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Vom Gen zum Genom zur Systembiologie

Entwicklung der bakteriellen Genomforschung
an der Universitat Bielefeld

Alfred Puhler

Fakultat fur Biologie

m Von den Anfangen der DNA-Sequenzierung zur
Sequenzermittlung gesamter bakterieller Genome

Im Jahr 1953, also genau vor einem halben Jahr-
hundert, wurde das Zeitalter der Molekulargenetik
eingelautet. Watson und Crick publizierten damals
die molekulare Struktur des Erbmolekiils Desoxy-
ribonukleinsdure, die auch schlicht DNA genannt
wird. Bei dieser Struktur handelt es sich um die be-
rihmte DNA-Doppelhelix, so wie sie in Abbildung 1
dargestellt ist. Rein chemisch lasst sich die DNA als
Leitermodell beschreiben. Die Holme bestehen aus
Zucker-Phosphat-Ketten, wahrend die Sprossen der
Leiter von Basenpaaren gebildet werden. Wird dieses
Leitermodell nun in sich verdreht, so entsteht die
bekannte DNA-Doppelhelix.

Die Frage nach dem Informationsgehalt der DNA
lasst sich anhand des Modells einfach erklaren. Man
muss lediglich wissen, dass in dem DNA-Molekdl vier
unterschiedliche Basen vorkommen, namlich Adenin
(A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T). Der
Informationsgehalt liegt nun in der Abfolge dieser
vier Basen. Die genetische Information jedes beliebi-
gen Organismus ist damit durch die Basensequenz
seiner DNA festgelegt. Die Basensequenz wird durch
Verwendung der Buchstaben A, G, C und T als lange
Buchstabenkette dargestellt.

Nachdem das Konzept des Informationsgehaltes
der DNA geklart war, konzentrierten sich viele
Gruppen auf die Entwicklung von Methoden zur
Bestimmung der Basenabfolge definierter DNA-
Fragmente. Im Jahr 1977 erfolgte der Durchbruch
mit zwei verschiedenen Ansatzen. Maxam und
Gilbert publizierten ein DNA-Sequenzierverfahren
nach der chemischen Degradationsmethode, und
Sanger beschrieb ein Verfahren nach der Ketten-
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Abbildung 1: Die Struktur des Erbmolekiils
Dargestellt ist die von Watson und Crick im Jahr
1953 beschriebene DNA-Doppelhelix. Ein Ausschnitt
dieser DNA-Doppelhelix ist als Leitermodell
wiedergegeben. Die Zucker-Phosphat-Ketten bilden
die Holme, die Basenpaare die Sprossen. Die zwei
moglichen Basenpaarungen, namlich A=T und G=C,
sind eingezeichnet.
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abbruchmethode. Zunéchst setzte sich das chemische
Degradationsverfahren durch. In der Zwischenzeit
wurde dieses Verfahren aber komplett vom
Kettenabbruchverfahren verdrangt, da sich dieses
automatisieren lie3.

An der Universitat Bielefeld wurden die Methoden
der DNA-Sequenzierung ab dem Jahr 1980 etabliert.
Die erste bedeutende Publikation der Bielefelder
Genetik erschien 1985 im EMBO-Journal. Sie handelt
von der Sequenzermittlung eines interessanten
Regulatorgens des Bodenbakteriums Rhizobium
meliloti. In Abbildung 2 sind die Sequenzierergebnisse
wiedergegeben. Insgesamt wurde die Sequenz von
2111 Basen eines ausgewdahlten DNA-Fragments

Biology eine Arbeit mit dem Titel ,,Nucleotide
sequence of a 24,206 base-pair DNA fragment
carrying the entire nitrogen fixation gene cluster of
Klebsiella pneumoniae*. Auf diesem mehr als 24
Kilobasenpaare groBen DNA-Fragment konnten
dann immerhin schon 19 Gene identifiziert werden,
die alle an der biologischen Stickstoff-Fixierung des
Bodenbakteriums Klebsiella pneumoniae beteiligt
sind.

Naturlich war es eines der Ziele der Bielefelder
Sequenziergruppe, den Sprung von der Sequenzie-
rung groRerer DNA-Fragmente zur Sequenzierung
ganzer bakterieller Genome zu schaffen. Im Jahre
2001 war es dann so weit. Das Genom des symbion-

ermittelt. Eine Auswertung dieser Sequenz ergab,
dass dieses DNA-Fragment ein Gen mit einer Lange
von 1626 Basenpaaren tragt, das fur ein Protein von
542 Aminoséuren kodiert. Diese Auswertung basiert
auf der genetischen Kode-Tabelle, die jedem Basen-
triplett eine Aminosaure zuordnet. Uber einfache
Methoden kann also aus einer vorliegenden Basen-
sequenz die zugrundeliegende Genstruktur ermittelt
werden.

Es dauerte nicht lange, bis man sich auch in
Bielefeld an die Sequenzierung deutlich groRerer
DNA-Fragmente wagte. Im Jahr 1988 publizierten
W. Arnold und Mitarbeiter im Journal of Molecular

tisch Stickstoff-fixierenden Bodenbakteriums Sino-
rhizobium meliloti wurde unter wesentlicher Mithilfe
der Bielefelder Sequenziergruppe entschlisselt. Das
Genom, das aus einem Chromosom und zwei Mega-
plasmiden besteht, ist 6,7 Megabasenpaare groR3.
Insgesamt wurden auf diesem Genom 6 204 Gene
identifiziert. Uber Einzelheiten der Sequenzierung
sowie Uber das internationale Konsortium, das an
dieser Arbeit beteiligt war, wird in diesem Heft sepa-
rat berichtet.

Ein zweites Genomprojekt wurde von der Biele-
felder Sequenziergruppe gerade abgeschlossen. Das
Genom des industriell zur Aminoséureproduktion
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verwendeten Stammes Corynebacterium glutamicum
liegt sequenziert vor. Auf dem Genom, das eine
GroRe von 3,3 Megabasenpaare hat, wurden 3002
Gene identifiziert. Die dazu verfasste Publikation

ist 2003 im Journal of Biotechnology erschienen.
Auch diesem Projekt, insbesondere den erzielten
Ergebnissen, ist in diesem Heft ein separater Artikel
gewidmet.

m Bindelung der Bielefelder Genomforschungs-
aktivitaten in einem neu gegrundeten Institut

Die Erfolge der Bielefelder Genetik auf dem Gebiet
der Genomsequenzierung haben dazu gefiihrt, dass
zu Beginn dieses Jahres am Centrum fiir Biotechno-
logie ein Institut fir Genomforschung gegrindet
wurde, das die verschiedenen Aspekte der Genom-
forschung zusammenfasst. In diesem Institut ist zu-
nachst die Abteilung flir Sequenzermittlung angesie-
delt, die unter Einsatz von Sequenzierautomaten die
Hochdurchsatzsequenzierung bakterieller Genome
betreibt. Aber auch die zukunftsweisenden Metho-
den der Postgenomforschung, namlich Transkriptom-
und Proteomanalyse, sind Bestandteile des Instituts.

In der Abteilung fur Transkriptomanalyse werden
hochparallel alle aktiven Gene eines Organismus in
Abhéngigkeit von Umweltparametern ermittelt. Hier-
zu werden mittels Array-Technologie die Transkripte
aktiver Gene des zu analysierenden Organismus
bestimmt. Die Array-Technologie muss an dieser
Stelle nicht naher erlautert werden, da ihr in diesem
Heft ein Artikel gewidmet ist.

Eine weitere Abteilung des Instituts fir Genom-
forschung beschéaftigt sich mit der Analyse samtlicher
Proteine eines Organismus. Hierzu werden die
isolierten Proteine zweidimensional aufgetrennt und
einzelne Proteinspots Uber ein komplexes Verfahren
unter Einbeziehung der Massenspektrometrie dem
zugrunde liegenden Gen zugeordnet. Auch die Pro-
teomanalyse wird in diesem Heft in einem separaten
Artikel ausfuhrlich beschrieben.

Einen Einblick in die apparative Ausstattung des
Instituts flir Genomforschung liefern zwei Abbildun-
gen. Abbildung 3 zeigt einen Pipettierroboter, wie er
zur Hochdurchsatzsequenzierung von Genomprojek-
ten bendtigt wird. In Abbildung 4 ist ein Massen-
spektrometer aus der Proteomabteilung abgebildet.

Besonders hervorgehoben werden muss noch die
Abteilung fir Bioinformatik des Centrums fiir Bio-
technologie, die in der Zwischenzeit in ,,Bioinformatics
Resource Facility* umbenannt wurde. Diese Abtei-
lung soll die groRe Datenflut bédndigen, die sowohl
aus Genomprojekten als auch aus Transkriptom-
und Proteomanalysen erwéchst. Die Bioinformatics
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Abbildung 3: Verwendung eines Pipettierroboters
fur die Probenvorbereitung eines Sequenzierlaufs.

Abbildung 4: Einsatz eines Massenspektrometers
in der Proteomforschung.

Resource Facility hat als Aufgabe, diese Daten-
flut zu erfassen, sie aber auch aufzuarbeiten
und auszuwerten. Fir die Annotation bakteriel-
ler Genome, worunter man die Generkennung
und die Funktionsvorhersage versteht, wurde
zum Beispiel das Programmpaket GenDB ent-
wickelt, das bereits erfolgreich bei der Bearbei-
tung der S. meliloti- und C. glutamicum-
Genomprojekte eingesetzt wurde. Insgesamt
werden mit GenDB zur Zeit weltweit mehr als
20 bakterielle Genomprojekte gerechnet.



Tabelle 1: Aktuelle Forschungsprojekte am Institut fir Genomforschung.

Forderorganisation Projektbezeichnung

Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) Initiative ,,Bioinformatik und Genomforschung*

Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) Molekulare Grundlage der Mykorrhiza-Symbiosen (MolMyk)

Volkswagenstiftung (VW) Genomics for bean productivity (Bean Genomics)
Bundesministerium fir Bildung Genomforschung an Bakterien fiir den Umweltschutz, die
und Forschung (BMBF) Landwirtschaft und die Biotechnologie (GenoMik)
Europaische Union (EU) Integrated structural, functional and comparative genomics of

the model legume Medicago truncatula

Europdische Union (EU) Construction of Corynebacterium glutamicum strains
producing either L-valine or D-pantothenic acid — a rational
approach using genome research

Das Institut fir Genomforschung hat in der Umweltschutz, die Landwirtschaft und die Biotech-
Zwischenzeit mit groBem Erfolg eine Reihe von nologie* aufgelistet.
Forschungsprojekten eingeworben. Wie man
Tabelle 1 entnehmen kann, treten als Forschungs- m Kompetenzzentrum der Universitat Bielefeld
forderer die Deutsche Forschungsgemeinschaft steuert deutschlandweites Netzwerk fur
(DFG), die Volkswagenstiftung (VW), das Bundes- bakterielle Genomforschung
ministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) und
die Europdische Union (EU) auf. Unter den Projekten Das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
befinden sich nicht nur bakterielle Genomprojekte. fordert ein von der Universitat Bielefeld koordiniertes
Das Mykorrhiza-Projekt der DFG und das Medicago- Kompetenznetzwerk mit dem Thema ,,Genom-
Projekt der EU widmen sich zum Beispiel dem forschung an Bakterien fir den Umweltschutz, die
Genom von Medicago truncatula, einer Pflanze, die Landwirtschaft und die Biotechnologie*. Das
wegen ihrer symbiontischen Stickstoff-Fixierung Kompetenznetzwerk biindelt deutschlandweit die
weltweit analysiert wird. Einzelheiten zum Forschungsaktivitaten von Forschergruppen aus
Mykorrhiza-Projekt werden in einem weiteren Artikel zwolf Universitaten, drei GroRRforschungseinrichtun-
dieses Heftes detailliert geschildert. Das wohl gen und zwei Firmen (Abbildung 5). Hauptaufgabe
umfangreichste Forschungsprojekt ist unter dem des Netzwerks ist es, die bakterielle Genomforschung
Namen ,,Genomforschung an Bakterien fir den auf den Gebieten Umweltschutz, Landwirtschaft und

Universitfivens: Forschungseeniremn:
Universitat Bichoficld GAF Braunschwoig
Universiiil Bremen FE hilich
Universitil Freiburg HE| Jena

Universital Gigban
Universial Goltmgen
Uniscraidl ma Edin
Univirsilil Tubingen
Universital Ulm
BUGH Wupparial
MH H i i

TU Dresden

Firmen:

Dicgmssa AL Halle'Westf.
Combinatore Beopham &,
Hirin

Abbildung 5:

Die Struktur des Bielefelder Kompetenz-
netzwerks ,,Genomforschung an
Bakterien fir den Umweltschutz, die
Landwirtschaft und die Biotechnologie*.
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Biotechnologie wissenschaftlich voranzubringen und
die Ergebnisse wirtschaftlich zu nutzen. Das an der
Universitat Bielefeld angesiedelte Kompetenzzentrum
koordiniert das Kompetenznetzwerk und beteiligt
sich an der Entwicklung von Technologien der
Genom- und Postgenomforschung bei Bakterien.

Im Mittelpunkt der Arbeiten des Netzwerks steht
die Sequenzermittlung von funf bakteriellen Genomen,
die zusammen einen Sequenzumfang von rund
30 Megabasenpaaren aufweisen. Man kann davon
ausgehen, dass auf diesen funf bakteriellen
Genomen insgesamt fast 30 000 Gene identifiziert
werden, also fast soviele Gene wie sie fur das
menschliche Genom vorhergesagt wurden. Die einzel-
nen Sequenzierprojekte sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Bei Azoarcus sp. handelt es sich um ein Stickstoff-
fixierendes Bakterium, das in der Lage ist, Kallagras
und Reis mit gebundenem Stickstoff zu versorgen.
Im Weiteren sind zwei pflanzenpathogene Bakterien
aufgefiihrt. Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
beféllt Paprikapflanzen, wéhrend Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis vor allem
Tomaten infiziert. Von der Sequenzierung der
Genome dieser drei Bakterien erhofft man sich neue
Erkenntnisse auf dem Gebiet der Bakterien-Pflanzen-
Interaktion, die Einfluss auf landwirtschaftliche
Praktiken nehmen.

Auf dem Umweltsektor ist die Sequenzierung
eines 6labbauenden Bakteriums geplant. Alcanivorax
borkumensis ist als obligater Kohlenwasserstoff-
verwerter besonders fur den Erdélabbau in marinen
Habitaten geeignet. Auf dem Gebiet der Biotechno-
logie soll schlieBlich eines der groBten bakteriellen
Genome, namlich das des Myxobakteriums

Sorangium cellulosum einer Sequenzanalyse unter-
zogen werden. Myxobakterien besitzen die Féhig-
keit, biologisch aktive Wirkstoffe zu bilden, und sind
daher von grof3er medizinischer Bedeutung.

Die in Tabelle 2 aufgelisteten Genomprojekte
stehen praktisch alle vor dem Abschluss. In der
Zwischenzeit wird Uber eine Fortsetzung des bakte-
riellen Genomforschungsnetzwerks nachgedacht.

