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gen sie nur ungefdhr 50 Gene und enthalten groBe
Mengen nichtkodierender DNA.

Wahrend sich Chloroplasten des ,,universellen®
genetischen Codes bedienen, verwenden Mito-
chondrien einen leicht abgewandelten, einfache-
ren genetischen Code (siehe Abschnitt 6.5.2). Dies
scheint das Ergebnis von Selektionsdruck hin
zu kleineren Genomen zu sein. So reichen die
22 tRNAs, die Mitochondrien bilden, nicht aus,
um den universellen genetischen Code zu lesen,
selbst wenn man die Wobblepaarung beriicksich-
tigt. Die Basenpaarung zwischen dem Codon und
dem Anticodon ist daher in den Ribosomen der
Mitochondrien noch flexibler als in den Zellen.

Anders als im Fall der Chloroplastengenome,
deren Genome sdmtlich einzelne, ringférmige
DNA-Molekiile sind, zeigen die Genome der Mito-
chondrien eine recht grofle Vielfalt. So sind bei-
spielsweise einige Mitochondriengenome linear,
dazu gehoren einige der Spezies der Algen, der
Protozoen und der Pilze. In anderen Féllen wie
dem der Hefe S. cerevisiae scheint die Mehrzahl
der Mitochodriengenome physikalisch linear zu
sein, obwohl genetische Analysen darauf hinwei-
sen, dass das Mitochondriengenom ringformig ist.
(Denken Sie an den Bakteriophagen T4, der ein
ringférmiges Genom besitzt, obwohl es physika-
lisch linear ist, siche Abschnitt 9.3.2). SchlieB3-
lich m6chten wir noch darauf hinweisen, dass es
mehrere Organismen gibt, in deren Mitochondrien
kleine Plasmide vorkommen, wodurch die Ana-
lyse des Mitochondriumgenoms erschwert wird.

ND4

Abbildung 12.8: Karte des Mitochondrium-
genoms des Menschen. Das ringférmige Genom des
menschlichen Mitochondriums enthalt 16.569 bp. Das
Genom kodiert die 16S und die 125 rRNA (die den
prokaryotischen 23S und 16S rRNAs entsprechen)
sowie 22 tRNAs. Diese Gene werden gegen den
Uhrzeigersinn transkribiert und sind dunkelorange
unterlegt; die Gene, die im Uhrzeigersinn transkribiert
werden, sind hellorange unterlegt. Die Aminosaurezu-
ordnungen fiir die tRNA-Gene sind fiir die gegen den
Uhrzeigersinn transkribierten Gene auBerhalb, firr die
im Uhrzeigersinn transkribierten innerhalb des farbi-
gen Rings angegeben. Die 13 proteinkodierenden
Gene sind griin unterlegt (dunkelgriin transkribiert
gegen den Uhrzeigersinn, hellgriin im Uhrzeigersinn).
Cytb, Cytochrom b; ND1-6, Komponenten des NADH-
Dehydrogenasekomplexes; ATPase 6 und 8, Polypep-
tide des mitochondrialen ATPase-Komplexes. Die
beiden Promotoren liegen in einer Region mit der
Bezeichnung D-Loop, einer Region, die ebenfalls an
der Replikation der DNA beteiligt ist.

Leu
Ser
His

Die RNA-Editierung

Bei der RNA-Editierung wird nach der Transkrip-
tion die Basensequenz einer Messenger-RNA ver-
andert. Es gibt zwei Formen der RNA-Editierung.
Bei der einen werden die Nucleotide entweder
eingefiigt oder entfernt. Bei der anderen wird eine
Base so chemisch verdndert, dass sie eine andere
Identitdt erhalt. In beiden Féllen kann die RNA-
Editierung zur Verdnderung der Kodierungsse-
quenz einer mRNA fiihren, so dass die Aminosdu-
resequenz des neu gebildeten Peptids sich von der
unterscheidet, die sich aus der Gensequenz erge-
ben hitte.

Bei den meisten Organismen kommt RNA-Edi-
tierung sehr selten vor, besonders bei den Tieren.
Bei den Mitochondrien und den Chloroplasten
der Pflanzen ist sie allerdings weitverbreitet. An
bestimmten Stellen einiger mRNAs wird gezielt
durch oxidative Desaminierung ein C in ein U
umgewandelt. Es gibt in den Chloroplasten der
Maispflanze mindestens 25 solcher C/U-Umwand-
lungsstellen. Abhdngig von der Position der Basen-
umwandlung kann unter Umstdnden ein neues
Codon entstehen, das zu einer Abdnderung der
Proteinsequenz fiihrt.

Die Editierung von mRNA durch Insertion oder
Deletion von Nucleotiden findet bei bestimmten
Protozoen statt, vor allem bei den Trypanosomen
und ihren Verwandten, zudem ofter in Mitochon-
driengenen als in Zellkerngenen. Bei der Editie-
rung einiger mitochondrialer Transkripte werden
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groBe Mengen (in manchen Fillen sind es Hun-
derte) von Uridinen angefiigt, seltener jedoch wer-
den sie deletiert. Die RNA-Editierung wird exakt
von kurzen Sequenzen in der mRNA kontrolliert,
die die editierenden Enzyme ,leiten“. Wahrend
des Einfiigens werden die mRNA-Sequenzen von
kurzen leitenden RNA-Molekiilen erkannt, die zur
mRNA komplementér sind, aber ein zusétzliches
A besitzen. Die U-Reste werden in der mRNA an
der Stelle eingefiigt, die der Stelle des zusétzlichen
A auf der Leit-RNA gegeniiberliegt. Augenschein-
lich muss dieser Vorgang genauestens kontrolliert
werden. Die Zufiigung von zu vielen oder zu weni-
gen Basen wiirde zu einer Verschiebung des Lese-
rasters fithren, wodurch funktionsunfihige Prote-
ine entstiinden.

Organellen und das Zellkerngenom

Chloroplasten und Mitochondrien bendtigen weit-
aus mehr Proteine als sie selbst kodieren. So wer-
den beispielsweise wesentlich mehr Proteine fiir
die Translation in Organellen benétigt, als das
Genom der Organelle kodiert. Aus diesem Grund
werden viele Funktionen der Organellen von Zell-
kerngenen kodiert.

Man hat geschitzt, dass das Mitochondrium
der Hefe mehr als 4000 unterschiedliche Proteine
enthélt, von denen allerdings lediglich acht vom
Mitochondriumgenom der Hefe kodiert werden.
Die verbleibenden Proteine werden vom Genom
des Zellkerns kodiert. Obwohl man davon ausge-
hen koénnte, dass die Proteine, die bei bestimm-
ten Abldufen im Zellkern und im Cytoplasma der
Eukaryoten ihre Funktion erfiillen, diesen Aufga-
ben auch in den Organellen nachgehen koénnten,
trifft dies aber nicht zu. Zwar liegen die Gene fiir
viele Organellenproteine im Zellkern, wo sie tran-
skribiert werden, sie werden allerdings an den 80S
Ribosomen im eukaryotischen Cytoplasma transla-
tiert. Da die Proteine aber spezifisch von den Orga-
nellen genutzt werden, miissen sie in diese trans-
portiert werden.

