Analyse genetischer Syndrome be-
reits zu einer Verbesserung der dia-
gnostischen Moglichkeiten und zur
Identifizierung wichtiger Gene des
Menschen gefiithrt hat. Es ist zu er-
warten, dafl die Kenntnis der mole-
kularen Ursachen genetischer Syn-
drome auch zur Entwicklung neuer
therapeutischer Konzepte fithrt.
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Molekulargenetische Wege
zur Neuropathologie

Depression kann durch keine noch so
intensive psychiatrische Beratung
und Zuneigung erfolgreich behandelt
werden, wohl aber durch Lithium
oder Antidepressiva.

Zur Losung der Fragen der Neu-
rowissenschaften, Neurologie und
Psychiatrie stehen in steigendem Ma-
e Methoden vor allem der Moleku-
larbiologie und molekularen Genetik
zur Verfiigung. Die Folge sind eine
verbesserte Diagnostik und ein mole-
kulares Verstindnis von menschli-
chen Erbkrankheiten. Der Weg von
der Entdeckung der genetischen
Grundlage einer Krankheit, heute

Institut fir Biochemie (Direktor: Prof. Dr.
med. Dr. rer. nat. Wilhelm Stoffel) Medizini-
sche Fakultét der Universitét zu Kaln

sehr oft durch positionelles Klonie-
ren, also der Bestimmung der Gen-
Position und weniger seiner Funkti-
on, bis zum molekularen Verstindnis
der pathologischen zelluliren Reak-
tionen, ist lang. Dennoch ergibt sich
aber eine frithe und direkte Nutzung
fir die Diagnostik, die rasch, genau
und zuverlissig fiir den betreffenden
Patienten und Tréger des prasympto-
matischen Krankheitszustandes von
Familienmitgliedern = durchgefiihrt
werden kann.

Nach der Aufkldrung des Gen-
defektes kann

a) das gesunde Genprodukt im
Reagenzglas synthetisiert werden
und die Krankheit, die durch ein mu-
tiertes Gen unterhalten wird, durch
ein gesundes, rekombinantes norma-
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les Protein in Form einer Substitu-
tionstherapie oder

b) gar durch den Ersatz des
kranken Gens auf dem Weg der so-
matischen Gentherapie behandelt
werden. Konzeptionell und experi-
mentell sind hier die Weichen fiir die
nahe Zukunft, fiir neue Wege, von
der Substitutionstherapie bis hin zur
somatischen Gentherapie reichend,
gestellt.

Die Zahl der bekannten neuro-
logischen Syndrome mit Mendel-
schem Erbgang hat heute schit-
zungsweise 1000 erreicht. Der Einzug
molekularbiologischer und moleku-
largenetischer Methoden in die Me-
dizin wihrend der vergangenen zehn
Jahre ermoglichte bei mehr als 50 ge-
netisch bedingten Erkrankungen des
zentralen und peripheren Nervensy-
stems den Sprung vom phénotypi-
schen Erscheinungsbild zum geno-
typischen, ursichlichen Zusammen-
hang. Diese Entwicklung verlduft so
dramatisch, da3 man von der ,,Deka-
de des Gehirns“ in der Molekularbio-
logie spricht, in der zwei vorrangige
Zielrichtungen der Neurobiologie
und -pathologie erkennbar sind: zum
einen die Molekularbiologie der Syn-
apsen, die bis hin zum Verstdndnis
der long term potentiation (LTP),
der long term depression (LTD) und
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Abbildung 1: o} Sche-
matische Darstellung A
der Myelinscheidenbil-

dung durch Oligoden-
drozyten. Aufeinander-
folgende myelinisierte
Axonabschnitte sind

durch Ranviersche

Schniirringe getrennt. O
b) Detaildarstellung
der spiraligen Umhil-
lung eines Axons durch
eine Myelinscheide ei-
nes Oligodendrozyten. B

mediate dense line,
MDL: main dense line

c
¢) Periodizitdt der ) Myelin-
iibereinanderliegenden MAN) Scheide S
Schichten in der Mye- \ ?IAJIIJ.L
linscheide. IDL: infer- J o } 11,5 nm

Dendriten

>dendrozyten

Oligodendrozyte

Neuron

Ranviersche Schnirringe

5

der Signaltransduktion im Neuron
als Basis des Erlernens und des Ge-
déichtnisses reicht; zum anderen die
genetisch  bedingten Grundlagen
neurodegenerativer Krankheiten.

