BioSysNet

Bavarian Research Network for Molecular Biosystems

e

c
2
=
=]
[=2]
[}
c &
3
5 =
v © T o mmm
£ £ =
v O .=
iz Q)
HR-Xc i
=£¢ O Geneexpression
w s ®
292 5 mm— ~
s B B o .
Stressantwon&) g g. o BIOInformatlk x E 'E)
Nukleosomenpositionierung seltene Erkra-nkungen © m—m S g
Regulation der Proteinsynthese x Metabolismus c i
Protein-Protein Interaktionen : BlophySIk L) =
. U)
Entwicklun g 8 E 2o
g J g 2 Stammzellen = <
2 g therapeutlsch 23 («)) O
3% E £ 3 Proteinstruktur n n o
g 2 £ Schweinemodell § S dd O = S5
£08 2 - o c £ °%
R 28§
5t I Q. £ & mRNA

kardiovaskuldre Systeme

Genomik gymenschliche Erkrankungen

angiﬁ‘;fz:zse:g'r::nsseyif:; g Medizin magnetische Kernresonanzspektroskopie © {_ < ¢ 2
niehtkodierende o~ S GCJ o] I( re bs synaptische Inputs S =) =3 g g 2
£ g‘é "q""' 5 = g \ Zellmorphologie 'g o © %3
E g% o e GCJ S m Biochemie Tumorbiologieg.g vl » < 2
EEJX "'3 c 8 “ § § § mitochondrialer Metabolismus N g ‘;— % s 9
SEE W > O S z 2 ZModellsysteme £ g =5 = c:¢
ez pd 5 2 =Cc9 . . 2 =g
. cwe = € > ¢ £ £ Differenzierung > e -
2 = o
O Q - o ]
c 2N um zellulare Netzwerke @) § ¢
L * — wn
o Q_ Ebryogenee kleine regulatorische RNA Abschaltung von Genen E 45_%
(@] : S Algorithmen Z Ilf I t =
I w Synucleinopathien m e u n ( I 0 n e n — ﬁ
Chromatinstruktur
Mikroskopie lebender Zellen s DlagnOStlkc programmierter Zelltod 3 %
Synaptische Inputs Zytoklne £ Zellspezialisierung — l:
Erregermolekule ‘ ’ ‘5_% gﬁ entzunqllche Darmerkran!(ungen m
maternale Umgebung Regulatlon g g 5 Bakterielle Genexpression
Zellkommunikation m s € '8 o
o [%2]
o mmm 52 E
s

b I I
hamatopoetische Entwicklung
epigenetische Mechanismen

Metastasierung, Therapieresistenz

Wie organisiert
sich Leben?




Impressum

Konzept:
Dr. Ulrike Kaltenhauser

Gestaltung:

hr-design, Minchen, Rainer Herrmann, hr-graphic.de

Druck:
Druckhaus Kastner, Wolnzach

© 2015 Alle Rechte vorbehalten

Mitglied im

cLusTeER ‘A
BIOTECHNOLOGY

BAVARIA

Das Bayerische Forschungs-
netzwerk BioSysNet wird
gefordert durch

Bayerisches Stastsminkstarium m
Biddung wnd Kultus, Wissenschalt und Kunst



BioSysNet

Bavarian Research Network for Molecular Biosystems




GruBworte

Dr. Ludwig Spaenle

Prof. Dr. Horst Domdey

BioSysNet

Dr. Ulrike Kaltenhauser

Bayerischer Staatsminister fur Bildung und Kultus,

Wissenschaft Und KUNST.....cc.ooiiiiiiiiiiiccceeee e 6
Koordinator von BioSYSNEt.......ccuiiieiiiieeiecie et 7
BioSysNet Stellt SICH VOI.....oiiiiiiececee e 8

Regulare Juniorgruppen

Dr. Ana Eulalio

PD Dr. Olaf GroB

Dr. Tobias Madl

Dr. Jan Medenbach

Dr. Fabiana Perocchi

RNA: Die fehlende Verbindung in der bakteriellen
Pathogen-Wirt-Interaktion .........cccooeiieieiiieecee e 12

Mechanismen und Auswirkungen der Inflammasom-abhangigen

ProteinauSSCRULIUNG ..eovi et 14
Ordnung in die Unordnung! ..o 16
Die Regulation der eukaryotischen Translation .......c..ccccooviiiiiiiiiciiciene, 18

Calcium-abhangige Regulation des mitochondrialen
Metabolismus und programmierter Zelltod ........ccoceiieviinieniiicceeee, 20

Assoziierte Juniorgruppen

Prof. Dr. Ulrich Gerland

Prof. Dr. Mario Halic

PD Dr. Philipp Korber

Dr. Cynthia Sharma

Dr. Johannes So6ding

Prof. Dr. Dr. Fabian Theis
Prof. Dr. Gil Westmeyer

Prof. Dr. Beate Winner

Physikalische Biologie von Nucleosomenpositionierung, Remodeling
und Transkriptionsregulation in Hefe ... 22

Genetisches Silencing durch kleine RNAs in der Spalthefe ..o 23

Evolutionarer Vergleich von Mechanismen der
Nukleosomenpositionierung in weit divergierten Hefen ............c..cocooen 24

Identifizierung und Charakterisierung von
RNA-Bindeproteinen in Campylobacter jejuni.........cccceceeeecieiiiiieieieenn. 25

Analyse und Modellierung von regulatorischen

Protein-DNA-Bindeenergielandschaften.........ccocoeoeiiiiiniiniicceeeee, 26
Wie potent ist eine Stammzelle? ... 27
Raumzeitliche Kontrolle der GENexXpresSion .......vuveceveereeneeieee e 28

Transkriptomanalysen zur Untersuchung der synaptischen
Dysfunktion in Synucleinopathien ... 29



Assoziierte Seniorgruppen
Prof. Dr. Anja Bosserhoff

Prof. Dr. Dr. Stefan Engelhardt

Prof. Dr. Karl-Peter Hopfner

Prof. Dr. Christoph Klein
Prof. Dr. Andreas Ladurner
Prof. Dr. Gunter Meister

Prof. Dr. Robert Slany

Prof. Dr. Rainer Spang
Prof. Dr. Jorg Vogel

Prof. Dr. Eckhard Wolf

Prof. Dr. Ralf Zimmer

Stiftungen
Prof. Dr. Christoph Klein

Prof. Dr. Beate Winner

Kooperationspartner aus d

Das molekulare Verstandnis des malignen Melanoms -
Was kénnen wir aus der Embryogenese lernen? ........cccccevvveveeneenennen. 30

Kooperativitat und Synergismus von microRNAs
bei kardiovaskularen Erkrankungen ..........ccccoceveiiiiiiiinniiicc 31

Molekulare Systeme des angeborenen Immunsystems .........cccccveeveneneee 32

Ein systembiologischer Blick auf chronisch-entzindliche
Darmerkrankungen in der PAdiatrie .......cccooveiieieiieiieieieeeeeee 33

Das Zusammenspiel von Stoffwechsel,
Genregulation und Umwelt ..o 34

Identifizierung von zellularen Regulatoren der miRNA-Biogenese ..... 35

Regulation der transkriptionellen Dynamik als globaler Mechanismus
zur Kontrolle von Selbsterneuerung und Differenzierung wahrend

der hamatopoietischen Entwicklung......ccccoceeiviiiniiiiiiieciccccee 36
Interzelluldrer Plausch in TUMOren ..o 37
Kleine RNAs kontrollieren die Dynamik der Genexpression ................. 38

Einfluss von mutterlichem Diabetes mellitus auf

die embryonale, fotale und postnatale Entwicklung ......cccccoovveviieiinnnnne 39
Aufklarung und Erklarung von Expressionsmustern .........c.cccceceeeennenne 40
Care-for-Rare Stiftung ....coeoeieiieee e 41
Tom Wahlig SHFtUNG .c.evieiiiiii e 42

er INAUSEII@ ..o, 43




Kontakt

Bayerisches Staatsministerium
fur Bildung und Kultus,
Wissenschaft und Kunst
SalvatorstraBe 2

80333 Miinchen

BioSysNet - Das Bayerische Forschungs-

Netzwerk fiir Molekulare Biosysteme

Die Forschung in den Lebenswissenschaften und die
Biotechnologie in Bayern sind international sehr aner-
kannt. Mit dem Bayerischen Forschungsnetzwerk flr
Molekulare Biosysteme (BioSysNet) und dem Kernzen-
trum an der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
starken wir die Konkurrenzfahigkeit Bayerns in diesem
Bereich und erhohen die internationale Sichtbarkeit
der Biosystemforschung. Daflir hat der Freistaat rund
18,1 Millionen Euro zur Verfligung gestellt.

Die vorliegende Broschiire informiert Gber die wissen-
schaftlichen Ergebnisse der insgesamt 24 geforderten
Projekte des Forschungsnetzwerks, auf deren Basis
neue therapeutische Verfahren und diagnostische
Methoden entwickelt werden. Um dieses ambitionierte
Ziel zu erreichen, ist die interdisziplinare Zusammenar-
beit innerhalb des Netzwerks wesentlich. Denn die
fachertiibergreifende Expertise der einzelnen Projekt-
gruppen hilft dabei, neue Einblicke und Erkenntnisse
Uber die komplexen Vorgange lebender Biosysteme zu
gewinnen.

Durch die Etablierung dieses Forschungsnetzwerks ist
es aulerdem gelungen, herausragende junge Wissen-
schaftler von renommierten internationalen For-
schungseinrichtungen an die beteiligten bayerischen
Universitaten zu holen. So konnten funf neue unab-
hangige Nachwuchsforschungsgruppen eingerichtet
und in die bayerische Forschungslandschaft integriert
werden. Dariiber hinaus erhalten acht assoziierte
Juniorforschungsgruppen sowie elf assoziierte Senior-
forschungsgruppen, die in Bayern bereits etabliert sind
und das Netzwerk durch ihre Expertise erganzen, im
Rahmen von BioSysNet eine erganzende Finanzierung.
Der rege Austausch zwischen den Mitgliedern von
BioSysNet hat bereits Friichte getragen und eine Reihe
eindrucksvoller Publikationen hervorgebracht. Auch
Unternehmensausgrindungen stehen kurz bevor. Die
Projektleiter tragen durch ihre Arbeit dazu bei, biolo-
gische Systeme auf zelluldarer und molekularer Ebene
besser zu verstehen und leisten damit einen wertvollen
Beitrag zur Weiterentwicklung der Biosystemforschung
in Bayern. Allen Leserinnen und Lesern winsche ich
faszinierende Einblicke in diesen wichtigen Bestandteil
unserer Spitzenforschung.

Minchen, im August 2015
Dr. Ludwig Spaenle
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Bayerischer Staatsminister
fur Bildung und Kultus, Wissenschaft und Kunst



Interdisziplinare Zusammenarbeit in
der Bayerischen Forschungslandschaft

Die molekulare Biosystemforschung gehort wahr-
scheinlich zu den innovativsten und sich am rasan-
testen entwickelnden Forschungsthemen des 21. Jahr-
hunderts. Damit wurde sie zu einer der treibenden
Krafte der biologischen und medizinischen Forschung.
Interdisziplinare Ansatze helfen dabei, die meist sehr
komplexen Fragestellungen zu bearbeiten.

In einem hochkompetitiven Begutachtungsprozess
waren im Jahr 2011 insgesamt 24 Wissenschaftlerinnen
und Wissenschaftler fir eine Forderung durch ein durch
die Bayerische Staatsregierung neu eingerichtetes
Forderprogramm auf dem Gebiet der molekularen Bio-
systemforschung ausgewahlt worden. Zum einen han-
delte es sich um 19 Wissenschaftlerlnnen, die bereits in
den Bayerischen Universitaten und Universitatsklinika
etabliert waren, zum anderen um 5 herausragende
(junge), aus dem Ausland nach Bayern berufene Wis-
senschaftlerlnnen, denen durch die FérdermaBnahme
der Aufbau einer eigenen Arbeitsgruppe in diesem
Forschungsgebiet ermdglicht werden sollte.

Seitdem arbeiten im Bayerischen Forschungsnetzwerk
fur Molekulare Biosysteme (BioSysNet) diese 24 aus-
gewahlten wissenschaftlichen Gruppen facheriiber-
greifend zusammen mit dem Ziel, ein integriertes Bild
aller regulatorischen Prozesse in einem Organismus
Uber alle Ebenen hinweg zu bekommen. Die Strategie
hinter diesem vom Land Bayern finanzierten Programm
istzum einen, die Kompetenzen der wissenschaftlichen
Fachgebiete zu biindeln, und zum anderen, die Posi-
tion der bayerischen Wissenschaft in diesem hochkom-
petitiven Feld auf globaler Ebene zu starken. Wir sind

dabei uberzeugt, dass die interaktive Herangehens-
weise an dieses Wissenschaftsfeld nicht nur unser
Wissen im Bereich der Grundlagenforschung erhéhen
wird, sondern dass sich damit auch neue Erkenntnisse
und technische Moglichkeiten fur die Diagnose und die
Therapie von Krankheiten eroffnen werden. Durch die
Etablierung des Zentrums fur Molekulare Biosysteme
(BioSysM), zu dem sowohl das Netzwerk BioSysNet wie
auch das Genzentrum Minchen und auch ein sich in der
Entstehung befindender Forschungsneubau gehoren,
wird eine bayernweite Basis fur Spitzenforschung in
den modernen Life Sciences geschaffen.

Die Bricke, die von speziellen Themen der Grundlagen-
forschung hin zur personalisierten Medizin geschlagen
wird, setzt einen intensiven und professionell gefiihrten
Technologietransfer und den Anschluss an die regional
ansassige Industrie voraus. Nur so kann gewahrleistet
werden, dass die gewonnenen Erkenntnisse auch der
Gesundheit der Menschen zu Gute kommen.

Wir haben der Bayerischen Staatsregierung, inshbeson-
dere dem Bayerischen Staatsministerium fur Bildung
und Kultus, Wissenschaft und Kunst, zu danken, dass
solche Verbundprojekte mit herausragenden Wissen-
schaftlerinnen und Wissenschaftlern gefordert werden.
Ich wiinsche Ihnen, liebe Leser, viel Vergnigen bei der
Lektire dieser hoffentlich fur Sie spannenden und an-
regenden Broschture.

Mdinchen, im August 2015

ﬂ.t D

Prof. Dr. Horst Domdey
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BioSysNet stellt sich vor

Dr. Ulrike Kaltenhauser, Leitung der Geschaftsstelle

Ein Netzwerk fiir ganz Bayern

Neue Wege auf dem Gebiet
der molekularen Systembiologie

» Die Bayerische Staatsregierung unterstutzt seit vie-
len Jahren zahlreiche Ansatze, die zum Ziel haben, den
Forschungs- und Innovationsstandort Bayern weiter
zu entwickeln. An erster Stelle waren hier das 2004
gegrindete Bayerische Genomforschungsnetzwerk
(BayGene) und das etwas spater initiierte Bayerisches
Immuntherapie-Netzwerk (BaylmmuNet) zu nennen.
Basierend auf den daraus resultierenden Erfolgen hat
das Bayerische Staatsministerium fur Bildung und
Kultus, Wissenschaft und Kunst Ende 2011 das Baye-
rische Forschungsnetzwerk fir Molekulare Biosysteme
(BioSysNet) ins Leben gerufen mit dem Ziel, lokale
Expertise im Bereich der Systembiologie zu biin-
deln und ideale Forschungsbedingungen fir die teil-

Dr. Ana Eulalio
PD Dr. Olaf GroR

~—

Dr. Tobias Madl

AN

Prof. Dr. Gil Westmeyer' /

nehmenden Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler
zu schaffen und nachhaltig zu etablieren. Die Koopera-
tionen zwischen 24 herausragenden Forschungsgrup-
pen an verschiedenen Universitaten in ganz Bayern
sollen dabei helfen, einen umfassenden Einblick in die
Regulation von lebenden Zellen und Zellsystemen zu
erhalten. BioSysNet unter der wissenschaftlichen
Koordination von Prof. Dr. Horst Domdey und der
Geschaftsfiihrung von Dr. Ulrike Kaltenhauser ist Teil
des Bayerischen Forschungszentrums fur Molekulare
Biosysteme (BioSysM). Ein Wissenschaftlicher Beirat,
bestehend aus international anerkannten Experten auf
diesem Gebiet, begleitet das Netzwerk seit seiner Ent-
stehung und beim Fortschritt der Arbeiten.