Die vom Zellkern kodierten Proteine, die zur
Translation und Energiegewinnung bei den Mito-
chondrien notwendig sind, sind eng mit ihren
Gegenstiicken bei den Bacteria verwandt und
weniger mit denen im eukaryotischen Cytoplasma.
Es schien also anfinglich so als wéren die meis-
ten Gene, die mitochondriale Proteine kodieren,
in den Genomen der Symbionten gewesen und
wiéren dann nach und nach wéhrend der spédteren
Phasen der Endosymbiose vom Mitochondrium in
den Zellkern gewandert. Was von Noten war, um

diese Hypothese zu stiitzen, waren die Genom-
sequenzen des Zellkerns und des Mitochondri-
ums eines Eukaryoten, die Genomsequenz einer
Spezies von Bacteria, die phylogenetisch mit dem
Mitochondriumgenom eng verwandt sein musste,
sowie die Genomsequenzen weiterer Bacteria fiir
vergleichende Untersuchungen. All diesen Anfor-
derungen wurden die Hefe S. cerevisiae sowie
bestimmte Bacteria gerecht. Die Analyse erwies
sich als sehr aufschlussreich.

Von den 400 zellkernstindigen Genen zur
Kodierung mitochondrialer Proteine waren tiber-
raschenderweise nur etwa 50 eng verwandt mit
der phylogenetischen Linie der Bacteria, die zu
den Mitochondrien fithrte (die Alphaproteobacte-
ria, sieche Abschnitt 17.1.1). Weitere 150 wiesen
eindeutig Verwandtschaft mit den Proteinen der
Bacteria auf, aber nicht notwendigerweise mit
den Alphaproteobacteria. Diese bakteriell erschei-
nenden Proteine waren hochst wahrscheinlich an
der Energieumwandlung, der Translation und der
Biosynthese beteiligt. Die ungefihr verbleibenden
200 mitochondrialen Proteine wurden von Genen
kodiert, die keine nachweisbaren Homologien zu
bekannten Bacteria erkennen lassen. Diese Proteine
werden grofStenteils fiir die Membranen, die Regu-
lation und den Transport benétigt. Obwohl also das
Mitochondrium viele Hinweise darauf gibt, dass es
einen endosymbiontischen Ursprung in sich tragt
(siehe Abschnitt 16.1.4), haben Genomanalysen
erwiesen, dass seine genetische Historie kompli-
zierter ist als man urspriinglich annahm.

m Was ist an den Genen der Hefe ungewdhnlich, die
die mitochondrialen Funktionen kodieren?

m Welches Verhiltnis besteht zwischen der Genom-
groBe und dem Gengehalt bei der Hefe und dem
menschlichen Mitochondrium?

m  Was versteht man unter RNA-Editierung? Inwiefern
unterscheidet sie sich von der RNA-Prozessierung?

12.1.5 Die Genome der eukaryotischen
Mikroorganismen

Mittlerweile wurden die Genome mehrerer mik-
robieller sowie hoherer Eukaryoten sequenziert
(» Tabelle 12.3). Die Genome der Sdugetiere, dar-
unter Mensch, Maus und Ratte, enthalten ungefihr
25.000 Gene — etwa doppelt so viel wie die der
Insekten und vier Mal so viel wie das der Hefe. Die
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Organismus Kommentar

Nukleomorph von

Bigelowiella natans Zellkern

Encephalitozoon cuniculi  Kleinstes bekanntes eukaryo-
tisches Genom, menschliches

Pathogen

Cryptosporidium parvum  Parasitischer Protozoe

Plasmodium falciparum Bosartige Malaria

Saccharomyces cerevisiae  Hefe, ein Modelleukaryot

Ostreococcus tauri Griine Meeresalge, kleinster frei

lebender Eukaryot

Aspergillus nidulans Filamentoser Pilz

Giardia lamblia BegeifBelte Protozoe, verursacht

akute Gastroenteritis

Dictyostelium discoideum  Soziale Amobe

Drosophila melanogaster ~ Fruchtfliege, Modellorganismus

fiir genetische Untersuchungen

Caenorhabditis elegans Fadenwurm, Modellorganismus

fiir Tierentwicklung

Arabidopsis thaliana Modellpflanze fiir genetische

Untersuchungen

Mus musculus Maus, Modellsaugetier

Homo sapiens Mensch

Oryza sativa Reis, die wichtigste landwirt-

schaftliche Nutzpflanze der Welt
Paramecium tetraurelia Zilientragende Protozoe
Populus trichocarpa

Trichomonas vaginalis BegeifBelter Protozoe, mensch-

liches Pathogen

Degenerierter endosymbiontischer

Westliche Balsam-Pappel, ein Baum

Tabelle 12.3: Einige eukaryotische Zellkerngenome?

Organismus/  Genom- Chromo- Protein-
Zelltyp® groBe somenzahl  kodierende
(Mbp) (haploid) Gene®
E 0,37 3 331
P 2,9 " 2.000
P 9,1 8 3.800
P 23 14 5.300
FL 12,1 16 5.800
FL 12,6 20 8.200
FL 30 8 9.500
P 12 5 9.700
FL 34 6 12.500
FL 180 4 13.600
FL 97 6 19.100
FL 125 5 26.000
FL 2500 23 25.000
FL 2850 23 25.000
FL 390 12 38.000
FL 72 >50 40.000
FL 500 19 45.000
P 160 6 60.000

aAlle Daten beziehen sich auf die haploiden Zellkerngenome dieser Organismen.

bE, Endosymbiont; P, Parasit; FL, frei lebend.

¢Die Zahl der proteinkodierenden Gene ist in allen Féllen eine Schatzung auf der Grundlage der schon bekannten Gene und von

Sequenzen, die wahrscheinlich funktionale Proteine kodieren.

Genome der hoheren Pflanzen, wie zum Beispiel
Reis und die Schwarzpappel, enthalten sogar noch
mehr Gene, fast das Doppelte des Menschen. Man
nimmt an, dass die derzeit stattfindende Sequenzie-
rung von Mais und anderen hoheren Pflanzengeno-
men uns sogar noch groBere Genzahlen liefern wird.

Interessanterweise verfiigen bestimmte Einzeller
unter den Protozoen, darunter Paramecium (40.000

Gene) und Trichomonas (60.000 Gene) tiber wesent-
lich mehr Gene als der Mensch (Tabelle 12.3). Tat-
sdchlich ist Trichomonas im Hinblick auf die Gen-
zahl der Rekordhalter unter den Organismen. Das ist
ganz erstaunlich, denn Trichomonas ist ein Parasit
des Menschen und, wie wir gesehen haben, haben
solche Organismen im Allgemeinen im Vergleich
zu frei lebenden Organismen relativ kleine Genome.
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Von allen einzelligen Eukaryoten wird die
Hefe Saccharomyces cerevisae am héaufigsten als
Modellorganismus eingesetzt und ist auch in der
Industrie von groBem Nutzen. Daher werden wir
uns im Folgenden mit ihr beschéftigen.