Es bietet sich natirlich an, dass nach Vorliegen der
Genomdaten jetzt vor allem die Postgenomforschung
in den Mittelpunkt riickt. Es ist vorgesehen, fir die
aufgelisteten Stamme sowohl in die Transkriptom-
als auch in die Proteomforschung einzusteigen.

m Bakterielle Genomforschung
auf dem Weg zur Systembiologie

Die gesamte Biologie, insbesondere die Mikrobiologie,
steht zur Zeit vor einem Paradigmenwechsel.

In Zukunft wird man bei ausgewéhlten Organismen
von der Analyse einzelner Gene zur Analyse der
Gesamtheit aller Gene Ubergehen. Moglich wird dies
durch die Entwicklung hochparalleler Methoden. Wie
in diesem Artikel dargestellt, kann die Sequenzierung
bakterieller Genome in der Zwischenzeit fast schon
als Routinevorgang bezeichnet werden. Mittels
Array-Technologie I&sst sich tiber Transkriptanalysen
die Gesamtheit aller Gene identifizieren, die unter
bestimmten Umweltbedingungen aktiv sind. Auch
die Gesamtheit aller Proteine einer Zelle 1asst sich mit
den Methoden der Proteomanalyse identifizieren.
Zusatzlich werden zur Zeit Methoden entwickelt, die
der Erfassung aller ,,Metabolite** (kleine Stoffwechsel-
produkte) einer Zelle dienen.

Tabelle 2: Genomprojekte des Bielefelder Kompetenznetzwerks.

Bakterienspezies

GenomgroRe Projektleiter

Azoarcus sp. BH72 ca. 4,6 Mb Prof. Dr. B. Reinhold-Hurek, Universitat Bremen
Clavibacter michiganensis ca. 3,6 Mb Prof. Dr. R. Eichenlaub, Universitat Bielefeld
subsp. michiganensis

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria ca. 5,4 Mb Prof. Dr. U. Bonas, Universitat Halle
Alcanivorax borkumensis SK2 ca. 3,2 Mb Prof. Dr. K.N. Timmis, GBF Braunschweig
Sorangium cellulosum So ce 56 ca. 12,2 Mb  PD Dr. R. Miller, GBF Braunschweig
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Die Gesamtsicht dieser hochparallelen Methoden
wird in Abbildung 6 fiir eine Bakterienzelle wieder-
gegeben. Diese holistische Betrachtungsweise fiihrt
zwangsweise zur Systembiologie, die in Zukunft tber
»in silico=* (d.h. computersimulierte) Vorhersagen
biologischer Phdnomene den Weg zu einer quanti-
tativen pradiktiven Mikrobiologie ebnen soll. Dieser
zukunftsorientierte Forschungsansatz wird augen-
blicklich in Bielefeld von Wissenschaftlern aus den
Fachrichtungen Biologie, Chemie, Informatik, Mathe-
matik und Physik intensiv diskutiert. Geplant ist
eine Zusammenarbeit, die fakultatsibergreifend am
Centrum fir Biotechnologie angesiedelt sein soll.

Als erster Schritt wurde im April dieses Jahres ein
Internationaler Workshop abgehalten, der das vor-
handene Wissen auf dem Gebiet der Systembiologie
zusammenfasste. Man kann gespannt in die Zukunft
blicken und hoffen, dass die Universitéat Bielefeld bei
der Entwicklung der Systembiologie eine gewichtige
Rolle spielen wird.

~
i
L
i

Genomik , . Metabolomik

Transkriptomik Froteamik

Alfred Puhler, Jahrgang 1940, absolvierte
seine universitare Ausbildung an der
Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-
Nurnberg. Er studierte zunéachst Physik,
promovierte 1971 in Biologie und habili-
tierte sich 1976 in Mikrobiologie (Genetik).
Im Jahre 1979 erhielt er den Ruf auf eine
Professur am Lehrstuhl fur Genetik an der
Universitat Bielefeld. Von 1992 bis 1994
bekleidete er das Amt des Prorektors fur
Forschung und wissenschaftlichen Nach-
wuchs an der Universitat Bielefeld. Seit
1995 steht er dem Fachausschuss Biotech-
nologie der DECHEMA e.V. in Frankfurt
vor. Der Zentralen Kommission fur die
Biologische Sicherheit am Robert Koch-
Institut in Berlin gehort er seit 1995 an. Im
Jahre 1999 wurde er in den
Wissenschaftsrat berufen. Er ist Mitglied der
Deutschen Akademie der Naturforscher
Leopoldina und der Nordrhein-
Westfélischen Akademie der Wissen-
schaften. In jungster Zeit hat er an der Uni-
versitat Bielefeld ein Zentrum fir Genom-
forschung aufgebaut, das sich besonders
der Genomanalyse von Mikroorganismen
widmet.

Abbildung 6: Systembiologie am Beispiel eines Bakteriums.
Genomik, Transkriptomik, Proteomik und Metabolomik liefern die
Datensatze zur Entwicklung der Systembiologie.
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Genomforschung und Bioinformatik

Die Bielefelder Plattform zur Genomanalyse

Olaf Kaiser und
Folker Meyer

Fakultat fur Biologie

Obwohl bereits 1995 das erste bakte-
rielle Genom - des Krankheitserregers
Haemophilus influenzae — sequenziert
wurde und mittlerweile die Genome
von annédhernd 150 weiteren Bakterien
vorliegen, ist Genomforschung an
Bakterien auch heute noch ein auf-
wandiger und kostenintensiver
Forschungsbereich. Um die bei der
Sequenzierung eines Genoms anfallen-
den Datenmengen bewaéltigen und
auswerten zu kdnnen, ist eine enge
Zusammenarbeit von Biologen und
Informatikern essentiell. Eine solche
Zusammenarbeit wird an der Univer-
sitat Bielefeld erfolgreich im Rahmen
mehrerer Genomprojekte durchgefihrt.

X, - Prws vk povdipd Gl axi
e Bl e Dl

a [~ ] [ ] [ E [ -
a2 E [ E R B [ E [ -
|1 i | 1
| R TP R
§ I | I rl
[ 1 I| U | [ | | M
AR ANRAANLANERSS LARARAR AR ARA AN

Die Genetik befasst sich bereits seit einigen Jahr-
zehnten mit der Analyse einzelner Gene. Ein Gen ist
Bestandteil des sogenannten Genoms, das heil3t der
gesamten Erbsubstanz eines Organismus. Ein einzel-
nes Gen beschreibt in der Regel einen Teilbaustein der
Zelle (zum Beispiel ein Enzym). Als Tragersubstanz
der Erbinformation dient in allen Lebewesen die
DNA (Desoxyribonukleinsaure). In der DNA ist die
genetische Information als Abfolge von vier Basen
festgelegt, die mit den Buchstaben A (Adenin), C
(Cytosin), G (Guanin) und T (Thymin) kodiert
werden. Fir die Ermittlung dieser Buchstabenfolge
(der Sequenz) sind die Techniken in den letzten
Jahrzehnten immer weiter verfeinert worden. Durch
die parallele Leistungssteigerung der verfligbaren
Computersysteme und der Labortechnik ist nun die
Analyse ganzer Genome mdglich.
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Abbildung 1

DNA-Sequenzinformation als
Standardchromatogramm (SCF-File).
Bei der Sequenzerstellung an modernen
Sequenzierautomaten wird die Abfolge
der vier Basen A (Adenin), C (Cytosin),
G (Guanin) und T (Thymin), welche
der genetische Code umfasst, ermittelt.
Die Abfolge dieser vier Basen (Sequenz)
kann in einem Chromatogramm dar-
gestellt werden.

[
I |'| ‘ |

m Technik der DNA-Sequenzierung —
Von der Base zum Genom

Um an das gesamte genetische Programm eines
Organismus (seine Genomsequenz) zu gelangen,
wird die Abfolge der vier Basen entschlusselt, das
heil3t, das Genom des Organismus wird sequenziert.
Die Bestimmung der Sequenz von DNA-Abschnitten
ist ein beinahe vollstdndig automatisierter Vorgang,
den neben Forschungseinrichtungen auch verschiedene
Dienstleister anbieten. Die aktuelle Technik erlaubt
jedoch nur die Bestimmung der Sequenz von kurzen
DNA-Bruchstiicken bis zu 1000 Basen. Daher wird
ein Genom (bei Bakterien in der Regel zwischen

3 und 7 Mio. Basen) zuné&chst in viele kleine Einzel-
fragmente zerteilt. Aus dem Englischen abgeleitet
wird dieser Vorgang als Shotgun-Fragmentierung
bezeichnet. Das Genom wird in viele Teile ,,zer-
schossen®, die anschlieend sequenziert werden
(Abbildung 1 zeigt das Ergebnis einer solchen
Sequenzierung). Diese Fragmente werden danach
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Abbildung 2

Schematische Darstellung der Vorgehensweise bei der Genomsequenzierung. Um aus der genomischen DNA

die genomische Sequenz eines Bakteriums zu erhalten, muss diese sequenziert werden. Da mit der heutigen
Technik keine genomische DNA im Hochdurchsatz sequenziert werden kann, sondern nur kleinere Bruchstiicke,
muss die genomische DNA in handhabbare Teile fragmentiert werden. Diese Teilstiicke kénnen sequenziert und
anschlieBend wieder zu einem Ganzen, der genomischen Sequenz, assembliert werden.

im Computer virtuell wieder zusammengefiigt. Der
Vorgang des Zusammenfuigens der Einzelfragmente
auf Basis von Sequenziberlappungen wird als
Genom-Assemblierung bezeichnet. Der Ablauf einer
solchen Genomsequenzierung ist ausgehend vom
Organismus bis hin zur fertigen Genomsequenz in
Abbildung 2 dargestellt.

m Zusammenspiel von Biologie und Informatik

Die Anzahl der zu sequenzierenden Fragmente hangt
bei der Shotgun-Sequenzierung nicht nur direkt von
der GroRe des Genoms ab, sondern auch von der
Quialitat der einzelnen Sequenzen (d.h. der Fehler-
wahrscheinlichkeit pro Base in diesen Sequenzen).
FUr ein Bakterium mit 3 Mio. Basen werden in der
Regel zwischen 20.000 und 30.000 Einzelfragmente
sequenziert.

Die Einzelfragmente werden mit einer Assemblie-
rungs-Software zu groReren Teilstlicken (Contigs) zu-
sammengesetzt. Die Entwicklung der Contig-Anzahl
beschreibt genau den jeweiligen Stand des Genom-
projekts. In Abhangigkeit von der GenomgréRe kann
mit der Anzahl der sequenzierten Fragmente die zu

erwartende Zahl der Contigs vorhergesagt werden.
Um den Fortgang des Projekts zu tiberwachen, kann
die reale Entwicklung der Contigs mit der theore-
tischen verglichen werden. In Abbildung 3 ist eine
solche Entwicklung dargestellt. Erst nach der Assem-
blierung im Computer entsteht ein fiir die Forscher
aus dem Bereich der Biologie interessanter
Datensatz. Bis zu diesem Zeitpunkt bleibt die
biologische Information in einer Unmenge an
Sequenzdaten von Einzelfragmenten verborgen.

Daher wurde an der Universitat Bielefeld ein Werk-
zeug (BioMake) erstellt, das den aktuellen Stand von
Sequenzierung und Assemblierung visualisiert und
so eine genaue Kontrolle Gber den Projektverlauf
erlaubt.

m Weitere Bearbeitung —
Genvorhersage und Annotation

Mit der Ermittlung der Sequenz des bakteriellen
Genom:s ist die Arbeit jedoch nicht abgeschlossen.

Es beginnt eine neue Phase der Analyse. Aus der
Sequenz — das bedeutet aus der reinen Basenabfolge
(eine Kette von ,,GATCAGTCATCGT...* mit mehre-

Forschung an der Universitat Bielefeld 26/2003



Abbildung 3
Lander-Waterman-Plot-Visualisierung und
Kontrolle des Fortschritts eines Genomprojekts.
Der so genannte Lander-Waterman-Plot stellt die
Anzahl der gelesenen Fragmente (reads) den
zusammengefligten Teilen des Puzzles (contigs)
gegenilber. Die Kurve A zeigt unter Berucksichti-
gung der Faktoren GenomgroRRe und mittlere
Leseldnge der erzeugten Reads die theoretisch zu
erwartende Entwicklung des Projekts. Zu Beginn
des Projekts steigt die Contig-Anzahl stark an, da
jeder neu erzeugte Read nur mit geringer Wahr-
scheinlichkeit mit einem anderen Read Uberlappt
und statt dessen einen eigenen Contig darstellt.
Bei Erzeugung weiterer Reads verbinden diese die
vorhandenen Contigs in immer starkeren Male.
Dies hat zur Folge, dass die GroRe der einzelnen
Contigs zunimmt und die Anzahl der Contigs
abnimmt und zuletzt nur noch ein Contig, das
hei3t das Gesamtgenom, Ubrig bleibt. Die Kurven
B,C,D beschreiben mdgliche Verlaufe realer

Anzahl berechneter Contigs

0 Anzahl erzeugter Reads

Zeitlicher Verlauf des Projektes =i

Projekte. Kurve B zeigt ein optimal ablaufendes Projekt, wahrend die Kurven C und D Projekte zeigen, bei denen entweder die Genomgrofiie
falsch angegeben ist (Kurve C) oder Sequenzierprobleme auftreten (Kurve D).

ren Millionen Buchstaben) — kann auch der Experte gibt es etwa verschiedene Arten von Genen), wird in

fast nichts ablesen. Es gilt nun, die einzelnen Gene der Regel die Beschreibung der Gene und deren

zu identifizieren und deren biologische Funktion zu Gen-Funktionen, die so genannte Annotation, von

beschreiben. Dieser Prozess erfordert eine enge umfassenden Softwarepaketen — so genannten

Vernetzung der Genomforschung mit der Informatik, Genomannotationssystemen — unterstitzt. Ein

denn das Finden und Beschreiben von Genen erfolgt solches System (GenDB) wurde an der Universitat

mittels Computerprogrammen. Bielefeld entwickelt und wird bereits in einer Vielzahl
Da zur Bearbeitung eines Genoms eine Vielzahl von Projekten weltweit eingesetzt. Abbildung 4

von Verfahren und Programmen notwendig ist (so vermittelt einen Eindruck von den Informationen, die
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Abbildung 4
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Abbildung 5
Hardware-Infrastruktur. Fir Genomforschung ist eine leistungsféhige Hardware-Infrastruktur unerlasslich. Die an der
Universitat Bielefeld fur solche Projekte eingesetzte Hardware-Infrastruktur umfasst neben 50 CPUs in verschiedenen
SUN-Applikationsservern weitere 90 CPUs in einem Compute-Cluster in SUN-GridEngine-Technologie. Ein Storage Area
Network stellt sechs Terabyte an Festplattenspeicher online bereit mit einem Backup-System von 70 Terabyte Kapazitat.
Verbunden sind alle Komponenten Uber ein Gibabit-Netzwerk auf Lichtwellenleiter-Basis. Die Autoren danken Daniela
Bartels und Peter Serocka fur die Mithilfe bei der Erstellung der Abbildungen.

fir ein Gen vom GenDB-System berechnet und dem
Benutzer bei Bedarf dargestellt werden. Grundlage
fur diese Berechnungen ist eine leistungsfahige Com-
puterplattform (siehe Abbildung 5), um die enormen
Anforderungen an Rechenleistung und Speicherplatz
zu erfullen. Besonders aufwendig sind dabei die
Datenbanksuchen. Jedes der Gene (ein Bakterium
besitzt in der Regel mehrere tausend) wird mit allen
bereits bekannten Genen in verschiedenen Datenban-
ken verglichen. Wird eine hinreichende Ahnlichkeit
gefunden, kann die Beschreibung in der Datenbank
genutzt werden, um die Funktion des jeweiligen
Gens zu bestimmen. Durch den Einsatz von mehre-
ren hundert parallel arbeitenden Prozessoren kdnnen
solche Suchen fiir ganze Genome innerhalb weniger
Tage bewdltigt werden.