Prof. Dr.
Ralf Zimmer

Prof. Dr.
Eckhard Wolf

Prof. Dr.

Prof. Dr.
Andreas Ladurner

Prof. Dr.
Christoph Klein

'/V",/y" Karl-lfertoefll Eﬂ) pfner

Prof. Dr. Dr.
‘// Stefan Engelhardt

Prof. Dr. Beate Winner ' Prof. Dr. Anja Bosserho

Abb. 1: Darstellung der Kooperationen innerhalb des Netzwerks. Griin sind reguldre Juniorgruppen, orange die assoziierten Juniorgruppen
und grau die Seniorgruppen. Schwarze Verbindungslinien zeigen gemeinsame Kooperationen an, rote Linien zeigen gemeinsame

Veréffentlichungen.



Heinrich A. Dittmar, Mitarbeiter der Geschaftsstelle
Claudia Szeibert, Mitarbeiterin der Geschaftsstelle
Gabriele Jeske, Mitarbeiterin der Geschaftsstelle

Die Forschungsgruppen
des Netzwerks

» Die Systembiologie ist ein dynamisches und weg-
weisendes Feld der biotechnologischen Forschung. In
den letzten Jahren wurden viele grundlegende Erkennt-
nisse gewonnen und bahnbrechende neue Technolo-
gien entwickelt. Insbesondere profitierten die Bereiche
Diagnostik und Therapie von Erkrankungen, wie zum
Beispiel Krebs und viele andere chronische Erkrankun-
gen, von diesen neuen Entwicklungen. Die Forderung
einzigartiger Spitzenprojekte in diesem Forschungs-
gebiet durch die Bayerische Staatsregierung soll solche
Innovationen auch in Zukunft garantieren. Die beson-
dere Struktur von BioSysNet, in dem sowohl neu ge-
grundete unabhangige Juniorforschungsgruppen als
auch bereits in Bayern etablierte Junior- und Senior-
forschungsgruppen am Verstandnis molekularer Bio-
systemen arbeiten, ist einzigartig.

Prof. Dr. Jorg Vogel

JMU Wiirzburg

Dr. Ana Eulalio * Dr. Cynthia Sharma

Im Rahmen der Forderung erhalten funf internatio-
nal ausgewiesene junge Wissenschaftler und Wissen-
schaftlerinnen die Maglichkeit, eine unabhangige
Forschungsgruppe an Universitaten im Freistaat Bay-
ern aufzubauen. Diese neuen Gruppen sind an der
Julius-Maximilians-Universitat Wdurzburg (Dr. Ana
Eulalio), an der Ludwig-Maximilians-Universitat Mun-
chen (Dr. Fabiana Perocchi), an der Technischen Univer-
sitat Mlnchen (Dr. Tobias Madl und PD Dr. Olaf GroR)
sowie an der Universitat Regensburg (Dr. Jan Meden-
bach) lokalisiert. Die neu gewonnenen Juniorgruppen-
leitererhalten finanzielle Mittelin Hohe von jeweils bis zu
1,5 Millionen Euro Uber einen Gesamtforderzeit-
raum von funf Jahren. Diese einmalige Chance wurde
an die funf besten Bewerber vergeben, die bereits an
renommierten Forschungseinrichtungen im Ausland

FAU Erlangen

Prof. Dr. Anja Bosserhoff
Prof. Dr. Robert Slany
Prof. Dr. Beate Winner

TU Miinchen

Prof. Dr. Dr. Stefan Engelhardt ¢
Prof. Dr. Ulrich Gerland ¢ PD Dr. Olaf GroR ¢

Dr. Tobias Mad| ¢ Prof. Dr. Dr. Fabian Theis
Prof. Dr. Gil Westmeyer

UR Regensburg

Dr. Jan Medenbach
Prof. Dr. Gunter Meister
Prof. Dr. Rainer Spang
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LMU Miinchen

Prof. Dr. Mario Halic

Prof. Dr. Karl-Peter Hopfner ¢ Prof. Dr. Christoph Klein
PD Dr. Philipp Korber « Prof. Dr. Andreas Ladurner
Dr. Fabiana Perocchi « Dr. Johannes Soding
Prof. Dr. Eckhard Wolf
Prof. Dr. Ralf Zimmer

Abb. 2: Die Gruppen des Bayerischen Forschungsnetzwerks fiir Molekulare Biosysteme.




Erfahrungen und Expertise gesammelt hatten. Das
Programm ermaglicht diesen talentierten und ambi-
tionierten jungen Wissenschaftlerinnen und Wissen-
schaftlern, ihre eigenen, unabhangigen Forschungs-
vorhaben zu realisieren. Dariiber hinaus erhalten 19
assoziierte und bereits etablierte Forschungsgruppen
in Bayern eine zusatzliche Finanzierung in Hohe von
jeweils bis zu 250.000 Euro, ebenfalls iber einen Zeit-
raum von finf Jahren. Dies erlaubt ihnen, interessante
Projektideen umzusetzen und relevante Technolo-
gien zu entwickeln. Zudem bieten diese assoziierten
Gruppen fir die neu gegriindeten Juniorgruppen die
Maglichkeit zu Kooperieren. Dies erleichtert ihnen den
Startin den wissenschaftlichen Arbeitsalltag in Bayern.
So finden diese leichter Anschluss an die internationale
Forschungsgemeinschaft.

Seminare und Symposien, die Uber den Fortschritt der
Projekte informieren, bilden die Basis fir die wissen-
schaftliche Zusammenarbeit und gegenseitige Unter-
stitzung. Als essentielle Komponente des Netzwerkes
steigern sie das Potenzial fir den Austausch von Ideen
und Erkenntnissen zwischen den Mitgliedern. Zudem
sind alle geforderten Gruppen gleichermaen eng mit
ihrer aufnehmenden Hochschule assoziiert.

Verschiedene Einrichtungen
unter einem Dach

» Die Entwicklungen der letzten Jahre haben gezeigt,
dass sich der Fokus in der Genomforschung zuneh-
mend in Richtung Verstandnis komplexer Systeme
verschiebt. Ausgehend von den wissenschaftlichen
Fragestellungen: ,Wie ist die Genexpression reguliert?
Welche Komponenten eines biologischen Systems sind
fur dessen Funktionsweise relevant? Wie interagieren
diese Komponenten miteinander? Wie reagiert das Sys-
tem als Ganzes, wenn es unverandert bleibt oder auch
gestort wird?” ... versucht BioSysNet diesem Aspekt
Rechnung zu tragen.

Die Geheimnisse des Lebens zu beantworten, ist schon
seit jeher ein zentrales Anliegen der Biowissenschaf-
ten; aktuell wachsen die Mdglichkeiten, die einzelnen
Komponenten, Interaktionen und Storungen auf mole-
kularer Ebene mit hoher Aufldsung zu untersuchen. Um
das wissenschaftliche Blickfeld in der Systembiologie
zu erweitern, ist es unumganglich, sowohl akademi-
sche, als auch institutionelle Grenzen zu tberwinden.
Deshalb vereint das interdisziplinare Vorhaben Fach-
bereiche wie Biologie, Biochemie, Chemie, Medizin,
Physik, Mathematik und Informatik. Die kontinuier-
liche Entwicklung wichtiger Technologien spielt eine
ebenso zentrale Rolle wie die Interpretation komplexer
Interaktionen mit Hilfe bereits etablierter analytischer
Methoden. BioSysNet hat das Ziel, neben den einzelnen
Funktionen und Ablaufen in Zellen und Organismen,
auch Funktionsstorungen der Systeme, wie sie zum
Beispiel im Krankheitsfall auftreten, aufzuklaren und
zu verstehen. Durch die gemeinsame Diskussion der
Ergebnisse und den regelmaRigen Austausch im Rah-
men des Netzwerkes kann die Bearbeitungsdauer fur
wissenschaftliche Fragestellungen erheblich verkirzt
werden.

Ausblick

» Die Forschung im Bereich der Biowissenschaf-
ten und der Biotechnologie im Freistaat Bayern ist
bereits heute auRerordentlich leistungsstark und nimmt
eine flihrende Rolle im europaischen Vergleich ein.
Durch das Bayerische Forschungsnetzwerk fir Mole-
kulare Biosysteme sind neue Erkenntnisse in diesem
Forschungsfeld zu erwarten. Forderprogramme, wie
sie mit BioSysNet verwirklicht werden, tragen dazu
bei, dass Bayern durch die Implementierung neuer
Forschungsmethoden und technischer Innovationen
im internationalen Wettbewerb Schritt halten kann. Die
effiziente Bundelung der Forschungskompetenzen er-
moglicht einen schnellen und reibungslosen Wissens-
und Technologietransfer und férdert die Griindung
neuer Unternehmen. Um die Spitzenstellung im euro-
paischen Vergleich in den Lebenswissenschaften und
der Medizin halten zu konnen, mussen rechtzeitig dafur
notwendige Strukturen in der Wissenschaft geschaffen
und dynamische Entwicklungsprozesse vorangetrie-
ben werden. Nur so wird es uns gelingen, die groRen
Herausforderungen in der Zukunft zu meistern.



Abb. 3: Molekulare Biosysteme: Verstehen von komplexen Systemen ausgehend von der Zelle bis zum gesamten Organismus.




Dr. Ana Eulalio

Institut flir Molekulare
Infektionsbiologie (IMIB),
Julius-Maximilians-
Universitat Wurzburg

ana.eulalio@uni-wuerzburg.de
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RNA: Die fehlende Verbindung

in der bakteriellen Pathogen-Wirt-Interaktion

Entschlisselung noch unbekannter Rollen der RNA im Zwischenspiel
von bakteriellen Pathogenen und Saugerzellwirten

Einleitung

» Obwohl die groBe Mehrheit der Bakterien ungefahr-
lich und sogar nutzlich fir den Saugerwirt ist, stellen
pathogene Bakterien eine betrachtliche Bedrohung
fur die menschliche Gesundheit dar und sind eine der
Hauptursachen fur die weltweite Mortalitat und Morbi-
ditat. Wahrend einer Infektion manipulieren bakterielle
Pathogene eine groBe Anzahl von Wirtszellfunktionen
um ihr Uberleben und ihre Vermehrung zu sichern.
Bakterielle Pathogene induzieren u.a. die Reorganisa-
tion des Wirtszell-Zytoskeletts und manipulieren Sig-
nalibertragungswege, den Membranverkehr und die
pro-inflammatorische Antwort der Wirtszelle. Aller-
dings ist es eine weitestgehend unbeantwortete Frage
im Zwischenspiel von Wirtszelle und Pathogenen, in-
wieweit die bakterielle Infektion einen Einfluss auf den
Wirtszell-RNA-Stoffwechsel hat und wie die Konse-
quenzen fur den bakteriellen Lebenszyklus aussehen.
Ein funktionierender RNA-Stoffwechsel ist essentiell
fur eine Anzahl wesentlicher Wirtszellfunktionen und
daher ist es nicht Uberraschend, dass Pathogene aus-
gekligelte Strategien entwickelt haben um diese Sig-
nalwege zu ihrem eigenen Vorteil zu unterwandern.

HOEGhSt \_:l. Wmonealla Tvohir

- * .
$© ) infected cell

Abb. 1: MicroRNAs regulieren die Salmonellen Infektion.

12 Regulére Juniorgruppen

Ziele des Projektes

» MicroRNAs sind kleine, nicht-kodierende RNAs
die eine wichtige Rolle in der post-transkriptionalen
Kontrolle der Genexpression und in vielen weiteren
biologischen Prozessen spielen. Zunehmend wird die
Regulation der Expression von miRNAs sowohl als
ein wesentlicher Teil der Wirtsantwort auf die Infek-
tion durch bakterielle Pathogene wahrgenommen, als
auch als neue molekulare Strategie von Bakterien um
Wirtszellsignalwege zu manipulieren.

Das Hauptziel unserer Forschung ist es einen umfas-
senden Uberblick tiber die Rolle von miRNAs wihrend
der Infektion mit bakteriellen Pathogen wie z.B. Salmo-
nella Typhimurium und Shigella flexneri zu erhalten.
Diese fakultativ intrazellularen Bakterien gehoren zu
den Pathogenen die die hochsten Letalitatsraten durch
Lebensmittelbedingte Krankheiten verursachen. Um
die Interaktion zwischen der Infektion mit Salmonella
Typhimurium oder Shigella flexneri und den Wirtszell-
miRNAs zu untersuchen, haben wir systembiologische
Ansatze, insbesondere Hochdurchsatz-Screening und
Deep-Sequencing, angewandt. Durch den Vergleich der
so erzielten Ergebnisse haben wir entdeckt, dass Sal-
monella und Shigella Infektionen durch ein bestimm-
tes Set von Wirts-miRNAs reguliert werden. Dartber
hinaus konnten wir zeigen, dass die identifizierten
miRNAs verschiedenen Stadien der Infektion wie Adha-
sion, Invasion, Replikation und interzellulare Ausbrei-
tung beeinflussen.

Die Identifizierung von miRNAs und nachgeschalteter
Signalwege die die Infektion kontrollieren, wird maR-
geblich zur Entwicklung neuartiger therapeutischer An-
satze gegenuber pathogenen Bakterien sein, entweder
durch die Modulation der ausgewahlten miRNAs oder
ihrer Zielgene. Zusatzlich zur Rolle von miRNAs in der
Interaktion zwischen Sdugerzellen und bakteriellen
Pathogenen gibt es weitere unterschiedliche Aspekte
des Wirtszell-RNA-Stoffwechsels die im Kontext von
bakteriellen Infektionen noch vollstandig untersucht
werden mussen. Diese beinhalten den Zusammenhang
von bakteriellen Infektionen und RNA Granula, insbe-
sondere P-Korperchen und Stress-Granula; zwei Struk-
turen die von wesentlicher Wichtigkeit fir das Gleich-
gewicht des Wirtszell-RNA-Stoffwechsels sind.

Die fortlaufende Arbeit in meiner Forschungsgruppe
zielt drauf ab ein besseres Verstandnis von der Inter-
aktion zwischen bakteriellen Pathogenen und Wirtsze-
[I-RNA-Granula zu erhalten. Ultimatives Ziel ist die
Verbesserung des derzeitigen Verstandnisses wie
bakterielle Pathogene die Wirtszell-RNA-Stoffwechsel-
Signalwege manipulieren.



control miRNA

Abb. 2: Inhibition der Invasion von Saugerzellen durch Salmonellen mittels ausgewdahlter microRNAs.

Zusammenfassung und Ausblick

» Insgesamt werden wir durch die Untersuchung wie
bakterielle Pathogene mit dem RNA-Stoffwechsel der
Saugerwirtszelle interferieren, und ob wir die RNA-
abhangigen Signalwege manipulieren konnen, um einer
bakteriellen Infektion entgegen zu wirken, das derzei-
tige Verstandnis der Wirt-Pathogen-Interaktion signifi-
kant verbessern.

