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B Die Entschliisselung der vollstandigen
Sequenz der menschlichen Erbinformation
im Rahmen des humanen Genomprojekts
stellte einen Meilenstein fiir die Genetik und
Medizin dar [1]. Mittlerweile kennen wir eine
enorme Vielzahl an genetischen Varianten
mit Einfluss auf die verschiedensten Merk-
male des Menschen. So haben genomweite
Assoziationsstudien bisher tiber 27.000 in der
Bevolkerung weit verbreitete Polymorphis-
men identifiziert, die mit spezifischen huma-
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nen Phanotypen bzw. Pathologien assoziiert
werden [2]. GleichermaBen hat die gezielte
Sequenzierung der Protein-codierenden
Sequenzen des Genoms (das Exom) zur Iden-
tifizierung einer Vielzahl von seltenen gene-
tischen Varianten bei monogenetischen
Erkrankungen gefiihrt. Heute umfasst die
Datenbank Online Mendelian Inheritance in
Man (OMIM) iiber 23.000 Eintrage und iiber
4.800 Phédnotypen bzw. Syndrome mit
bekannter molekularer Ursache [3]. In einer
Vielzahl der Félle sind bestimmte Varianten
jedoch lediglich mit einem Phéanotyp assozi-
iert und es fehlt ein detailliertes Verstdndnis
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A Abb. 1: Modell zur Rolle des Transkriptionsfaktors GATA1 in der Pathogenese der Diamond-
Blackfan-Anédmie. Mutationen oder Deletionen in ribosomalen Proteinen fiihren zu Defekten in der
Biogenese von Ribosomen. Die Translation von GATA 1-mRNA findet daraufhin nur eingeschrankt
statt und es werden reduzierte Mengen GATA 1-Protein gebildet. In der Folge kommt es zu einer
globalen und spezifischen Reduktion der Expression von GATA 1-Zielgenen und daraus resultie-
rend zu Defekten in der Differenzierung von erythropoetischen Vorlauferzellen mit der Folge der
Anamie. Abbildung modifiziert nach [7] mit Erlaubnis der Nature Publishing Group.

iiber die dem Phanotyp zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen.