Die mit informatischen Methoden automatisch
bestimmten moéglichen Gen-Funktionen miissen
jedoch von einem Experten aus der Biologie Uberprift
werden, da sowohl Datenbanken als auch Programme
Fehler machen. Hinzu kommt die Tatsache, dass
nicht alle Gene bereits in den Datenbanken vorhan-
den sind. In der Regel werden nur 40 bis 60 Prozent
aller Gene eines Bakteriums durch informatische
Methoden bestimmt. Um die Funktion der verblei-
benden Gene aufzuklaren, bedarf es neben der
Weiterentwicklung der bioinformatischen Methoden
auch weiterer Laborexperimente.

m Aktuelle Projekte

Der dargestellte Weg von der Base bis zum anno-
tierten Genom ist nicht rein theoretischer Natur,
sondern wurde in den vergangenen zwei Jahren in
mehreren GroRprojekten an der Universitét Bielefeld
praktisch umgesetzt. Die Entschliisselung der Erb-
information finf bakterieller Genome aus den Berei-
chen Landwirtschaft, Umwelt und Biotechnologie
wird an der Universitat Bielefeld koordiniert. Aus
dem Bereich Landwirtschaft werden die Genome der
beiden pflanzenwuchsschadigenden Bakterien
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis und
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria sowie das
Genom des pflanzenwuchsférdernden Bakteriums
Azoarcus sp. sequenziert. Aus dem Bereich Umwelt
wird das Genom des Bakteriums Alcanivorax borku-
mensis, welches in der Lage ist, Erdol abzubauen
und zu verwerten, sequenziert, wahrend im Bereich
Biotechnologie das Genom des Myxobakterium
Sorangium cellulosum, das mit ca. 12 600 000 Basen
das grofte bekannte bakterielle Genom besitzt,
Untersuchungsobjekt ist. Die im Rahmen von
Sequenzierprojekten benodtigte Assemblierung des
Genoms und die genaue Qualitatskontrolle der von
Sequenzierdienstleistern gelieferten Sequenzdaten
werden ebenfalls von Bielefelder Forschern durch-
gefihrt.
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m Ausblick

Die an der Universitat Bielefeld praktizierte enge Zu-
sammenarbeit von Biologen und (Bio-)Informatikern
hat sich in den vergangenen Jahren als eine enorm
leistungsféhige Plattform zur Durchfiihrung und
Weiterentwicklung von Forschungsprojekten im
Bereich Genomforschung herauskristallisiert. Aktuelle
vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
geforderte Forschungsprojekte und zukiinftige For-
schungsprojekte, die im Rahmen des 6. EU-Rahmen-
programms in Bielefeld bearbeitet werden, sind ein
guter Indikator fur den Erfolg der Plattform.

Dr. Olaf Kaiser studierte Biologie an der Universitat
Bielefeld und promovierte im Jahr 2001 am Lehrstuhl fiir
Genetik bei Prof. Dr. Alfred Puhler mit der vergleichenden
Analyse bakterieller Gemeinschaften der Rhizoplane
(Wurzeloberflache) von Wildtyp- und transgenen Raps-
pflanzen. Nach einem halbjéhrigen Industrieengagement
im Geschaftsbereich DNA-Sequenzerstellung der IIT GmbH
Ubernahm er im September 2001 den Bereich DNA-
Sequenzkoordination im Technologieknoten des an der
Universitat Bielefeld angesiedelten Kompetenznetzwerks
,.Genomforschung an Bakterien fur den Umweltschutz, die
Landwirtschaft und die Biotechnologie*. Im Rahmen dieser
Tatigkeit beschéftigt er sich zur Zeit mit der Planung und
Durchfiihrung von fiinf bakteriellen Genomsequenzierungs-
projekten und einigen kleineren Sequenzierungsprojekten.

Dr. Folker Meyer studierte Naturwissenschaftliche
Informatik an der Universitat Bielefeld und
promovierte im Jahr 2002 bei Prof. Dr. Robert
Giegerich und Prof. Dr. Alfred Puhler. Im Rahmen
seiner Promotion beschéftigte er sich mit der
Entwicklung eines Systems zur Analyse bakterieller
Genomsequenzen. Aktuell steht die bioinformatische
Betreuung der Genom- und Postgenomprojekte

im Mittelpunkt seiner Arbeit. Neben der Promotion
baute er die Service Bioinformatik-Gruppe im
ehemaligen Zentrum fir Genomforschung auf

und leitet aktuell die im Aufbau befindliche
Bioinformatics Resource Facility am Centrum

fir Biotechnologie der Universitét Bielefeld.
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Transkriptomforschung: Mikroarrays helfen bei
der Aufklarung komplexer Genregulationsnetzwerke

Im Blickpunkt der Genomforschung
stand lange im Wesentlichen die
Entzifferung der vollstandigen Erb-
information von Organismen. In den

Anke Becker letzten Jahren ist die Zahl der bekann-
ten Genomsequenzen von Bakterien
Fakultat fur Biologie aber auch von héheren Organismen

sprunghaft angestiegen. Die Bestim-
mung der Genomsequenz stellt die
Grundlagen fir weitere Analysen dar.
Diese haben zum Ziel, die zellulare
Umsetzung der Genominformation zu
beschreiben und zu verstehen. Die
Ubersetzung der Geninformation in
Proteine ist ein essentieller Vorgang
der Umsetzung von Erbinformation in
zellulére Eigenschaften. Die so ge-
nannten DNA-Chip- und Array-Tech-
niken zur ganz-genomischen Analyse
dieses Vorgangs haben sich explo-
sionsartig entwickelt und sind heute
aus der modernen Genomforschung
nicht mehr wegzudenken. lhre Anwen-
dungsbereiche liegen sowohl in der
Grundlagenforschung als auch in der
medizinischen Diagnostik.

Aufbau und Ergebnis eines Mikroarray-
Experiments zum Vergleich der Genaktivita-
ten in Bakteroiden und freilebenden Zellen
des Bakteriums Sinorhizobium meliloti.
Im unteren Teil ist die Auswertung einer
Hybridisierung dargestellt, in der ein
Féi:gzﬁgge Mikroarray mit ca. 6 200 Genen gleichzeitig
gegen mit roter Fluoreszenz markierte

Waurzelknélichen in Kiter Transkripte aus Bakteroiden und mit griiner
der Luzerne Fluoreszenz markierte Transkripte aus
freilebenden Zellen hybridisiert wurde.
8- Rote Punkte markieren solche Gene, die in

Bakteroiden stérker aktiv sind, griine Punkte
zeigen solche Gene an, die in freilebenden

4 - : . - Zellen stérker aktiv sind. Blaue Punkte deuten
e ] E an, dass die entsprechenden Gene in

beiden Bedingungen gleich stark aktiv sind.
Die kombinierten Fluoreszenzintensitaten im
roten und griinen Kanal wurden auf einer
logarithmischen Skala gegen den Logarithmus
o des Verhaltnisses der Intensitéten in beiden
Kanélen aufgetragen.

M-Wert
=
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Die in der Genomsequenz enthaltene Information
wird in zwei Schritten umgesetzt, die schlieflich zur
Produktion von Proteinen fiihren. Im ersten Schritt,
der Transkription, wird von der Gensequenz eine
Abschrift, die sogenannte Boten-RNA, erstellt. Diese
dient als Vorlage fur die Herstellung von Proteinen in
einem als Translation bezeichneten Vorgang. Nicht
alle Gene einer Zelle sind gleichzeitig aktiv und
fUhren zur Herstellung von Proteinen. Die Regulation
der Genaktivitat bestimmt damit zum groRen Teil die
Eigenschaften einer Zelle.

Die Messung der Boten-RNA-Menge erlaubt
Ruckschlusse auf die Aktivitat eines Gens. Zur
Messung der Boten-RNA-Menge macht man sich die
Eigenschaft einzelstrangiger Nukleinséduren wie der
Boten-RNA zu Nutze, mit einzelstrdéngigen Nuklein-
sduren komplementérer Sequenz Doppelstrange aus-
bilden zu kdnnen. Dieser als Hybridisierung bezeich-
nete Prozess ist sehr spezifisch fur die jeweilige
Nukleinsduresequenz und eignet sich deshalb fur
genaue Analysen.

Die Methodik der Hybridisierung wird in der
Molekularbiologie schon lange fur den Nachweis und
die Messung verschiedener Nukleinséduren verwendet.
Durch die Entwicklung der Chip- und Array-Techno-
logie ist es gelungen, das Hybridisierungsverfahren
fur eine grofRe Anzahl an Genen zu parallelisieren.
Hierbei werden einzelstrdngige DNA-Molekile
bekannter Sequenz als Sensoren fur Boten-RNA-
Molekule in einem geordneten Raster auf einem
Trager fixiert. Da mit solchen Verfahren die Gesamt-
heit der Gen-Abschriften, die auch als Transkripte
bezeichnet werden, untersucht werden kann, spricht
man von der Erforschung des Transkriptoms.

m Methoden zur Herstellung von DNA-Array

DNA-Chips und -Arrays werden auf unterschiedliche
Art und Weise hergestellt. Die Sensor-DNA-Molekiile
werden zur Herstellung von DNA-Chips direkt auf
der Trageroberflache synthetisiert. Hier kommen zum
Beispiel photolithographische Verfahren zum Einsatz.
DNA-Arrays werden dagegen durch Aufbringen der
Sensor-DNA-Molekiile auf die Trageroberflache her-
gestellt. Von der Dichte der Rasterpunkte hangt

es ab, ob von Makroarrays (niedrige Dichte) oder
Mikroarrays (hohe Dichte) gesprochen wird. Am
Institut fir Genomforschung werden beide Array-
Typen hergestellt, wobei der Trend sich aber in
Richtung der hochdichten Mikroarrays entwickelt.
Als Tragermaterialien dienen fir Makroarrays haufig
Nylonmembranen und fir Mikroarrays Glas-Objekt-
trager. Diese sind beschichtet, um die Fixierung der
Sensor-DNA-Molekiile zu ermdglichen. Auf einem
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Prinzip der Array-Hybridisierung. Bei der Hybridisierung von
Arrays werden die Genaktivitéten einer Test- und einer Referenz-
Bedingung verglichen. Hierbei werden zunéachst RNA-Molekdile aus
beiden Bedingungen isoliert und anschliefend mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Durch Hybridisierung mit auf
einem Trager in einem geordneten Raster fixierten Sensor-DNA-
Molekiilen wird die relative Menge der verschiedenen RNA-Mole-
kile in den zu vergleichenden Bedingungen ermittelt.

Glas-Objekttrager konnen mit Hilfe moderner
Robotik Sensor-DNA-Molekiile fir mehrere tausend
Gene aufgebracht werden.

m Messung von Genaktivitat
mit Hilfe von Mikroarrays

Arrays werden vor allem eingesetzt, um bei héheren
Organismen die Genaktivitét in verschiedenen
Geweben oder unter dem Einfluss verschiedener,
zum Beispiel pharmazeutischer Substanzen zu unter-
suchen. Auch der Vergleich von Tumorgewebe mit
normalem Gewebe ist ein weites Anwendungsfeld.
Im Bereich der Mikrobiologie wird zum Beispiel
die Genaktivitat unter verschiedenen Kultivierungs-
bedingungen verglichen.

Um solche vergleichenden Analysen durchzufiih-
ren, werden zunachst die Abschriften der Gene unter
den zu vergleichenden Bedingungen oder aus den
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Ein mit Glasobjekttréagern bestiicktes Robotik-System
wie es zur Herstellung von Mikroarrays verwendet wird.
Im unteren rechten Teil ein Ausschnitt eines typischen
Fluoreszenzbildes wie es bei der Auswertung von Mikro-
array-Experimentdaten entsteht.

verschiedenen Geweben getrennt isoliert. Man
bezeichnet diese zu vergleichenden Bedingungen
auch als Test und Referenz. AnschlieRend erfolgt
eine Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen an diese
RNA-Transkripte, wobei rot fluoreszierende Farb-
stoffe an die Transkripte aus der Test-Bedingung und
grun fluoreszierende Farbstoffe an die Transkripte
aus der Referenz-Bedingung gebunden werden.
Anschlieend werden die rot und grin markierten
Transkripte im gleichen Verhaltnis gemischt und auf
den Mikroarray gegeben. Erkennen die markierten
RNA-Transkripte Sensor-Molekule auf dem Glas-
Objekttréger, binden sie an diesen und kénnen
anschliefend mit einem Fluoreszenz-Scanner identi-
fiziert werden. Rot fluoreszierende Signale markieren
dann solche Gene, die unter der Test-Bedingung
stéarker aktiv sind. Grun fluoreszierende Signale
zeigen solche Gene an, die unter dieser Bedingung
eine geringere Aktivitat haben als unter der Referenz-
Bedingung.