Das Hefegenom

Das haploide Genom der Hefe besteht aus 16 Chro-
mosomen, die in ihrer GréBe von 220kbp bis zu
etwa 2352kbp reichen. Das gesamte Zellkernge-
nom der Hefe (ausschlieBlich der Mitochondrien
und einiger Plasmide sowie virusdhnlicher gene-
tischer Elemente) umfasst ungefihr 13.392kbp.
Warum werden Begriffe wie ,,etwa“ und ,unge-
fadhr“ verwendet, um dieses Genom zu beschrei-
ben, obwohl es vollstindig sequenziert wurde?
Hefe enthilt, ebenso wie viele andere Eukary-
oten, eine groBe Menge repetitiver DNA (siehe
Abschnitt 7.2.1). Als das Hefegenom 1997 ver-
offentlicht wurde, waren noch nicht alle ,iden-
tischen“ Wiederholungen sequenziert. Es ist
schwierig, eine sehr lange Folge identischer oder
beinahe identischer Folgen zu sequenzieren und
dann die erhaltenen Daten in einen kohédrenten
Rahmen einzufiigen. So enthélt beispielsweise das
Chromosom Nr. XII der Hefe einen Abschnitt von
ungefihr 1260kbp, in dem sich 100—200 Wieder-
holungen von rRNA-Genen finden. Eine weitere
wiederholte Sequenz folgt auf diese lange Reihe
von rRNA-Gen-Wiederholungen. Auf Grund sol-
cher identischer Wiederholungen sind die Gréfen-
angaben der eukaryotischen Genome unweigerlich
nur gute Schitzungen.

Zusitzlich zu den Vielfachkopien der rRNA-
Gene findet man im Zellkerngenom ungefdhr
300 Gene fiir tRNAs (von denen nur wenige iden-
tisch sind) und fast 100 Gene fiir andere Typen
nichtkodierender RNA. Ebenso wie bei anderen
eukaryotischen Genomen hat sich die Anzahl der
vermuteten ORFs in der Hefe auch etwas geédn-
dert, da die Sequenzanalyse immer genauere
Angaben liefert. Bis zum Jahr 2006 wurden etwa
5800 ORFs und weitere 800 mogliche ORFs im
Hefegenom identifiziert. Das ist weniger als die
Genzahl mancher Prokaryotengenome (Tabelle
12.1 und Tabelle 12.3). Von den ORFs der Hefe
kodieren ungefidhr 3500 Proteine, deren Funktion
uns nicht bekannt ist. Die grofe Vielfalt an gene-
tischen und biochemischen Methoden, die fir die
Untersuchung dieses Organismus zur Verfiigung
stehen, hat unser Verstdndnis der Funktion dieser
tibrig bleibenden Proteine erheblich vertieft (siehe
Abschnitt 12.2.2).

Die minimale Genausstattung der Hefe

Wie viele der uns bekannten Hefegene sind wirk-
lich lebensnotwendig? Die Antwort auf diese Frage
kann man erhalten, indem man systematisch jedes
Gen mit Knockout-Mutationen inaktiviert (Muta-
tionen, durch die ein Gen nicht mehr funktions-
fahig ist, sieche Abschnitt 11.1.4). Solche Knock-
out-Mutationen kénnen normalerweise nicht in
Genen durchgefiihrt werden, die fiir das Uberleben
der Zelle unabdingbar sind. Die Hefe kann jedoch
sowohl im diploiden Zustand als auch im haplo-
iden Zustand wachsen (siehe Abschnitt 20.4.5).
Durch Setzung solcher Knockout-Mutationen
in diploiden Zellen mit nachfolgender Untersu-
chung, ob die Mutation in haploiden Zellen fortbe-
stehen kann, kann man ermitteln, ob ein bestimm-
tes Gen fiir das Uberleben der Zelle wichtig ist
oder nicht.

Mit Hilfe von Knockout-Mutationen vermochte
man den Nachweis zu erbringen, dass mindes-
tens 877 ORFs der Hefe lebensnotwendig sind,
wiéhrend dies auf 3121 eindeutig nicht zutrifft.
Man beachte, dass die Anzahl essenzieller Gene
wesentlich groBer ist als die ungefidhre Zahl von
300 Genen (siehe Abschnitt 12.1.3), von denen
man annimmt, dass sie fiir die Existenz prokaryo-
tischer Lebewesen notwendig sind. Da Eukaryoten
aber komplexere Lebewesen sind als Prokaryoten,
ist ein groBerer minimaler Gensatz zu erwarten.

Hefeintrons

Die Hefe ist ein Eukaryot und enthélt Introns
(sieche Abschnitt 7.2.1). Die Gesamtzahl aller pro-
teinkodierender Gene, die ein Intron enthalten,
liegt lediglich bei 225. Die meisten Hefegene mit
Introns weisen ein einzelnes, kleines Intron nahe
am 5’-Ende des Gens auf. Dieses Verhéltnis unter-
scheidet sich grundlegend von dem in komplexe-
ren eukaryotischen Genomen. Beim Fadenwurm
Caenorhabditis elegans enthélt beispielsweise
jedes Gen im Durchschnitt fiinf Introns. Die Gene
fiir die Taufliege Drosophila weisen im Durch-
schnitt vier Introns auf. Introns kommen in den
Pflanzengenen sehr hédufig vor. So enthdlt die
Pflanze Arabidopsis durchschnittlich fiinf Introns
pro Gen und mehr als 75 % der Gene von Arabi-
dopsis weisen Introns auf. Beim Menschen besit-
zen fast alle proteinkodierenden Gene Introns, und
es ist nicht ungewdhnlich, dass ein einzelnes Gen
zehn oder mehr Introns besitzt. Exons machen nur
etwa 1% des menschlichen Genoms aus, wiahrend
Introns 24 % des Genoms ausmachen.
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Weitere eukaryotische Mikroorganismen

Man hat die Genome verschiedener anderer
bedeutsamer eukaryotischer Mikroorganismen,
vor allem die von medizinischer Relevanz,
sequenziert. Das kleinste uns bekannte eukaryoti-
sche Zellgenom gehort Encephalitozoon cuniculi,
einem intrazelluldren Pathogenen des Menschen
und anderer Sidugetiere, der Lungeninfektio-
nen verursacht. E. cuniculi fehlen die Mitochon-
drien. Obwohl sein haploides Genom elf Chro-
mosomen umfasst, liegt die GenomgroBe bei nur
2,9Mbp mit ungefdhr 2000 Genen (Tabelle 12.3).
Damit ist es kleiner als das vieler Prokaryoten
(Tabelle 12.1). Was fiir die Prokaryoten gilt, gilt
auch fiir das kleinste eukaryotische Genom, denn
es gehort zu den Endosymbionten (Tabelle 12.3).
Hinter der Bezeichnung nucleomorph verbergen
sich die degenerierten Uberreste eines eukaryo-
tischen Endosymbionten, der in bestimmten grii-
nen Algen vorkommt, die durch sekundédre Endo-
symbiose zur Photosynthese fihig wurden (siehe
Abschnitt 20.5.2). Die Gréfe nucleomorpher
Genome reicht von ungefdhr 0,04 bis 0,85 Mbp.

