Gephyrin, a murine knockout animal model for
the most frequent type A of molybdenum cofactor deficiency was
created and used to study the pathogenesis as well as therapeu-
tic possibilities for this hitherto incurable disease. A biochemical
substitution therapy using the cofactor precursor cPMP was es-
tablished and is currently administered to two patients. In a gene
therapy study an expression cassette was first tested in transgenic
mice and then packaged in recombinant Adeno-Associated Viruses
(rAAV) in cooperation with the Department of Neurology. Here, dos-
age, application routes and possible reapplications were studied
taking into account theirimmunological consequences
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4.
Molekulargenetische Analyse der mannlichen
Keimzelldifferenzierung

Weltweit sind 15 % aller Paare ungewollt kinderlos und dabei istin
40 % der Félle die Infertilitdat auf den ménnlichen Partner zurlickzu-
fiihren. Die Ursachen mannlicher Infertilitdt kdnnen auf verschie-
denen Ebenen bestehen: Im Rahmen der Entwicklung der méannli-
chen Reproduktionsorgane und Keimzellen sowie im Rahmen der
Interaktion von Spermien und Eizelle. Das reife, befruchtungsfahige
Spermium stehtam Ende eines komplexen Differenzierungsprozes-



ses, der als Spermatogenese bezeichnet wird, und an dem etwa
2000-3000 Gene beteiligt sind. Viele dieser Gene werden stadien-
spezifisch exprimiert. Mutationen in diesen Genen kdnnen die
Ursache fiir Storungen der Anzahl, Morphologie und Beweglichkeit
derSpermien 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 Mdusen analysiert. Die Kenntnis
dieser Gene und ihrer Funktionen werden einerseits dazu beitragen,
die Differenzierung dermédnnlichen Keimzellen besserverstehen zu
lernen und andererseits helfen, die Ursachen ménnlicher Infertilitat
weiter aufzukldren. In unserer Gruppe haben wir die Funktion von
Mitgliedern der Familie fiir Insulin-dhnliche Faktoren (INSL3, INSL5
und INSL6) und ,,heat shock protein 110 (HSPA4 und HSPA4L) wie
auch die Rolle des Protamin 3- und des Pelota-Gens in der ménn-
lichen Keimzellentwicklung analysiert. Weiterhin konnten wir das
Peroxisomal testis specific Gen 1 (Pxt1) identifizieren, das nurin
méannlichen Keimzellen exprimiert wird. Mithilfe von Mausmodellen
wollen wir die Pxt1 Funktion bzw. die Funktion der Peroxisomen im
Rahmen der Spermatogenese eingehender erforschen. In fritheren
Knockout Experimenten hat sich gezeigt, dass Mutationen einzel-
ner Gene bei Mdusen nicht immer zu einer Stérung der Spermato-
genese fiihren miissen. Es ist dabei klar geworden, dass wichtige
physiologische Prozesse wie die Spermatogenese durch alternative
Signalwege gesichert sind. Daher sollin weiterfiihrenden Analysen
derEinfluss mehrerer ausgeschalteter Gene auf die Spermatogene-
se untersucht werden. Dafiir haben wir multiple Knock-out Mduse
generiert, bei denen bis zu sechs Testis-spezifische Gene inaktiviert
sind. Nachfolgend sollen bei diesen Mutanten die wichtigsten Pa-
rameter der Spermienbildung ndher untersucht werden.

4.
Molecular Analysis of Male Germ Cell
Differentiation

15 % of couples worldwide are infertile and in approximately 40 %
of the cases, the cause of infertility lies in the male partner. The
causes of male infertility can be studied on different levels: the
development of male reproductive organs and germ cells as well
asthe sperm-egginteraction. Spermatogenesisis a highly complex
differentiation process, producing sperms which are able to reach
and to penetrate the oocyte. Approximately 2000-3000 genes are in-
volved in this process. Many of these genes are expressed in a stage
specific manner and mutations in these genes can alter number,
morphology and motility of the sperms. However, the function of
many of these genes has still remained unclear. We have isolated
some of these genes and analysed the function of these, using
transgenic and knock-out mice. Knowledge of the function of these
genes may contribute to ourunderstanding of the molecular basis of
male germ cell differentiation and help to clarify the genetic causes
of male infertility. Our group has analysed the function of proteins
belonging to the Insulin-like family (INSL3, INSL5 und INSL6) and
»heat shock protein 110“ family (HSPA4 und HSPA4L) as well as the
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role of Protamin 3 and Pelota genes for the male germ-cell develop-
ment. Moreover, we have identified the germ-cell specific gene Pxt1
which is exclusively expressed in male germ cells. By generating
transgenic and knockout mouse models we will be able to analyse
the particular function of PXT1 and peroxisomes in the process of
spermatogenesis. During ouranalysis we have however found, that
turning off a single gene not always leads to significant spermato-
genesis disruption. Itis clearthatimportant physiological processes
like generation of sperm cells are secured by multiple alternative
pathways. Therefore, when the function of one gene is disrupted,
another gene can compensate the function or some other alterna-
tive pathway can be activated. To analyze these mechanisms and
to determine the function of genes involved in spermatogenesis
control, we developed the multiple knock-out strategy. Using this
analysis we were able to turn off even six testis-specific genesin a
single animal and analyze the phenotype.
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5.
Stammzellen