In diese rasche Entwicklung fal-
len immer wieder {iberraschende
Entdeckungen, wie zum Beispiel das
jiingst entdeckte Konzept von Muta-
tionen in Form instabiler Trinukleo-
tid-Repeats in Exons oder in nicht
exprimierten Regionen nahe eines

Splicing-ProzefB beim Proteolipidprotein

! TR TTR VA VARV IRVl

BE EE B BBBH HE E HH
- I

P X P P XP P XPP P

2kb

menschlich PLP 4 187
mRNA

DM-20 mRNA Il'.f!l/o"'//

i ] ]
OO L L A4 2 |

169 74 66 69

—
200 bp

Deletion von 105 bp

Abbildung 2: Uberblick iiber den Splicing-ProzeB beim PLP. Oben: Gen mit den romisch numerierten
Exons und Intronbereichen; Restriktionsschnitistellen eingezeichnet; B, BamHI; E, Eco Rl; H, Hindlll;
P, Pstl; X, Xbal. In der durch Splicing-Prozef entstehenden mRNA sind die Langen der Exonanteile auf-
gefiihrt. Die DM20-mRNA stellt eine Isoform des PLP dar, bei der durch alternatives Splicen eine Deleti-

on von 105 Basenpaaren vorliegt
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Gens, das mit fiinf bisher bekannten
neurologischen Krankheiten, die im
mittleren und spiteren Lebensalter
auftreten, korreliert. Als Beispiele
seien das fragile X-Syndrom, die fa-
milidre geistige Retardierung (famili-
al mental retardation, verkniipft mit
dem FMR1-Gen), erwdhat, bei dem
am 5-Ende des auf Chromosom
Xq27.3 gelegenen FMR1-Gens iiber
die reguldre Zahl hinaus amplifizier-
te (CGG)-Repeats nach einem noch
unbekannten Replikationsmechanis-
mus vorliegen.

Eine weitere, ndmlich die spino-
bulbdare muskuldre Atrophie, eine
an den Xq21.3-Chromosomenlocus
gebundene  Erkrankung, enthélt
eine (CAG)-Triplet-Repeat-Amplifi-
kation im Androgen-Rezeptor-Gen.

Ein anderes Ergebnis der mole-
kularen Neurobiologie ist die Auf-
schliisselung der genetischen Hetero-
genitdt der familidren Alzheimer-
Krankheit (FAD), die zunichst als
eine monogene Erkrankung angese-
hen wurde.

In seltenen Fillen fand man bis-
her Mutationen im amyloid precur-
sor protein (APP)-Gen, dessen Lo-
cus auf dem Chromosom 21q liegt.
Mehr als 70 Prozent der FAD mit ei-
ner frithen Manifestation sind an
Mutationen im Chromosomenlocus
14g24.3 gebunden, eine Region von
Kandidatengenen, darunter das
transforming gene (TFG) B, das Hit-
zeschockprotein  (HS70) und das






Molekulare Architektur
der multilamellaren
Myelinscheide

Die Gene und die daraus abge-
leiteten Proteinstrukturen des Mye-
lins, vor allem das Proteolipidprotein
(PLP, 50 Prozent des Gesamtprote-
ins), das basische Myelinprotein
(MBP, 40 Prozent), das myelinassozi-
ierte Glykoprotein (MAG) und auch
das Zerebrosid synthetisierende En-
zym wurden in den letzten Jahren mit
Hilfe der Molekularbiologie aufge-
klart (Abbildung 1). Gleichzeitig
konnte die Chromosomenlokalisati-
on dieser Gene bestimmt werden.