Wie bereits zuvor erwéhnt, besitzt Trichomonas
mit ungefdhr 60.000 Genen das grofite eukaryo-
tische Genom, obwohl es sich um einen Parasi-
ten handelt (Tabelle 12.3). Der frei lebende Ciliat
Paramecium weist etwa 40.000 Gene auf und die
frei lebende, soziale Amdébe, Dictyostelium circa
12.500 (bitte beachten Sie aber, dass Dictyoste-
lium in seinem Lebenszyklus sowohl einzellige
als auch vielzellige Phasen durchlduft, siehe
Abschnitt 20.3.6). Zum Vergleich, die pathogene
Amobe Entamoeba histolytica, der Erreger der
Amobenruhr, besitzt etwa 10.000 Gene.

Abgesehen von dem seltsamen Fall von Tricho-
monas enthalten die Genome parasitischer euka-
ryotischer Mikroorganismen 10-30Mbp DNA
und zwischen 4000 und 11.000 Genen. Das Genom
des Trypanosomen Trypanosoma brucei, des Erre-
gers der Afrikanischen Schlaftkrankheit, enthalt
zum Beispiel elf Chromosomen, 35 Mbp DNA und
fast 11.000 Gene. Der wichtigste eukaryotische
Parasit ist Plasmodium, der Erreger der Mala-
ria (siehe Abschnitt 34.2.3). Das 25-Mbp-Genom
von Plasmodium falciparum besteht aus 14 Chro-
mosomen, deren GroBe zwischen 0,7 und bis zu
3,4Mbp liegt. Man schétzt die Zahl der Gene von
P. falciparum, der Menschen infiziert, auf 5300.
Die Zahl der Gene der verwandten Spezies Plas-
modium yoelii, der Nagetiere infiziert, liegt schét-
zungsweise bei 5900.

m Wie kann man nachweisen, dass ein Gen essenziell
ist?

m Was ist an dem Genom des Eukaryoten Encephali-
tozoon ungewohnlich?

12.1.6 Metagenomik

In mikrobiellen Gemeinschaften leben Spezies der
Bacteria und der Archaea, von denen die meis-
ten noch nicht kultiviert oder formal erfasst wur-
den. Das Gebiet der Metagenomik, auch Umwelt-
genomik genannt, analysiert Gesamt-DNA oder
Gesamt-RNA aus einer Umweltprobe, die Organis-
men enthilt, die noch nicht isoliert und identifi-
ziert wurden (siehe Abschnitt 22.2.4). So wie der
gesamte Gengehalt eines Organismus sein Genom
ausmacht, bildet die Gesamtheit aller Gengehalte
der Organismen, die in einem Lebensraum leben,
dessen Metagenom.

Es sind mehrere Lebensrdaume durch grof3 ange-
legte Metagenom-Sequenzierungsprojekte erfasst
worden. Extreme Lebensrdume, wie saure Abwis-
ser von Bergwerken, weisen tendenziell nur eine
geringe Vielfalt an Spezies auf. Bislang vermochte
man deren DNA-Gemeinschaft zu isolieren und
einen GroBteil davon zu individuellen Genomen
zusammenzusetzen. Im Gegensatz dazu ergeben
komplexe Lebensrdume wie zum Beispiel frucht-
bare Béden zu viele Sequenzdaten, die man heute
noch nicht zusammensetzen kann.

Man kann aber, abgesehen von Metagenomana-
lysen auf Grundlage der DNA-Sequenzierung, auf
Analysen auf der Grundlage von RNA oder Pro-
teinen zuriickgreifen, um die Muster der Genex-
pression in natiirlichen mikrobiellen Gemein-
schaften zu untersuchen. In Kapitel 22 werden
wir genauer auf dieses Thema eingehen (siehe vor
allem Abschnitt 22.3.3).

Ein ganz {iberraschender neuer Befund ist, dass
der grofite Teil der in natiirlichen Habitaten vor-
kommenden DNA nicht DNA lebender Zellen ist.
Bei ungefidhr 50 bis 60 % der DNA in den Ozeanen
handelt es sich um extrazelluldre DNA aus tiefen
Schichten des Meeressediments. Diese DNA wird
dort abgelagert, wenn tote Organismen aus den
hoher gelegenen Schichten des Ozeans auf den
Boden sinken und sich dort zersetzen. Da Nucle-
insduren Phosphat speichern, stellt diese DNA den
wichtigsten Lieferanten fiir den globalen Phos-
phorkreislauf dar.
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® Wie wird ein Metagenom analysiert?

m Was ist ein Metagenom?

Genomfunktion
und Regulation

12.2

Obwohl man sehr viel Arbeit darauf verwenden

muss, um eine annotierte Genomsequenz zu erstel-
len, so bleibt das Ergebnis, das man schlieBlich
erhilt, doch im Grund nur eine ,,Liste von Einzel-
teilen“. Um wirklich zu verstehen, wie eine Zelle
funktioniert, miissen wir mehr wissen als nur, wel-
che Gene enthalten sind. Wir miissen sowohl die
Genexpression (Transkription) als auch die Funk-
tion des Genprodukts untersuchen. Im Folgenden
werden wir uns mit der Genexpression beschéfti-
gen. Analog zu dem Begriff ,,Genom“ bezeichnet
man alle Bestandteile der RNA, die unter bestimm-
ten Bedingungen gebildet werden, als das Tran-
skriptom.

12.2.1 Microarrays und Transkriptome

Wenn man die Bedingungen kennt, unter denen
ein Gen transkribiert wird, dann kann man daraus
moglicherweise Riickschliisse auf die Genfunk-
tion ziehen. Wir haben bereits besprochen, wie die
Nucleinsdurehybridisierung Riickschliisse auf die
Position von Genen auf spezifischen DNA-Frag-
menten erlaubt (siehe Abschnitt 11.1.2). Man kann
Hybridisierungstechniken auch dazu einsetzen, in
Verbindung mit Genomsequenzierungsdaten die
Expression von Genen durch die Hybridisierung
der mRNA an spezifischen Fragmenten zu messen.
Diese Technik ist mittlerweile in Folge der Ent-
wicklung von Microarrays radikal vorangetrieben
worden.