Daruber hinaus stellt unsere Arbeit den Nutzen von
Systembiologischen Ansatzen heraus und zeigt dessen
Potential zur Identifizierung neuer molekulare Signal-
wege mit dem das komplexe Zwischenspiel von Wirts-
zellen und bakteriellen Pathogenen beherrschbar wird.
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Einleitung

» Entziindungen sind ein wesentlicher Teil der Im-
munreaktion, konnen aber auch die Gewebe unseres
Korpers schadigen oder sogar zerstoren. Letzteres
ist vor allem dann der Fall, wenn Entziindungen chro-
nisch werden. Das kann mehrere Griinde haben: Zum
ersten kommt es vor, dass das Immunsystem ein Pro-
blem erkennt, aber nicht I6sen kann. Ein Beispiel hier-
fur ist Asbest. Eingeatmete Asbestfasern konnen von
unserem Korper weder ausgestoen noch abgebaut
werden. Die mineralischen Fasern werden jedoch als
Fremdkorper erkannt und aktivieren Immunzellen in
der Lunge, so dass sich eine chronische Entzindungs-
reaktion entwickelt, die wiederum zur Entstehung von
Krebs beitragen kann. Ahnlich ist es auch mit Harnsiu-
rekristallen, die in den Gelenken von Gicht-Patienten
vorkommen und ebenfalls eine chronische Entziindung
auslosen, die bei den Patienten erhebliche Schmer-
zen verursacht. Eine zweite Mdglichkeit ist, dass das
Immunsystem gegen einen harmlosen Aktivator tUber-
reagiert. Hier ist die Interaktion mit der Darmflora ein
gutes Beispiel. Eine iberschieRende Immunreaktion
gegen die normalerweise im Darm vorkommenden
und von den meisten Menschen tolerierten Bakterien
fuhrt bei manchen Patienten zu entzindlichen Darmer-
krankungen wie z. B. Morbus Crohn und Colitis ulce-
rosa. SchlieBlich gibt es Erbkrankheiten, bei denen das

Immunsystem auch ohne einen duReren Ausldser eine
Reaktion startet. Bei solchen Erkrankungen entwickeln
die Patienten z.B. einen spontanen Hautausschlag,
Fieber und lokale Entzindungen in verschiedenen
Organen. Die schwierige Situation fur diese Patienten
anderte sich erst vor wenigen Jahren, und zwar als
direkte Folge der Entschlisselung des menschlichen
Erbguts um das Jahr 2001. Dabei wurde klar, dass viele
dieser Patienten eine Mutation im Gen NLRP3 tragen.
Es stellte sich heraus, dass das von NLRP3 kodierte
Protein in Zellen des Immunsystems einen Komplex
mit den Proteinen ASC und Caspase-1 bildet und die
Ausschittung des Botenstoffs Interleukin-Tbeta (IL-1p)
kontrolliert. IL-1p ist ein hochpotentes Pyrogen, das
heiBt, es 10st lokale Entziindungen und systemische
Fieberreaktionen aus. Der Komplex aus NLRP3, ASC
und Caspase-1 wird heute als Inflammasom bezeich-
net. Durch diese bahnbrechenden Ergebnisse in der
Grundlagenforschung konnte fur diese Patienten eine
Therapie entwickelt werden, die in der Neutralisation
von IL-1B, z. B. durch gegen IL 1f gerichtete Antikorper
besteht. Heute wissen wir, dass das Inflammasom auch
durch die erwahnten Asbestfasern und Gicht-auslo-
senden Harnsaurekristalle, sowie durch verschiedenste
Pathogene aktiviert wird und dadurch einen zentrale
Rolle in der Immunantwort spielt. Die Liste der mit dem
Inflammasom in Verbindung gebrachten Krankheiten
weist heute ein weites Spektrum auf und umfasst

Stress-
signale
—

Immunzelle

Abb. 1: Schematische Darstellung des Inflammasoms in Zellen des Immunsystems. Details, siehe Text.
Die Fragezeichen markieren die im Text benannten Fragestellungen.



Arthritis, Arteriosklerose, Diabetes, Tumorerkrankun-
gen und neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus
Parkinson und Multiple Sklerose. Es ist erstaunlich,
dass so viele und unterschiedliche Erkrankungen mit
demselben zellularen Grundmechanismus, namlich
dem Inflammasom, in Zusammenhang stehen sollen.
Eine Erklarung dafur ist, dass NLRP3 wahrscheinlich
als Sensor fiir zelluldren Stress fungiert. Die Uber-
produktion von Sauerstoffradikalen tragt ebenso wie
die Schadigung der Zellmembran zur NLRP3-Aktivie-
rung bei. Damit stellt das Inflammasom eine mogliche
mechanistische Erklarung dafur dar, wie andauernder
Gewebsstress zu Folgeerkrankungen fuhren kann.

Ziele, Ergebnisse und Perspektiven

» Die Behandlung von mit dem Inflammasom in Verbin-
dung gebrachten Erkrankungen baut wie erwahnt zur
Zeit in erster Linie auf dem Abfangen von IL-1f auf. Das
geschieht durch sogenannte rekombinante Proteine,
die dem Patienten gespritzt werden. Dies stellt zwar
eine sehr erfolgreiche und elegante, aber auch eine
sehr teure Losung dar, denn rekombinante Proteine
sind in der Herstellung sehr kostenintensiv. AuRer-
dem mussen sie, je nach Medikament, zum Teil taglich
gespritzt werden, was gerade fur Kinder sehr unan-
genehm ist. Daher erscheint es wiinschenswert, die
Produktion von IL-1f zu verhindern, bevor es die Ur-
sprungszelle verlasst. Im Rahmen dieses Forschungs-
projektes versuchen wir die molekularen Grundlagen
fur eine solche Therapie zu erarbeiten. Dabei beschafti-
gen wir uns mit 3 Kernfragestellungen: Zunachst ver-
suchen wir zu verstehen, wie zellularer Stress moleku-
lar von NLRP3 wahrgenommen wird. Zweitens wollen
wir entschlisseln, wie das Inflammasom durch seine
Komponente Caspase-1 die Ausschittung von IL-18
kontrolliert. SchlieRlich interessieren wir uns dafur,
wie der Ausschittungsmechanismus von IL-18 gene-
rell aussieht und ablauft und welche anderen Proteine
neben IL-1p ebenfalls Gber diesen Mechanismus aus-
geschleust werden. Zu letzterem Aspekt konnten wir
bereits zeigen, dass das Inflammasom durch Caspase-1
auch die Freisetzung von IL-1a, dem Schwesterprotein
von IL-1f3 steuern kann. Dies ist erstaunlich, da IL-1a
im Gegensatz IL-1p kein direkter Interaktionspartner
von Caspase-1 ist. Bisher wurde angenommen, dass
nur Proteine, die direkt an Caspase-1 binden (und von
dieser geschnitten werden, siehe Abbildung 1) durch
das Inflammasom ausgeschuttet werden konnen. Das
bedeutet allgemein, dass noch weitere, bisher nicht
beachtete Proteine zur Pathogenese beitragen konnt-
en. Konkret bedeutet es, dass durch die Neutralisation
von IL-1p alleine Inflammasom-abhangige Entziindun-
gen unter Umstanden nicht effektiv behandelbar sind.
In der Tat scheint dies bei einigen der durch Muta-
tionen in NLRP3 erkrankten Patienten der Fall zu sein.
Weiterhin eroffnet der Befund, dass Caspase-1 die Aus-
schuttung von nicht-Interaktionspartner steuern kann,
neue wertvolle Einblicke in den Funktionsmechanismus
von Caspase-1 selbst. Diese Erkenntnisse haben bereits
auf die Entwicklung neuer Therapien Einfluss genom-

Abb. 2: Konfokalmikroskopie zeigt, dass Inflammasomaktivie-

rung die zelluldre Lokalisation seiner Komponenten in der Zelle
verandert. In einer ruhenden Zelle (rechts), sind ASC (rot) und
Caspase-1 (griin) relativ gleichméaBig verteilt, liegen aber getrennt
voneinander vor. Nach Aktivierung des Inflammasoms (links) formt
ASC einen groBBen, unldslichen Komplex, in dem auch Caspase-1

zu finden ist (gelb, Kolokalisation). Zur besseren Sichtbarkeit wurde
der Umriss der aktivierten Zelle weil8 markiert.

men. Daruber hinaus konnten wir neue Einblicke in die
Mechanismen gewinnen, die zellularen Stress mit der
Aktivierung des Inflammasoms verbinden. Es zeigte
sich, dass die Schadigung der Zellmembran einen
direkten Einfluss auf den Energiehaushalt der Zelle hat,
was wiederum zur Aktivierung von NLRP3 beitragt.
Wir hoffen, dass diese Befunde neue Mdoglichkeiten
zur gezielten Dampfung von Zellstress und damit zur
Verminderung von Entzindungen eroffnen. Zellscha-
digung und die Bildung von Sauerstoffradikalen sind
direkt und tiber die Induktion von Entziindungen an der
schleichenden Pathogenese vieler Erkrankungen sowie
an Alterungsprozessen beteiligt. Bessere Einblicke in
die molekularen Verbindungen von Stress, Radikalbil-
dung und Entziindung sollten weitreichende Implika-
tionen fur Therapie und Pravention mit sich bringen.
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Ordnung in die Unordnung!

Strukturbiologische Untersuchung von Netzwerken
ungeordneter Proteine und deren (Fehl)Regulation

Einleitung

» “Funktion erfordert Struktur” - das ist eine géngige
Meinung in der Strukturbiologie. In der Tat mussen
die meisten Proteine eine definierte dreidimensionale
Struktur annehmen um ihre Funktion auszutben. Ein
groBer Anteil des Genoms aller Organismen kodiert
jedoch Proteine die, vollstandig oder teilweise, keine
definierte dreidimensionale Struktur annehmen aber
dennoch wichtig fiir die Zellfunktion sind: die soge-
nannten intrinsisch unstrukturierten Proteine (engl.
intrinsically disordered proteins |IDPs). Angesichts
ihrer Haufigkeit in menschlichen Krankheiten gibt es
keinen Zweifel, dass diese Proteine bevorzugte Ziele
in der Medikamentenentwicklung sind. Um diese Pro-
teine in der Regel zu verstehen und Strategien zu lie-
fern um deren Interaktionen fur die Behandlung von
Krankheiten zu modulieren, ist strukturelle Charakte-
risierung von IDPs und ihren biologischen Komplexen
der Schlissel.

Wir konzentrieren uns auf IDPs im Schnittpunkt der
Wnt- und Insulin-Signalwege, welche grundlegende
Prozesse in der Entwicklung von Zellen regulieren,
und zur Entwicklung von Krankheiten beitragen. Neue-
re Arbeiten haben gezeigt, dass die Regulation dieser
Proteine einen komplizierten “Code” zahlreicher post-
translationaler Modifikationen (PTM) und Bindung
einer Vielzahl von Co-Faktoren beinhaltet. Deregula-

tion dieser Proteine, einschlieflich Einzelpunkt-Muta-
tionen und Veranderungen in den Signalwegen, fuhrt
zu Krebs, Diabetes und Alterung. Trotz ihrer groRen
Bedeutung sind die zugrunde liegenden molekula-
ren Mechanismen noch weitgehend unbekannt. Dies
liegt vor allem an ihrer strukturellen Flexibilitat, was
die Strukturanalyse durch herkommliche Ansatze er-
schwert.

Ziel des Projektes

» Das zentrale Ziel des Projekts ist es, die strukturel-
len Anforderungen der Bindung zwischen struktu-
rierten Proteinen (d.h. B-Catenin) und den unstruktu-
rierten Regionen von Axin-1, APC, LEF-1 (Wnt) und
FOXO04 (Insulin-Signalweg) zu identifizieren. Ange-
sichts der Bedeutung dieser Proteine in menschlichen
Krankheiten werden unsere Ergebnisse wesentliche
strukturelle und funktionelle Daten fur das Verstand-
nis der Krankheit beitragen. IDPs und deren Komplexe
sind sehr dynamisch und anspruchsvoll fur konven-
tionelle Techniken und mussen unter nativen Bedin-
gungen untersucht werden. Deshalb verwenden wir
unseren neu entwickelten multidisziplinaren Ansatz,
in dem wir Kernresonanzspektroskopie (NMR), Klein-
winkelrontgen/Neutronenstreuung (SAXS/SANS) und
Modellierungsstrategien kombinieren, um die struk-

Strukturiertes Protein VS.

Intrinsisch
unstrukturiertes Protein

Residuale Struktur?

Bindung von
Ko-Faktoren? =

Funktion?

Modulation durch
PTMs/Mutationen?

Abb. 1: Strukturierte vs. unstrukturierte Proteine.
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Abb. 2: Multidisziplindrer Ansatz zur Strukturaufkldrung.

turellen Eigenschaften dieser krankheits-relevanten
IDPs isoliert und im Komplex mit ihren gefalteten Pro-
tein-Cofaktoren, sowie die Modulation der IDP-Struktur
und -Wechselwirkungen durch Modifikationen (PTMs,
Mutation) untersuchen zu konnen.

Ergebnisse, Zukunftsperspektive

» Die molekularen Mechanismen, wie IDPs als Inter-
aktionsplattformen fiir eine Vielzahl an Partnern fun-
gieren, sind noch lange nicht verstanden. Wir erwarten,
dass unsere Ergebnisse die Basis fur eine neue Gene-
ration von Biomarkern zur Friherkennung setzen und
es ermadglichen, neue Wege zur Entwicklung personali-
sierter Anti-Krebs Medikamente gegen Defekte der
Wnt-und Insulin-Signalwege zu entwickeln.

Schlussfolgerungen und Ausblick

» Zusammenfassend kombinieren wir einen neuen,
multidisziplinaren Ansatz zur Strukturbestimmung mit
der hochst relevanten Biologie der IDPs der Wnt und
Insulin-Signalwege, um eine effiziente Verbindung von
in vitro strukturellen und Interaktionsdaten und in vivo
Biologie und umgekehrt zu ermdoglichen. Dies ist der
Schlussel zum Verstandnis dieser Proteine im Allge-
meinen und bietet Ansatze, diese Interaktionen fur die
Behandlung von Krankheiten zu modulieren.
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Die Regulation der eukaryotischen Translation
Wie viele unterschiedliche Proteine gibt es und

wie wird ihre Synthese kontrolliert?

Projektbeschreibung

» Die Sequenzierung der genetischen Information
des Menschen und einer Reihe weiterer Organismen
war ein Meilenstein der Lebenswissenschaften und
erlaubte nicht nur tiefe wissenschaftliche Einblicke
sondern auch medizinischen Fortschritt. Noch immer
aber beschaftigt uns eine wichtige Frage: Wie kon-
nen aus der limitierten genetischen Information und
der relativ kleinen Anzahl an Genen so komplexe und
vielfaltige Organismen entstehen?

Der Schlussel dazu liegt in der unterschiedlichen Regu-
lation der Gene und ihrer Produkte. Die Regulation der
Genexpression ist duerst komplex und plastisch und
auch wenn ihre Grundlagen bereits aufgeklart sind,
so fehlt uns doch ein Verstandnis des gesamten, kom-
plexen Netzwerkes. Unser Hauptinteresse gilt einem
wichtigen Schritt der Genexpression, der Synthese von
Proteinen basierend auf einer RNA Sequenz: Der Trans-
lation.

Die Translation bildet die Schnittstelle zwischen zel-
lularer RNA (dem Transkriptom) und Proteinen (dem
Proteom). Dabei dient die RNA als Anleitung fur die
Synthese von Proteinen durch Ribosomen, hochkom-
plexe Maschinen, die in allen bekannten Lebewesen
vorkommen. Urspringlich wurde angenommen, dass
auf Ebene der Translation nur wenig Regulation statt-
findet, heute jedoch verstehen wir, dass die Transla-
tionskontrolle weit verbreitet ist und einen zentralen
Regulationsmechanismus der Genexpression darstellt.
Sie erlaubt nicht nur eine zeitliche Regulation der Pro-

Abb. 1: Das Medenbachlabor (www.medenbachlab.de).

teinsynthese, sondern auch hochaufgeloste, raumliche
Kontrolle. Damit ist sie essentiell fur eine Vielzahl von
biologischen Prozessen von der frihen Embryonalent-
wicklung (friihe Anlage der Kérperachsen) bis hin zur
Funktion unseres Nervensystems (Ausbildung und
Plastizitat der Synapsen).

Um tiefere Einblicke in die Regulation der Translation
zu bekommen, verwenden wir die Taufliege Droso-
phila melanogaster als Modellorganismus, in der wir
die molekulare Funktion des Translations-Repressor-
proteins ,Sex lethal” untersuchen. Dieses Protein ist
ein wichtiger Regulator der Genexpression und ein
genaueres Verstandnis seiner Wirkungsweise erlaubt
uns auch Ruckschlisse auf die Regulation der Transla-
tion im Menschen. Unser Interesse gilt insbesondere
dem Zusammenspiel von ,Sex lethal’ (und einem nahe
verwandten Protein) mit einer Klasse an genetischen
Elementen - sogenannten ,upstream open reading
frames’ (UORFs). uORFs befinden sich noch vor der ei-
gentlichen Startstelle fur die Proteinsynthese und ihre
regulatorischen Eigenschaften wurden erst vor einigen
Jahren erkannt. In letzter Zeit wurden immer mehr
Beispiele entdeckt, bei denen uORFs eine fundamentale
Rolle bei der Kontrolle der Expression unterschiedli-
chster Proteine spielen und so ist es nicht verwun-
derlich, dass Mutationen von uORFs zur Entstehung
einer Reihe von Krankheiten beitragen, wie z.B.
Morbus Alzheimer, hereditare Thrombocythamie und
unterschiedliche Typen von Krebsleiden.
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Abb. 2: Translationskontrolle durch das RNA-Bindeprotein SXL am Beispiel der msl-2 mRNA.

