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Vom Phanotyp zur Gendiagnose

Grundlagenforschung zu neurodegenerativen
Erkrankungen an der Uni Bielefeld

mit Hilfe von Mausmodellen

Beispiel: Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)
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Phanotyp ALS

Bekannte Betroffene:
Lou Gehrig, Stephen Hawking, Jorg Immendorff




Phanotyp ALS
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Neurodegenerative Erkrankung
100.000 Betroffene weltweit
Mehr mannliche als weibliche Betroffene (1,5:1)

Ausbruch meist zwischen dem 50. und 70.
Lebensjahr

Verschiedene Unterformen, u. a. juvenile ALS
Dauer der Krankheit: Monate bis Jahrzehnte

Fortschreitender Verlust willkurlicher
motorischer Fahigkeiten

Spater Defizite in der unwillktrlichen Motorik
Tod haufig durch Atemlahmung
2 Formen: SALS (90%) + FALS (10%)




Stammbaumanalyse
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Stammbaumanalyse
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Mausmodelle

Wobbler-Maus (to wobble - wackeln)

o

1956 als Mutante bei Labormausen
entdeckt

gesund geboren

entwickeln mit zunehmenden Alter
fortschreitende Lahmungen der
Vorder- und Hinterextremitaten

gesundes Neugier- und
Sozialverhalten

SOD1-Maus

o

o

Transgene Maus

vergleichbare Symptome in
fortgeschrittenem Alter




Neurohistologie
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Pyramidales System

o Bewusste Bewegungen, wie

Umklammern einer Gitterstange,
beginnen mit der Bildung motorischer
Impulsmuster in den Neuronen der
vorderen Zentralwindung

o Deren Axone laufen als

Pyramidenbahn durch das Gehirn in
das Ruckenmark.

o Hier bilden sie Kontakte mit

Motoneuronen.

o Das Impulsmuster wird auf die

Muskulatur Ubertragen und die
Handlung ausgefthrt.



Neurohistologie

Reduktion der
Spinalnerven




Neurohistologie

0 Mausmodelle ermbglichen die
Untersuchung der klinischen und
pathologischen Symptome in
jedem beliebigen Stadium der
Krankheit.

o Vergleich der histologischen
Praparate von Motoneuronen und
Muskelfasern gesunder und
erkrankter Tiere ermoglicht die
Zuordnung von Symptomen und
neuronaler Veranderung.
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Ermittelte Unterschiede:

o Vakuolisierung

o Verminderte Anfarbbarkeit

wegen Reduktion des ER

o Aufblahung des Somas:

Hinweise auf bevorstehenden
Zelltod




Muskulatur

normaler Muskelaufbau
(HE-Farbung)

veranderter Muskelaufbau durch
gestorte Nervenversorgung
(Denervierung):

Muskelfasern sind verkleinert und
entrundet
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0 98% der Gene stimmen bei Mensch und Maus Uuberein.

o Mause konnen unter vergleichbaren Krankheiten leiden wie Menschen.

o Suche nach Gen, dessen Mutation zur Degeneration der Motoneuronen fihrt.



Gentechnik

Problemstellung

Technik

Wie lasst sich die DNA isolieren und
reinigen?

Auf welchem Chromosom liegt das mutierte
Gen?

Auf welchem Chromosomenabschnitt liegt
das mutierte Gen?

Wie lasst sich der gesuchte DNA-Abschnitt
vervielfaltigen?

Wie lassen sich unterschiedliche DNA-
Abschnitte auftrennen?

Welche Sequenz hat der gesuchte DNA-
Abschnitt?

Welcher Ausschnitt der Sequenz ist das
gesuchte Gen?

Welcher Unterschied besteht zwischen der

Sequenz des mutierten und des nicht-
mutierten Allels?

DNA-Isolierung
DNA-Identifizierung
Kopplungsanalyse
Marker-Experimente

PCR

Gelelektrophorese >
Fragmentmuster

Gelelektrophorese nach Sanger

Southern- Blotting + Marker

Sequenzvergleich
NCBI-Server-Nutzung (BLAST)
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NCBI-Datenbank

National Center for Biotechnology Information
Datenbank:

o Bibliothek (Life Sciences)

o Genomsequenzen und Chromosomenkarten

o0 Links zu anderen Datenbanken weltweit

Werkzeug:
o Vergleich von Basen- und Aminosauresequenzen

o Mutationsanalyse

u. v. m.




Physiologie

Der Zusammenhang zwischen der Superoxid-Dismutase
(SOD1) und der ALS wurde 1993 nachgewiesen.

Das SOD1-Enzym entgiftet im gesunden ZNS zelluldre
Sauerstoff-Radikale:

*2H
2z .{:'2_ g ":'2 + HEGE

SODT
Cu ZIn




Physiologie

Hypothese zur Entstehung von ALS durch mtSOD1:

Die mutierte SOD1 ist gekennzeichnet durch veranderte
Eigenschaften, die zu der paradoxen Zunahme der Produktion
freier Radikale fuhren.

Dieser toxische Funktionsgewinn flihrt zur Schadigung
motorischer Nervenzellen. Der genaue Mechanismus der
Neuronenschadigung ist noch unbekannt.

H,0, - *OH + OH™

mtS00D1
Cu Zn
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