Microarrays und der DNA-Siliziumchip

Die in der Genomik eingesetzten Microarrays sind
kleine, feste Unterlagen, auf denen Gene, 6fter aber
Teile von Genen in geordneter Weise verankert
und rdumlich voneinander getrennt aufgereiht
werden. Sie werden oftmals als Genchips bezeich-
net. Die Gen-Segmente werden durch die Polyme-
rasekettenreaktion erzeugt (PCR; siehe Abschnitt
6.3.4). Alternativ kann man auch fiir jedes Gen Oli-

gonucleotide auf der Grundlage der Genomdaten
erstellen. Nachdem sie auf dem festen Trdgermate-
rial angebracht wurden, konnen die DNA-Teilstii-
cke mit mRNAs aus Zellen, die unter bestimmten
Bedingungen angezogen wurden, hybridisiert wer-
den und anschlieBend vom Computer abgetastet
und analysiert werden. Die Hybridisierung einer
spezifischer mRNA und eines DNA-Teilstiicks
belegt, dass das Gen transkribiert wurde.

In der Praxis kommt die mRNA in geringen
Mengen vor, die fiir den direkten Gebrauch nicht
ausreichen. Daher miissen die mRNA-Sequenzen
zuerst amplifiziert werden. Man nutzt die Reverse
Transkriptase (RT), um aus der mRNA eine kom-
plementdre DNA (cDNA) zu erstellen. Die cDNA
kann dann mit der PCR amplifiziert werden (diese
beiden Schritte bilden das so genannte RT-PCR-
Verfahren). Alternativ kann man die cDNA auch
als Matrize fiir die T7-RNA-Polymerase einsetzen.
So erhédlt man viele RNA-Kopien, die so genannte
cRNA. Die cDNA oder cRNA wird dann mit dem
Microarray hybridisiert.

Eine Methode zur Erstellung und Anwendung
von Microarrays ist in » Abbildung 12.9 darge-
stellt. Die Photolithographie ist ein Vorgang zur
Herstellung von Computerchips. Dieser wurde so
verdndert, dass man Siliziummicroarraychips von
ein bis zwei Zentimetern GrofBe herstellen kann,
auf denen man Tausende verschiedener DNA-
Fragmente unterbringt. In der Praxis kommt jedes
Gen oft mehr als nur einmal in dem Microarray
vor, um so eine groBere Zuverldssigkeit zu errei-
chen. Microarrays des gesamten Genoms enthal-
ten DNA-Fragmente, die das gesamte Genom eines
Organismus umfassen. Es gibt zum Beispiel einen
Chip, der das gesamte Genom des Menschen ent-
hilt (» Abbildung 12.10a). Dieser einzelne Chip
ermoglicht die Analyse von mehr als 47.000 Tran-
skripten des Menschen und bietet zur Anwendung
in der klinischen Diagnostik Platz fiir 6500 zusétz-
liche Oligonucleotide.

Abbildung 12.10b zeigt einen Teil eines Chips,
der verwendet wird, um die Expression des
Genoms von Saccharomyces cerevisiae zu mes-
sen. Das Speichervermogen dieses Chips reicht
bei weitem aus, um die 5800 proteinkodierenden
Genen von S. cerevisiae unterzubringen (siehe
Abschnitt 12.1.5), so dass man in der Lage ist,
die gesamte Genexpression dieses Organismus in
einem einzigen Experiment zu untersuchen. Um
dieses Experiment durchzufiihren, wird der Chip
mit cRNA oder cDNA hybridisiert, die man aus
mRNA von Hefezellen gewonnen hat, die unter
ganz bestimmten Bedingungen angeziichtet wur-
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strangoligonucleotide mit
zu den Genen X, Y und Z
komplementéaren Sequenzen

Aufbringung der DNA auf
den Chip an bekannten

l Synthese kurzer Einzel-

Stellen

B E— GenX

Abbildung 12.9: Herstellung und Anwendung
von DNA-Chips. Kurze, einzelstrangige Oligonucleo-
tide, die allen Genen eines Organismus entsprechen,
werden einzeln synthetisiert und an bekannten Stellen
eines Genchips (Microarray) dauerhaft befestigt. Der
Genchip wird durch Hybridisierung mit DNA-Sonden
auf dem Chip mit fluoreszenzmarkierter mRNA von
Zellen, die man unter einer bestimmten Bedingung
kultiviert hat, getestet. Dann wird der Chip mit einem
Laser abgetastet.

markierter mMRNA

I GenY
BEm——— GenZ
DNA-Chip
Wachstums- Wachstums- Belegung des
bedingung bedingung  Chips mit
1 2
und Abtastung
des Chips
LI
L LI
LI

Gen X exprimiert, Gene Y
und Z nicht exprimiert

Gen X nicht exprimiert,
Gene Y und Z exprimiert

den. Jede cRNA/cDNA bindet nur an die DNA
auf dem Chip, die zu ihrer eigenen Sequenz kom-
plementdr ist. Um das Ausmal der Hybridisie-
rung sichtbar zu machen, wird die cRNA/cDNA
mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und
dann wird der Chip mit einem Laser abgetastet
und die Signale werden vom Computer analy-
siert. Man erhélt ein typisches Hybridisierungs-
muster, das davon abhéngt, welche DNA-Sequen-
zen den mRNAs entsprechen (Abbildung 12.9
und Abbildung 12.10b). Die Intensitdt der Fluo-
reszenz ermdglicht eine mengenmafige Erfassung
der Genexpression (Abbildung 12.10b). Dann kann
der Computer eine Liste der exprimierten Gene
und der Expressionsstdrken erstellen. Durch den
Einsatz von Genchips ldsst sich somit das Tran-
skriptom des zu untersuchenden Organismus,
der unter bestimmten Bedingungen angeziichtet
wurde, entsprechend dem Muster und der Intensi-
tdt der fluoreszierenden Flecken, die sich gebildet
haben, erfassen.