In Abwesenheit des regulatorischen Proteins wird das physiologische Leseraster (physiologischer ORF) der RNA translatiert und somit
MSL-2 Protein produziert (oben dargestellt). Nach Bindung des SXL Proteins (rot) an die RNA fordert dieses die Erkennung eines sogen-
annten ,upstream open reading frames’ (uORF) durch initiierende Ribosomen (griin dargestellt als 43S Partikel). Somit wird das inhibito-
rische Potential des uORFs voll ausgeschépft und eine Translation des physiologischen ORFs wird verhindert (unten dargestellt).

Nicht nur im Menschen, auch in Drosophila melano-
gaster regulieren uORFs die Synthese von Proteinen.
In der Vergangenheit konnten wir zeigen, dass das
Protein ,Sex lethal’ (der Hauptregulator der weiblichen
Fliegenentwicklung) die Aktivitat von uORFs kontrol-
lieren kann und somit Einfluss auf die Translation einer
Reihe von wichtigen Proteinen nehmen kann. Unsere
Einblicke beruhen in der Regel auf der Untersuchung
des Einflusses des Regulatorproteins auf einzelnen
RNA Spezies. Nun arbeiten wir daran unsere Studien
auszudehnen, um ein globales Bild der Translations-
regulation durch ,Sex lethal’ zu erhalten. Zu diesem
Zweck setzten wir das sogenannte ,Ribosomal profi-
ling” ein — eine kirzlich entwickelte Technik, welche die
Translation systemweit und hochauflosend abbilden
kann. Daflir werden mittels modernster Sequenzier-
Technologie die genauen Positionen von translatieren-
den Ribosomen auf RNAs kartiert. Die so gewonnenen
Datensatze sollen nicht nur einem besseren Verstand-
nis der Aktivitat von ,Sex lethal’ dienen, sondern erlau-
ben daruber hinaus weitere, fundamentale Einblicke in
die zellulare Translation
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Calcium-abhangige Regulation des mitochondrialen

Metabolismus und programmierter Zelltod
Functional Genomics des mitochondrialen Signaling Networks

Einleitung

» Mitochondrien sind doppelwandige Zellorganel-
len, die in fast allen eukaryotischen Zellen zu finden
sind. Sie dienen als zentrales Element fir die Energie-
produktion, die lonenhomoostase, den intermediaren
Stoffwechsel sowie den Zelltod. Mitochondrien ent-
stammen einem besonderen evolutiondren Ursprung
- sie wurden in Form von Bakterien vor rund 2 Milli-
arden Jahren von Eukaryoten aufgenommen. Einige
mitochondriale Funktionen sind Uber die Zeit erhalten
geblieben, sodass einzellige Hefen und multizellulare
Organismen viele ahnliche mitochondriale Komponen-
ten teilen [1,2] (Abb. 1).
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Abb. 1: Funktionales Netzwerk des mitochondrialen Systems
in der Hefe: Ursprung, Konservierung und Crosstalk.
Aus Perocchi et al., PloS Genetics 2006.

Menschliche Mitochondrien enthalten ein winziges
Genom, das 13 gut charakterisierte Proteine kodiert.
Die verbleibenden ca. 1500 mitochondrialen Proteine
werden von Genen des Zellkerns kodiert, ins Zyto-
sol translatiert und zielgerichtet in die Mitochondrien
importiert. Als Folge des doppelten genetischen Ur-
sprungs der mitochondrialen Proteine erfordert die
mitochondriale Biogenese und Funktion eine ausfuhr-
liche Interaktion und Kommunikation zwischen zel-
lularen und mitochondrialen Akteuren (Abb. 1). Ein
bidirektionales Signaling zwischen Mitochondrien und
anderen zellularen Komponenten reguliert dabei die
dynamische und komplexe Remodellierung in Bezug
auf mitochondriale Form, Motilitat, Metabolismus und
Proteom als Reaktion auf Umweltreize und energe-
tische Anforderungen, die verstarkt wahrend des
Wachstums und der Entwicklung auftreten. Nichts-
destotrotz sind die molekularen Verbindungen zwi-
schen intrazellularen Signalen und mitochondrialen
Reaktionen in vielen Fallen nach wie vor unbekannt
[3,4]. Was fur eine Rolle spielen Mitochondrien in Sig-
naltransduktionskaskaden? Welche mitochondrialen
Proteine erfassen, modulieren und verbreiten intrazel-
lulare Signale? Wie wird der mitochondriale Signaling
.Werkzeugkasten” reguliert? Was passiert wenn die
mitochondrialen Signalnetzwerke gefahrdet sind und
wie konnen wir schadliche Auswirkungen verhindern?

Ziele des Projekts

» Das langfristige Ziel unserer Arbeitsgruppe ist es,
ein systemisches Verstandnis der menschlichen Mito-
chondrien zu erlangen, um die Forschung in grundle-
gender und krankheitsrelevanter Biologie voran zu
treiben [2] (Abb. 2). Insbesondere mochten wir die
molekularen Maschinen und Mechanismen identifi-
zieren, die fur das Calcium Signaling in Mitochondrien
verantwortlich sind. Zu diesem Zweck kombinieren wir
groBangelegte computergestitzte und experimentelle
Strategien mit zielgerichteten genetischen, biochemi-
schen und physiologischen Studien mitochondrialer
Funktionen in Pilz-, Maus- und menschlichen Zel-
len. Wir entwickeln Hochdurchsatzverfahren, um die
Effekte genetischer und chemischer Stérungen des
mitochondrialen Calcium Signaling zu testen und zu
revidieren, sowie um wichtige Signaling Checkpoints
zu erfassen, die als potentielle pharmakologische Tar-
gets in Frage kommen. Wir fihren umfassende und
quantitative Messungen von Metaboliten, Proteinen
und deren post-translationalen Modifikationen durch,
um die Rolle von mitochondrialem Calcium Signaling
im zellularen Metabolismus sowie in der Proteinregu-
lation zu entziffern. In Anbetracht der fundamentalen
Rolle des Calcium Signaling in Entwicklung, Lern-
prozess, Metabolismus und neuromuskularer Funktion
sowie der Fahigkeit von Mitochondrien in nahezu allen
Gewebearten, die Calciumhomoostase zu regulieren,
hoffen wir, dass unsere Forschung zum Verstandnis der
pathologischen Mechanismen vieler menschlicher
Erkrankungen beitragen wird.
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Abb. 2: Schematische Zusammenfassung der integrativen Herangehensweise zur Rekonstruktion mitochondrialer Signalnetzwerke.

Fazit und Ausblick

» Angesichts der Schlisselrolle von Mitochondrien
in der Zellphysiologie hat unsere Forschung weit-
reichende Auswirkungen auf das Verstandnis um die
menschliche Gesundheit und Krankheiten. Mitochon-
driale Dysfunktion wird mit nahezu jeder alters-assozi-
ierten Krankheit, einschlieBlich Diabetes, Krebs und
Neurodegeneration, in Verbindung gebracht. Zahl-
reiche Studien haben einen Zusammenhang zwischen
bestimmten Erkrankungen und Genen, die fur mito-
chondriale Proteine kodieren, hergestellt — z.B. PINK1,
PARK2 und DJ-1 in angeborener Parkinson-Krankheit
oder L2ZHGDH in Glioma. Da immer mehr mitochondri-
ale Gene durch Sequenzierungsstudien des gesamten
Exoms erkrankter Patienten belastet werden, wird
unsere funktionale Charakterisierung der mitochon-
drialen Signalwege einen wertvollen mechanistischen
Einblick sowie neue Perspektiven fiir molekulare Ein-
griffe liefern.
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Physikalische Biologie von Nucleosomenpositionierung,

Remodeling und Transkriptionsregulation in Hefe
Erforschung molekularer Wechselwirkungen mittels einfacher

physikalischer Modelle

Einleitung

» Eine zentrale Frage biologischer Forschung ist:
Welche Mechanismen regulieren auf molekularer
Ebene die Transkription von Genen, also das Ablesen
genau bestimmter Teile der genetischen Informa-
tion? Da diese komplizierten Prozesse nicht direkt
beobachtet werden konnen, miissen sie rekonstruiert
werden. Dazu bieten sich sowohl Faktoren an, welche
die Transkription befordern oder einschranken (z.B.
Transkriptionsfaktoren oder Nucleosomen), als auch
gemessene Transkriptionsraten. Fur die Rekonstruk-
tion ist Modellbildung unentbehrlich.

Ziel des Projektes

» Durch Anwendung von Methoden der statistisch-
en Physik soll die Regulation der Transkription beim
Modellorganismus Hefe von zwei Seiten untersucht
werden: Erstens ist DNA nicht zuganglich, die Nucleo-
somen formt - also eng um Histonproteine gewickelt
ist. Wir bestimmen in Zusammenarbeit mit der Gruppe
von Philipp Korber physikalische Mechanismen der Po-
sitionierung dieser Nucleosomen. Zweitens sollen aus
Daten von “Dynamic Transcriptome Analysis” (DTA)
der Gruppe von Patrick Cramer effektive Mechanismen
des Zusammenwirkens verschiedener, moglicherweise
antagonistischer Einflsse auf die Regulation einzelner
Gene untersucht werden.

Ergebnisse

» Die Verteilung von Nucleosomen innerhalb Gen-
kodierender Bereiche folgt, im Mittel, einem einfachen
statistischen Muster, wenn man berucksichtigt, dass
DNA sich z.B. aufgrund thermischer Fluktuationen
kurzzeitig von den Histonproteinen 16st [1]. Dieser und
weitere Mechanismen ermaglichen auch, dass DNA
schnell wieder Nucleosomen formt, nachdem diese
entfernt wurden, z.B. um DNA-Replikation zu ermogli-
chen [2].

Darliberhinaus werden Nucleosomen duch “Remode-
ler-Enzyme” aktiv positioniert. Deren Einfluss wurde
bisher entweder “top down” untersucht, z.B. durch
Vergleich mit Remodeler-Mutanten oder spezifischen
Remodeler-Zusammensetzungen in-vitro (in der Grup-
pe von Philipp Korber werden hierzu flexible Methoden
entwickelt), oder “bottom-up” durch Experimente mit
einzelnen Nucleosomen. In Zusammenarbeit mit der
Gruppe von Philipp Korber nehmen wir einen “mitt-

leren” Standpunkt ein, und vergleichen mechanistische
Modelle mit beobachteten Nucleosomenmustern [3],
womit in Zukunft Remodeler-Mechanismen identifiziert
werden sollen.

Auf der hoheren Ebene der Genregulation haben wir
eine Methode entwickelt, aus Veranderungen der Gen-
expressionsraten, z.B. wahrend des Zellzyklus oder
induziertem Stress, physiologisch relevante Genregu-
lationsfunktionen zu bestimmen. Diese Methode wurde
auf genomweite DTA-Daten der Cramer-Gruppe ange-
wandt.
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Abb. 1: |llustration eines vereinfachten physikalischen Modells
eines Nucleosoms. Die um einen Kern aus Histonproteinen
gewickelte DNA wird durch thermische Fluktuationen auf-

und abgewickelt. Die variable Bindungsldnge erleichtert es,
Nucleosomen schnell dicht hintereinander zu packen.



Projektbeschreibung

» Der menschliche Korper besteht aus vielen ver-
schiedenen Arten von Zellen, die Uber die gesamte
Lebensdauer eines Menschen ihre Identitat wah-
ren missen. Ein Versaumnis in dieser Hinsicht kann
schwerwiegende Konsequenzen haben und zur Ent-
wicklung von Krebs und anderen Erkrankungen fiihren.
Genregulation spielt eine essentielle Rolle im Prozess
der Zelldifferenzierung und in der Entwicklung von
Geweben und Organen. Viele Gene werden durch die
Veranderung der Chromatinverpackung reguliert. Dies
impliziert die Interaktion der DNA, also des Tragers
genetischer Information, mit verschiedenen Proteinen.
Die Verpackung erfolgt dabei aufahnliche Weise sowohl
in Einzellern wie z.B. Hefe als auch in hoch komplexen
Lebewesen wie etwa dem Menschen. Unsere Forschung
fokussiert sich auf die grundlegenden Prinzipien des
transkriptionellen genetischen Silencings durch kleine
RNAs. Kleine RNAs interagieren mit Ziel-RNAs und be-
wirken Chromatinmodifikationen, translationale Inhi-
bition oder Degradation von komplementaren RNAs.
Die Abschaltung von Genen durch kleine RNAs spielt
in der zelluldaren Kontrolle der Genexpression sowie
beim Schutz des Genoms vor mobilen repetitiven DNA
Sequenzen, Retroelementen und Transposons eine
Rolle. Wir kombinieren genetische und genomische
Ansatze mit biochemischen und strukturbiologischen
Methoden um aufzuklaren, wie diese Elemente zunachst
erkannt und dann in spezialisiertem Chromatin, dem

Heterochromatin, verpackt werden. Wir haben kurz-
lich eine neue Klasse von kleinen RNAs entdeckt,
die mitunter die Amplifikation von siRNA sowie die
Bildung von Heterochromatin innerhalb zentromerer
Wiederholungssequenzen in der Spalthefe bewirken.
Defekte in der Regulation der Genexpression durch
kleine RNAs wurden bereits in zahlreichen Fallen
menschlicher Krebserkrankungen beschrieben. Der
Prozess des genetischen Silencings durch kleine RNAs
ist hoch konserviert in allen Lebewesen. Ein grundle-
gendes Verstandnis des Ablaufs wird uns helfen zu
verstehen, warum mache Zellen ihre Identitat verlieren
und sich in Krebszellen verwandeln.
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Abb. 1: siRNA vermittelte Bildung von Heterochromatin in Spalthefe. Der RITS Komplex (Argonaute) rekrutiert RDRC (RNA dependent
RNA polymerase complex) und Dicer zur Synthese neuer dsRNA und Amplifikation von siRNA. RITS rekrutiert auBerdem den CLRC
Komplex zur Modifikation der Chromatinstruktur mit repressiven H3K9 Methylierungen. Eine H3K9 Methylierung bewirkt die Rekru-
tierung des HP1 Proteins Swié und I6st die Bildung von Heterochromatin aus.
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Evolutionarer Vergleich von Mechanismen der Nukleo-

somenpositionierung in weit divergierten Hefen
In vitro Rekonstitution der Nukleosomenpositionierung in der Spalthefe

Schizosaccharomyces pombe

Einleitung

» Die genetische Information aller Zellen ist in DNA
codiert. In Zellen mit Zellkern ist die DNA allerdings
sehr komplex mit Proteinen in die sogenannte Chro-
matinstruktur verpackt. Die erste Verpackungsebene
bilden die Nukleosomen, in denen eine DNA-Lange von
147 Basenpaaren um basische Histonproteine gewickelt
sind. Die Nukleosomenstruktur erschwert den Zugang
zur DNA, so dass die Position von Nukleosomen relativ
zur DNA-Sequenz eine fundamentale Regulationsebene
fiir alle Funktionen des Genoms darstellt (Abb. 1). Kurz,
die genetische DNA-Information wird epigenetisch
durch die Chromatinstruktur reguliert. Dieses generelle
Prinzip wird aber in unterschiedlichen Spezies zum Teil
sehr unterschiedlich umgesetzt.

Zelle A

Zelle B

Abb. 1: Epigenetische Information der Nukleosomenpositio-
nierung. Nukleosomenpositionen (graue Ovale) entlang der DNA
(Linie) kénnen sich in Zelle A versus Zelle B so unterscheiden,
dass die DNA-Bindungsstelle (roter Punkt) fiir ein Protein
(blauer Bogen) zugéanglich ist oder nicht.