Die Stérke der Transkriptomforschung liegt darin,
dass die Aktivitat einiger tausend Gene in einem
einzigen Experiment gemessen werden kann.
Untersuchungen mit Hilfe der Transkriptomforschung
flhren zu einer enormen Datenflille und erfordern
sowohl einen hohen Bedarf an Speicherkapazitat als
auch an Software, die in der Lage ist, die Ergebnisse

effizient auszuwerten. Solche Systeme werden von
der Bioinformatik-Gruppe des Centrums fiir Biotech-
nologie entwickelt und zur Verfiigung gestellt.

m Anwendungsbereiche

Bei Mikroarray- und Chip-Experimenten sind viele
Varianten in der experimentellen Fragestellung
denkbar. Die Einsatzméglichkeiten sind vielseitig und
umfassen Bereiche aus der Grundlagenforschung, der
Agrarwissenschaft, der Lebensmittel- und Umwelt-
technik sowie der Medizin. Die technischen Anforde-
rungen in den verschiedenen Bereichen sind sehr
ahnlich. Deshalb sind Zentren wie die Zentrale Einheit
fir Genomforschung an einer Reihe unterschiedlicher
Projekte beteiligt und ermdglichen so Forschungs-
gruppen den Zugang zu modernen Techniken aus
diesem Bereich der Genomforschung. Die Zentrale
Einheit fir Genomforschung ist hauptsachlich Koope-
rationspartner von Gruppen aus Deutschland und
anderen européischen Landern, arbeitet aber auch
mit Gruppen aus den USA und China zusammen.

m Mikroarrays am Institut fiir Genomforschung

In der Zentralen Einheit fir Genomforschung wurden
bisher Mikroarrays fir die Analyse der Genaktivitat
im symbiontischen Stickstoff-fixierenden Boden-
bakterium Sinorhizobium meliloti und im Amino-
saure-produzierenden Bakterium Corynebacterium
glutamicum produziert. Diese werden im Rahmen
von Projekten im Kompetenznetzwerk ,,Genom-
forschung an Bakterien fiir den Umweltschutz, die
Landwirtschaft und die Biotechnologie* verwendet.
Fur die Modellpflanze Medicago truncatula wurden
ebenfalls Mikroarrays hergestellt. Diese werden im
Genomforschungsprojekt MEDICAGO der Europé-
ischen Union (http://medicago.toulouse.inra.fr/EU)
in dem sich elf Partner aus Frankreich, GroR3britan-
nien, Deutschland, den Niederlanden und Ungarn
zusammengeschlossen haben, genutzt. Darliber
hinaus macht auch das Schwerpunktprogramm
MolMyk der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(http://molmyk.genetik.uni-bielefeld.de), an dem 17
deutsche Arbeitsgruppen beteiligt sind, Gebrauch
von diesen Mikroarrays.

m Analyse von Regulationsnetzwerken im sym-
biontischen Bakterium Sinohizobium meliloti

Ein Schwerpunkt der Arbeiten in der Zentralen
Einheit fur Genomforschung und des Clusters
,»-Pflanzenwuchsfordernde Bakterien* des in Bielefeld
angesiedelten Kompetenznetzwerks liegt auf der

Forschung an der Universitat Bielefeld 26/2003



Erforschung des Transkriptoms des Bodenbakteriums
Sinorhizobium meliloti. Dieses Bakterium geht mit
Pflanzen wie der Luzerne eine Symbiose ein, in deren
Verlauf die Bakterien in der Luft enthaltenen Stickstoff
fixieren und der Pflanze zur Verfiigung stellen. Dies
ermdglicht den Pflanzen auch auf stickstoffarmen
Bdden zu wachsen, was von groRRer Bedeutung fur
die Landwirtschaft ist.

Die Bakterien besiedeln Kndllchenstrukturen an
den Wurzeln der Wirtspflanzen und differenzieren in
den Pflanzenzellen zu Bakteroiden, einem nicht mehr
teilungsfahigen Stadium. Erst im Bakteroidstadium
sind sie in der Lage, Stickstoff zu fixieren. Da dies ein
sehr energieaufwendiger Prozess ist, missen sie von
der Pflanze mit Kohlenstoffverbindungen versorgt
werden. Eine funktionierende Symbiose erfordert
eine komplizierte Feinabstimmung zwischen der
Pflanze und dem Bakterium. Durch die Erforschung
der Genaktivitat in Pflanze und Bakterium wéahrend
der Symbiose werden Gene identifiziert, die fur diese
Abstimmung von Bedeutung sind. Hierbei ist die
Mikroarray-Technik von groRer Bedeutung, da sie
eine globale Analyse der Genaktivitéten erlaubt. So
wurde durch Mikroarray-Experimente gezeigt, dass
sich die Genaktivitat von freilebenden Bakterien und
Bakteroiden drastisch unterscheidet.

Hochschuldozentin Dr. Anke Becker studierte Biologie an der
Universitat Bielefeld und promovierte 1994 mit einem Thema aus

m Ausblick

Die Transkriptomik-Abteilung der Zentralen Einheit
fur Genomforschung an der Universitat Bielefeld
hat nach ihrer Griindung im Jahr 1999 ihren Platz in
der Genomforschungslandschaft gefunden. Bei der
Grundung haben die angewendeten Techniken
noch wenig Beachtung gefunden. Dies hat sich in
den letzten Jahren gedndert. Durch die Vielseitigkeit
der Anwendungsmoglichkeiten der Mikroarray-
Technik und die steigende Zuverlassigkeit der
Methoden werden die Mdglichkeiten der Trans-
kriptomforschung von vielen Arbeitsgruppen in den
verschiedensten Forschungsgebieten genutzt. Die
Mikroarray-Technik hat mittlerweile die Grenzen
einer Technik, die zunéchst nur in der Grundlagen-
forschung eingesetzt wurde, tUberschritten und wird
bereits an vielen Stellen zur Diagnostik im Lebens-
mittelbereich, in der Umwelttechnik und der Medizin
eingesetzt.

| —

dem Gebiet der bakteriellen Polysaccharidproduktion. Im Jahr 2000
erfolgte die Habilitation. Zur Zeit leitet sie die Transkriptomik-
Abteilung der Zentralen Einheit flr Genomforschung und die
Transkriptomik Nachwuchsgruppe am Institut fir Genomforschung.
Ihre Arbeitsgruppe beschéftigt sich vor allem mit der funktionellen
Analyse des Genoms des symbiontischen Modell-Bakteriums
Sinorhizobium meliloti. Ein weiterer Schwerpunkt liegt auf der
Entwicklung von Methoden in der Transkriptomforschung.

Forschung an der Universitat Bielefeld 26/2003
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Mit der Sequenzierung ganzer Genome
liegt das Buch auf dem Tisch —
nun missen wir lernen, es zu lesen.

Karsten Niehaus

Fakultat fur Biologie

Wie wird aus einem Samenkorn eine Pflanze, die wéchst,
bliiht und erneut Samen produziert? Wie richtet die
Pflanze ihre Blatter zum Licht aus und bildet langere
Wurzeln auf trockenerem Boden? Wie erkennt eine
Pflanze den Befall durch krankheitserregende Bakterien
und unterscheidet diese von nitzlichen Bakterien?

Die Entschlusselung des Erbguts verspricht einen Zugang
zur Beantwortung dieser Fragen. Wie die einzelnen Worte
einer Sprache, sind die Gene, die das Erbgut bilden, die
L.Informationseinheiten* der Zelle. Und so wie sich ein
Satz nur durch das Zusammenspiel seiner Worter erklart,
erklaren sich die komplexen Leistungen eines Lebewesens
durch das Zusammenspiel seiner Gene. Der genetische
Code wird jedoch zunachst in EiweiRe (Proteine) tber-
setzt, ein Vorgang, den man mit dem Dechiffrieren einer
Nachricht vergleichen kdnnte.

18

Proteomforschung: Vom Gen zur Funktion

Die Erbinformation besteht, wie zum
50-jahrigen Jubilaum der Entschlis-
selung der DNA-Struktur durch alle
Medien geht, aus einem Code von nur
vier ,,Buchstaben*. Fir einige Organis-
men wurde die gesamte Erbinformation,
bestehend aus einigen Millionen Buch-
staben, entschlisselt. Die Gesamtheit
dieser Information wird als Genom
bezeichnet. Wie aber wird dieser Code
umgesetzt in die Vielfalt der uns
bekannten Natur? Wie wird mit Hilfe
dieser vier Buchstaben die Form einer
Schnecke, die GroRRe eines Baumes
oder unsere Augenfarbe festgelegt?
Diese Fragen sind nicht gelost,

aber einen ersten Hinweis auf ihre
Beantwortung bekommen wir, wenn
wir dem Informationsfluss in der Zelle
folgen.

m Ein Gen - Ein Protein — Eine Funktion?

Von definierten Genen werden in der Zelle Ab-
schriften, so genannte Boten-(messenger-) RNAs,
erstellt. Dieser Vorgang wird als Transkription be-
zeichnet. Die Gesamtheit aller zu einem definierten
Zeitpunkt vorhandenen mRNAs bildet das so
genannte Transkriptom. Wahrend das Genom uns
sagt, welche Gene in einem Organismus vorhanden
sind, zeigt das Transkriptom, welche Gene gerade
aktiv sind. Die mRNAs konnen in Proteine Ubersetzt
werden, ein Vorgang der als Translation bezeichnet
wird, da hier der Vier-Buchstaben-Code der Nuklein-
sduren in die Aminosauren der Proteine Ubersetzt
wird. Proteine geben der Zelle ihre Struktur und
bewirken alle Stoffwechselvorgédnge. Atmung,
Photosynthese, Bewegung; jeder dieser Vorgéange
wird direkt durch Proteine (Enzyme) verursacht.

Die Gesamtheit der Proteine bildet das Proteom.
Stoffwechsel ist an kleine organische Verbindungen,
die Metabolite, gebunden. Entsprechend den
vorgehenden Definitionen wird die Gesamtheit aller
Metabolite als Metabolom bezeichnet (Abbildung 1).
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Das Proteom ist fiir das Verstandnis der Lebens-
vorgange von besonderem Interesse. Biologische
Funktionen, wie Zellteilung, Differenzierung oder
spezifische Reaktionen auf die Umwelt, erfordern
komplexe ,,Anpassungsleistungen‘ der einzelnen
Zelle. Solche Anpassungsleistungen sind haufig mit
einer Anderung in der Proteinausstattung und/oder
Proteinmodifikation sowie Proteinlokalisation in einer
Zelle verbunden. So haben sekretierte Proteine in
aller Regel andere Aufgaben und Eigenschaften als
solche, die sich im Zellkern finden, und diese unter-
scheiden sich von denen, die zum Beispiel in die dem
Stoffwechsel der Zelle dienenden Mitochondrien
transportiert werden. Darlber hinaus kommt es im
Rahmen einer Aktivierung spezifischer Protein-
funktionen zu einer chemischen Veranderung des
betreffenden Proteins. Beispielsweise kann ein
durch Phosphorylierung (Ubertragung so genannter
Phosphatgruppen) modifiziertes Protein aus dem
Cytoplasma (der flissigen Grundsubstanz innerhalb
der Zellmembran) in den Zellkern wandern und dort
die Aktivitat verschiedener Gene stimulieren. Ziel der
Proteomforschung ist es, die Gesamtheit aller Proteine
und ihrer Modifikationen zu erfassen. Da die Loka-
lisierung in der Zelle mit der Funktion korreliert
werden kann, sind auch Daten zur Proteinlokalisation
von steigendem Interesse.

Bakterien enthalten einige tausend Proteine, je
nach Art und der Wachstumsphase, in der sie sich
befinden. Dies entspricht in etwa der Zahl der Gene,
die fur Proteine kodieren (ca. 3000 bis 12000). In
Eukaryonten (Pflanzen, Tiere) spielt neben der
hoéheren Zahl der Gene (ca. 12000 bis 40000), ein
differentielles Bearbeiten der mRNA und eine hohe
Variabilitat in der Modifikation von Proteinen eine
groRRe Rolle. Ein um wenige Aminosauren verkirztes,
mit einer Phosphatgruppe oder einem Zuckerrest
(Oligosaccharid) modifiziertes Protein kann so
aktiviert werden oder eine neue Funktion erhalten.
Modifizierte Proteine muissen daher als ,,eigen-
sténdige** Proteine betrachtet werden. In Bakterien
werden so aus 3000 proteinkodierenden Genen
unter Umsténden 4000 verschiedene Proteine. Beim
Menschen mit seinen ca. 35 000 Genen wird heute
von bis zu einer Million Proteinen ausgegangen.

m Technologie und Technik: Proteomanalyse

Ziel der Proteomanalyse ist es, moglichst viele Pro-
teine einer Zelle oder eines Organismus zu identi-
fizieren und ihre quantitativen Veréanderungen sowie
Modifikationen zu erfassen. Dieser neue und ganz-
heitliche Anspruch zielt auf ein Verstandnis der
Zusammenhénge ab. Der oft als reduktionistisch

Forschung an der Universitat Bielefeld 26/2003
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Abbildung 1: Wie wird die Erbinformation realisiert? Von definier-
ten Genen auf der DNA werden Abschriften (mRNA) erstellt, die in
Proteine Ubersetzt werden kénnen. Wenn es sich bei den Proteinen

um Enzyme handelt, kdnnen diese den Umsatz von Metaboliten

katalysieren. Die jeweilige Gesamtheit der DNA, mRNA, Proteine
und Metabolite wird als Genom, Transkriptom, Proteom und Meta-
bolom bezeichnet. Es handelt sich jedoch nicht um einen linearen

Informationsfluss von der DNA zu den folgenden Ebenen, son-

dern um ein vielfach rickgekoppeltes Netzwerk, in dem keine der

Ebenen unabhéngig von den anderen agiert.

angesehene Ansatz der Molekularbiologie findet hier
zu einer Ubergeordneten Betrachtungsweise der bio-
logischen Vorgange zurtck.

Technisch betrachtet kann der Ablauf einer
Proteomanalyse in drei Schritte unterteilt werden: i.)
Die Proteinisolierung, ii.) die Trennung der einzelnen
Proteine und iii.) ihre Identifikation. Um das Proteom
von Bakterien und Pflanzen zu untersuchen, wurde
in Bielefeld eine Arbeitsgruppe fur Proteomforschung
aufgebaut. Dies geschah zunéchst am Lehrstuhl fir
Genetik, dann im Rahmen der DFG-Initiative ,,Bio-
informatik und Genomforschung*. Alle erforder-
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lichen Techniken konnten erfolgreich implementiert
werden. Wéhrend die Proteinisolierung relativ ein-
fach ist, stellt die Trennung eines Proteingemisches
hohe Anforderungen an die verwendete Technik. Fur
die meisten Analysen wird die zweidimensionale
Gelelektrophorese (2D-Gel) verwendet, die Proteine
nach ihrer Ladung und der Masse trennt. Durch
Anfarbung werden die getrennten Proteine sichtbar
gemacht (Abbildung 2). Haufig werden diese Experi-
mente differentiell angelegt. So wird zum Beispiel
das Proteom einer Bakterienkultur unter optimalen
Bedingungen wachsend mit dem der gleichen Kultur
unter Stressbedingungen verglichen. Proteine, die
nur unter Stress gebildet werden, kdnnten mit einer
Anpassung an diese Bedingung korreliert sein. Findet
man solche Proteine in 2D-Gelen, ist der nachste
Schritt ihre Identifikation. Dazu werden die Proteine
mit proteinspaltenden Enzymen (in der Regel Trypsin)
in definierte Bruchstiicke (Peptide) zerlegt. Die GroRe
der Peptide — oder genauer gesagt deren Masse —
dient dabei als ,,Fingerabdruck* des betreffenden
Proteins. Die Masse der Peptide wird mit Hilfe der
Massenspektrometrie bestimmt. Bereits vor drei
Jahren konnte in Bielefeld ein Massenspektrometer
vom Typ Bruker Biflex Il beschafft werden, das kiirz-
lich durch ein Bruker ultraflex ergénzt wurde. Die mit
den Massenspektrometern erstellten Peptidmassen-
listen werden mit den aus den Genomdaten vorher-

z.B. Zell-

kultur ;-"Hf{ 2D-Elektrophorese

Datenbank: Suche und
Identifikation der Proteine
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Abbildung 2: Auftrennung und Nachweis von
Proteinen durch zweidimensionale Gelelektrophorese
(2D-Gel). Die Proteine werden nach ihrer Ladung
(horizontal) und ihrer Masse (vertikal) getrennt. Jeder
,.Fleck* entspricht dabei einem Protein. Bei dem hier
gezeigten Beispiel handelt es sich um Proteine, die
von dem phytopathogenen Bakterium Xanthomonas
in die Umwelt abgegeben werden.

gesagten Peptidmassen aller Gene des Organismus ver-
glichen. Stimmen die gemessenen und vorhergesagten
Peptidmassen Uberein, sind das Protein und sein korrespon-
dierendes Gen identifiziert (Abbildung 3). Zur Identifikation
von Proteinmodifikationen und fiir die Bestimmung kurzer
Abschnitte der Aminosauresequenz von Proteinen ist ein
weiteres Massenspektrometer (Thermo Finnigan LCQ deca)
vorhanden.