Anwendung der Genchips:
Die Genexpression

Mit den Genchips kann man abhéngig von den auf
dem Chip aufgebrachten Genen viele verschiedene
Untersuchungen durchfiihren. Die globale Genex-
pression wird untersucht, indem man eine Reihe
von Oligonucleotiden einsetzt, die zu jedem Gen in
dem Genom komplementér sind, und indem man
die Gesamt-mRNA als Sonde verwendet (Abbil-
dung 12.10b). Alternativ zu dieser Vorgehensweise
kann man die Expression spezifischer Gengruppen
unter verschiedenen Wachstumsbedingungen ver-
gleichen. Die Fahigkeit, die gleichzeitige Expres-
sion von Tausenden von Genen zu analysieren,
bietet ein enormes Potenzial, die Komplexitdten
des Metabolismus und der Regulation zu erfassen.
Dies trifft sowohl auf ,einfache® Organismen zu,
wie Bakterien, als auch auf héhere Eukaryoten.
Der Genchip von S. cerevisiae (Abbildung 12.10b)
wurde dazu benutzt, die Stoffwechselkontrolle
dieses fiir die Industrie wichtigen Organismus zu
untersuchen. Hefen kénnen mittels Fermentation
oder durch Atmung wachsen. Unter Einsatz der
Transkriptomanalyse kann man ermitteln, welche
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Gene an- und welche abgeschaltet werden, wenn
die Hefezelle vom fermentativen (anaeroben) zum
respiratorischen (aeroben) Stoffwechsel iibergeht
und umgekehrt. Transkriptomanalysen der Genex-
pression zeigen, dass die Hefe, wenn sie von der
anaeroben zu aeroben Lebensweise iiberwech-
selt, eine wesentliche ,,Umprogrammierung® ihres
Stoffwechsels durchmacht. Eine Reihe von Genen,
die die Ethanolbildung (das wichtigste Géarungs-
produkt) kontrollieren, werden stark reprimiert,
wéhrend die Gene fiir den Citratzyklus (notwendig
fiir das aerobe Wachstum) durch den Umschalt-
vorgang stark aktiviert werden. Insgesamt wer-
den wihrend des Ubergangs von einem metaboli-
schen Zustand in den anderen mehr als 700 Gene
an- und mehr als 1000 Gene abgeschaltet. Dartiber
hinaus konnte wihrend des Ubergangs von der
Gérung zur Atmung unter Einsatz von Microarrays
das Expressionsmuster vieler Hefegene mit noch
unbekannter Funktion verfolgt werden, woraus
man Schliisse auf ihre mogliche Funktion ziehen
konnte. Gegenwadrtig gibt es keine zweite Methode,
die so viele Informationen tiber die Genexpression
liefert wie die Microarraytechnik.

Ein weiteres wichtiges Einsatzgebiet der DNA-
Microarrays ist der Vergleich von Genen eng ver-
wandter Organismen. Mit Hilfe dieser Technik
konnte man nachvollziehen, wie pathogene Bak-
terien aus ihren harmlosen Verwandten hervorgin-
gen. In der Humanmedizin werden Microarrays
eingesetzt, um den Genverlust oder die Genver-
dopplung in Krebszellen zu beobachten.

Anwendungen bei der Identifizierung

Neben ihrer Anwendung bei der Untersuchung
der Genexpression kénnen Microarrays auch zur
Identifizierung von Mikroorganismen verwendet
werden. Bei dieser Vorgehensweise enthilt das
Microarray eine Reihe charakteristischer DNA-
Sequenzen vieler Organismen oder Viren. So
kann man die Hybridisierungsmuster zwischen
eng verwandten Stdmmen unterscheiden. Dies
erlaubt die sehr schnelle Identifizierung pathoge-
ner Viren oder Bakterien in klinischem Proben-
material oder den Nachweis dieser Organismen in
verschiedenen anderen Substanzen, wie zum Bei-
spiel Lebensmitteln. So wurden solche Chips bei-
spielsweise in der Nahrungsmittelindustrie einge-
setzt, um spezielle Pathogene wie Escherichia coli
0157:H7 nachzuweisen.

In der Umweltmikrobiologie dienen Microar-
rays dazu, die mikrobielle Vielfalt einzuschétzen.
Die so genannten Phylochips enthalten Oligonuc-

wGeneChip

Hurman Gernome
UN33 Plus 20

Affymetrix

Affymetrix

(b)

Abbildung 12.10: Nutzung von Genchips zur Messung der
Genexpression. (a) Der Humangenomchip, der tiber 40.000
Genfragmente enthalt. (b) Ein Chip nach erfolgter Hybridisierung.
Das Foto zeigt Fragmente, die ein Viertel des gesamten Genoms
der Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae abdecken, verankert auf
der Oberflache eines Genchips. Von jedem Gen gibt es mehrere
Kopien. Jedes Gen wurde mit Sonden mit fluoreszenzmarkierter
mRNA in Kontakt gebracht. Die mRNA wurde aus Hefezellen, die
unter bestimmten Bedingungen angeziichtet wurden, gewonnen.
Der Hintergrund des Chips ist blau. Stellen, an denen es zur
Hybridisierung von cDNA gekommen ist, werden durch eine
Abstufung von Farben wiedergegeben. Die maximale Hybridisie-
rungsstarke wird durch die Farbe WeiB angezeigt. Da die Position
der unterschiedlichen Gene auf dem Chip bekannt ist, gibt der
Chip nach Abtastung die in dieser Situation von der Zelle expri-
mierten Gene zu erkennen.

leotide, die zu den 16S-TRNA-Sequenzen verschie-
dener bakterieller Spezies komplementdr sind.
Nachdem man eine groe Menge DNA oder RNA
aus dem Lebensraum entnommen hat, kann man
das Auftreten von Lebewesen oder deren Fehlen
in dem Lebensraum durch Hybridisierung oder
Nichthybridisierung auf dem Chip nachweisen.
DNA-Chips dienen aber auch der Identifizie-
rung hoherer Lebewesen. Ein im Handel erhaltli-
cher Chip mit der Bezeichnung FoodExpert-ID ent-
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hilt 88.000 Genfragmente von Wirbeltieren und
wird in der Nahrungsmittelindustrie eingesetzt,
um sicherzustellen, dass die Lebensmittel nicht
kontaminiert sind. So kann mit diesem Chip iiber-
priift werden, ob das auf dem Etikett angegebene
Fleisch tatsdchlich enthalten ist. Man kann auch
den Zusatz von anderem Fleisch, das dem Lebens-
mittel zusétzlich beigegeben wurde, oder Ersatz-
stoffe nachweisen. Diese Arbeiten haben immer
zum Ziel, fiir jedes Lebensmittelprodukt einen
Identitatsnachweis“ zu erstellen, auf dem all die
tierischen Spezies aufgefiihrt werden, die man in
dem Lebensmittelprodukt nachweisen konnte.
Damit mochte man das Vertrauen der Verbraucher
in die Unversehrtheit der von ihnen gekauften
Lebensmittel gewinnen. Der FoodExpert-ID kann
auch dazu eingesetzt werden, Nebenprodukte von
Wirbeltieren in Tiernahrung nachzuweisen, was in
zunehmendem Mafle zu groBer Sorge Anlass gibt,
seitdem von Prionen iibertragene Krankheiten wie
zum Beispiel Rinderwahn aufgetreten sind (siehe

Abschnitt 9.4.3).

m Was leisten Microarrays im Hinblick auf die Ana-
lyse der Genexpression, was im Vergleich der Test
eines einzelnen, bestimmten Enzyms nicht leisten
kann?

m Warum kann es niitzlich sein, zu wissen, wie die
Genexpression des gesamten Genoms sich als Reak-
tion auf eine bestimmte Bedingung in der Umwelt
verdndert?

12.2.2 Proteomik und das Interaktom

Welche Gene werden exprimiert und ergeben tat-
sdchlich Proteinprodukte und welche Funktion
erfilllen diese Proteine? Die genomweite Untersu-
chung der Struktur, Funktion und der Regulation
der Proteine eines Organismus wird als Proteomik
bezeichnet.