Als Stammzellen werden alle noch nicht ausdifferenzierten Zellen
eines Organismus bezeichnet, die Teilungs- und Entwicklungspo-
tential besitzen. Die damit verbundene Fahigkeit zur Differenzie-
rung nimmt auf dem Weg der Spezialisierung der Zellen immer wei-
ter ab. Der Begriff ,,Stammzellen® umfasst eine Vielzahl von Zellen
unterschiedlichster Herkunft. Allen diesen Zellen gemeinsam sind
jedoch zwei grundsatzliche Eigenschaften: Stammzellen befinden
sich im Gegensatz zu den hoch spezialisierten Zellen im erwach-
senen Organismus in einem undifferenzierten (unspezialisierten)
Zustand und kdnnen sich unter bestimmten Bedingungen im Kérper
(in vivo) und teilweise in der Zellkultur (in vitro) unbegrenzt teilen
und vermehren (Selbsterneuerung, self renewal), ohne diese Ei-
genschaft zu verlieren. Zudem besitzen sie das Potenzial, zu Zellen
unterschiedlichster Funktionen zu differenzieren.

Spermatogoniale Stammzellen (Spermatogonial Stem Cells,
SSCs) sind einzelne Zellen, die in den Hodenkanilchen an der Ba-
salmembran lokalisiert sind und durch ihre Fahigkeit, sich sowohl
selbst zu erneuern (self renewal) als auch zu differenzieren, dafiir
sorgen, dass es zu einer lebenslangen Samenzellbildung (Sperma-
togenese) beim mannlichen Organismus kommt. Wirkonnten diese
SSCs aus adulten Mdusen isolieren und zeigen, dass diese Zellen
in Kultur die gleichen Fahigkeiten wie Embryonale Stammzellen
(ES-Zellen oder ESCs) erlangen, ndmlich pluripotent werden. Diese
Zelllinien exprimieren alle relevanten Pluripotenzmarker, wie z.B.
Oct4, Nanog und Sox2. Auch weitere Kriterien, die zur Beurteilung
von Pluripotenz bei ES- Zellen gelten, werden von diesen SSC Zell-
linien erfiillt. So exprimieren sie SSEA-1(stage-specific embryonic
antigen-1), besitzen eine hohe Alkalische Phosphatase (AP)- Akti-
vitdt und ein hohes Kern-Plasma-Verhiltnis.

Die von uns generierten SSC- Zelllinien (auch maGSCs — mul-
tipotent adult Germline Stem Cells — genannt) konnten in vitro zu
verschiedensten Zellen differenziert werden, darunter Muskelzellen,
neuronale Zellen und Kardiomyozyten. Nach subkutaner Injektion
der Zellen in immundefiziente Mduse entwickelten sich Teratome,
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die Derivate aller drei Keimblatter enthielten. Nach Blastozystenin-
jektion der Zellen konnten mehrere hochprozentige Chiméren er-
halten werden, die auch Keimbahntransmission zeigten. Um zu
beweisen, dass die generierten Zelllinien von den SSCs in vivo
ausgehen, wurde mit Ausgangszellen ein funktionaler Test durch-
gefiihrt. Dieser sog. Transplantations- Assay wurde 1994 erstmals
eingefiihrt und gilt auch heute noch als Nachweis, dass eine Zell-
suspension testikuldre Stammzellen enthdlt. Nach Transplantation
der Zellen in Testis von Empfanger- Mdusen, bei denen im Vorfeld
die endogene Spermatogenese durch Behandlung mit einem Cyto-
statikum zerstort wurde, konnte nach fiinfbis sechs Monaten erneut
Spermatogenese detektiert werden. Damit war der Beweis erbracht,
dass die Ausgangs- Zellpopulation auch die SSCs umfasste. - Die
pluripotenten maGSCs wurden aufverschiedenen Ebenen von der
Arbeitsgruppe teilweise in Kooperation mitanderen Arbeitsgruppen
weiter charakterisiert, um die Ubereinstimmung des Potentials mit
Embryonalen Stammzellen weiter zu bestatigen (z.B. genomweite
Methylierung, miRNAom, Histonmodifikationen, Apoptose).