,,spot picking* Abbildung 3: Ablauf eines
Proteom-Experiments. Der

™ erste Schritt der Analyse
EEE besteht aus der Extraktion
EE der Proteine. Da Bakterien

einige 1000, hohere Orga-

nismen wie Pflanzen und

Tiere viele 10000 verschie-
Verdau durch  dene Proteine besitzen,

Trypsin missen diese vor einer
Identifizierung zunachst
getrennt werden. Dazu dient
) die zweidimensionale Gel-
Massenspektrometrie

elektrophorese (2D-Gel).
Die getrennten Proteine
werden durch Farbung
sichtbar gemacht. In dieser
,.Landkarte der Proteine*
kann nach Auffalligkeiten
gesucht werden, zum Bei-

spiel nach solchen Proteinen, die nur bei Stress auftreten. Um herauszufinden, um welche Proteine es sich handelt, werden diese
aus dem Gel ausgeschnitten und in Bruchstiicke zerlegt. Die GréRe der Bruchstiicke wird mit einem Massenspektrometer
bestimmt. Das Muster dieser Bruchstiicke ist charakteristisch fir das betreffende Protein. Mit Hilfe von Computern kann so das

Protein identifiziert werden.
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m Wie kommunizieren Bakterien mit Pflanzen?

Wissenschaftliches Ziel der Arbeiten innerhalb der
Arbeitsgruppe ist die Aufklarung der molekularen
Mechanismen fir die Erkennung von pathogenen
wie symbiontischen Bakterien durch Pflanzen.

Als wesentliche Elemente dieser Erkennung sollen
Signhalmolekile und Komponenten der pflanzlichen
Signaliibermittlung identifiziert werden. In Analogie
zur Entwicklung neuer Medikamente kdnnten
Komponenten der pflanzlichen Signalibermittlung
auch Angriffspunkte neuartiger Pflanzenbehand-
lungsmittel sein. Die Entscheidung der Pflanze fir
Kooperation oder Abwehr wird in der extrazellu-
laren Matrix von Bakterium und Pflanze initiiert und
spater auch dort manifestiert. Die molekularen
Mechanismen der Pathogen-Symbiont-Erkennung
sind an aulerzellulare Proteine und Membran-
proteine gebunden.

Das pflanzenpathogene Bakterium Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xcc) ist der Erreger der
Schwarzaderfaule an der Wirtspflanze WeiRkohl
(Brassica oleracea) und I6st am Nichtwirt Paprika
(Capsicum spp.) Abwehrreaktionen aus (Abbildung
4). Langfristiges Ziel dieses Vorhabens ist es,
Virulenzfaktoren des Bakteriums zu identifizieren.
Auf Grundlage der genomischen Sequenz von Xcc
werden die ausgeschiedenen Proteine iber den
Proteom-Ansatz bestimmt. Bisher konnten schon 70
sekretierte Proteine identifiziert werden (Abbildung
2). Unter diesen Proteinen fanden sich drei, die die
Abwehr der Pflanze induzieren. Von besonderem
Interesse sind differentiell — also nur in Gegenwart
der Wirtspflanze — sekretierte Proteine. Gene, die
fur solche Proteine kodieren, sollen durch genetische
Veranderung ausgeschaltet werden, um Virulenz-
faktoren zu identifizieren, die fur die Interaktion mit
der Wirtspflanze essentiell sind.

Host plant

,.black rot*
Brassica oleracea

Non-host plant

ik

,.hypersensitive response*
Capsicum annuum

Abbildung 4: Interaktion des phytopathogenen Bakteriums Xanthomonas campestris

pv. campestris mit Wirts- und Nichtwirtspflanzen. X. campestris pv. campestris kann auf
Petrischalen mit einem festen Medium angezogen werden (Bildmitte). Die Bakterien
erzeugen hier eine gro3e Menge eines gelben Schleims, der in der Lebensmittelindustrie
als Verdickungsmittel in SalatsolRen oder anderen Zubereitungen verwendet wird. Bei
einer Infektion von Wirtspflanzen (links) kommt es zur Ausbreitung der Bakterien und
zum Absterben der Pflanze. Die Krankheit wird als Schwarzaderfaule bezeichnet. Nicht-
Wirtspflanzen wie die Paprika (rechts) reagieren auf eine Infektion mit Pflanzenabwehr.
Es kommt nicht zur Erkrankung. Wissenschaftlich wie wirtschaftlich interessant

ist hier die Frage nach den Mechanismen der Erkennung von Pflanze und Bakterium.

Forschung an der Universitat Bielefeld 26/2003
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Das zweite bearbeitete Modell ist die Symbiose
zwischen dem Bodenbakterium Sinorhizobium
meliloti und der Wirtspflanze Medicago truncatula
(Abbildung 5). Hier handelt es sich um ein fur
Bakterien und Pflanze nutzliches Zusammenleben.
Die Bakterien erhalten von der Pflanze Kohlen-
hydrate und geben gebundenen Stickstoff an die
Pflanze ab. Zu Beginn der Symbiose infizieren die
Bakterien die Wurzel und induzieren die Bildung
eines neuen Organs, des so genannten Wurzelknoll-
chens. Hier infiziert S. meliloti die Pflanzenzellen,
ohne die Abwehr der Pflanze zu stimulieren. Auch in
diesem Forschungsvorhaben werden die vom Bakte-
rium sekretierten Proteine untersucht. Erste Resultate
zeigen, dass die symbiontischen Bakterien im Unter-
schied zum Pathogen weniger ,,aggressive** Enzyme
abgeben. Es finden sich jedoch auch viele Proteine
mit bislang unbekannter Funktion. Vergleichend wird
dazu auch das Proteom der pflanzlichen Zellwand
untersucht. Hier zeigt sich, dass die Zellwand ein
sehr dynamischer Raum ist, der fir die Interaktion
mit symbiontischen wie pathogenen Bakterien von
besonderer Bedeutung ist.

Abbildung 5: Die Sinorhizobium-meliloti-Medicago-
truncatula-Symbiose. Mikroskopischer Schnitt durch
infiziertes Pflanzengewebe. In den pflanzlichen Zellen
finden sich hunderte von eingedrungenen Baktereien
(dunkle Stébchen). Offensichtlich kommt es jedoch nicht
zur Schéadigung der Pflanze. Im Unterschied zur Interaktion
mit einem Krankheitserreger ist die Symbiose zwischen
Rhizobien und ihren Wirtspflanzen fur beide Partner
natzlich. Die Pflanze liefert den Bakterien energiereiche
Néahrstoffe, wahrend die Bakterien die Pflanze mit
fixiertem Stickstoff versorgen.

Das Verhalten einer Zelle lasst sich also nur als
regulatorisches Netzwerk aus allen Komponenten der
verschiedenen Ebenen der Gene, mMRNAs, Proteine,
Metabolite und der Zell-Struktur begreifen. Dies ist
der Ansatz der Systembiologie. Die grof3en Fortschritte
in der Bioinformatik erlauben es, die Resultate der
einzelnen Disziplinen zu verkntpfen. Dadurch ent-
steht gerade ein neues Bild der Zelle.

Hochschuldozent

Dr. Karsten Niehaus
studierte Biologie in
KoéIn und Bielefeld und
habilitierte sich 1999 in
Zellbiologie und Genetik.
Seine Forschungs-
schwerpunkte sind die
molekularen Grundlagen
der Bakterien-Pflanzen
Erkennung. Seit 2001
werden diese Arbeiten
durch den Aufbau der
,.DFG-Nachwuchsgruppe
fir Proteomforschung*
erweitert.
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Stickstoff aus der Luft gegriffen

Die Entschlisselung des Genoms Stickstoff ist in der Luft mit einem
von Sinohizobium meliloti ertffnet Anteil von 79 Prozent reichlich vor-
neue Forschungsrichtungen handen, jedoch ist er in dieser moleku-

laren Form fiir Tiere und Pflanzen nicht
verwertbar. Pflanzen aus der Familie
der Schmetterlingsblitler (zum Beispiel

Stefan Weidner Bohnen, Erdnusse, Klee und Luzerne)
besitzen h&ufig symbiontische
Fakultat fur Biologie Bakterien, die Stickstoff aus der Luft

binden und den Pflanzen in Form von
Ammonium verfliigbar machen. Eines
dieser symbiontischen Bakterien ist
Sinohizobium meliloti. Seine voll-
standige DNA-Sequenz wurde im Jahr
2001 entschlisselt. Dies ertffnete die
Mdoglichkeit, gezielte gentechnische
Veranderungen vorzunehmen und
dessen Auswirkungen auf die Gesamt-
heit aller Gene und Proteine von

S. meliloti untersuchen zu kdnnen.

Abbildung 1: Stickstoff-Fixierung
von Sinorhizobium meliloti in
Symbiose mit Luzerne. Zieht man
Luzerne in einem stickstoffarmen
Boden an (rechte Pflanze), so ist
ihr Wuchs sehr kiimmerlich.
Versetzt man den Boden jedoch
mit S. meliloti-Bakterien, wachst
die Pflanze deutlich besser.

S. meliloti und Luzerne gehen eine
Symbiose ein, in deren Verlauf es
zur Bildung von Wurzelknéllchen
kommt. In den Kndllchen leben die
S. meliloti-Bakterien und fixieren
Stickstoff aus der Luft, den sie den
Pflanzen in Form vom Ammonium
verfligbar machen.
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m Stickstoff-Fixierung in der Symbiose

Fast jeder kennt den Stickstoff-Kreislauf zwischen
Atmosphére und Boden aus dem Biologie-Unterricht.
Der groRte Teil des in den Boden eingebrachten
Stickstoffs wird biologisch im Boden fixiert (ca.

140 Mio t pro Jahr), entweder durch freilebende
oder mit Pflanzen in Symbiose lebende Mikro-
organismen. Erstaunlich ist, dass dies bei normaler
Umgebungstemperatur und Normaldruck geschieht,
denn die industrielle Ammoniak-Synthese nach dem
Haber-Bosch-Verfahren erfolgt katalytisch bei 500°C
und 200 bar. Besonders symbiontische Bakterien
(Rhizobien) tragen mit ca. 300 kg Stickstoff pro
Hektar und Jahr enorm zur Stickstoff-Fixierung bei.
Rhizobien kdnnen mit Pflanzen aus der Familie der
Schmetterlingsblitler (Leguminosen) eine Symbiose
eingehen, in deren Verlauf es zur Ausbildung von
Waurzelknollchen kommt, in denen die Bakterien

den molekularen Stickstoff aus der Luft fixieren und
den Pflanzen als Ammoniak verfigbar machen
(Abbildung 1). Der so fixierte Stickstoff wird von der
Pflanze fir die Bildung von Nukleinséuren, Proteinen
und Vitaminen bendtigt. Die Bakterien werden im
Gegenzug in den Wurzelkndlichen von der Pflanze
mit Kohlenhydraten versorgt. Leguminosen gedeihen
aufgrund dieser symbiontischen Stickstoff-Fixierung
h&ufig auch auf kargen Boden. Die Bedeutung der
Leguminosen fir die Erndhrung der Weltbevélkerung
ist enorm, denn zu dieser Pflanzen-Familie gehdren
Koérner-Leguminosen wie Sojabohne, Erbse, Bohne,
Linse oder Erdnuss und Futter-Leguminosen wie Klee
und Luzerne. Es ist daher nicht verwunderlich, dass
diese Bakterien-Pflanzen-Interaktion seit vielen
Jahren erforscht wird, wobei die Symbiose zwischen
S. meliloti und Luzerne (Medicago truncatula) mittler-
weile als Modellsystem gilt. Da die Entschlisselung
des Erbguts (Genom) von Bakterien gut etabliert

ist, war die vollstandige Sequenzierung des Genoms
von S. meliloti ein konsequenter néchster Schritt
(Abbildung 2).

m Das S. meliloti-Genomprojekt

Das Genom von Bakterien besteht meist nur aus
einem ringférmigen Chromosom und evtl. aus
kleineren, zusétzlichen, ringformigen DNA-Mole-
kilen, die als Plasmide bezeichnet werden und die
fUr das Bakterium nicht lebensnotwendig sind.

Das Genom von S. meliloti besteht dagegen aus

drei groRen DNA-Molekulen: dem eigentlichen
ringférmigen Chromosom und zwei als Megaplasmid
pSymA und Megaplasmid pSymB bezeichneten

DNA-Molekilen (Abbildung 2). Das Chromosom hat
eine Grofe von 3,65 Megabasen (Mb) und liegt da-
mit in der gleichen GréRenordnung, wie man es von
anderen Bakterien kennt. Das Megaplasmid pSymA
hat eine GroRRe von 1,35 Mb und das Megaplasmid
pSymB eine Grofie von 1,68 Mb. Entsprechend die-
ser Dreiteilung des Genoms wurde auch das Genom-
Sequenzierungsprojekt durchgefiihrt. Das Chromo-
som wurde im Rahmen eines EU-Projektes unter
Bielefelder Beteiligung sequenziert, die DNA-Sequenz
von Megaplasmid pSymA an der Stanford Universi-
tat (USA) erstellt. Die Etablierung der Sequenz von
Megaplasmid pSymB erfolgte im Rahmen eines
Projektes des Bundesministeriums fir Bildung und
Forschung an der Universitat Bielefeld, wobei ein

Teil der Sequenz auch an der McMaster Universitat
(Kanada) erstellt wurde.