Die Anzahl und die Arten von Proteinen, die
in einer Zelle vorliegen, dndern sich als Reaktion
eines Lebewesens auf seine Umwelt und andere
Faktoren, wie Entwicklungsprozesse. Daher wurde
der Begriff Proteom leider zweideutig. Im weiteren
Sinn bezieht sich der Begriff Proteom auf alle Pro-
teine, die das Genom eines Organismus kodiert.
Im engeren Sinn bezieht sich der Begriff Proteom
auf diejenigen Proteine, die zu einem bestimmten
Zeitpunkt in einer Zelle enthalten sind.

Methoden der Proteomik

Das erste wichtige Verfahren der Proteomik wurde
vor Jahrzehnten entwickelt. Es handelt sich um
die Anwendung der zweidimensionalen (2D) Poly-
acrylamidgelelektrophorese. Mit dieser Technik
kann man alle Proteine, die in einer Zellprobe ent-
halten sind, trennen, identifizieren und quantifi-
zieren. In» Abbildung 12.11 sehen Sie ein 2-D-Gel,
in dem Proteine von Escherichia coli aufgetrennt
wurden. In der ersten Dimension (der horizontalen
Trennrichtung in der Abbildung) werden die Pro-
teine nach ihrem isoelektrischen Punkt, dem pH-
Wert, bei dem die Nettoladung des betreffenden
Proteins Null wird, voneinander getrennt. In der
zweiten Dimension werden die Proteine so dena-
turiert, dass jedem Aminosédurerest eine festgelegte
elektrische Ladung zuféllt. Anschliefend werden
die Proteine entsprechend ihrer GréBe getrennt (in
vergleichbarer Weise, wie dies bei DNA-Molekii-
len geschieht; siehe Abschnitt 11.1.1).

Bei Untersuchungen mit E.coli und einigen
anderen Organismen wurden Hunderte von Pro-
teinen, die durch 2-D-Elektrophorese aufgetrennt
wurden, durch biochemische oder genetische
Methoden identifiziert und ihre Regulation unter
verschiedenen Bedingungen untersucht. Mittels
der 2-D-Gel-Methode kann das Auftauchen oder
Verschwinden eines bestimmten Proteins unter
verschiedenen Wachstumsbedingungen unter-
sucht und mit Signalen aus der Umwelt in Bezie-
hung gesetzt werden. Eine Methode, um ein unbe-
kanntes Protein mit einem bestimmten Gen mit
der 2-D-Gel-Methode in Verbindung zu bringen,
besteht darin, das Protein aus dem Gel zu isolie-
ren und einen Teil davon zu sequenzieren, im
Allgemeinen den N-Terminus. In jiingster Zeit hat
man aus dem Gel gereinigte Proteine mit Hilfe der
Massenspektrometrie identifiziert (siehe Abschnitt
12.2.3), im Allgemeinen nach vorherigem Abbau,
um eine charakteristische Reihe von Peptiden zu
erhalten. Diese Sequenzinformation reicht meis-
tens aus, um das Protein vollstdndig zu identifi-
zieren. Alternativ konnen Teile der Sequenzdaten
dazu verwendet werden, Oligonucleotidsonden
oder Primer zu konstruieren, um das Gen, das das
Protein kodiert, in genomischer DNA durch Hybri-
disierung oder PCR zu lokalisieren. Nach erfolgter
Sequenzierung der DNA kann das Gen identifiziert
werden.

Heutzutage arbeitet man zur Trennung von Pro-
teinmischungen in zunehmendem Male mit der
Fliissigkeitschromatographie. Bei der Hochdruck-
(HPLC)

Fliissigkeitschromatographie wird die


https://www.pearson.de/9783863266950

12.2 Genomfunktion und Regulation

M, (kDa)
160 -

81-

43+

12 - LT il

Probe in einer geeigneten Fliissigkeit aufgelst und
unter Druck durch eine Sdule geleitet, in der sich
ein Material mit einer stationdren Phase befindet,
das die Proteine entsprechend ihrer chemischen
Eigenschaften trennt, zum Beispiel nach ihrer
GroBe, Ionenladung oder Hydrophobizitdt. Wéah-
rend die Mischung durch die Sdule lduft, wird sie
durch Wechselwirkung der Proteine mit der statio-
ndren Phase getrennt. Am Ende der Sdulen wer-
den die Fraktionen aufgefangen. Proteasen bauen
die Proteine jeder Fraktion ab, so dass die Peptide
anschlieBend mit Hilfe der Massenspektrometrie
identifiziert werden kénnen.

Vergleichende Genomik und Proteomik

Obwohl die Proteomik oft mit intensiver experi-
menteller Arbeit verbunden ist, konnen In-silico-
Techniken ebenfalls recht fruchtbar sein. Nach
der Sequenzierung des Genoms eines Organismus
kann das Genom mit dem anderer Organismen
verglichen werden, um Gene zu identifizieren, die
bereits bekannten Genen dhnlich sind. Hierbei ist
die Aminosduresequenz der kodierten Proteine die
wichtigste Sequenz. Auf Grund der Entartung des
genetischen Codes (siehe Abschnitt 6.5.2) fithren
Unterschiede in der DNA-Sequenz nicht notwen-
digerweise zu Unterschieden in der Aminosédure-
sequenz (» Abbildung 12.12).

Proteine mit mehr als 50% Sequenzidentitét
haben héufig dhnliche Funktionen. Proteine mit
mehr als 70 % Sequenzidentitit zueinander haben
sehr sicher dhnliche physiologische Funktionen.
Viele Proteine bestehen aus unterschiedlichen

Abbildung 12.11: Zweidimensionale Polyacryl-
amidgelelektrophorese von Proteinen. Autoradio-
gramm der Proteine von Zellen von Escherichia coli.
Jeder Fleck auf dem Abbild des Gels reprasentiert ein
anderes Protein. Die Proteine werden radioaktiv
markiert, um sie sichtbar zu machen und zu quantifi-
zieren. Die Proteine wurden in der ersten Dimension
(X-Richtung) unter denaturierenden Bedingungen
durch isoelektrische Fokussierung aufgetrennt. In der
zweiten Dimension (Y-Richtung) wurden die denatu-
rierten Proteine nach ihrer Masse aufgetrennt (M,; in
Kilodalton). Die groBten Proteine liegen im oberen

- Bereich des Gels.

Jack Parker

strukturellen Modulen, den so genannten Protein-
doménen, von denen jede charakterische Funkti-
onen lbernimmt. Zu diesen Funktionsbereichen
gehoren beispielsweise Metall- und Nucleotidbin-
dungsdoménen oder Domaénen fiir bestimmte Klas-
sen von Enzymaktivitat, wie die Helikase oder die
Nuclease. Die Identifizierung von Doménen mit
bekannter Funktion innerhalb eines Proteins kann
viel Aufschluss iiber dessen Funktion liefern,
sogar wenn keine vollstdndige Sequenzhomologie
vorliegt.