Ein weiterer Aspekt unserer Untersuchungen ist die Suche nach
neuen Pluripotenzgenen. Dazu wurden sowohl Transkriptom- als
auch Proteomuntersuchungen durchgefiihrt, wobei jeweils ESCs
und maGSCs miteinander sowie mit daraus differenzierten Zel-
len verglichen wurden. Die Kandidatengene, die sich nach diesen
Vergleichen herauskristallisiert haben, werden momentan aufihre
Funktion als moégliche Pluripotenzgene untersucht.

Ein weiterer Aspekt, der in unserer Arbeitsgruppe untersucht
wird, ist die in vitro Spermatogenese ausgehend von pluripoten-
ten Stammzellen. Da die Mechanismen der Spermatogenese bis
dato noch nicht ausreichend untersucht sind — nicht zuletzt, weil
das in vivo nicht so einfach zu bewerkstelligen ist — haben wir bei
der Maus ein Verfahren entwickelt, mit Hilfe dessen man in vitro
ES- Zellen sowie maGSCs zu Spermien differenzieren kann. Die
Funktionalitdt dieser Gameten konnte durch die Befruchtung von
Eizellen durch ICSI (Intracytoplasmatische Spermien Injektion)
nachgewiesen werden. Wir konnten zeigen, dass nicht nur eine
normale Embryonalentwicklung stattfindet, sondern auch lebende
Nachkommen erzeugt werden kénnen. Da dieses Verfahren noch
sehr ineffizient ist, bedarf es hier weiterer Untersuchungen, um
ein geeignetes System fiir die Untersuchung der Mechanismen der
Spermatogenese zu etablieren.

Induzierte Pluripotente Stammzellen (iPS- Zellen) sind momen-
tanim Fokus derweltweiten Stammzellforschung. Diese Zellen kon-
nen durch verschiedene Verfahren aus ausdifferenzierten Zellen
(z.B. Hautzellen) jedes Organismus’ generiert werden. Ein Nach-
teil dieser Zellen besteht momentan noch darin, dass sie sich am
effizientesten durch die virale Expression von Pluripotenzgenen
herstellen lassen, was wiederum den Nutzen fiir die regenerati-
ve Medizin dezimiert. Durch die virale Expression kommt es bei
Einsatz dieser Zellen fiir Therapien im Mausmodell verstarkt zu
unerwiinschten Tumorbildungen. Um dieses Problem zu umgehen
und um die Generierung solcheriPS- Zellen effizienter zu gestalten,
versuchen wir, durch die Zugabe von Proteinen und verschiedener
Chemikalien, iPS- Zellen zu generieren, um diese spater fiir Thera-
pieansdtze zu nutzen.



5.
Stem cells

Stem cells are undifferentiated cells of an organism that keep the ca-
pacity to divide and develop. Their ability to differentiate decreases
during specialisation of the cells. The term “stem cells” contains
a variety of cells from different origins. But all of these cells have
something in common: stem cells are in contrast to highly special-
ized cells of an adult organism undifferentiated (unspecialized)
and are able to divide and self renew under certain conditions in
vivo as well as in vitro without loosing these properties. In addi-
tion they have the potential to differentiate into cells with differ-
ent functions.

Spermatogonial Stem Cells (SSCs) are single cells that are lo-
cated at the basal membrane of the tubuli seminiferi. Due to their
ability to selfrenew as well as to differentiate they can give rise
to germ cells (spermatogenesis) during the whole live of a male
organism. We were able to isolate SSCs from adult mouse testis
and could show that these cells acquire the potential of embryonic
stem cells (ESCs) in culture. These cell lines express all relevant
pluripotency markers like Oct4, Nanog and Sox2. Further criteria,
which are used to evaluate pluripotency of ESCs, are also met in
these cell lines. They express SSEA-1 (stage-specific embryonic
antigen-1), have a high alkaline phosphatase (AP-) activity and a
high nuclear- cytoplasm- ratio. The SSC-cell lines (maGSCs — mul-
tipotent adult Germ line Stem Cells), which we created, can be dif-
ferentiated in vitro to various cell types like muscle cells, neuronal
cells and cardiomyocytes. After subcutaneous injection of the cells
intoimmunodeficient mice, teratomas developed, which contained
derivatives of all three germ layers. After blastocyst injection many
high percentage chimaeras could be obtained which even showed
germline transmission.

To prove that the generated cell lines are derived from SSCs
in vivo we performed a functional test. The so called transplanta-
tion assay was first introduced in 1994 and is still standard for the
verification of testicular stem cells in a given suspension. After
transplantation of the cells into germ cell depleted testes of recipi-
ent mice, we could detect spermatogenesis five to sixmonths after
transplantation. This result clearly demonstrated that the starting
material contains SSCs.