Fur die Sequenzierung ganzer Genome kdnnen
verschiedene Strategien angewandt werden. Da
DNA-Sequenzierung, also das Auslesen der Abfolge
der vier DNA-Bausteine A (Adenin), C (Cytosin), G
(Guanin) und T (Thymin), immer nur in relativ
kurzen Anschnitten erfolgen kann, ist in jedem Fall
eine Unterteilung des zu sequenzierenden DNA-
Molekuls notwendig. Im Falle von S. meliloti kam
eine zweistufige Strategie zur Anwendung, die als
Ordered-Shotgun-Sequenzierung bezeichnet wird.
Zuné&chst wurde das Genom in groR3e Stlicke, in so
genannte BAC-Klone unterteilt. Die Methode bringt
es mit sich, dass man nach dieser Unterteilung nicht
weil3, in welcher Reihenfolge diese BAC-Klone
hintereinander gehdren. Daher ist zunéchst die
richtige Anordnung zu ermitteln. Die BAC-Klone
mussen liickenlos in einem BAC-Contig (contiguous:
angrenzend, einander beriihrend) angeordnet
werden. Eine solche BAC-Contig-Karte des Mega-
plasmids pSymB ist in Abbildung 3 gezeigt. Das
vollstandige Megaplasmid pSymB konnte durch 26
BAC-Klone liickenlos dargestellt werden. AnschlieRend
wird die DNA-Sequenz der einzelnen BAC-Klone
erstellt. Da auch die BAC-Klone fiir die eigentliche
Sequenzierung noch zu groB sind, werden sie
zunachst wiederum in kleine Stiicke, so genannte
Shotgun-Klone, unterteilt, die direkt fir die DNA-
Sequenzierung eingesetzt werden. Folglich wird erst
die Sequenz der einzelnen BAC-Klone ermittelt, um
dann die Sequenzen der BAC-Klone zur Gesamt-
Sequenz zusammen zu setzen. Zwar erscheint diese
Strategie aufwendig, sie hat jedoch den Vorteil,
dass immer grof3e zusammenhangende Bereiche
fertig sequenziert werden. Bei anderen Strategien
entstehen grof3ere Bereiche erst zum Ende der
Sequenzierung.
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S. meliloti

Abbildung 2: Die Symbiose zwischen S. meliloti und Luzerne stellt ein Modellsystem dar, das seit
vielen Jahren erforscht wird. Das Erbgut von S. meliloti besteht aus drei Teilen, dem Chromosom,

dem Megaplasmid pSymA und dem Megaplasmid pSymB. Die DNA-Sequenzen aller drei Molekiile
wurden in einem internationalen Konsortium ermittelt. Der Kreisausschnitt im Hintergrund zeigt einen

Ausschnitt aus der genetischen Karte von pSymB.

m Unterschiedlicher Ursprung
der drei DNA-Molekile von S. meliloti

Ist die DNA-Sequenz eines Genoms ermittelt, mis-
sen die darin verschlisselten Gene identifiziert und
ihnen eine mdgliche Funktion zugewiesen werden.
Dieser als Annotation bezeichnete Prozess erfordert
einen intensiven Einsatz von Software, die von Seiten
der Bioinformatik erstellt wird. Im mehrstufigen

Forschung an der Universitat Bielefeld 26/2003

Annotationsprozess erfolgt zunéchst eine Vorhersage
der Position und Lange moglicher Gene im DNA-
Molekul. Anschliefend werden fir alle potentiellen
Gene beziehungsweise die darin verschlisselten Pro-
teine Funktionsvorschlage auf Basis von Computer-
analysen und Vergleichen mit Datenbanken erstellt.
Letztlich ist jedoch der Wissenschaftler gefragt, die
Funktionsvorschlage zu kontrollieren und die end-
glltige Annotation vorzunehmen.
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Einige allgemeine Eigenschaften der drei DNA-Molekiile von S. meliloti

Eigenschaft Chomosom pSymA pSymB Genom
Lange (bp) 3654135 1354226 1683333 6691694
G+C-Gehalt 62,7% 60,4% 62,4% 62,1%
kodierte Proteine 3341 1293 1570 6204
Waisen-Gene 5% 11,5% 12,3% 8,2%

Die Annotation des Genoms von S. meliloti
brachte einige Uberraschungen mit sich. Einige
Daten der Annotation sind in der Tabelle zusammen-
gefasst. Insgesamt liegen im Genom die Informatio-
nen fir 6204 Proteine vor. Dies ist deutlich mehr als
beispielsweise beim ,,Haustierchen* der Bakterien-
genetiker, dem Darmbakterium Escherichia coli, das
flr 4289 Proteine kodiert. Obwohl mittlerweile das

Im Genom von S. meliloti handelt es sich bei insge-
samt Uber 8 Prozent aller Gene um solche ,Waisen-
Gene*“. Weitere Analysen der drei DNA-Molekule
zeigten, dass sie sich in vielen Eigenschaften vonein-
ander unterscheiden, die teilweise Rickschlisse auf
die Evolution von S. meliloti zulassen. Ein charak-
teristisches Merkmal von DNA ist ihr G+C-Gehalt.
Er gibt an, zu wie viel Prozent die DNA aus den

p3e1d

Genom zahlreicher Bakterien vollstdndig sequenziert
und annotiert wurde, finden sich in neu sequenzier-
ten Genomen immer wieder Gene, die keinerlei Ahn-
lichkeit zu allen bisher bekannten Genen aufweisen.

Bausteinen G und C zusammengesetzt ist. Wie

der Tabelle zu entnehmen ist, unterscheidet sich
das Megaplasmid pSymA von Chromosom und
Megaplasmid pSymB. Auch weitere Charakteristika,

p1ald

Abbildung 3: BAC-Klon-Contig
des Megaplasmids pSymB von

S. meliloti. Der innere Kreis stellt
das Megaplasmid pSymB mit
einigen Genen und Genregionen
dar. AufRen herum sind alle 26 BAC-
Klone gezeigt, die einander
Uberlappen und pSymB luckenlos
abdecken. Die BAC-Klone wurden
einzeln sequenziert und ihre
Sequenzen zur Gesamt-DNA-
Sequenz von Megaplasmid pSymB
zusammengesetzt.

S. meliloti
pSymB
(1,7 Mb)

gopSd
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die hier nicht naher aufgefihrt sind, deuten darauf
hin, dass sich Chromosom und pSymB &hnlicher sind
und das Megaplasmid pSymA einige abweichende
Merkmale aufweist. Die Annotation der Gene hat
ergeben, dass das Chromosom dem eines typischen
Bakteriums entspricht, wie es auch aus anderen
Genomprojekten bekannt ist. Der ,,Erwerb* des
Megaplasmids pSymB hat S. meliloti die Féhigkeit
verliehen, verschiedenste N&hrstoffe, wie sie im
Boden vorkommen, aufnehmen und verwerten

zu kénnen. Weiterhin tragt pSymB die Information
fur die Bildung verschiedener Zuckermolekiile (Poly-
saccharide), die auf der Oberflache der bakteriellen
Zelle angelagert werden und eine entscheidende Rolle
bei der wechselseitigen Erkennung von Bakterium
und Pflanze und bei der Besiedelung der Wurzel-
knollchen spielen. Das andere Megaplasmid, pSymA,
ist dagegen notwendig, damit es Uberhaupt zur
Ausbildung der Symbiose kommen kann. Nahezu alle
Gene, die fur die symbiontische Stickstoff-Fixierung
notwendig sind, liegen auf diesem DNA-Molekiil.
Auch die Fahigkeit, trotz geringerer Verfugbarkeit
von Sauerstoff, im Kndlichen leben und atmen zu
koénnen, verdankt S. meliloti Genen von pSymA. Es
war lange eine ungeklarte Frage, ob S. meliloti fir
das Uberleben tatséchlich auf beide Megaplasmide
angewiesen ist. Experimentell ist es tatsachlich
gelungen, S. meliloti von pSymA zu befreien und
unter Laborbedingungen lebensfahige S. meliloti-
Kulturen zu erhalten. Mit Megaplasmid pSymB ist
dies bisher nicht gelungen. Dies ist jedoch nicht
verwunderlich, da die Annotation gezeigt hat, dass
einige Gene auf pSymB lokalisiert sind, die fur

S. meliloti essentiell sind. Auf pSymA konnten keine
lebensnotwendigen Gene ausgemacht werden.
Vergleicht man diese und weitere Eigenschaften der
drei DNA-Molekdle, lasst sich der Schluss ziehen,
dass zunachst ein Bakterium existierte, das nur ein
Chromosom trug. Im Laufe der Evolution scheint
dieses Bakterium dann das Megaplasmid pSymB
erworben zu haben. Das Megaplasmid pSymA
scheint sich — evolutiv betrachtet — erst vor
,.kUrzerer* Zeit zu den beiden anderen Molekilen
gesellt zu haben.
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m Was kommt nach der Sequenzierung?

Die Verfugbarkeit der vollstandigen Sequenz eines
Genoms eroffnet neue Ansétze zur weiteren For-
schung an S. meliloti. Die Aufklarung der Funktion
und Bedeutung der einzelnen Gene fir bestimmte
Stoffwechselvorgange, bei der symbiontischen
Stickstoff-Fixierung und bei anderen Fragestellungen,
kann nun gerichtet und zielstrebiger vorgenommen
werden. Dank der verfigbaren Sequenz ist man in
der Lage, gezielt einzelne Gene, die laut ihrer
Annotation in den untersuchten Prozess involviert
sein konnten, durch Mutation auszuschalten und
anschlieend die Auswirkungen der Mutation
analysieren zu kénnen. Eine véllig neue Dimension
bekommt die Analyse von S. meliloti durch die
Techniken der Transkriptom- und der Proteom-
analyse (siehe die Beitrage von Anke Becker und
Karsten Niehaus in diesem Heft).

Stefan Weidner studierte Biologie an der
Universitat Bielefeld mit dem Schwerpunkt
Mikrobiologie, Molekularbiologie sowie Genetik.
Nach dem Diplom 1993 promovierte er 1996
ebenfalls in Bielefeld. Er koordinierte Verbund-
projekte des Bundesministeriums fir Bildung
und Forschung und ist Leiter der Arbeitsgruppe
,.-Rhizobien-Genomforschung* am Lehrstuhl
fur Genetik der Universitat Bielefeld. Seit 2003
ist er Geschéftsfihrer des Bielefelder Centrums
fiir Biotechnologie (CeBiTec).
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Bakterien fur die industrielle Produktion

Genomforschung am Beispiel des Aminosauren sind die Bausteine aller
Aminoséuren-produzierenden Bakteriums Proteine. Sie werden entweder vom
Corynebacterium glutamicum Organismus selbst hergestellt oder

miussen als essentielle Aminosauren
mit der Nahrung aufgenommen

Jorn Kalinowski werden. Fir den Menschen sind etwa
zehn der insgesamt 20 Aminoséuren
Fakultat fur Biologie essentiell. Bei Mensch und Tier kommt

der Ausgewogenheit der Mengen der
aufgenommenen Aminoséuren eine be-
sondere Bedeutung zu. Die jeweils in
einer zu geringen Menge aufgenom-
mene Aminosaure begrenzt die Ver-
wertung der tbrigen, im Uberschuss
aufgenommenen Aminoséuren. Dies
fahrt bei der Tierernahrung zu gerin-
geren Masterfolgen und einem Stick-
stoff-Uberschuss in der Giille. Da die
meisten Futtermittel eher unbalancierte
Aminosaure-Zusammensetzungen
haben, wird das Futter in der moder-
nen Tierzucht durch gezielte Zugabe
einzelner, limitierender Aminoséuren
optimiert. Neben der Tiererndhrung
finden Aminosauren Anwendungen als
Grundstoffe fiir chemische Produkte,
pharmazeutische Wirkstoffe
und als Bestandteile von
Infusionslésungen.

Abbildung 3: Das zirkuldre Genom
von C. glutamicum, Stamm ATCC
13032, umfasst etwa 3,28 Millionen
Bausteine (Mb). Die mehr als 3000
Gene, die auf beiden Strangen des
Genoms liegen, sind als rote und
gruine Striche eingezeichnet. Eine
Reihe von wichtigen Genen ist auf
der Innenseite bezeichnet.
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m Die biotechnologische Herstellung
von Aminosauren

Aminosauren werden industriell entweder durch
Aufarbeitung von Eiweil3-haltigen Abfallen (z.B. Tier-
kadaver, Federn, Haare), durch chemische Synthese
oder mit Hilfe biotechnologischer Verfahren herge-
stellt. Dabei hat die biotechnologische Produktion
unter modernen Produktionsgesichtspunkten (Risiko-
potential von Tierprodukten, Umweltschutz, Nach-

haltigkeit) die weitaus besten Entwicklungsaussichten.

In diesen biotechnologischen Verfahren wird die
Fahigkeit bestimmter Mikroorganismen genutzt, aus
einfachen Rohstoffen wie Zuckern und Salzen
hochwertige Aminosauren in grofen Mengen und
ausschlief3lich in ihrer biologisch verwertbaren Form
zu produzieren. Fir diese Produktionsprozesse ist
neben dem ,,Haustier** der Biotechnologie, E. coli,
vor allem auch das Bodenbakterium Corynebacterium
glutamicum geeignet, das bereits als Wildstamm die
Aminosaure Glutaminsdure ausscheidet. Durch
Mutagenese- und Selektionsverfahren konnten auch
C. glutamicum-Stamme fiir die Produktion einer
Reihe anderer, wirtschaftlich bedeutsamer Amino-
séuren entwickelt werden.

Diese Produktionsprozesse, Fermentationen
genannt, laufen in groRen Kesseln (Fermentern) bis
zum Malfistab von mehreren hundert Kubikmetern
ab (Abbildung 1). Auf diese Weise wird der Welt-
markt von zur Zeit mehr als zwei Millionen Tonnen
Aminosauren jéhrlich zum groften Teil von fermen-
tativ gewonnenen Aminosauren abgedeckt.

Abbildung 1: Eine
industrielle Produktions-
anlage fur Aminosauren.
Hier produzieren Mikro-
organismen in grof3en
Ruhrkesseln (Fermentern)
Aminosauren im Tonnen-
Malstab. Gezeigt ist eine
Reihe von Vor- (obere
Reihe) und Hauptkultur-
Fermentern (untere Reihe)
und das komplexe Netz-
werk von Zuleitungs-
rohren, Uber die die
Mikroorganismen mit
Nahrstoffen versorgt
werden.

m Der Produktionsorganismus
Corynebacterium glutamicum

Der wirtschaftlich bedeutendste Mikroorganismus fur
die Aminosaure-Produktion ist das harmlose Boden-
bakterium Corynebacterium glutamicum (Abbildung
2), das in den Funfzigerjahren des vergangenen Jahr-
hunderts zuerst in Japan entdeckt und bald danach
bereits industriell eingesetzt wurde. C. glutamicum
zeichnet sich neben seiner Eigenschaft, Aminosauren
in grofen Mengen in das die Zellen umgebende
Nahrmedium auszuscheiden, vor allem durch sein
schnelles Wachstum und seine geringen Anspriiche
an die Qualitat der dazu benétigten Nahrstoffe aus.
Daher kénnen zur Produktion von hochwertigen
Aminoséuren zum Beispiel Abfallstoffe aus der
Zuckerindustrie wie Melasse oder Maisquellwasser
eingesetzt werden. Da der Produktionsorganismus
die Klassifikation GRAS (,,generally regarded as
safe“) besitzt, kann er nach Hitzebehandlung zur
Abtdtung der Zellen im Produkt verbleiben und
seine Biomasse mit verfittert werden. Dies fihrt zu
ausgesprochen kostengiinstigen und abfallarmen
Produktionsprozessen.