Genetische Defekte als
Ursache einer defekien
Myelinisierung

Paradigmatisch soll der Weg von
der normalen Struktur des Gens und
Genproduktes bis hin zu genetischen
Defekten und ihren pathogeneti-
schen Folgen am integralen Mem-
branprotein des Myelins, dem Pro-
teolipidprotein, dem Hauptbaustein
der Myelinmembran, aufgezeichnet
werden.

PLP ist ein sehr hydrophobes
Membranprotein der Myelinmem-
bran. Es wird fiir den engen Kontakt
zwischen den Oberflichen der sich
spiralig iibereinanderwickelnden
Myelinschichten verantwortlich ge-
macht. Das transgene Mausmodell
hat diese Funktion des PLP beweisen
kénnen. Das PLP-Gen befindet sich
auf dem langen Arm des X-Chromo-
soms (Xq21.3-22) und ist etwa 20 kb
lang. Die in acht Exons enthaltenen
kodierenden Sequenzen von 831 bp
kodiecren ein 277 Aminosdurereste
enthaltendes Protein. PLP wird am
rauhen endoplasmatischen Retiku-
lum synthetisiert und zusammen mit
Cholesterin, Phospho- und Sphingo-
lipiden vesikuldr zum Einbau in die
Plasmafortsitze, die die internodalen
Segmente der Myelinscheide bilden,
transportiert. Die PLP-Struktur wur-
de in der Evolution stark konserviert.
So sind die Aminosduresequenzen
des menschlichen PLPs und das der
Maus vollig identisch. Dies weist auf
die Bedeutung einer stabilen Struk-
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a)

Ava II

84 LeuLeuleuAlaGluGlyPheTyrThrThrGlyAlaValArgGlnIlePheGlyAspTyr 103
375 CTCCTGCTGGCCGAGGGCTTCTACACCACCGGCGCTGTCAGGCAGATCTTTGGCGACTAC 434

Pro
64 IleHisAlaPheGInTyrValIlleTyrGlyThrAlaSerPhePhePheLeuTyrGlyAla 83
314 GATTCATGCTTTCCAGTATGTCATCTATGGAACTGCCTCTTTCTTCTTCCTTTATGGGGCT 373

b)
Ile
Phe Val Gly Ile Thr Tyr Ala 157
...acccatgtcaatcattttag TTT GTG GGC ATC ACC TAT GCC 471
T
Hph II

Abbildung 4: a) Punktmutation im Exon Il des PLP der md-Ratte mit einem Austausch von Thronin®
gegen Prolin und einem AVA-II-Restrikfionsfragmentlingen-Polymorphismus (RFLP), b) Exon IV des
PMD-Patienten mit einem Austausch von Threonin' gegen Isoleukin und einen Hph-II-RFLP

tur hin, die kaum Strukturdnderun-
gen erlaubt.

Es sind eine Reihe von X-Chro-
mosomen-gebundenen rezessiven
Dysmyelinosen bei mehreren Spezies
bekannt, Erkrankungen, die auf ei-
ner fehlenden Myelinsynthese beru-
hen, so die jimpy-Maus, die myelin-
defiziente Ratte (md rat), shaking
pupe — eine Dysmyelinose des Hun-
des — und die sudanophile Leukody-
strophie des Menschen, auch als Peli-
zaeus-Merzbacher-Krankheit be-
kannt. In allen Spezies weisen die
Dysmyelinosen einen Pleiotropismus
auf: es fehlen alle Proteine und auch
die Lipide der Myelinmembran. Von
den bisher bekannten Myelinmem-
branproteinen befindet sich nur das
Gen des PLP auf dem X-Chromosom.
Eslagdaher nahe, nach einem Defekt
des PLP-Gens zu forschen. Bei dieser
Suche nach der Mutation stellte sich
die Kenntnis-der Genorganisation des
PLP als unverzichtbar heraus.

Strategie zur molekularen
Definition eines
genetischen Defektes

Abbildung 2 zeigt die Genorgani-
sation des PLP und projiziert die
Exonsequenzen auf die mRNA-
Struktur. Die Strategie, ein mutiertes
Gen auf der molekularen Ebene zu
definieren, besteht darin, zunichst
grolere Umlagerungen oder Deletio-
nen zu entdecken beziehungsweise

auszuschlieBen. Dies erfolgt durch
ausgedehnte Restriktionsenzym-
Analysen.