Im Rahmen meiner Arbeit habe ich den
Einfluss von genetischen Varianten auf die
Entwicklung von Erythrozyten funktionell
untersucht. Ein Schwerpunkt lag dabei auf
dem seltenen kongenitalen Syndrom Dia-
mond-Blackfan Andmie (DBA), das mit einer
Funktionsstorung des Ribosoms assoziiert ist
[4]. Uber 50 Prozent der Patienten weisen
heterozygote Funktionsverlustmutationen in
den Genen ribosomaler Proteine auf. Dieses
flihrt zu einer sogenannten ribosomalen
Haploinsuffizienz. Obwohl ribosomale Pro-
teine, als fundamentale Bausteine des Ribo-
soms, ubiquitar exprimiert werden, manifes-
tiert sich die Erkrankung in Patienten mit
DBA vor allem in Form einer Andmie. Dieser
zelltypspezifische Defekt stellte Kliniker und
Wissenschaftler lange Zeit vor ein Ritsel. Zu
Beginn meiner Arbeit wurde beschrieben,
dass in seltenen Fillen bei DBA-Patienten
Mutationen im Gen des fiir die Erythropoese
essenziellen Transkriptionsfaktors GATA1
vorliegen [5]. Es blieb jedoch unklar, ob der
Anamie in diesen Patienten, sowie in Patien-
ten mit ribosomaler Haploinsuffizienz eine
gemeinsame Pathophysiologie zugrunde liegt.
Wir haben die Hypothese aufgestellt, dass
DBA-Patienten mit Defekten in ribosomalen
Proteinen eine beeintrachtigte Proteinsyn-
these des Transkriptionsfaktors GATA1 auf-
weisen. Tatsachlich konnten wir zeigen, dass
ribosomale Haploinsuffizienz die Translation
von GATA1-mRNA beeinflusst und stellten
somit eine Verbindung zwischen den beiden
scheinbar ungleichen molekularen Lasionen
her. Aufgrund der ribosomalen Haploinsuffi-
zienz besitzt die Zelle eine reduzierte Anzahl
funktioneller Ribosomen. Dieses resultiert in
einem verringerten Translationsinitiations-
potenzial, welches die effiziente Translation
von GATA1-mRNA verhindert. Die scheinbar
selektiv beeintrachtigte Translation konnte
auf eine ausgepragt strukturierte 5’-untrans-
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latierte Region zuriickgefiihrt werden, wel-
che die effiziente Translation der GATAI-
mRNA verhindert. Eine Analyse des Trans-
kriptoms primdrer Zellen von Patienten mit
ribosomalen Mutationen zeigte eine signifi-
kante Transkriptreduktion der GATA1-Ziel-
gene und untermauert somit dessen Rolle in
der Pathogenese der Anamie. Die ektopische
Expression von GATA1 in diesen Zellen fiihr-
te entsprechend zu einer starken Verbesse-
rung der zuvor beeintrachtigten Erythropoe-
se. Diese Ergebnisse erlauben neue Einblicke
in die Pathophysiologie von DBA (Abb. 1) und
erkldaren erstmals nicht nur die Spezifizitat
des Defekts, sondern bereiten auch den Weg
fiir neue mogliche therapeutische Ansétze
wie die Gentherapie mittels GATAI [6, 7].
Ein zweiter Schwerpunkt meiner Arbeit
war die Untersuchung des Einflusses von
Polymorphismen auf die Bildung von Erythro-
zyten. Genomweite Assoziationsstudien
haben bisher 75 verschiedene Polymorphis-
men identifiziert, welche vor allem mit der
Anzahl und GroBe der Erythrozyten assozi-
iert wurden [8]. Wir haben einen Polymor-
phismus nahe dem Gen Cyclin D3 (CCND3)
funktionell genauer untersucht. In der Bevol-
kerung sind an der Position des Polymor-
phismus die beiden Allele Guanosin und Ade-
nosin zu finden. Vereinfacht dargestellt haben
Menschen mit einem Guanosin an dieser Posi-
tion im Durchschnitt weniger und groBere
Erythrozyten. Personen mit einem Adenosin
hingegen weisen mehr aber dafiir kleinere
Erythrozyten auf. Der entsprechende Poly-
morphismus konnte in der Bindungsstelle von
erythropoetischen Transkriptionsfaktoren
lokalisiert werden. Eine Untersuchung der
Enhancer-Aktivitat durch Reportergen-Ana-
lysen zeigte unterschiedliche Aktivitaten fiir
die assoziierten Allele und deutete so auf vari-
ierende Mengen an Cyclin D3-Transkripten
als Ursache fiir die Beeinflussung von
Erythrozyten-Merkmalen hin. Da das Gen
wesentlich an der Steuerung des Zellzyklus
beteiligt ist, erfolgte die Analyse von Zellzy-
klusparamatern in erythropoetischen Vor-
lauferzellen nach Modulation der Level oder
der Aktivitat von Cyclin D3. Es zeigte sich,
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A Abb. 2: Modell, wie die variable Produktion von Cyclin D3 zur Produktion einer unterschied-
lichen Anzahl an Erythrozyten mit variierender GréBe fiihrt. In der terminalen Erythropoese wer-
den die Vorlauferzellen mit jeder Zellteilung physiologisch kleiner. In Abwesenheit ausreichender
Mengen an Cyclin D3 kommt es zu weniger Zellteilungen und es entstehen groBere, aber dafiir
insgesamt weniger Erythrozyten. Rechts sind Blutausstriche von Wildtyp-M&usen (oben) und
Méausen ohne Cyclin D3 (unten) zu sehen, die im Einklang mit den genetischen Beobachtungen
im Menschen weniger und sichtbar gréBere Erythrozyten produzieren. Abbildung modifiziert nach
[9] mit Erlaubnis der Cold Spring Harbor Laboratory Press. MaBstab 5 um.

dass geringere Cyclin D3-Level zu einem friih-
zeitigen Stopp des Zellzyklus fiihren, ohne
die Differenzierung der Erythrozyten wesent-
lich zu beeinflussen. In der terminalen
Erythropoese werden die Vorlauferzellen mit
jeder Teilung physiologisch kleiner. Durch die
reduzierte Produktion von Cyclin D3 kam es
aufgrund weniger Zellteilungen entsprechend
zur Bildung von weniger, aber dafiir deutlich
groBeren Erythrozyten (Abb. 2). Umgekehrt
fiihrten erhohte Mengen Cyclin D3 zu einer
erhohten Anzahl an kleineren Erythrozyten.
Diese Daten erlaubten uns, die Wirkung eines
Polymorphismus mit Einfluss auf die Anzahl
und GroBe der Erythrozyten mechanistisch
zu beschreiben und erklaren beispielhaft wie
Polymorphismen die natiirlich vorkommen-
de Variation in Erythrozytenmerkmalen in
der menschlichen Bevolkerung beeinflussen
konnen [9]. [ |
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