To support that maGSCs are as pluripotent as ESCs, maGSCs
were investigated and characterized on different other levels in co-
operation with other groups (e.g. genome wide methylation, miR-
NAom, histone modifications, apoptosis). Another aspect of our
work is the search for new pluripotency related genes. For this pur-
pose we performed transcriptomics as well as proteomics where we
compared undifferentiated maGSCs and ESCs with their differenti-
ated counterparts. The candidate genes which we have found are
checked for their function as pluripotency genes at the moment.

A different approach, which is followed in our group, is the in
vitro spermatogenesis of pluripotent stem cells. Worldwide about
15% of couples are undesirable childless and in 40 % of cases
this infertility is due to the male. As the mechanisms of spermato-
genesis are not very well understood at the moment — also due
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to the difficulty with in vivo models — we developed an approach
for the differentiation of mouse ESCs and maGSCs into sperm in
vitro. The functionality of the gametes could be shown by fertilisa-
tion of oocytes using ICSI (intracytoplasmic sperm injection). We
could show that there is not only normal embryonic development
but also viable offspring could be obtained. As this procedure is
ratherinefficientatthe moment, more investigations must be done
to create a useful system for the analysis of the mechanisms of
spermatogenesis.

Induced pluripotent stem cells (iPS cells) are in the visual fo-
cus of present stem cell research world wide. These cells can be
obtained by different methods from differentiated cells (e.g. fibro-
blasts) of any organism. One disadvantage of these cells is that to
date the most efficient protocol to generate these iPS cells is the
expression of pluripotency genes by either retro- or lentiviruses. In
the mouse this results in the development of tumours and is there-
fore notyeta useful protocol forregenerative medicine. To solve this
problem and to achieve a more efficient generation of iPS cells we
are trying to reprogram fibroblasts by delivering the proteins of the
pluripotency genes in combination with different chemicals.
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Hedgehog /Patched Signalweg und Tumorentstehung

Krebs definiert eine Vielzahl von Erkrankungen, welchen eine un-
angemessene Vermehrung von Zellen infolge Hyperproliferation
zugrunde liegt. In der letzten Zeit wird immer deutlicher, dass
Krebsentstehung mit Genen oder Signalwegen, die wahrend der
Musterung des Embryos eine wichtige Rolle spielen, in Verbindung
gebracht werden kann. Wir untersuchen die Rolle der Hedgehog/
Patched (Hh/Ptch) Signalkaskade bei der Entstehungvon soliden
Tumoren. Der Fokus liegt hierbei auf Tumoren wie Medulloblas-
tomen, Rhabdomyosarkomen und Basalzellkarzinomen, die auf
Grund von Mutationen in Ptch entstehen.

Unser erstes Forschungsziel ist die Aufklarung der molekula-
ren und zelluldren Basis der Initiationsereignisse wahrend der Ptch-
assoziierten Tumorentstehung. Das zweite Ziel ist die Aufklarung der
Funktion des Hh/Ptch-Signalwegs wahrend der Tumorprogression.
Ein Fokus hierbei liegt auf der Interaktion mit dem Wnt-Signalweg
wéhrend der Entstehung und Progression des Basalzellkarzinoms.

Unser drittes Ziel ist die Evaluation neuer Therapiestrategien
gegen Tumoren, die durch Mutationen in Ptch hervorgerufen werden.
Momentan untersuchen wir, ob sich durch DNA-Demethylierung und
Histonhyperacetylierung eine pharmakologische Reaktivierungvon
Ptch und damit eine anti-tumorale Wirkung erzeugen ldsst. Ebenso
untersuchen wir die anti-tumorale Wirkung von Vitamin D3 Deriva-
ten, sowie diejenige des Zytostatikums Doxorubizin. Zur Uberprii-
fung dertherapeutischen Wirkung der Medikamente werden Ptch+/-
Maéuse verwendet, die diese Tumoren entwickeln.

Hedgehog / Patched signalling and tumourigenesis

Cancer is a disease that results from inappropriate cell division
induced by hyperproliferation. In many cases, the development of
cancer is associated with genes or signaling pathways important
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for patterning during embryogenesis. We investigate the role of the
Hedgehog/Patched (Hh/Ptch) signalling cascade in the develop-
ment of solid tumours. The focus is on tumours caused by muta-
tions in Ptch, such as medulloblastoma, rhabdomyosarcoma and
basal cell carcinoma .

The first aim is the discovery of molecular and cellular events that
trigger the initiation of Ptch associated tumours. The second aim
is to elucidate the function of Hh/Ptch signalling during tumour
progression. The current focus is on the interaction between Hh/
Ptch and Wnt signalling during formation and progression of basal
cell carcinomas.

The third goal is the identification of drugs that target solid
tumours caused by mutations in Ptch. Currently we are analyzing
the anti-tumoral effects of epigenetic active compounds of the
cytostatic drug doxorubicin and of Vitamin D3 derivates. To test the
anti-tumour activity of the drugs we use tumour-bearing heterozy-
gous Ptch mice.
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