Durch  Southern-Blot-Hybridi-
sierung mit der radioaktiv markierten
cDNA des PLP (831 bp) werden alle
Restriktionsfragmente der genomi-
schen DNA erfaf3t, die ein oder meh-
rere kodierende Exons des PLP-
Gens enthalten. Der Liangenver-
gleich dieser Fragmente in der Aga-
rose-Elektrophorese mit denen der
normalen genomischen PLP-cDNA
wiirde grébere Deletionen (> 100 bp)
oder Genumlagerungen, Duplikatio-
nen deutlich machen. Bei allen bis
auf eine der bekannten PLP-Muta-
tionen handelte es sich jedoch um
Punktmutationen. Der  néchste
Schritt besteht in der Bestimmung
der Nukleotidsequenz der kodieren-
den Exons.

Die friiher miithsamen Klonie-
rungsarbeiten von Exons enthalten-
den Restriktionsfragmenten fiir die
Sequenzierung werden heute durch
die Polymerasekettenreaktion (PCR)
ersetzt. Oligonukleotidprimer von
einzelne oder mehrere Exons ein-
grenzenden Intronsequenzen werden
fir die DNA-Amplifikation durch
PCR eingesetzt und die PCR-Frag-
mente sequenziert. Wichtig sind hier
Kontrollexperimente, um mdgliche,
durch die PCR eingefiihrte Fehler
auszuschalten. Punktmutationen in
Form von Transitionen (A <& G, C <
T) oder Transversionen (A/G —
C/T) fithren hiufig neue Restrik-
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tionsenzymschnittstellen ein oder
zerstoren sie, so da3 es dann zum Re-
striktionsfragmentldngen-Polymoz-
phismus (RFLP) kommt. Ein RFLP
des Gens gewinnt dann zusétzlich
und unterstiitzend an Bedeutung fiir
die rasche und exakte genetische
Analyse einer von der Mutation be-
troffenen Familie. Fragen wir nun,
wie eine Punktmutation, zum Bei-
spiel ein einziger Basenaustausch un-
ter den 20 000 bp des PLP-Gens, das
von der Geburt an progredient ver-
laufende und immer lethal endende
Krankheitsbild der sudanophilen
Leukodystrophie vom Typ Pelizaeus-
Merzbacher (PMD) molekular er-
klarbar wird. Von der prézisen
Kenntnis der genetischen Grundlage
ausgehend sind die biochemischen
Funktionen des PLP fir die Integri-
tat des Myelins zu erklaren.

Es ist nicht verwunderlich, daf3
die ZNS-Symptome der PMD-Pa-
tienten identisch mit denen der ge-
nannten tierischen Species (Maus,
Ratte, Hund) sind, wie allgemeiner
Muskeltremor, Krdmpfe, spastische
Lihmungen, Nervus-opticus-Atro-
phie und allgemeine Wachstumssto-
rungen. Die jimpy-Maus und die md-
Ratte sterben am Ende der reguldren
Myelinisierungsphase drei bis vier
Wochen nach der Geburt. Die Mehr-
zahl der bisher bekannten PMD-De-
fekte besteht in Punktmutationen,
die analog sind zu denen der jimpy-
Maus, md-Ratte und in anderen Spe-
cies gefundenen. Die Positionen der
durch die Mutation verursachten
Aminosdureaustausche sind in Abbil-
dung 3 markiert.