Ziel des Projektes

» Es ist noch nicht verstanden, auf Grund welcher
molekularer Mechanismen die Nukleosomen dort sind,
wo man sie in Zellkernen beobachtet (s. unseren um-
fassenden Ubersichtsartikel Lieleg et al., 2014, Chro-
mosoma). Wir untersuchen diese Nukleosomenposi-
tionierungs-Mechanismen uber einen biochemischen
Rekonstitutionsansatz, versuchen also die Nukleoso-
menpositionierung entlang der DNA im Reagenzglas
,nachzubauen”. Fir die Backerhefe S. cerevisiae ist
uns das bereits gelungen (s. Abb.2; Zhang et al, 2011,
Science). Nun etablieren wir das entsprechende Sys-
tem fur die Spalthefe S. pombe, die evolutiv von S. cere-
visiae ahnlich weit entfernt ist wie S. cerevisiae vom
Menschen. So unterscheiden wir, welche Mechanismen
artspezifisch und welche universell sind. Dieser Ansatz
beruht auch auf Vergleichen theoretischer Model-
lierungen, die von unseren Kollaborationspartnern in
der Gruppe von Prof. Dr. Ulrich Gerland durchgefiihrt
werden.

ex vivo Salzdialyse + Extrakt
+ATP

Abb. 2: Genom-weite in vitro Rekonstitution von in vivo-dhnlichen
Nukleosomenpositionen fiir S. cerevisiae. Gezeigt ist der Nukleo-
somenbesetzungsgrad fiir ca. 4700 Gene (Reihen), ausgerichtet
an der TSS, unterteilt (Cluster) nach Organisationssubtypen und
farbcodiert (gelb fiir hohe, blaue fiir niedrige Nukleosomenbe-
setzung). Nur wenige Nukleosomenpositionen werden durch rein
biophysikalische , Salzgradientendialyse” (nur DNA und Histone)
richtig rekonstituiert. Aber zusammen mit Zellextrakt und ATP
entstehen in vivo-dhnliche Nukleosomenmuster und v.a. auch
arrays. Abbildung verdndert aus Zhang et al., 2011, Science.

Ergebnisse, Zukunftsperspektive

» Gerade in Bezug auf die Modellrechnungen wurden
erste Ergebnisse bereits veroffentlicht (s. Osberg et al,
2014, Nucleic Acids Research und Lieleg et al., 2015,
Molecular and Cellular Biology). Desweiteren liefert der
Rekonstitutionsansatz flir S. pombe zur Zeit die ersten
Daten, die wir einer theoretischen Modellierung unter-
ziehen konnen.

Schlussfolgerungen und Ausblick

» Unser Ansatz kombiniert einen ,vertikalen” (bot-
tom up in vitro Rekonstitution), einen ,horizontalen”
(Spezies-ubergreifende Genom-weite Analysen) und
einen theoretischen Teil, so dass die Nukleosomenpo-
sitionierung nicht nur phanomenologisch, sondern auch
mechanistisch und quantitativ verstanden werden kann.
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Identifizierung und Charakterisierung von

RNA-Bindeproteinen in Campylobacter jejuni

Identifizierung und funktionelle Charakterisierung von RNA-Protein-Komplexen
in der posttranskriptionellen Genregulation des Humanpathogens Campylobacter jejuni

Einleitung

» In allen Domanen des Lebens spielt die posttrans-
kriptionelle Genexpressionskontrolle eine zentrale
Rolle und kontrolliert eine Vielzahl physiologischer
Prozesse in der Zelle. In Bakterien agieren sogenannte
kleine regulatorische RNAs (sRNAs fir ,small regula-
tory RNAs") als Regulatoren der bakteriellen Stressant-
wort und der Virulenz von Pathogenen. Neben sRNAs
spielen auch RNA-Bindeproteine eine entscheidende
Rolle im RNA-Metabolismus und der posttranskrip-
tionellen Genregulation. Das RNA-Chaperon Hfg ist
ein wichtiger Kofaktor von sRNAs in Enterobakterien
und auch mit der Virulenz von Pathogenen assoziiert.
Epsilonproteobakterien, zu denen weitverbreitete Hu-
manpathogene wie der Magenkeim Helicobacter pylori
oder das Lebensmittelpathogen Campylobacter jejuni
gehoren, fehlt wie 50% aller Bakterien ein Homolog
von Hfg. Somit stellt sich die Frage, ob in diesen Bakte-
rien andere RNA-Chaperone in der posttranskriptionel-
len Kontrolle involviert sind oder ob sSRNAs unabhangig
von einem Proteinfaktor wirken.

Die Entzifferung von cDNA-Bibliotheken mittels Hoch-
durchsatzsequenzierungstechnologien (RNA-Seq) hat
die Transkriptomanalyse von Pro- und Eukaryonten
revolutioniert. Unsere differenzielle RNA-Sequenzie-
rungsmethode (dRNA-Seq) erlaubt eine genomweite
spezifische Bestimmung der 5-Enden primarer Trans-
kripte [11. In einer vergleichenden dRNA-Seq-Analyse
mehrerer Stamme von Campylobacter jejuni, dem der-
zeit haufigsten Erreger bakterieller Gastroenteritis,
konnten wir global Transkriptionsstartstellen kartieren,
sowie stammspezifische Transkriptionsmuster und
sRNA-Kandidaten zeigen [2]. Letztere konnen die
Grundlage von phanotypischen Unterschieden eng-
verwandter Stamme sein und eine Anpassung an ver-
schiedene Nischen ermoglichen. Die Funktionen und
Mechanismen der sRNAs sind bislang jedoch noch un-
bekannt.

Ziel des Projekts

» In diesem Projekt verwenden wir C. jejuni als neuen
Modellorganismus fir RNA-basierte Genregulation
in Bakterien ohne Hfq. Unser Ziel ist es, Proteinfak-
toren, die in der posttranskriptionellen Genregulation
dieses Pathogens eine Rolle spielen, zu identifizieren
und zu charakterisieren. Hierfir kombinieren wir ge-
netische Screens mit biochemischen Methoden zur
Isolierung von RNA-Protein-Komplexen (RNPs) (Ab-
bildung 1). Diese RNP-Komplexe analysieren wir
dann mit Proteom- und RNA-Seq-Methoden, gefolgt
von einer biochemischen und strukturellen Charak-
terisierung. Beispielsweise verwenden wir RNA-
Seq, um global RNAs zu identifizieren die an Epitop-
markierte  RNA-Bindeproteine gebunden sind und
mittels Koimmunoprazipitation aufgereinigt wurden
[3]. Als erstes Beispiel haben wir mit solch einem
RIP-Seq-Ansatz die direkten RNA-Bindepartner des
Translationsregulators CsrA in C. jejuni analysiert.

Hierbei konnten wir zeigen, dass die mRNA eines
Motilitatsgens nicht nur das Hauptzielgen von CsrA ist,
sondern auch als ein regulatorischer RNA-Antagonist
die Aktvitat von CsrA kontrolliert. Neben RIP-Seq iso-
lieren wir RNP-Komplexe mittels Affinitatschromato-
grafie von Aptamer-markierten sRNAs, um neue RNA-
Bindeproteine zu identifizieren [3]. Die Untersuchung
von RNP-Komplexen in Campylobacter wird nicht nur
neue Einblicke in die Virulenzkontrolle bringen, sondern
auch unser Verstandnis der zugrundeliegenden Mecha-
nismen von posttranskriptioneller Genregulation ver-
bessern. Die Identifizierung neuer Virulenzregulatoren
kann zudem neue Angriffspunkte fur antimikrobielle
Therapien liefern.
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Abb. 1: Isolierung von RNP-Komplexen mittels (A) Koimmuno-
prazipitation von Epitop-markierten Proteinen in Kombination
mit RNA-Seq und (B) Affinitatsaufreinigung von Aptamer-
markierten sRNAs.
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Abb. 1: In dem Projekt
entwickeln wir ein experi-
mentelle und theoretisches
Verfahren zur prazisen
Messung der Bindeener-
gien, mit denen Proteine
an die DNS in unseren
Genomen binden, um die
Transkription von Genen
an- oder abzuschalten.

Die genaue Kenntnis dieser
Bindeenergien ist fur das
quantitative Verstandnis
der zellularen Regulations-
mechanismen notwendig.

Einleitung

» Die Transkriptionsrate eines Gens wird reguliert
durch die koordinierte Bindung aktivierender oder
reprimierender Transkriptionsfaktoren an seine Pro-
motorsequenz und andere, weiter entfernt vom Gen
liegende cis-regulative Elemente. Um die Transkrip-
tionsrate in Abhangigkeit der Konzentrationen der
regulierenden Transkriptionsfaktoren berechnen und
vorhersagen zu konnen, mussen wir die genauen
Bindeenergien der Faktoren an samtliche mogliche
DNA-Bindesequenzen vorhersagen koénnen. Nutiu
und Mitarbeiter (Nature Biotechnology 2011) haben
ein Hochdurchsatzverfahren entwickelt, das es er-
laubt, die Bindeenergien eines Transkriptionsfaktors
an Millionen verschiedene Bindesequenzen in einem
modernen Hochdurchsatz-Sequenziergerat zu messen
(“high-throughput sequencing-fluorescent ligand in-
teraction profiling”, oder HiTS-FLIP). Mit Hilfe dieser
neuen Methode sollte es maoglich sein, die Bindeener-
gien menschlicher Transkriptionsfaktoren fir samtliche
maogliche Bindesequenzen zu bestimmen. Im Rahmen
des BioSysNet Netzwerkes entwickeln wir das experi-
mentelle Verfahren weiter in Hinblick auf Genauigkeit
und Reproduzierbarkeit und wir entwickeln theore-
tische Methoden und Software, um die Messungen
auszuwerten, zu interpretieren, und die gemessenen
Bindeenergielandschaften durch statistische Modelle
beschreiben zu kénnen. Aufgrund des geringen Durch-
satzes existierender Technologien konnten bislang
nur sehr einfache Modelle verwendet werden, die auf
stark vereinfachten Annahmen beruhen - wie etwa
der Annahme, dass die verschiedenen Positionen in
der Bindesequenz unabhangig voneinander additiv zur
Gesamtbindeenergie beitragen. Diese Einschrankun-
gen konnen mit dem HiTS-FLIP-Verfahren Uberwun-
den werden, was die Entwicklung neuartiger Modelle
erfordert.

Eyuna =2 EG,X) * ) E(,X; Xi1) + -

Ziele

» Ziel dieses Projekts ist die Enwicklung einer Analyse-
pipeline fur die quantitative Hochdurchsatzmessung
von Protein-DNA-Interaktionen und die statistische
Beschreibung der Proteinbindeaffinitaten mittels ge-
eigneter statistischer Modelle. Hierzu mussen hundert-
tausende von im Hochdurchsatzsequenzierer ge-
messenen Bindekurven analysiert und quantitativ
beschrieben werden. Die statistischen Modelle, die
wir mit dieser Technologie fur viele Transkriptionsfak-
toren messen konnen, sind wichtige Voraussetzung fur
die quantitative Beschreibung und Modellierung von
transkriptioneller Regulation, dem wichtigsten Regula-
tionsmechanismus in der Zelle. Wir werden aullerdem
in Zusammenarbeit mit Experimentatoren den Einfluss
von Kooperativitat zwischen interagierenden Trans-
kriptionsfaktoren mit Hilfe der HiTS-FLIP-Technologie
studieren.

Ergebnisse

» In unseren Experimenten und Auswertungen konn-
ten wir bereits eine relative Genauigkeit der Messungen
von tausenden von Dissoziationskonstanten erreichen,
die vergleichbar ist zu der von Niedrigdurchsatzexperi-
menten wie EMSA. Zusatzlich konnten wir zeigen, dass
es mit HiTS-FLIP moglich ist unterschiedliche Binde-
modi eines Transkriptionsfaktors an die DNA zu detek-
tieren, was es erlaubt, unterschiedliche Genmenge
zu finden, die in vivo durch verschiedene Stoffwech-
selwege reguliert werden.

Ausblick

» Diese Arbeiten werden dazu beitragen, die kom-
plexen regulativen Netzwerke besser modellieren und
analysieren zu konnen, die in der Entwicklung von
Organismen und fur die Entstehung von Krankheiten
gleichermassen zentral sind.
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Projektbeschreibung

» In diesem Projekt beschaftigen wir uns mit zellu-
laren Phinotypen und deren Anderung wihrend
des Differenzierungsprozesses von Stammzellen. Die
Herausforderung besteht in der Identifikation und
Quantifizierung morphologischer und regulatorischer
Veranderungen, welche die Differenzierung einer
Stammzelle begleiten und madglicherweise auslosen.
Der Differenzierungsprozess selbst kann tber mehrere
Zellgenerationen hinweg andauern und durch die zellu-
lare und molekulare Umgebung bedingt sein.

Aufgrund heterogener Zellpopulationen und einer
potentiellen Stochastizitat in der Linienentscheidung
ist es notwendig, Stammzellen einzeln zu beobachten.
Hierfur werden von unserem kooperierenden Stamm-
zellinstitut Zeitrafferfilme von embryonalen und hama-
topoetischen Stammzellen in vitro erstellt und die Ex-
pressionslevel von bestimmten Transkriptionsfaktoren
Uber fluoreszierende Fusionsproteine quantifiziert. Mit
Hilfe dieser Experimente wollen wir die Frage beant-
worten, welche zellularen Eigenschaften ab welchem
Zeitpunkt des Differenzierungsprozesses ausreichen,
um das Schicksal einer Stammzelle eindeutig zu be-
stimmen.

Daneben zeigen kurzlich publizierte Ergebnisse, dass
Einzellzellanalysen eines sich entwickelnden Organs,
gekoppelt mit rechnerischen Methoden, transkriptio-

nelle Programme aufzeigen konnen, welche der Orga-
nogenese Zugrunde liegen (siehe Moignard et al.).
Diese Methoden werden von uns erweitert und auf
verschiedene Differenzierungsdatensatze angewandt.
Auf lange Sicht mochten wir mit diesem Projekt die
Effizienz von Differenzierungsprotokollen steigern und
somit zum besseren Verstandnis von Stammzellen in
der Behandlung von schweren Krankheiten wie Leuka-
mie beitragen.
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Abb. 1: Diffusion map identifiziert Entwicklungswege
im embryonalen haematopoetischen System der Maus.
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Raumzeitliche Kontrolle der Genexpression
Ein molekulares Wekzeug zur Erforschung von Genexpressionsmustern

Einleitung

» Fiur weit-verzweigte Zellen wie Neuronen ist die Gen-
regulation eine grole logistische Herausforderung, da
sie zum Beispiel wahrend des Wachstums oder nach
synaptischer Erregung auf lokale Signale reagieren
mussen, die in einer groBen Distanz zum Zellkern ein-
treffen.

Ziel des Projektes

» Es ist daher das Ziel dieses Projektes, mit Hilfe von
Proteindesign und molekularer Bildgebung ein ge-
netisch exprimiertes molekulares Werkzeug zu schaf-

fen, dass es erlaubt, Genexpressionsmuster raum-
zeitlich zu kontrollieren. Genetisch addressierte Zellen
konnen so durch externe Kontrollsignale dazu gebracht
werden, ihre Genexpression zu verandern.

Schlussfolgerungen und Ausblick

» Diese Technik kann die systematische Erforschung
koordinierter Veranderungen von Genexpressions-
mustern ermadglichen und dariiber hinaus generellere
Anwendungen im Tissue Engineering oder in interven-
tionellen in vivo Studien finden.

Abb. 1: Kiinstlerische Darstellung eines Ribosomes bei der Proteinsynthese.



Transkriptomanalysen zur Untersuchung

der synaptischen Dysfunktion in Synucleinopathien

Wir fokusieren auf die gestorte Konnektivitat zwischen Nervenzellen
zu einem frithen Stadium der Parkinson Erkrankung

Stand der Wissenschaft

» Alpha-Synuclein aggregiert in Lewy-Korperchen
und Lewy-Neuriten in der Parkinson-Erkrankung und
Lewy-Korperchen Demenz. Die Degeneration von Neu-
riten ist ein entscheidender und friher Schritt in der
pathologischen Kaskade von alpha-Synuclein induzier-
ten Neurodegeneration. Die postsynaptischen Mecha-
nismen der alpha-Synuclein vermittelten Toxizitat sind
nicht vollstandig verstanden.