Um den Produktionsstamm in Bezug auf seine
Aminosaure-Produktivitat zu optimieren, wird
normalerweise die Methode des Mutanten-
,»Screenings® angewendet, bei der Bakterien zunachst
mit Chemikalien oder UV-Bestrahlung ,,mutagenisiert*
(zum Mutieren gebracht) und danach die Mutanten
auf verbesserte Produktionseigenschaften gepruft
werden. In der Vergangenheit konnten so durch
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Abbildung 2: Elektronenmikroskopische
Aufnahme von Bakterien der Art
Corynebacterium glutamicum (500-fache
VergréRerung).

multiple Mutagenese-Runden sehr effiziente C.-glu-
tamicum-Stdmme erzeugt werden, die im Verlauf
einer typischen Fermentation (48 bis 96 Stunden)
mehr als 100 Gramm einer reinen Aminosaure je
Liter Nahrmedium produzieren konnten. Die ver-
wendeten Mutagenese-Prozeduren haben allerdings
den Nachteil, dass sich hier im Laufe der Stamment-
wicklung neben den produktionsférdernden Muta-
tionen auch solche anhaufen, die das Wachstum des
Produktionsstamms negativ beeinflussen. Um hier
Abhilfe zu schaffen, bietet es sich an, mit Hilfe der
Gentechnik nur die produktionsférdernden Muta-
tionen auf ein Wildtyp-Bakterium zu tbertragen, um
so eine optimale Verbindung von guten Wachstums-
und Produktionseigenschaften zu erzeugen.

Geeignete gentechnische Methoden fir die Uber-
tragung genetischer Informationen in C. glutamicum
wurden seit 1985 am Lehrstuhl fiir Genetik der Uni-
versitét Bielefeld entscheidend mitentwickelt. Erst-
malig wurden hier Verfahren flr den gezielten Gen-
austausch oder die gezielte Entfernung beliebiger
Geninformation aus dem Erbgut von C. glutamicum
entwickelt. Mit Hilfe der entwickelten Methoden
wurde eine Reihe von Genen analysiert, die zum
Beispiel fur die Produktion der Aminosaure Lysin
von entscheidender Bedeutung sind (Puhler und
Kalinowski, 1995).

m Das C.- glutamicum-Genomprojekt

Der Ansatz, fur die Aminosaureproduktion relevante
Gene einzeln zu suchen und zu analysieren, erfahrt
in Untersuchungen der gesamten Geninformation
(Genom) des Produktionsorganismus eine entschei-

Forschung an der Universitat Bielefeld 26/2003

dende Weiterentwicklung. Solche Analysen gesamter
Genome mit mehreren Millionen Bausteinen sind,
gestutzt auf technische Fortentwicklungen bei den
Analysegeraten und der Computersoftware, seit
etwa zehn Jahren mdéglich und heutzutage auf dem
Weg, eine Standard-Technologie zu werden.

Die Entschlisselung des C.-glutamicum-Genoms
war aufgrund der besonderen wirtschaftlichen Bedeu-
tung dabei natirlich ein vorrangiges Ziel. Erwartet
wurde, mittels Computer-Unterstiitzung neue Gene
zu identifizieren, die fir die Aminosaureproduktion
wichtig sind, und diese zu patentieren. Es kam dabei
zu einem ,,Wettrennen* mehrerer Konkurrenz-
projekte, die von japanischen, amerikanischen und
deutschen Industrieunternehmen finanziert wurden.
Eines der Projekte wurde in Bielefeld koordiniert und
von der Degussa AG finanziert.

Das C.-glutamicum-Genom umfasst etwa 3,28
Millionen Bausteine (Abbildung 3, siehe Seite 29).

Es konnten mit Hilfe computergestiitzter Auswertungs-
verfahren Gber 3000 Gene identifiziert werden. Zur
weiteren Auswertung und zur Funktionsvorhersage
dieser Gene wurden in Bielefeld eigene Computer-
programme entwickelt, die sowohl hochwertige
Analyseprogramme bereitstellen als auch aktuellen
Vorort-Zugriff auf die weltweit verteilten Gendaten-
banken ermdglichen. Die Integration aller Daten

aus diesen Analysen liefert eine Basis von Uberragen-
der Bedeutung sowohl fiir die molekularbiologische
Forschung an C. glutamicum als auch fiir die Rekon-
struktion des Stoffwechsels zur Identifizierung
produktionsrelevanter Gene (Kalinowski et al., 2003).

Mit Hilfe dieser Analysen lieRen sich fir eine
Reihe von Genen Funktionsvorhersagen machen, die
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Abbildung 4: Analyse der C.-glutamicum-
Genomsequenz mit der in Bielefeld entwickelten
Bioinformatik-Software GenDB. Gezeigt sind die
Darstellungen der Gene und der DNA- bzw.
Protein-Sequenzen (Hintergrund) sowie die
Vorhersage der im Lysin-Stoffwechsel gefundenen
Funktionen (Vordergrund).
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eine Beteiligung an der Synthese oder am Transport
von Aminosauren nahelegen (Abbildung 4). Solche
,.Kandidatengene* wurden dann fir die detaillierte
Funktionsuntersuchung ausgewahlt und mit den
bereits erwéhnten gentechnischen Methoden
C.-glutamicum-Stdmme hergestellt, in denen das
Gen entweder entfernt oder die Genfunktion ver-
starkt wurde. Durch den Vergleich dieser Mutanten
mit dem Ausgangsstamm in Bezug auf die Amino-
saureproduktion konnten aus der Schar der Kandida-
ten diejenigen Gene ausgewadhlt werden, die tatsich-
lich von besonderer Bedeutung fur die Aminosaure-
produktion sind. Es wird erwartet, dass die optimale
Kombination dieser Gene die fermentative Amino-
saureproduktion in den néchsten Jahren in die Nahe
des theoretischen Maximums bringt.
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Neue Perspektiven zum Verstandnis
der Welkekrankheit der Tomate

Karl-Heinz Gartemann
und Rudolf Eichenlaub

Fakultat fur Biologie

Die Tomate gehort wie Kartoffel, Aubergine und
Paprika zu den landwirtschaftlich bedeutenden und
in groBem MafRstab angebauten Nachtschatten-
gewdchsen. In kiihlen und feuchten Anbaugebieten
herrschen bei Nachtschattengewéchsen durch Pilze
hervorgerufene Krankheiten vor. Ein Beispiel ist die
Krautfaule der Kartoffel, verursacht durch den Pilz

Forschung an der Universitat Bielefeld 26/2003

Das Genomprojekt Clavibacter michiganensis

Wie bei Mensch und Tier treten auch
bei Pflanzen Krankheiten auf, die von
Bakterien, Viren oder Pilzen hervor-
gerufen werden. Im Falle der Tomate
ist dies beispielsweise die bakterielle
Welkekrankheit, die durch das
Bakterium Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis ausgeldst wird.
Diese Krankheit kann bis zum
Absterben der Tomatenpflanze fuhren.
Die Aufklarung der Mechanismen

auf molekularer Ebene, die flr die
Ausprégung der Welkekrankheit
verantwortlich sind, bildet eine der
Grundlagen zu einer erfolgreichen
Bekampfung der Krankheit oder aber
der Vermeidung einer Infektion.

Abbildung 1: In der Mitte ist eine
normale Tomatenpflanze im Alter
von etwa acht Wochen zu sehen.
Links und rechts Pflanzen, die vier
Wochen vorher mit Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis
infiziert wurden und die Symptome
der Welkekrankheit zeigen, die

bei der rechten Pflanze schon zum
Absterben geflhrt hat.

Phytophthora, die 1842-45 in Irland zur ,,grof3en
Hungersnot* fiihrte. In warmeren, trockeneren
Anbaugebieten dagegen sind auch bakterielle
Erkrankungen bedeutsam, zum Beispiel die Ringfaule
der Kartoffel, die durch das Bakterium Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus verursacht wird.
Ein nah verwandtes Bakterium Clavibacter michi-
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ganensis subsp. michiganensis (Cmm), mit dem wir
an unserem Lehrstuhl seit mehreren Jahren arbeiten,
infiziert Tomaten und verursacht die bakterielle
Welke der Tomate. Beide Pflanzenkrankheiten fiihren
weltweit zu erheblichen Ertragsverlusten in der Land-
wirtschaft, so dass fur beide Erreger in der EU und
vielen anderen Staaten Quarantanebestimmungen
gelten, die eine Verbreitung der Erkrankungen
verhindern sollen, denn eine Bekdmpfung der einmal
ausgebrochenen Krankheit ist bisher nicht moglich,
und es sind auch keine resistenten Tomatensorten
verflgbar.

m Das Krankheitsbild der Tomatenwelke

Abhéngig vom Zeitpunkt und dem Ausmalf3 der
Infektion treten verschiedene typische Symptome an
der Tomate auf (Abbildungen 1 und 2). Cmm besie-
delt nach der Infektion einen Teil des pflanzlichen
GefaRsystems, das Xylem, das fiir den Transport von
Wasser und Néhrsalzen verantwortlich ist (Abbil-
dung 3). Die Bakterien vermehren sich im Xylem und
breiten sich Uber die gesamte Pflanze aus. Allein die
Vermehrung der Bakterien im Xylem fihrt bereits

zu einer geringen WachstumseinbuRe der Pflanze,
die wahrscheinlich durch eine Unterversorgung mit
Wasser in den Blattern und im Sprof3 hervorgerufen
wird.

Die eigentliche Krankheit dagegen auRert sich im
Verwelken der Pflanze, das typischerweise zuerst
einseitig an einem Teil der Fiederblatter eines Blattes
beginnt, wéahrend die gegeniberliegenden Fieder-
blatter noch unbeeinflusst sind. In spéteren Stadien
verlasst Cmm das Xylem und dringt in die umliegen-
den Gewebe ein. Der Stengel der Pflanze kann
aufplatzen, es entstehen so genannte Sprosslasionen,
und die Pflanze stirbt ab. Allerdings kénnen manche
infizierte Pflanzen noch zur Blite kommen und
reife Tomaten ausbilden. Diese Friichte weisen

Abbildung 2: Typische Symptome

der durch Clavibacter ausgelosten charakteristische Flecken (,,bird’s eyes®, Abbildung 1)
Welkekrankheit der Tomate. Oben ein auf, da sie ebenfalls von Cmm infiziert sind. Das
Beispiel der unifacialen Fliederblatt- Bakterium dringt sogar in die Tomatensamen ein, die
welke, in der Mitte eine Sprosslasion somit eine Hauptquelle fiir erneute Infektionen sind.
und im Bild unten infizierte Tomaten- Eine weitere Infektionsquelle sind abgestorbene

friichte, die ,bird’s eyes® aufweisen. Tomatenpflanzen im Boden, in und an denen Cmm

far mehrere Jahre Uberleben kann. Neu angepflanzte
Tomaten werden dann Uber kleine Wunden im Wur-
zel- oder Sprossbereich infiziert (Abbildung 4, siehe
Seite 36). Eine dritte Infektionsquelle ist das
Beschneiden der Tomatenpflanzen, bei dem
Clavibacter durch kontaminierte Werkzeuge
Ubertragen wird.
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freie XylemgefaRe

Xylemgefae mit Clavibacter

Clavibacter

Abbildung 3: Besiedlung des Xylems durch Clavibacter michiganensis. Das Xylem sind Geféf3bahnen, die die ganze Pflanze
durchziehen und hauptséchlich fir den Wassertransport verantwortlich sind. Clavibacter besiedelt das Xylem und nutzt
die GefaRe zur Ausbreitung Uber die Pflanze. Die beiden elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen Xylemgeféal3e im

Querschnitt (rechts) und im Langsschnitt (links).

m Die Virulenzfaktoren des Erregers
der Tomatenwelke

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
besitzt zwei Plasmide, pCM1 und pCM2, ringférmige
DNA-Molekiile, die zusatzlich zum bakteriellen
Chromosom vorhanden sind und keine fir das
Uberleben des Bakteriums essentiellen Gene tragen.
Sie bieten aber oft unter bestimmten Umweltbedin-
gungen einen Uberlebensvorteil, wie zum Beispiel
Plasmide, die Resistenzen gegen Antibiotika tragen.
Diese Plasmide kdnnen unter natirlichen Bedingun-
gen in einem Teil der Bakterienpopulation verloren
gehen. Sie kdnnen aber auch kunstlich im Labor ent-
fernt werden, ohne dass das Bakterium im Wachstum
beeintrachtigt wird. Ein Verlust beider Plasmide fiihrt
zu dem Cmm-Stamm CMM100, der keine Krank-
heitssymptome mehr hervorruft, jedoch die Tomate
effektiv infiziert und besiedelt. Bakterienstamme,

die nur jeweils eines der Plasmide enthalten, zeigen
Symptome, jedoch einen abgeschwéchten Krank-
heitsverlauf. Dementsprechend sollten auf beiden
Plasmiden Gene liegen, deren Genprodukte direkt an
der Auspragung der Welke beteiligt sind.

Um herauszufinden, welche Gene dies sind, bringt
man mit gentechnischen Methoden kirzere DNA-
Fragmente der beiden Plasmide in den Plasmid-freien
Cmm-Stamm CMM100, der keine Welke mehr
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hervorruft. Anschlieend infiziert man im Labor
Tomaten mit diesen Bakterien und untersucht, ob
wieder Welke auftritt. Dies ist der Fall, wenn ein
Gen, dessen Produkt fir die Welkeauspragung not-
wendig ist, auf dem DNA-Fragment vorhanden ist.

Mittels dieser Technik gelang es, zwei Gene zu
identifizieren, die direkt fur die Ausbildung der Welke
verantwortlich sind. Auf dem Plasmid pCM1 ist dies
das Gen fir eine Cellullase, ein Protein, das an der
Zersetzung von Cellulose, die u.a. in pflanzlichen
Zellwanden vorkommt, beteiligt ist. Auf dem zweiten
Plasmid pCM2 wurde ein Gen pat-1 entdeckt, des-
sen genaue Funktion bisher noch unbekannt ist,
dessen Genprodukt aber verwandt mit bestimmten
Proteasen ist, die auch bei Mensch und Tier vor-
kommen.

Werden diese beiden Gene aus dem Krankheits-
erreger entfernt, fuhrt dies zu einem Verlust der
Virulenz (der Ansteckungsféahigkeit). Das Wieder-
einbringen der beiden Gene in den Stamm CMM100
restauriert die Fahigkeit zur Ausbildung der Welke-
krankheit. Die Existenz nicht virulenter Stamme wie
CMM100, die die Tomate kolonisieren, bedeutet,
dass die Gene, die essentiell fuir die erfolgreiche
Infektion und Ausbreitung in der Pflanze sind, nicht
auf den Plasmiden, sondern auf dem Chromosom
liegen.