Die Punktmutation der jimpy-
Maus besteht in ciner A — G-Transi-
tion an der Splice-Akzeptor-Stelle,
also dem 3’-Ende des Introns IV, wo-
durch eine Verkniipfung von Exon
IV und VI unter Verlust von Exon V
im Splicing-Prozefl hervorgerufen
wird. Die Folge ist die Synthese eines
verkiirzten und missense-C-termina-
len PLP aufgrund der gleichzeitig
eintretenden Leserasterverschie-
bung. Anders verhilt es sich aller-
dings bei der md-Ratte: hier entdeck-
ten wir eine A — C-Transversion im
Exon III, was zu einem Austausch
von Threonin”™ gegen Prolin in einer
transmembranalen Helix des PLP
fithrt (Abbildung 4).
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Abbildung 5: Sequentzierungsstrategie fiir das PLP-Gen bei der Aufkldrung des Defekts eines Pelizaeus-
Merzbacher-Patienten. Die Restriktionsenzyme: Bg, Bgl; E Eco RI; H, Hind Ill; Ha, Hpa II; P, Pstl; Rsa I;

Sa Sal I; X, Xba |

Die Abfolge in der Analyse die-
ser Mutanten von Maus und Ratte
bestand:

a) in der Isolierung von genomischer
DNA aus Leukozyten,

b) in der Verdauung mit Restrik-
tionsenzymen und Trennung der Re-
striktionsenzym(RE)-Fragmente in
Agarose-Gelen,

c) im Blotting und in der Hybridisie-
rung mit ¥P-cDNA des PLP, gefolgt
von der Autoradiographie.

Ganz analog identifizieren wir
den genectischen Defekt, der der Peli-
zaeus-Merzbacher-Dysmyelinose zu-
grundeliegt, mit dem Ergebnis: die
Langen der RE-Fragmente der DNA
von Kontroll-Person und PMD-Pa-
tienten sind gleich. Deshalb war er-
forderlich:

d) die Bestimmung der gesamten co-
dierenden DNA-Sequenz des PLP
des Patienten. Diese erfolgte durch
PCR-Analyse der einzelnen Exons
des Ratten- und menschlichen Ge-
noms mit spezifischen Primern (A4b-
bildung 5), und

e) durch die DNA-Sequenzierung
der einzelnen PCR-Fragmente.

Eine C — T-Transition im Exon
IV des menschlichen PLP-Allels
fiihrte zu einem Thr*— Ile-Aus-
tausch. Die Mutationen ergeben bei
der PMD-Patienten-DNA  einen
Hph-II-RFLP, in der md-Ratte einen
Ava-1I-RFLP. Die Aufklirung der
Mutation bei diesem ménnlichen Fa-
milienmitglied erforderte die Erhe-
bung des gesamten genetischen Fa-
milienstatus (pedigree), der in Abbil-
dung 6 zusammengefafit ist. Diese
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Punktmutationen und die damit ver-
kniipften Aminosiduren-Austausche
kénnen unter Umstdnden zu Verin-
derungen der Konformation des Pro-
teins fihren. Im Falle eines Mem-
branproteins kann dies zur Folge ha-
ben, daf der intrazelluldre Transport
fiir PLP tiber das ER-System und den
Golgi-Apparat zur Plasmamembran
und der fiir die Integritdt (Funktion)
der Membran erforderliche korrekte
Einbau verhindert werden. Ein der-
art mutiertes Protein wird sehr rasch
der intrazelluldren Proteolyse an-
heimfallen. PLP besitzt vier duflerst
hydrophobe Sequenzen. Unsere Ar-
beitshypothese ist nun, dal diese in
die hydrophobe Lipidschicht der
Plasmamembran, aber auch von
Membranen subzelluldrer Partikel
eingelagert werden und zur Pertur-
bation der betreffenden Membran-
funktion fithren. Diese nun experi-
mentell zu prifende Hypothese ba-
siert fernerhin auf In-situ-Hybridisie-
rungen von jimpy- und md-méinnli-
chen Maus- beziehungsweise Ratten-
gehirnen, die sich im Stadium der
Myelinisierung befanden. Hier findet
man eine nur noch geringe Zahl von
iiberlebenden Oligodendrozyten, die
durch *S-markierte antisense-RNA
des PLP dargestellt werden.