Ergebniss und Ausblick

» Adulte Neurogenese ist in transgenen Tiermodellen
von Synucleinopathien reduziert und alpha-Synuclein
beeintrachtigt die Entwicklung von Neuriten und Ner-
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Abb. 1: Interaktion von alpha-Synuclein mit dem Mikrotubuli-
Kinesin System in vitro. A: Alpha-Synuclein Aggergate.

B: Tau abhangige Mitkrotubuli Anordnung wird von alpha-
Synuclein Aggregaten gehemmt. C: Alpha-Synuclein Oligomere
hemmen die Bewegung von Mikrotubuli auf einer mit Kinesin
benetzen Oberflache.

venfortsatzen im Hippokampus. Wir verwenden hip-
pokampale Kulturen aus alpha-Synuclein transgenen
Mausen zur Untersuchung der Geneexpression in
Neuronen. Unsere bisherigen Untersuchungen haben
den Proteinkinase C (PKC)-Signalweg als mogliche Ziel-
struktur der alpha-Synuclein induzierten Integritat von
Nervenfortsatzen identifiziert und dieser Signalweg
wird weiter untersucht werden. Darlber hinaus ver-
wenden wir einen biosystemischen Ansatz und fuhren
einen Vergleich der Transkriptome der hippokampalen
Kulturen durch, um die molekularen Mechanismen
der Integritat der Fortsatze unter dem Einfluss von
alpha-Synuclein zu verstehen. Wir werden die Daten
der Genexpressions Arrays durch funktionelle Studien
validieren und diejenigen Signalwege weiterverfolgen,
die zwischen alpha-Synuclein und Kontrollen einen
wesentlichen Unterschied zeigen. Da die Dysfunktion
von Synapsen ein gemeinsames Merkmal in der Lewy-
Koérperchen Demenz und der Parkinsonerkrankung ist,
analysieren wir, ob ahnliche Veranderungen im synap-
tischen Protein auch in aus pluripotenten Stammzellen
von Parkinsonpatienten generierten Fortsatzen in Neu-
ronen existieren.

Ausgewahlte Publikationen

1. Winner, B., et al., Role of alpha-synuclein in adult neurogen-
esis and neuronal maturation in the dentate gyrus. J Neurosci,
2012.32(47): p. 16906-16.

2. Prots, ., et al., alpha-Synuclein oligomers impair neuronal
microtubule-kinesin interplay. J Biol Chem, 2013. 288(30):
p. 21742-54.

3. Perez-Branguli, F., et al., Dysfunction of spatacsin leads to ax-
onal pathology in SPG11-linked hereditary spastic paraplegia.
Hum Mol Genet, 2014. 23(18):4859-74.

4. Regensburger, M. et al., Adult hippocampal neurogenesis in
Parkinson’s disease: impact on neuronal survival and plasticity.
Neural Plasticity. 2014, online.

3-tubsulin / DAP)

Abb. 2: Alpha-Synuclein
Oligomere (E57K) und
Aggregate (WTS) fiihren
zu einer Stérung des
Zytoskelets in Neuronen.
A: Farbung und B: Quanti-
fizierung des neuritischen
Netzwerks durch Farbung
flir Acetyliertes Tubulin
und Kinesin.
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Das molekulare Verstandnis des malignen Melanoms -

Was konnen wir aus der Embryogenese lernen?

Das Verstandnis der Entwicklung von Melanoblasten und der Differenzierung von
Melanozyten hilft uns, die molekulare Entstehung des Melanoms besser zu verstehen

Einleitung

» Zellen in der Embryogenese besitzen mehrere Eigen-
schaften, wie hohe proliferative Fahigkeit, die auch in
Krebszellen gefunden werden. In der Embryogenese
sind diese Eigenschaften jedoch streng kontrolliert,
wahrend in der Tumorerkrankung diese Regulation
verloren ist. In diesem Projekt konzentrieren wir uns
auf ein detailliertes Verstandnis der Differenzierung
und Migration von Melanozyten in der Embryogenese
im Vergleich zu Melanomzellen. Hierdurch konnen wir
molekulare Veranderungen in der Regulation heraus-
arbeiten.

Ziele des Projektes

» Das maligne Melanom ist ein aggressiv wachsender
Tumor mit hoher Inzidenz, die noch kontinuierlich an-
steigt. Melanomzellen leiten sich von Melanozyten, die
aus der Neuralleiste stammen, ab und zeigen mehrere
Eigenschaften von neuronalen Zellen. Wahrend der Em-
bryogenese offenbaren Melanoblasten, die Vorlaufer von
Melanozyten, mehrere “tumorartige” Eigenschaften wie
aktive Wanderung und invasives Verhalten. Diese Be-
funde flhren zu unserer Hypothese, dass nur wenige,
aber wichtige molekulare Veranderungen in Melanomzel-
len diese befahigen, die Eigenschaften von embryonalen
Melanoblasten “wieder zu erhalten und zu nutzen”. Daher

Cross section through embryo

Abb. 2: Melanoblasten in Zellkultur. Makroskopische und mikrosko-
pische Unterschiede in der Pigmentierung sind deutlich sichtbar.

wird ein detailliertes Verstandnis der Neuralleistendif-
ferenzierung und Melanoblastenmigration zu entschei-
denden neuen Informationen in Bezug auf die Melano-
mentwicklung und -progression fiihren. Die Hauptziele
basierend auf der Hypothese sind: 1. Nachweis von Mole-
kulen, die die Differenzierung von Melanomzellen indu-
zieren konnen und 2. die Bestimmung der molekularen
Unterschiede zwischen Melanoblasten, Melanozyten und
Melanomzellen.

Schlussfolgerung und Ausblick

» Unsere experimentellen Ansatze sind darauf aus-
gerichtet, neuartige zentrale Faktoren der Melano-
mentwicklung und -progression zu entdecken, die
bislang noch nicht mit der Pathogenese dieser Tumor-
erkrankung in Zusammenhang gebracht worden sind.
Ein besseres molekulares und zelluldres Verstandnis
dieses biologischen Systems wird langfristig in effizien-
te Melanomtherapien munden.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Differenzierung und De-Differenzierung der melanozytaren Zellen.



Kooperativitat und Synergismus von microRNAs

bei kardiovaskularen Erkrankungen

Uber das Verstindnis funktioneller microRNA-Interaktionen
zu neuen Therapieansatzen fiir Herzinsuffizienz

Einleitung

» Die Entdeckung von microRNAs vor 25 Jahren revo-
lutionierte unser Verstandnis der Genregulation. Diese
nicht-kodierenden RNA-Molekiile bilden mit Proteinen
sogenannte miRISC-Komplexe, die an mRNA binden
und ihre Expression posttranskriptional unterdrick-
en. MicroRNAs werden in allen Lebensphasen eines
Organismus benotigt, konnen aber auch Krankheiten
auspragen, darunter die sehr haufig todlichen Herz-
Kreislauferkrankungen.

Chronische Druckilberlastung des Herzens fihrt zur
VergroBerung des Herzmuskels (Hypertrophie) und
Einlagerung von Bindegewebe (Fibrosierung), bis hin
zur Herzinsuffizienz. Da microRNAs hieran beteiligt
sind, werden in ihre therapeutische Beeinflussung
grole Hoffnungen gesetzt. Allerdings stellt uns schon
die geringe GroRe von microRNAs (nur 6-8 Nukleotide
scheinen essentiell fur mRNA-Erkennung zu sein) vor
die Frage, welche Ziel-mRNAs tatsachlich von ihnen
reguliert werden und nach welchen weiteren Kriterien
dies erfolgt.

Ziel des Projekts

» In unserem Projekt verfolgen wir die Hypothese,
dass microRNAs im Kontext der miRISCs miteinander
wechselwirken, indem sie gegenseitig ihre Bindung an
mRNA begtinstigen (Kooperativitat) oder gleichzeitig

zeigte die bioinformatische Analyse humaner mRNAs,
dass microRNA-Bindestellen darin haufiger als zufal-
lig in Kooperativitats-forderndem Abstand zueinander
liegen.

Schlussfolgerungen und Ausblick

» Unsere Ergebnisse stitzen die Annahme, dass
microRNAs besonders dann Wirkung zeigen, wenn
sie mehrere Signalwegsebenen regulieren oder sich in
ihrer Bindung an mRNA verstarken. Aktuell validieren
wir das Konzept der kooperativen Bindung durch Kombi-
nation von microRNAs und Mutation ihrer Bindestellen.
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auf mehreren Ebenen eines Signalwegs wirken (Snyer- 0.02, il ;::m
gismus). Wir wenden hierzu bioinformatische Ansatze —— 5 miANA

an und validieren diese experimentell in Herzmuskel-
zellen.

Ergebnisse, Zukunftsperspektive

» Mithilfe eines von uns entwickelten Verfahrens iden-
tifizierten wir miR-378 als microRNA, die der kardialen
Hypertrophie entgegenwirkt. Anhand von Reporter-
assays in vitro und durch Manipulation der miR-378
in vivo validierten wir 4 Ziel-mRNAs, die demselben
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Abb. 2: Schematische Darstel-
lung der kooperativen Bindung
von miRNAs an mRNA.
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Abb. 1: MiR-378 unterdriickt Phenylephrin (PE)-induzierte Hypertrophie durch Regulierung mehrerer mRNAs im MAPK1-Signalweg.
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Projektbeschreibung

»Das angeborene Immunsystem ist eine erste Verteidi-
gungslinie gegen eindringende Pathogene. Rezeptoren
des angeborenen Immunsystems erkennen pathogen-
assoziierte molekulare Muster wie z.B. virale RNA oder
cytosolische DNA und aktivieren Signaltransduktions-
kaskaden, die zur Produktion von Interferonen und
proinflammatorischen Zytokinen flihren und damit die
Abwehrmechanismen des Wirtes auslosen. Das ange-
borene antivirale Immunsystem ist bislang schlecht auf
systemischer und quantitativer Ebene verstanden, da
es z.B. unklar ist, welche molekulare Muster der unter-
schiedlichen RNA Molekile RIG und MDAS5 in vivo
aktivieren, und wie virale Inhibitoren diese Prozesse
blockieren.

In diesem Projekt untersuchen wir, ausgehend von der
Struktur der RIG-l-artigen Rezeptoren, wie RIG-I und
MDAS5 Rezeptoren mit viraler RNA auf Systemebene
interagieren und mit welchen Gegenmanahmen man-
che Viren z.B. MDA5 inaktivieren. Dazu verwenden und
weiterentwickeln wir neben Struktur-Funktionsana-
lysen auch die PAR-CLIP Methode (Photoactivatable-
Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking and Immuno-
precipitation), um in vivo Liganden von RIG-I und
MDAS aus virus-infizierten Zellen anzureichern und mit
NGS (Next Generation Sequencing) zu identifizieren
und zu quantifizieren. Diese Analysen sollen aufzei-
gen, welche Muster und RNA-Moleklle differentiell
durch verschiedene RIG-l-artige Rezeptoren in einem
Virus erkannt werden und inwieweit diese Rezeptoren
miteinander kooperieren. Z.B. konnten wir zeigen, dass
MDAS5 Masernviren uber AT-reiche Regionen erkennt
und eventuell mit der mRNA der Viren interagiert,
wahrend RIG-I eher die Termini des viralen Genoms
bindet. Zudem konnten wir zeigen, dass das V-Protein
der Masernviren die ATPase Domane des MDAS Rezep-
tors teilweise entfaltet und damit inaktiviert. Langfris-
tig wollen wir quantitativ verstehen, wie schon sehr ge-
ringe Mengen viraler RNA inmitten eines Uberschusses
zelluldarer RNA eine robuste Interferonantwort auslosen

Abb. 1: Mechanismus der Aktivierung von RIG-I durch RNA Liganden.

konnen, die Rezeptoren in Abwesenheit pathogener
Muster aber inaktiv sind. Dies ist z.B. wichtig, um Auto-
immunerkrankungen im Kontext steriler Aktivierung
des Interferonsystems durch Varianten von RIG-I und
MDAS zu verstehen.

Abb. 2: Kristallstruktur der partiellen ATPase Domane des RNA
Rezeptors MDA5 (gelb/blau), gebunden an den viralen MDA5
Inhibitor V-Protein (magenta).

Ausgewabhlte Publikationen:

1. Runge S, Sparrer KM, Lassig C, Hembach K, Baum A, Garcia-
Sastre A, Soding J, Conzelmann KK, Hopfner KP. (2014) In
vivo ligands of MDAS5 and RIG-1 in measles virus-infected cells.
PLoS Pathog. 2014 Apr 17;10(4):e1004081.

(Collaboration Hopfner-Séding)

2. Hornung V, Hartmann R, Ablasser A, Hopfner KP. (2014) OAS
proteins and cGAS: unifying concepts in sensing and respond-
ing to cytosolic nucleic acids. Nat Rev Immunol. 14:521-8.

3. Motz C, Schuhmann KM, Kirchhofer A, Moldt M, Witte G,
Conzelmann KK, Hopfner KP. (2013). Paramyxovirus V proteins
disrupt the fold of the RNA sensor MDAS to inhibit antiviral
signaling. Science. 339(6120):690-3.




Einleitung

» Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED)
umfassen eine Vielzahl von Erkrankungen, die mit
einer chronischen Immunaktivierung und Zerstorung
von Darmgewebe assoziiert sind. In Abhangigkeit von
den klinischen und pathologischen Eigenschaften
werden CED als Morbus Crohn, Colitis ulcerosa oder
nicht klassifizierbare Colitis eingestuft. Die Ursachen
fur CED sind groBtenteils noch nicht bekannt und um-
fassen sowohl extrinsische Faktoren (z. B. Umwelt-
einflisse) als auch intrinsische Faktoren (genetische
Pradisposition). Frihkindliche Verlaufsformen der CED
konnen haufig nicht klassifiziert werden und es wird
ein schwerer Krankheitsverlauf mit perianalen Abs-
zessen bzw. Fisteln beobachtet. Die konventionellen
therapeutischen Modalitaten sind unspezifisch und oft
nicht ausreichend.

In der Vergangenheit hat unsere Arbeitsgruppe be-
reits die ersten rein monogenetischen CED-Varianten
als loss-of-function-Mutationen in den IL-10R-Genen
identifiziert. Vor dem Hintergrund der molekularge-
netischen Aufklarung des zugrundeliegenden Gen-
defekts konnten IL-10R-defiziente Patienten mittels
einer allogenen Knochenmarkstammzelltransplanta-
tion erfolgreich behandelt werden. Allerdings zeigen
nur 10-15% aller Patienten mit frihzeitig auftretender
CED eine Beeintrachtigung in der IL-10 vermittelten
Signalkaskade.

Abb. 1: Jeder neue genetische Defekt bildet einen weiteren Bruch-
teil der Ursachen fiir CED ab — wie Teile eines komplexen Puzzles.

Ziel des Projektes

» Das umfassende Ziel dieses Projekts ist die Identi-
fikation neuer monogenetischer Storungen, die zu
einem frihzeitigen Auftreten von CED fiihren und die
Aufklarung der zugrundeliegenden Pathomechanismen
der gestorten intestinalen Homoostase. Diese Befunde
bilden die Grundlage zur Entwicklung innovativer
therapeutischer Strategien fir Kinder mit therapiere-
fraktaren Verlaufsformen von CED.

Ergebnisse, Zukunftsperspektive

» Wahrend der bisherigen Forderperiode haben wir
ein Kollektiv von Uber 150 Kindern mit frihkindlicher
CED mittels Exom-Sequenzierung analysiert. Im Rah-
men dieses genetischen Screenings haben wir bereits
mehrere neue Kandidatengene, die gegenwartig ex-
perimentell validiert und charakterisiert werden, iden-
tifiziert. Die Entschlisselung der komplexen regula-
torischen Mechanismen erfordert die Zusammenarbeit
in einem interdisziplinaren Netzwerk, welches die Ex-
pertise von Kollaborationspartnern aus der Biochemie,
Zellbiologie, Biophysik und Immunologie nutzt.