Die strukturelle Proteomik befasst sich mit der
Bestimmung der dreidimensionalen (3D) Struktur
von Proteinen im gesamten Proteom. Zur Zeit ist
es noch nicht méglich, die 3D-Struktur von Protei-

Cuu

1 AGA UCA

2 CGA
Ser Ala Arg
3 | AGU GCA CGU

Abbildung 12.12: Vergleich der Ahnlichkeiten von Nuclein-
saure- und Aminosauresequenz. In der Abbildung sehen Sie
drei verschiedene Nucleotidsequenzen (aus praktischen Griinden
sind RNA-Sequenzen abgebildet). Sowohl Sequenz Nr. 2 als auch
Nr. 3 weichen von Sequenz Nr. 1 nur in drei Positionen ab. Die von
1 und 2 kodierten Aminoséurefolgen sind identisch, wahrend die
von 3 kodierte Aminosauresequenz mit den anderen beiden nicht
verwandt ist.
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nen direkt aus ihren Aminosduresequenz zu ermit-
teln. Man ist allerdings in der Lage, die Strukturen
unbekannter Proteine zu modellieren, wenn fiir
ein Protein eine 3D-Struktur zur Verfiigung steht,
deren Identitdt zu mindestens 30 % der Identitédt
der Aminoséduresequenz entspricht.

Die Verkniipfung von Proteomik und Geno-
mik liefert wichtige neue Hinweise darauf, wie
in unterschiedlichen Organismen die Genexpres-
sion mit Einfliissen aus der Umwelt in Bezie-
hung steht. Solche Informationen haben nicht nur
groBfe Bedeutung fiir die Grundlagenforschung,
sondern auch fiir mégliche Anwendungen. Zu
diesen zdhlen Fortschritte in der Medizin, dem
Umweltschutz und der Landwirtschaft. Auf all
diesen Gebieten konnte ein besseres Verstdndnis,
wie das Genom und das Proteom miteinander ver-
kntipft sind und wie sie reguliert werden, dem
Menschen nie zuvor dagewesene Moglichkeiten
geben, Krankheiten und Umweltverschmutzung
zu bekdmpfen, aber auch die landwirtschaftliche
Produktivitdt zu steigern.

Das Interaktom

Analog zu den Begriffen ,,Genom“ und ,,Proteom*
bezieht sich der Begriff ,Interaktom“ auf alle
Wechselwirkungen zwischen den Makromolekii-
len in einer Zelle. Urspriinglich bezog man sich
mit dem Begriff Interaktom auf die Wechselwir-
kungen zwischen Proteinen, die Komplexe bilden.
Man kann jedoch auch die Wechselwirkungen
zwischen verschiedenen Klassen von Molekiilen
untersuchen, wie zum Beispiel das Protein-RNA-
Interaktom.

Die Daten von Interaktomen werden in Form
von Netzwerkdiagrammen dargestellt, wobei jeder
Knotenpunkt ein Protein darstellt und die Verbin-
dungslinien zwischen diesen Punkten die Wech-
selwirkungen. Die Diagramme ganzer Interaktome
sind auBerordentlich komplex und héchst schwie-
rig zu interpretieren. Teile von Interaktomen haben
sich als niitzlicher erwiesen, wie das Netzwerk der
Proteine fiir die Beweglichkeit von Campylobacter
jejuni (» Abbildung 12.13). In Abbildung 12.13a
sind die wichtigsten Wechselwirkungen zwischen
gut bekannten Bestandteilen des chemotakti-
schen Systems dargestellt (sieche Abschnitt 8.3.2)
und Abbildung 12.13b stellt alle anderen Proteine
dar, die mit diesen interagieren. Gegenwirtig sind
die meisten gréBeren Interaktome noch unzurei-
chend ausgewertet, wobei man mit verschiedenen
Methoden einander sich widersprechende Ergeb-
nisse erzielt.

m Warum ist der Begriff ,,Proteom* mehrdeutig, aber
der Begriff ,,Genom* nicht?

m Welches sind die am héufigsten verwendeten
Methoden, um das Proteom experimentell zu
untersuchen?

m Was ist das Interaktom?

12.2.3 Metabolomik

Das Metabolom ist die Gesamtheit aller metaboli-
schen Zwischenprodukte sowie weiterer kleiner
Molekiile, die in einem Organismus gebildet wer-
den. Die Metabolomik stand vor allem wegen der
sehr grofen chemischen Vielfalt kleiner Metabolite
im Schatten der anderen ,,omiks“. Diese Tatsache
stellt an eine systematische Durchmusterung grofe
technische Anforderungen. Die ersten Analysen
erfolgten mit der Nuklearmagnetresonanzmethode
(NMR), bei der Zellextrakte mit *C-Glucose mar-
kiert wurden. Diese Methode ist leider nur von
begrenzter Sensitivitdt und die Anzahl von Verbin-
dungen, die gleichzeitig in einer Mischung identi-
fiziert werden konnen, reicht nicht aus, um ganze
Zellextrakte aufzulosen.

Die erst in jiingster Zeit entwickelte Variante der
Massenspektrometrie ist in der Metabolomik der
vielversprechendste Ansatz. Bei diesem Verfah-
ren beschrankt man sich nicht auf eine bestimmte
Klasse von Molekiilen; zudem zeichnet es sich
durch besondere Sensitivitdt aus. Die Masse des
C12-Kohlenstoffs ist genau als die 12 molekula-
ren Masseeinheiten definiert (Daltons). Die Mas-
sen anderer Atome, wie zum Beispiel Stickstoff-14
und Sauerstoff-16, sind nicht genau ganze Zah-
len. Mit Hilfe der Massenspektrometrie und ext-
rem hoher Massenauflosung, die nun dank sehr
guter Gerdte moglich ist, kann man die molekulare
Formel eines jeden kleinen Molekiils eindeutig
bestimmen. Sicherlich haben Isomere die gleiche
molekulare Formel, man kann sie aber entspre-
chend ihres Brechungsmusters bei der Massen-
spektrometrie voneinander unterscheiden. Mittels
dieses Verfahrens werden bei der Proteomanalyse
Peptidfragmente abgebauter Proteine identifiziert
(siehe Abschnitt 12.2.2). In diesem Fall kann man
nach dem Identifizieren mehrerer Oligopeptide auf
die Identitdt des Elternproteins schlieflen, voraus-
gesetzt, dass die Aminosduresequenz bekannt ist.

Bei der MALDI-Version (matrix-assisted laser
desorption ionization) der Massenspektrometrie
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Méglicherweise liegt dem gedruckten Buch eine CD-ROM mit Zusatzdaten bei.
Die Zurverfugungstellung dieser Daten auf unseren Websites ist eine freiwillige
Leistung des Verlags. Der Rechtsweg ist ausgeschlossen.

Hinweis

Dieses und viele weitere eBooks kdnnen Sie rund um die Uhr und legal auf
unserer Website herunterladen:

http://ebooks.pearson.de

ALWAYS LEARNING PEARSON
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