Die Apoptose der Oligodendro-
zyten erkldrt den Pleiotropismus der
Mutation. Alle oligodendrozytenspe-
zifischen Strukturproteine und Enzy-
me werden nicht mehr exprimiert, und
gleichzeitig bleibt auch die Synthese
der Myelinlipide aus. In anderen Wor-
ten: Die Myelinisierung aller Axone



ist defekt, woraus sich die neurologi-
schen Symptome erkldren lassen.

Diese Beispiele veranschauli-
chen die verheerende Wirkung ei-
nes einzelnen Nukleotidaustausches
und gleichzeitig die Moglichkeiten
der Diagnostik und Praventivmedi-
zin, die sich durch die molekulare
Neurobiologie erdffnen. In diesem
kurzen Abrif3, der nur einen ersten
Einblick in die Moglichkeiten ver-
mittelt, die die neurobiologische
Grundlagenforschung durch die An-
wendung der molekularbiologischen
Techniken in die Diagnostik neuro-
logischer und bald auch psychiatri-
scher Erkrankungen einbringt, drin-
gen sich unausweichlich Fragen auf,
die in den ecthischen Bereich hin-
iberreichen.

Wir befinden uns in einer Zeit,
in der die rapide wachsende geneti-
sche Information in der Medizin zu
einer raschen und exakten Diagnose
fithrt und in der sich ein nicht abzu-
sehendes Potential fiir neue thera-
peutische Strategien entwickelt.

Die Diagnostik  genetischer
Krankheiten verbessert sich dabei
sehr viel rascher als unsere Moglich-
keiten der Therapie. Schwierige ethi-
sche Fragen harren ihrer dringenden
Losung: wie gehen wir mit personli-
chen genetischen Informationen be-
ziiglich Pradisposition und der Pré-
diktion genetischer Krankheiten um,
Fragen zur Vertraulichkeit im weite-
sten Sinne sowie zur prédnatalen Dia-
gnostik und Intervention, um hier
nur einige zu nennen.

Der Segen, der vom Fortschritt
in Molekularbiologie und Genetik
ausgeht, mu3 durch Antworten auf
diese Fragen so begleitet werden,
daB er nicht zum Trauma fiir das In-
dividuum und fiir die ganze Gesell-
schaft wird.

Die molekularen
Neurowissenschaften
bedurfen des Tiermodells
genetisch bedingter
Krankheiten des
Zentralnervensystems

Die humanen molekularen Neu-
rowissenschaften  experimentieren
nur streng innerhalb der enggesteck-
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ten ethischen Grenzen. Um so be-
deutsamer sind fur den Fortschritt,
der auf der molekular-dtiologischen
Seite im wesentlichen von den Ergeb-
nissen der Molekularbiologie als Ar-
beitsrichtung der Neurowissenschaf-
ten getragen wird, die Verfiigbarkeit
von Tiermodellen neurologischer
Krankheiten, wie sie die Natur zufil-
lig liefert oder aber im Tiermodell

Hier liegt ein unverzichtbares
Anwendungsgebiet des Tierversuchs
in der Medizin vor. )

Eine ausfithrlichere Ubersicht
ist zu finden in: Stoffel, W. The mye-
lin membrane of the central nervous
system. Essential macromolecular
structure and function, Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 29 (1990),
958-976.
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Abbildung 6: Stammbaum einer Familie mit Pelizoeus-Merzbacher-Patienten

nun mit Hilfe der Technik des ,,gene
targeting” mittels homologer Rekom-
bination gezielt etabliert werden
konnen. Homologe Rekombination
erlaubt die prézise, ortsspezifische
Integration eines gezielt mutierten
Gens oder die Ausschaltung eines je-
den Gens, dessen Funktion unter-
sucht werden soll, und schlieit die
ungesteuerte statistische Integration
in das Genom aus.

Bei Kenntnis der Genstruktur
und der Mutation bedarf es nur noch
des exerimentellen Geschicks, jede
genetisch bedingte Erkrankung im
Tiermodell zu erstellen.

Diese Modelle erlauben dann
ein detailliertes Studium diagnosti-
scher, pharmakologischer, therapeu-
tischer und prophylaktischer Proble-
me zu genetischen Erkrankungen des
Zentralnervensystems.
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