Schlussfolgerungen und Ausblick

» Die Untersuchung von Patienten mit frihzeitig
auftretender CED ermoglicht die Analyse von Signal-
wegen, die die Homoostase des menschlichen intesti-
nalen Immunsystems kontrollieren. Ein systembiologi-
scher Forschungsansatz ist ein erfolgsversprechendes
Konzept zur Identifikation neuer therapeutischer An-
griffspunkte fur Patienten mit CED.
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Das Zusammenspiel von Stoffwechsel,

Genregulation und Umwelt

Genom-weite Analyse der Mechanismen zur Gen-regulatorischen
Anpassung an veranderte Stoffwechselbedingungen

Einleitung

» Damit Organismen Uberleben konnen ist ihre Anpas-
sungsfahigkeit an veranderte Umwelt- und Stoffwech-
selbedingungen von groRer Bedeutung. Abhangig von
der Verfugbarkeit bestimmter Nahrstoffe erreichen sie
dies durch Anpassung ihres Wachstums, der Zellmor-
phologie und ihres Verhaltens. Wir untersuchen, wie
Stoffwechselveranderungen dynamisch die Chromatin-
Struktur regulieren und welchen Einfluss bestimm-
te Metabolite des Stoffwechsels auf epigenetische
Mechanismen und nukledre Prozesse, wie zum Beispiel
die Expression bestimmter Gene, ausubt.

Es ist bekannt, dass bestimmte Zelltypen eines Orga-
nismus spezifische, einzigartige Reaktionen auf bestim-
mte Nahrstoffangebote auslosen, um beim Prozess des
Uberlebens mitzuwirken. Diese spezifischen Zellen
existieren jedoch oft in einem komplexen Zellverbund
unterschiedlicher Zelltypen, die nicht einfach zu tren-
nen sind. Zum Beispiel zeigen sowohl Pankreas als auch
Gehirn lebensnotwendige, jedoch ganz spezifische
Antworten auf Nahrstoffangebote, die sich innerhalb
dieser Organe von Zelltyp zu Zelltyp unterscheiden. Die
grolRe Herausforderung in unserem Forschungsfeld ist
es daher verstehen zu lernen, wie die Genaktivitat in
einzelnen Zelltypen innerhalb eines Zellverbandes sich
genom-weit und metaboliten-abhangig anpasst.
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Abb. 1: Cluster bestimmter mRNA Expressionsprofile eines
Zeitverlauf-Experiments aus gefiitterten (,Fed”) gegeniiber
gefasteten (,Fasted”) adulten Drosophila Fliegen. Die Proben
wurden alle 3 Stunden der ersten 12 Stunden des Fiitterungsver-
suchs aus Fliegenkdpfen prapariert.

Ziel des Projektes

» In unserem BioSysNet Projekt verwenden wir neuar-
tige, von uns entwickelte Methoden um detailliert zu un-
tersuchen, wie Veranderungen des Stoffwechsels — und
somit die Verfuigbarkeit bestimmter Metabolite — zu un-
terschiedlichen, jedoch bestimmten Genexpressions-
mustern in verschiedenen Zelltypen eines Organismus
fihren konnen. Daruber hinaus untersuchen wir auch,
welche Mechanismen diese Anpassungen katalysieren.
Wir stutzen unser Interesse an der nahrstoff-bed-
ingten, zelltyp-spezifischen Kontrolle der Genexpres-
sion auf neuartige, genetik-unterstitzte Methoden im
leistungsfahigen Modellorganismus Drosophila mela-
nogaster, der Taufliege. Wir nutzen sowohl genomis-
che Ansatze als auch bioinformatische Methoden, um
gezielt spezifische Parameter zu analysieren, die durch
metabolische Stérungen zu einer epigenetischen und
genregulatorischen Plastizitat fiihren. Zu diesen Para-
metern gehoren die Chromatin-Struktur, verschiedene
Histon-Varianten und Histon-Modifikationen, sowie
Transkriptionsfaktoren und die Quantifizierung aller
mRNA Molekile innerhalb der unterschiedlichen Zell-
typen im Gehirn der Fliege.

Ausblick

» Dieses BioSysNet Projekt vereint unsere Interes-
sen am Stoffwechsel, an der Epigenetik sowie der
,Genomics” durch die Kombination aus genetischen,
biochemischen, physiologischen und ,,Proteomik” Ana-
lysen des Metabolismus. Unsere langfristigen Ziele
sind es, die epigenetischen und transkriptionellen
Mechanismen zu identifizieren, zu studieren und in ein
Modell zu formen, die die systematische Antwort eines
Organismus auf eine veranderte Umwelt begleiten.
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Képfen zeigt sowohl globale, als auch Zelltyp-spezifische
Transkriptions-Antworten. Im Zustand des Fastens (,Fasted”)
wird die Expression von CrebA in allen 3 Zelltypen runterreguliert
(linke Abbildung), wahrend die mRNA fiir das Gen CG6726 Glia-
spezifisch zunimmt und in Neuronen und Fettzellen unverdndert
bleibt (rechte Abbildung).
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Einleitung

» MicroRNAs (miRNAs) sind kleine, nicht-kodieren-
de RNAs, die die Genexpression negativ beein-
flussen, indem sie die Translation inhibieren oder
den Abbau der mRNA stimulieren. MiRNAs findet
man in den Genomen von fast allen Eukaryoten.
Sie werden wahrend eines Reifungsprozesses aus
primaren Vorlaufertranskripten herausgeschnitten.
Dabei spielen die RNase IlI-Enzyme Drosha und Dicer
eine wichtige Rolle (Abbildung 1). Im Menschen gibt
es mehr als 1000 verschiedene miRNAs und ihre
Expression ist durch zusatzliche Faktoren stark
reguliert und unterschiedliche miRNA-Mengen wur-
den mit der Auspragung von vielen Krankheiten, un-
ter anderem auch Krebs, korreliert. RNA-bindende
Proteine konnen hierbei mit verschiedenen miRNA-
Prozessierungsintermediaten wechselwirken und die
Expression der reifen miRNAs positiv oder negativ
beeinflussen.

Ziele des Projektes:

» In den vergangenen Jahren konnten zahlreiche Ar-
beiten zeigen, dass die Biogenese von miRNAs auf
vielen Stufen durch RNA-bindende Proteine reguliert
werden kann. Allerdings ist bislang nur eine geringe
Zahl solcher Proteine beschrieben worden. Es ist daher
das Ziel unseres Projektes, solche Faktoren zu finden

Abb. 1: Regulation der miRNA-Maturierung durch RNA-bindende
Proteine. MiRNAs werden als primare Transkripte synthetisiert
und durch Drosha zu miRNA-Vorldufer-Molekiilen (pre-miRNAs)
prozessiert. Diese RNAs werden durch Dicer zu reifen miRNAs
weiter prozessiert. Reife miRNAs interagieren mit einem Mitglied
der Argonaute-Proteinfamilie und werden in komplexe RNA-
Proteinstrukturen eingebaut (miRNPs). Ziel dieses Projektes ist
es RNA-bindende Proteine zu finden (RBPs), die die Biogenese
von miRNAs positiv oder negativ beeinflussen kénnen.

und funktionell zu charakterisieren. Wir wahlen hier-
zu einen biochemischen Ansatz, in dem wir miRNA-
Vorlaufer mit verschiedenen Zellextrakten inkubieren
und die spezifisch gebundenen Proteine mittels Mas-
senspektrometrie identifizieren. Wir haben hierzu ca.
100 verschiedene miRNAs und 11 verschiedenen Zell-
linien ausgewahlt. Wir erhoffen uns dadurch, miRNA-
Regulatoren zu identifizieren, die eventuell sogar an
der Entstehung von Krankheiten wie Krebs beteiligt
sein konnten.

Ergebnisse, Zukunftsperspektive

» MiRNAs sind wichtige Regulatoren vieler zellularer
Prozesse und sind somit auch an der Auspragung von
verschiedenen Krankheiten beteiligt. Unsere Arbei-
ten tragen dazu bei, Grinde die zur Fehlexpression
von miRNAs filihren kénnen besser zu verstehen.
Dies wiederum tragt zu einem besseren Verstand-
nis der molekularen Ursachen vieler Krankheiten bei.
Die Modulierung solcher regulatorischen Netzwerke
konnte sogar zu moglichen Therapieansatzen fihren.

Schlussfolgerungen und Ausblick

» Proteine, die RNA-Bindedomanen tragen, sind im
menschlichen Genom sehr oft anzutreffen. Interes-
santerweise sind die meisten dieser Proteine nur wenig
oder oft gar nicht funktionell charakterisiert. Da die
miRNA-Biogenese an vielen verschiedenen Stufen
reguliert wird, ist unsere Hypothese, dass solche RNA-
bindende Proteine an miRNA-Vorlaufer binden und ihre
Prozessierung beeinflussen konnen. Man konnte sogar
soweit spekulieren, dass miRNA-Familien oder auch
einzelne miRNAs ein Repertoire an Proteinen besitzen,
die unter verschiedenen Bedingungen die Expression
steuern. Unsere Arbeiten sollen dazu beitragen diese
wichtigen zellularen Prozesse besser zu verstehen.
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Regulation der transkriptionellen Dynamik als globaler
Mechanismus zur Kontrolle von Selbsterneuerung und

Differenzierung wahrend der hamatopoietischen Entwicklung
Untersuchung der globalen Transkriptions-Dynamik zur Studie von Leukamien

Einleitung

» Leukamie ist letztlich die Konsequenz aus einer
Reihe von genetischen Fehlentscheidungen, die eine
Blutzelle genommen hat. Gesteuert von einem Genex-
pressionsprogramm, das normalerweise die vortuberge-
hende und limitierte Expansion von hamatopoietischen
Vorlauferzellen kontrolliert, vermehren sich diese jetzt
unbegrenzt anstatt zu funktionalen Blutzellen zu reifen.
Da viele der an diesem Prozess beteiligten Gene Uber
ihre Ablesegeschwindigkeit (Transkriptionselongation)
kontrolliert werden, kann uber die globale Bestimmung
der Transkriptionsdynamik ein Inventar der bei der
Leukamie fehlgeleiteten Prozesse erstellt werden.

Ziel des Projektes

» In diesem Projekt modellieren wir die Vorgange bei
der Leukdmieentstehung mit Hilfe von schaltbaren
Onkogenen und verfolgen kontinuierlich und ,live” die
genomweiten Anderungen der Gen-Ablesegeschwin-
digkeiten wahrend der malignen Entartung von Blutzel-
len. Auf diese Weise entsteht ein zeitaufgeldster Uber-

blick Uber diesen Prozess, der jetzt ahnlich wie in einer
Aneinanderreihung von Einzelbildern einen , Film" des
.Tathergangs” ermdglicht, um die verantwortlichen
Akteure eindeutig zu identifizieren.

Ergebnisse, Zukunftsperspektive

» Aus den bisher erhobenen Daten lasst sich nicht nur
ein lickenloses Gesamtbild der an der Leukamieent-
stehung beteiligten Faktoren, mit einer Reihe von
bisher unbekannten Elementen zeichnen, sondern die
mechanistische Analyse der darin involvierten Gene-
regulationsmechanismen legt auch eine gezielte phar-
makologische Interventionsstrategie nahe. In Zukunft
kann das zu einer entsprechenden Anpassung bishe-
riger Behandlungsmethoden und zu effizienteren und
nebenwirkungsarmeren Therapien fuhren.

Schlussfolgerungen und Ausblick

» Mit diesem Projekt erarbeiten wir die methodischen
Grundlagen, die auch fur andere Tumoren das Ver-
stehen des dynamischen Zusammenspiels der an der
Krebsentstehung beteiligten Prozesse Uber eine reine
Katalogisierung hinaus ermadglichen, um so ,,personlich
maRgeschneiderte” Therapien voranzutreiben.
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Abb. 2: Im Zellkulturlabor.




Einleitung

» Zellen kommunizieren in einem Gewebe uber Signal-
proteine, die sie ausscheiden. Nichttumorzellen ver-
standigen sich dadurch auch mit den Zellen eines
Tumors. Wieso interessiert uns, was hier gesprochen
wird? Brisant missen diese Gesprache sein, denn aus-
gesendete Signale konnen einen Tumor zum Wachs-
tum anstacheln oder ihn resistent gegeniber einer
Chemotherapie machen. Wie in Gesprdchen, ist auch
diese Kommunikation wechselseitig, das heit, der Tu-
mor antwortet seinerseits mit Signalen, die von Nicht-
tumorzellen in seiner Nahe (dem Stroma) empfangen,
bearbeitet und beantwortet werden. Dabei wird standig
gleichzeitig gesprochen. Dies konnten wir experimen-
tell unterbinden. In unseren Versuchsanordnungen
gibt es immer nur Signale einer Senderzelle, die wir
untersuchen kénnen, und daraufhin eine Verarbeitung
dieser Signale durch die Empfangerzelle, die wir eben-
falls untersuchen kénnen. Zu einer Antwort lassen wir
es nicht mehr kommen. Wir wollen zunachst nur ver-
stehen, mithilfe welcher Molekile welche Nachrichten
transportiert werden. Dazu muss man wissen, dass
eine Nachricht nicht aus einem einzigen dafur vorgese-
henen Molekul besteht, sondern immer aus einer Mi-
schung von hunderten solcher Molekdle. Es ist gerade
die quantitative Zusammensetzung dieser Mischung,
die Empfangerzellen interpretieren. Wie sie das tun,
wollen wir verstehen.

Ziele dieses Projektes:

» Sowohl das Senden als auch das Verarbeiten empfan-
gener Nachrichten wird durch komplexe molekulare
Netzwerke in den Zellen bewerkstelligt. Die ausge-
schiedenen Signalmolekiile verbinden beide Netzwerke
zu einem groRen. Im Computer entwickeln wir Modelle,
die diesen Vorgang nachbilden. Dies tun wir so, dass

wir virtuell mitreden konnen. Wir berechnen, was die
Empfangerzelle wohl tun wiirde, wenn wir eine beste-
hende Nachricht verandern, zum Beispiel, indem wir
die Menge eines bestimmten Molekdls in der Nachricht
verdoppeln.

Zusammen mit den Laboren von Prof. Claus Heller-
brand und Prof. Peter Oefner, in Regensburg, kul-
tivieren wir Senderzellen, getrennt von Empfangerzel-
len, in Lebertumoren und nutzen die ausgeschiedenen
Signalmolekiile der Senderzellen (das konditionierte
Medium) zur Stimulation der Empfangerzellen. Wir
bestimmen dabei die molekulare Zusammensetzung
der Nachricht, sowie das Transkriptom der Sender- und
Empfangerzellen, als Charakterisierung ihrer internen
Netzwerke. Diese Daten gehen in den Computer und
werden modelliert.

Ausblick

» Unsere Vision ist es, nicht nur virtuell am Computer
mitzureden, wenn sich Zellen im Tumor unterhalten,
sondern auch in Form neuer Therapien im Patienten.
Man kann sich zum Beispiel vorstellen, eine Nachricht,
die ,Wachse!” bedeutet, mithilfe eines Inhibitors eines
interzellularen Signalmolekils so zu manipulieren,
dass sie vom Tumor nicht mehr verstanden wird. Die
Wirkung dieses Inhibitors wollen wir zuvor am Compu-
ter durchspielen. In anderen Worten, wir wollen mit un-
seren Programmen Ideen fir neue Tumortherapien ent-
wickeln. Ganz konkret erhoffen wir uns, existierende
Therapien (wie Chemotherapien) mit Modulatoren der
interzellularen Kommunikation so zu kombinieren, dass
der Tumor sensibler auf die Therapie reagiert, weil ihm
Hilfe von den benachbarten Zellen entzogen wurde.

Abb. 1: Kommunikation zwischen Tumor und Nichttumorzellen: Das molekulare Netzwerk einer Sender-Zelle bestimmt die Zusammen-
setzung ausgeschiedener Molekiile und sendet so eine Nachricht an die Empfanger-Zelle. Das intrazelluldre Netzwerk der Empfangerzelle
verarbeitet die Nachricht und trifft dann Entscheidungen wie Wachstum, Teilung oder Freitod (Apoptose).
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Kleine RNAs kontrollieren die Dynamik

der Genexpression

Wir untersuchen den Einfluss von nichtkodierenden RNA-Molekiilen auf den zeitlichen
Ablauf von Genexpressionsveranderungen im Modellpathogen Salmonella

Projektbeschreibung

» Eine Uberraschende Erkenntis der Genomik in
den letzten zehn Jahren war, dass Bakterien mindes-
tens genauso viele regulatorische RNA-Molekile
wie Transkriptionsfaktoren besitzen. Insbesondere
die nicht-kodierenden kleinen RNAs im Modellorga-
nismus Escherichia coli oder dem engverwandten
Humankeim Salmonella scheinen in der Lage zu sein,
einen betrachtlichen Teil der Gene dieser Bakterien
zu regulieren. Dies geschieht nach der Transkription
und ahnlich wie bei den eukaryontischen microRNAs
durch sehr kurze, hochspezifische Basepaarungen.
Es ist bisher wenig verstanden, wie sich die Genre-
gulation durch kleine RNAs von der Kontrolle durch
Transkriptionsfaktoren unterscheidet, aber es weist
alles darauf hin dass kleine RNAs weniger als binare
Schalter und eher als Modulatoren und Vernetzer von
Stressantworten und Virulenzprogrammen agieren.

In unserm Projekt wollen wir deswegen herausfinden,
wie kleine RNAs die Dynamik und Schwellenwerte
von allgemeinen Stressantworten und Ubergangs-
zustanden bei Infektionsvorgangen verandern. Dazu
benutzen wir den vielseitigen Keim Salmonella Typhi-
murium den wir in den letzten Jahren als einen der
wichtigsten Modelorganismen in der RNA-Biologie
etabliert haben. Wir fokussieren uns hier auf die soge-
nannten Hfg-abhangigen kleinen RNAs und bei den
physiologischen Prozessen auf den Metabolismus und
Veranderungen an der Zellhille. Methodisch gesehen
ruht unser Projekt sehr stark auf Hochdurchsatz-Tech-
nologie zur RNA-Sequenzierung (RNA-seq) fir die wir
auch neue Methoden entwickeln.

RydC 5'-and

Abb. 1: Kristallstruktur der kleinen RNA RydC von Salmonella im
Komplex mit dem Hfq-Protein (Dimastrogiovanni D, Fréhlich KS,
Bandyra KJ, Bruce HA, Hohensee S, Vogel J, Luisi BF (2014) eLife
3:e05375).

Unser Projekt ist sowohl fur die Infektionsbiologie als
auch die Biotechnologie von hoher Bedeutung. Wir er-
warten neue Ansatzpunkte daflir, wie wir menschliche
Keime in ihrer Fahigkeit, den Menschen zu infizieren,
mit alternativen Ansatzen schwachen konnen, was an-
gesichts der akuten Krise bei Antibiotika immer wichti-
ger wird. Zum anderen kann ein tieferes Verstand-
nis der Funktionsweisen kleiner RNAs dazu genutzt
werden, Bakterien die in der pharmazeutischen und
Lebensmittelindustrie verwendet werden mit neuen
RNA-basierten Schaltkreisen auszustatten und somit
zum Nutzen des Menschen zu verandern.

Glucose import in Salmonella and E. coli

degrades mRNA 4
Full mRNA

Abb. 2: Neuartiger molekulare Mechanismus der Genaktivierung
durch die kleine RNA SgrS, der es Salmonellen erméglicht, sich
gegen giftige Zucker aus der Umgebung zu wehren (Papenfort K,
Sun 'Y, Miyakoshi M, Vanderpool CK, Vogel J (2013) Cell 153:426-
37).
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Einfluss von miitterlichem Diabetes mellitus auf
die embryonale, fotale und postnatale Entwicklung

In diesem Projekt werden entwicklungsbiologische Effekte von mutterlichem Diabetes mellitus

mit Hilfe von genetisch maBgeschneiderten Maus- und Schweinemodellen untersucht

Projektbeschreibung

» Diabetes mellitus vor bzw. wahrend der Schwanger-
schaft birgt Risiken fiir die embryonale, fotale und
postnatale Entwicklung. Allein in Deutschland ent-
wickeln mehr als 20.000 Frauen pro Jahr wahrend der
Schwangerschaft einen Diabetes mellitus (= Gestations-
diabetes), bei weiteren ca. 5000 Frauen besteht bereits
vor der Schwangerschaft eine Diabeteserkrankung
(= prakonzeptioneller Diabetes mellitus). Bei mutterli-
chem Diabetes mellitus treten bestimmte Embryopa-
thien, wie Neuralrohrdefekte und Herzmissbildungen,
vermehrt auf. Zudem haben Nachkommen diabetischer
Mitter ein hoheres Risiko, selbst Stoffwechselerkran-
kungen wie Diabetes mellitus zu entwickeln.

Die zugrunde liegenden Mechanismen sind bislang
unvollstandig geklart und kénnen am Menschen aus
ethischen Grunden auch nur sehr eingeschrankt unter-
sucht werden. Daher sind geeignete Tiermodelle flr die
Untersuchung dieser Fragestellung unverzichtbar. Die
meisten Studien verwenden dafir diabetische Maus-
modelle, allerdings unterscheidet sich die Embryo-
nalentwicklung der Maus in wichtigen Aspekten, wie
z.B. im Zeitpunkt der Aktivierung des embryonalen
Genoms, deutlich von der des Menschen. Zudem
werden Maduse unreifer geboren als menschliche Ba-
bys, so dass fur das letzte Drittel der Schwangerschaft
der Frau kein entsprechender Trachtigkeitsabschnitt
der Maus existiert.

Neue Modelle und
experimentelle Ansatze

» Wir haben genetisch (pra-)diabetische Schweine-
modelle entwickelt, die aufgrund ihrer dem Menschen
naheren Entwicklungsbiologie wichtige zusatzliche Ein-
blicke in die Auswirkungen des mitterlichen Diabetes
auf die Nachkommen liefern konnen. Transgene Sch-
weine, welche die Insulinmutante C94Y exprimieren,

Abb. 1: Eizelle eines langzeit-diabetischen Schweines.
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Abb. 2: Blutzuckerspiegel von langzeit-diabetischen Schweinen.

entwickeln einen permanenten neonatalen Diabetes
mellitus, konnen aber mit Insulin so gut eingestellt
werden, dass sie trachtig werden und Nachkommen
haben konnen [1]. An diesem Modell untersuchen wir
Effekte eines prakonzeptionellen mutterlichen Diabe-
tes mellitus auf die Entwicklungskapazitat von Eizellen
sowie auf die frihe Embryonalentwicklung. Daflir ha-
ben wir ein Verfahren auf der Basis von RNA-Sequen-
zierung entwickelt, mit dem das Timing der Aktivierung
des embryonalen Genoms mit der Auflosung einzelner
Gene untersucht werden kann [2]. Daruber hinaus ha-
ben wir Schweinemodelle generiert (Ubersicht in [3]),
die wahrend der Trachtigkeit erhohte Nichtern-Blut-
zucker-Spiegel entwickeln und als Modelle fur den
Gestationsdiabetes dienen. In diesen Modellen unter-
suchen wir Effekte auf die Fotalentwicklung, insbeson-
dere auf die Struktur und Funktion der Pankreasinseln
und die fotale Blutzucker-Regulation.

Erwartete Ergebnisse

» Durch die Identifizierung besonders vulnerabler Ent-
wicklungsphasen und ein besseres Verstandnis der
biologischen Mechanismen, die zu einem erhohten
Risiko flr diabetische Schwangerschaften fiihren, soll-
te es mittelfristig moglich sein, therapeutische und
diatetische Interventionsstrategien fur die betroffenen
Frauen zu entwickeln, die das Risiko diabetesassozi-
ierter Entwicklungsstorungen senken.
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Einleitung

» Das EXP3 Projekt entwickelt einen iterativen Ansatz
zur Aufklarung und Erklarung von Expressionsmustern
in regulatorischen Netzwerken. Dazu werden zielge-
richtete, kombinatorische Perturbationen (Mengen)
von Genen gefolgt von Messungen der Gen- und Pro-
teinexpression der perturbierten Systeme durchge-
fuhrt und mit Vorhersagen verglichen.

Ziel des Projektes

» Ausgehend von explorativen Hochdurchsatz-Daten
und Netzwerk-, Interaktions- und Prozess-Modellen
werden geeignete und informative Perturbationen
und relevante Target-Gene vorgeschlagen. Durch Ein-
zelzell-Messungen, kombinatorische Knockdowns von
vorhergesagten Genen mit nachfolgenden funktionalen
Assays und Hochdurchsatz-Messungen der Expression
der Target-Gene werden die vorgeschlagenen Modelle
experimentell untersucht.

Kausale, zeitlich und raumlich aufgeloste, ausfihr-
bare Petri-Netz-Fuzzy-Logik-Modelle (PNFL) werden
iterativ fur die Vorhersage von neuen Target Mengen
und Perturbationen eingesetzt. Die bioinformatisch-
experimentelle System-Methode EXP3 soll zunachst
fur die Untersuchung von Herpes Virus Infektionen
eingesetzt werden. Dabei sollen relevante Host-Fakto-
ren aufgeklart und Mechanismen des angeborenen und
des adaptiven Immunsystems systematisch und in viel
groRerer Tiefe als bisher moglich untersucht werden.

Wir untersuchen insbesondere die kombinatorischen
regulativen Effekte von (Herpes-viralen) miRNAs auf
Protein-Isoformen und ihre Strukturen.

Abb. 1: Lehrbuchdarstellung von Netzwerken der Immunantwort
auf virale Infektionen [Quelle: http://www.cellsignal.com/reference/
pathway/Toll_like.html].

Abb. 2: Initiales Modell fiir Perturbationsexperimente. Aus
diversen eigenen Hochdurchsatzdaten [1-3] wurden fiinf miRNA
Targets mit Relevanz fiir die Inmunantwort identifiziert, deren
Netzwerke jetzt durch kombinatorische Knockdowns und high
throughput PCR (Fluidigm) und Sequenzierung (RNA-Seq) unter-
sucht werden sollen.

Ergebnisse, Zukunftsperspektive

» Abb. 1 zeigt einen Uberblick iiber Target Netzwerke
der Immunantwort bei Virus-Infektionen. Tatsachlich
ist selbst das derzeit bekannte relevante Netzwerk
sehr viel groBer und komplexer. Fur viele Kanten des
Netzwerks sind auch weitere Annotationen (Richtung,
Vorzeichen, Starke, Konfidenz, Kontext) verfligbar. Es
wurden schon eine Reihe unterschiedlicher Hochdurch-
satzdaten zu verschiedenen Herpes Virus Infektionen
gemessen [1-3] und daraus geeignete erste Modelle
(siehe Abb. 2) und Perturbationen abgeleitet. Die zuge-
horigen Experimente sind derzeit in Bearbeitung. Die
EXP3 Methode versucht dann aus diesen groben Netz-
werken mechanistische PNFL Modelle abzuleiten, die
die vorliegenden Daten qualitativ und semi-quantitativ
erklaren konnen.

Schlussfolgerungen und Ausblick

» Der EXP3 Ansatz ist auf eine breite Palette von sys-
tembiologischen Fragestellungen anwendbar. Die Anzahl
der notwendigen Experimente um zu kausalen Modellen
zu kommen, wird drastisch reduziert. Da die mechanisti-
schen PNFL Modelle pradiktiv sind, konnen daraus auch
Validierungsexperimente abgeleitet werden.
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Care-for-Rare Stiftung

Stiftung fiir Kinder mit
seltenen Erkrankungen

Kinder mit seltenen Erkrankungen sind die ,,Waisen der
Medizin”. Viele Krankheiten sind noch unerforscht und
konnen bislang nicht oder nur unzureichend behandelt
werden. Uber 7.000 seltene Erkrankungen sind derzeit
bekannt, allein in Deutschland sterben ca. 3.000 Kinder
jahrlich an den Folgen.

Fur die Medizin stellen seltene Erkrankungen eine
Herausforderung dar: Oft dauert es sehr lang, bis
eine korrekte Diagnose gestellt werden kann, fur
viele Patienten gibt es noch keine adaquaten Behand-
lungsmaoglichkeiten. Viele betroffene Kinder sterben
an einer dieser — meist durch einen Gendefekt aus-
gelosten — Krankheiten, manchmal schon in den ersten
Lebensjahren. Neue Forschungsanstrengungen sind
dringend notig, um Pathomechanismen besser zu ver-
stehen und neue therapeutische Strategien entwickeln
zu konnen.

GemaR ihres Grundsatzes ,erkennen - verstehen
— heilen” nimmt die Care-for-Rare Foundation am
Dr. von Haunerschen Kinderspital in Munchen sich
dieser Kinder an — unabhangig von Herkunft, Religion
und finanziellen Maglichkeiten. Durch die Forderung
von Forschungsprojekten, den Ausbau internationaler
Expertennetzwerke sowie die Forderung von Nach-
wuchswissenschaftlern und -arzten engagiert sich die
Stiftung nachhaltig fur Kinder mit seltenen Erkrankun-
gen. Samtliche Spendengelder flieBen ohne Abzlige in
die Stiftungsprojekte.

Spendenkonto:

Bank: Stadtsparkasse Ulm

IBAN: DE93 6305 0000 0000 0035 33
BIC: SOLADESTULM Bank

Herzlichen Dank fiir Ihre Unterstiitzung!
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Tom Wahlig Stiftung

Helfen Sie uns helfen!

HSP, das ist die Hereditare Spastische Spinalparalyse,
eine seltene, unheilbare Erbkrankheit, die oft in der
Kindheit einsetzt und sich stetig verschlimmert. HSP -
das sind drei Buchstaben, die das Gehen erschweren
und ein Leben im Rollstuhl bedeuten konnen. Zwischen
2000 und 3000 Menschen sind in Deutschland an der
Hereditaren Spastischen Spinalparalyse erkrankt.

Zu diesem Zweck hat Dr. Tom Wahlig aus Minster/
Westfalen, dessen Sohn Henry selbst seit Kindheit an
HSP erkrankt ist, 1998 die nach ihm benannte Stif-
tung gegriindet. Um den Anfang dieses Weges zu
erleichtern, hat die Tom Wahlig Stiftung seit 1998 in
Kooperation mit vielen Kliniken in ganz Deutschland
und Osterreich HSP-Sprechstunden eingerichtet. Die
Forderung der Forschung zu HSP durch Anschubfinan-
zierung von Projekten, die Verleihung der Forderpreise
und die Schaffung von Netzwerken durch unser Sym-
posium sind Kernaufgaben der Tom Wahlig Stiftung.

Als die Tom Wahlig Stiftung 1998 gegriindet wurde,
war noch keines der Gene bekannt, das durch eine Mu-
tation HSP verursachen kann. Mittlerweile sind fast 90
Genorte und 63 Gene bekannt. Die mit diesen Entdeck-
ungen verknlpfte Hoffnung auf eine kausale Therapie
hat sich allerdings noch nicht erfullt.

Eine der BioSysNet Projektleiter, Frau Prof. Dr. Beate
Winner, wird gemeinsam mit Ihren Kollegen derzeit
auch durch ein Advanced Fellowship der Tom Wahlig
Stiftung in lhrer Arbeit unterstutzt.

HSP ist nicht heilbar —noch. Die Arbeit von Medizinern,
Biologen und Forschern anderer Fachgebiete gibt den
Betroffenen jeden Tag Hoffnung, dass eine Moglichkeit
zur Heilung oder Linderung der Krankheit gefunden
wird. So konnte die Stiftung seit 1998 die HSP-Grund-
lagenforschung nach fast 100-jahrigem Stillstand ent-
scheidend voranbringen und viele neue Erkenntnisse
sind durch die Férderung der Tom Wahlig Stiftung en-
tscheidend unterstutzt worden.

Helfen Sie uns helfen!
Helfen auch Sie den Betroffenen, indem Sie an der

Vision einer Zukunft ohne HSP mitarbeiten. Die Stif-
tung wird Sie dabei mit allen Mitteln unterstutzen!

http://www.hsp-info.de




Anzeige

Das Bayerische Forschungsnetzwerk fiir Molekulare
Biosysteme unterstitzt Kollaborationen mit akademi-
schen Forschungsgruppen auBerhalb des Netzwerks
in Deutschland und weltweit. Dariiber hinaus werden
Kooperationen mit Industriepartnern angestrebt, zu-
mal beide Seiten davon profitieren konnen.
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BioSysNet

Bavarian Research Network for Molecular Biosystems

Genzentrum LMU
Feodor-Lynen-Str. 25
D-81377 Miinchen

Tel:  +49-(0)89-8 595054
Fax: +49-(0)89-85 66 16 80
Mail: info@biosysnet.de
www.biosysnet.de