35



Infektion von Keimlingen
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Uberdauerung im Boden
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Abbildung 4: Der Infektionszyklus von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
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m Die Besiedelung der Pflanze als Voraussetzung
zur Krankheitsauslosung

Das Vorhandensein der beiden Virulenzgene alleine
reicht jedoch noch nicht aus, um die Welkekrankheit
auszuldsen. Die Untersuchung verschiedener Cmm-
Feldisolate aus Israel und den Niederlanden zeigte,
dass einige nicht virulent sind, das heif3t keine Welke
ausltsen, obwonhl sie die Gene fiir eines oder beide

Virulenzgene celA und pat-1 besitzen. Denselben
Phanotyp zeigen im Labor erzeugte Mutanten,
denen eine groRere chromosomale Region von etwa
100000 Basenpaaren, die etwa 100 Gene enthalten
kann, fehlt. Alle diese Stamme sind nicht in der Lage,
die Pflanze erfolgreich zu besiedeln und sich in

der Pflanze zu vermehren, und dementsprechend
konnen sie die Welkekrankheit nicht auslésen.
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Zwei unterschiedliche Prozesse kdnnten bei der-
artigen Stdmmen gestdrt sein. Zum einem kann
bereits das Eindringen der Bakterien in die Pflanze,
zum anderen das Uberleben und die Vermehrung
im Xylem beeintrachtigt sein. Beide Prozesse werden
von einer Vielzahl von Genen unterschiedlichster
Funktion (zum Beispiel die Erkennung der Tomate,
die Verwertung von Nahrungsquellen in der Pflanze
oder die Unterdriickung einer pflanzlichen Abwehr-
reaktion) beeinflusst, die hdufig additiv oder synergis-
tisch wirken. Die Identifizierung der Komponenten
derartiger multifaktorieller Systeme ist schwierig und
stellt eine zentrale Herausforderung in der Erforschung
der Pathogenitéatsdeterminanten dar.

m Die Sequenzierung des Chromosoms von
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Zur Zeit wird im Rahmen eines vom Bundesministe-
rium fir Bildung und Forschung (BMBF) geférderten
Projektes die vollstandige Nukleotidsequenz von
Cmm bestimmt. Das Chromosom von Cmm enthélt
ungeféahr 3,4 Millionen Basenpaare. Fur kleine tiber-
lappende Stiicke von etwa 500 Basenpaaren Lange
wird die exakte Abfolge dieser Basenpaare (Sequenz)
bestimmt. Aus sehr vielen dieser Einzelsequenzen
kann mittels Computerprogrammen die Gesamt-
sequenz des Chromosoms rekonstruiert werden.
Ausgehend von der Gesamtsequenz konnen die
einzelnen Gene identifiziert und in Proteine Ubersetzt
werden. Cmm sollte etwa 3000 Gene/Proteine
enthalten. Im nachsten Schritt wird fiir jedes einzelne
Protein ein Datenbankenvergleich durchgefuhrt,
mittels dessen die Verwandtschaft zu Proteinen aus
anderen Organismen festgestellt werden kann. Dies
ermdglicht oft eine erste Aussage Uber die mégliche
Funktion des Genes/Proteins, falls nah verwandte
Proteine bereits bekannter Funktion beschrieben sind.

m Das Genomprojekt als Hilfsmittel
zur Aufspirung von Pathogenitétsgenen

Nach Fertigstellung der Basensequenz sollen Gene
identifiziert werden, die am Infektions- und Besied-
lungsprozess oder an der Auspragung der Welke
beteiligt sein kdnnten. Zum einen ist — ausgehend
von der Sequenzinformation — teilweise direkt eine
Abschéatzung der Funktion des kodierten Proteins
maoglich. Zum anderen kann dies tber einen
Vergleich mit bereits bekannten Genen/Proteinen
anderer, besser untersuchter pflanzenpathogener
Krankheitserreger erreicht werden. Ob so identifizierte
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Gene wirklich eine Rolle im Krankheitsablauf spielen,
muss dann Uber eine gezielte Inaktivierung der Gene
und sich anschliefende Virulenztests an Tomaten
Uberpriift werden.

In der Zukunft kann die Identifizierung von
Genen/Proteinen, die fur die Kolonisation und
Welkeauspragung notwendig sind, ein Ausgangs-
punkt fir die Entwicklung von Behandlungsmethoden
oder zur Ziichtung resistenter Tomatensorten sein.

Zudem werden die Daten aus dem Genomprojekt
eine Verbesserung der Diagnostik fir Cmm erlauben.
Sehr genaue und schnelle diagnostische Verfahren
basieren heute zumeist auf dem Nachweis spezi-
fischer DNA-Sequenzen (z.B. bei Vaterschaftstests
und in der Kriminalistik). Die Kenntnis der Genom-
sequenz sollte die Auswahl von Genen, die sowohl
hochspezifisch fur Cmm (im Gegensatz zu anderen
nah verwandten Bakterien) als auch fir krankheits-
erregende Cmm-Stamme (im Gegensatz zu nicht
virulenten Stdmmen) sind, zur Entwicklung verbesser-
ter Nachweisverfahren ermdglichen. Damit kénnte
die Saatgutzertifizierung, die zur Vermeidung
von Cmm-Infektionen nétig ist, vereinfacht und
zuverlassiger werden.

Prof. Dr. Rudolf Eichenlaub studierte Biologie an den
Universitaten Frankfurt und Bochum. 1973 promovierte
er an der Ruhr-Universitat Bochum und arbeitete dort

bis 1983 als wissenschaftlicher Assistent am Lehrstuhl
Biologie der Mikroorganismen, unterbrochen durch einen
zweijahrigen Forschungsaufenthalt an der University of
California, San Diego. 1981 habilitierte er sich mit
Arbeiten zur DNA-Replikation des Plasmides F. 1983
folgte er einem Ruf auf eine Professur fir Genetik an der
Universitdt Hamburg. Seit 1985 ist er Lehrstuhlinhaber fir
Gentechnologie/Mikrobiologie an der Fakultat fir Biologie
der Universitat Bielefeld. Seine Forschungsgebiete umfas-
sen den Abbau von Schadstoffen durch Bodenbakterien
und die Biologie von Bakterien, die Pflanzenkrankheiten
hervorrufen.

Dr. Karl-Heinz Gartemann studierte Biologie an

der Universitat Bielefeld und schloss sein Studium
1992 mit dem Diplom ab. 1999 promovierte er
dort mit Arbeiten zum bakteriellen Schadstoffabbau.
Seitdem arbeitet er als wissenschaftlicher Assistent
an der Untersuchung pflanzenpathogener Bakterien.
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Optimierung von proteinreichen Samen aus Hulsenfrichtlern

Genomforschung bei Pflanzen Die Familie der Leguminosen ist eine

aus der Familie der Leguminosen der artenreichsten Pflanzenfamilien.
Bekannte europdische Vertreter sind
die Erbse und die Luzerne. Zwei Eigen-
schaften machen Leguminosen zu inter-

Helge Kister essanten Objekten fiir Pflanzengene-
tiker. Einerseits ist dies die Fahigkeit,
Fakultét fur Biologie im Wurzelbereich Symbiosen sowohl

mit Bakterien als auch mit Pilzen
einzugehen, durch die eine optimale
Versorgung mit Stickstoff, Phosphaten
und Mineralien erreicht wird.
Andererseits weisen Blatter und Samen
dieser Pflanzen einen hohen Anteil an
Proteinen auf. Da dies von landwirt-
schaftlicher Bedeutung ist, riicken
Leguminosen zunehmend ins Zentrum
von Untersuchungen, die sich moder-
ner Verfahren der Genomforschung
bedienen. Langfristiges Ziel ist es, die
Zichtung von Linien zu ermdglichen,
die als Quelle hochwertiger pflanz-
licher Proteine im Rahmen einer
nachhaltigen Landwirtschaft dienen
kénnen.

Charakteristische Organe der Modell-Leguminose
Medicago truncatula.

A. Schnitt durch ein Wurzelknéllchen, das in einer
Symbiose mit dem Bodenbakterium Sinorhizobium
meliloti entstanden ist. Im zentralen Bereich des
Knolichens sind die symbiontischen Bakterien in der
Lage, Luftstickstoff zu binden.

B. Mykorrizierte Wurzel, in der pilzliche Faden und

komplett ausfillen, durch Anfarbung lila hervor-
gehoben sind. Durch die Arbuskeln importieren die
Wourzelzellen Phosphate und Mineralien, die von den
pilzlichen Faden im Boden aufgenommen und in die
Wourzel transportiert werden.

C. Entwicklungsreihe von Bliten und Hulsen. Links
zum Vergleich ein Blatt von Medicago truncatula.
Charakteristisches Merkmal von Medicago truncatula
sind die ténnchenférmigen Hilsen, die mit spitzen
Auslaufern versehen sind.
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badumchenférmige Arbuskeln, die einige Wurzelzellen
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Medicago-truncatula-Genomprojekte unter Beteiligung der Universitat Bielefeld

Europdische
Union

http://medicago.toulouse.inra.fr/EU

Deutschland

http://MolMyk.Genetik.Uni-Bielefeld.DE

Projekt im Finften Rahmenprogramm:
»MEDICAGO: Integrated structural, functional and comparative genomics
of the model legume Medicago truncatula“

Deutsche Forschungsgemeinschaft Schwerpunktprogramm:
,,Molekulare Grundlagen der Mykorrhiza-Symbiosen*

Zusammenstellung von Medicago-truncatula-Genomprojekten, an denen der Lehrstuhl fir Genetik beteiligt ist.

Mit Uber 650 Gattungen und ca. 18000 Arten stellen
Leguminosen (Schmetterlingsblitler) die drittgroRte
Familie hdherer Pflanzen. Die Vielfalt dieser Familie
zeigt sich darin, dass ihre Mitglieder sowohl Krauter
als auch Baume umfassen. Weltweit stellen Legumi-
nosen gleich nach den Getreiden die Familie mit der
groRten Bedeutung in der Landwirtschaft dar. Dies
begriindet sich darin, dass Leguminosen aufgrund
der Ausbildung proteinreicher Blatter und Samen
sowohl ausgezeichnetes Viehfutter als auch wertvolle
Bestandteile der menschlichen Ernéhrung darstellen.

m Uberfiihrung von Luftstickstoff
in organische Verbindungen
durch Symbiose mit Bodenbakterien

Eine herausragende Eigenschaft der Leguminosen ist
sicherlich ihre Fahigkeit, eine Symbiose mit Boden-
bakterien aus der Familie der Rhizobien einzugehen.
Im Zuge dieser Symbiose werden von den bakteriel-
len Mikrosymbionten so genannte Wurzelknélichen
an den Pflanzenwurzeln erzeugt und anschlieend
besiedelt (siehe auch: Forschung an der Universitat
Bielefeld 19/1999, S. 38-45). Die Bakterien werden
hierbei in die pflanzlichen Zellen aufgenommen und
sind jetzt in der Lage, molekularen Stickstoff aus der
Luft in Ammonium zu Uberfuhren und der Pflanze
zur Verfugung zu stellen. Zur Durchfuhrung dieser
sehr energieaufwendigen biologischen Stickstoff-
Fixierung werden die Bakterien mit Kohlenstoff-Ver-

bindungen versorgt, die letztlich aus der pflanzlichen
Photosynthese stammen. Aus 6kologischer Sicht ist
die biologische Stickstoff-Fixierung besonders vorteil-
haft, da sie ein Wachstum der Leguminosen ohne
zusatzliche Stickstoffdiingung erlaubt. Die Produk-
tion dieser ,,chemischen* Dungemittel tragt durch
Verbrennung von fossilen Brennstoffen zum Treib-
hauseffekt bei, und eine unsachgemale Anwendung
von Nitratdiingern kann zur Auswaschung der
Nitrate ins Grundwasser und zu einer nachfolgenden
Eutrophierung (Uberdiingung) von Gewéssern
fuhren.

m Aufnahme von Phosphaten und Mineralien
aus dem Boden durch Mykorrhizasymbiose
mit Bodenpilzen

Im Gegensatz zum spezifischen Vorkommen der
Waurzelknéllchensymbiose bei Leguminosen sind
etwa 80 Prozent aller Landpflanzen in der Lage,
Mykorrhizasymbiosen mit Glomus-Pilzen aus-
zubilden. Bei einer Form der Mykorrhiza, der Endo-
mykorrhiza, kommt es — ganz &hnlich zur Wurzel-
knollchensymbiose — zu einer Besiedlung von
Waurzelzellen durch einen pilzlichen Zellfaden.
Charakteristisches Symbioseorgan ist das Arbuskel,
eine stark verzweigte Endstruktur des Zellfadens,
die grol3e Teile der infizierten Wurzelzellen ausfillt.
Durch diese Endosymbiose optimieren Pflanzen ihre
Versorgung mit Phosphaten und Mineralien aus dem
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Funktionelle
Genomforschung

Strukturelle
Genomforschung

Vergleichende
Genomforschung

Organigramm des EU-Projekts ,,MEDICAGO*. Das Projekt integriert drei Teilbereiche der Genomforschung: funktionelle
Genomforschung, strukturelle Genomforschung und vergleichende Genomforschung. Die zentrale Position der
Bioinformatik zur Verkniipfung der erhaltenen Daten ist angedeutet. Wichtige Techniken, die in der funktionellen und
strukturellen Genomforschung angewandt werden, sind angegeben.

Boden. Auch in dieser Symbiose versorgt die Pflanze
den pilzlichen Mikrosymbionten mit energiereichen
Kohlenstoffverbindungen.

m Grol’e Mengen an Proteinen in Blattern und
Samen der Leguminosen

Neben der einzigartigen Fahigkeit zur Ausbildung
von zwei verschiedenen Wurzelsymbiosen zeichen
sich Leguminosen durch die Bildung ungewdhnlich
proteinreicher Blatter oder Samen aus. Anhand dieser
Merkmale kann zwischen Futter- und Kornerlegumi-
nosen unterschieden werden. Eine bekannte Vertre-
terin der Futterleguminosen ist die Luzerne, als wich-
tige Koérnerleguminose soll hier die Erbse genannt
werden. Letztlich ist die Bildung proteinreicher
Organe eine Konsequenz aus der Féhigkeit zur biolo-
gischen Stickstoff-Fixierung, die es den Leguminosen
erlaubt, ungewohnlich groBe Mengen Stickstoff-
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haltiger Aminosauren zu produzieren und in Form
von Proteinen zu speichern. Diese Eigenschaft macht
Pflanzen der Gattungen Pisum (Erbsen), Vicia
(Ackerbohnen), Phaseolus (Bohnen), Lens (Linsen)
und Cicer (Kichererbsen) zu wichtigen Bestandteilen
auch der menschlichen Erndhrung. Insbesondere in
Afrika, Asien und Stidamerika liefern diese Legumi-
nosen einen essentiellen Beitrag zur menschlichen
Erndhrung, wahrend der Verzehr von Leguminosen
in Europa rucklaufig ist. Im Zuge der BSE-Krise wer-
den in letzter Zeit allerdings zunehmend heimische
Kornerleguminosen als Alternative fur die Produktion
hochwertiger Nahrungsproteine gesehen. Ein unter
dem Gesichtspunkt des Aufbaus einer nachhaltigen
Landwirtschaft wiinschenswerter Nebeneffekt ware,
dass die ernghrungsphysiologisch hochwertigen
proteinreichen Samen unter Ausnutzung der biolo-
gischen Stickstoff-Fixierung und somit ohne den Ein-
satz von Nitratdingern produziert werden kénnten.
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Konstruktion von Genbibliotheken
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Sequenzierung und Einsatz von
Software zur Funktionszuweisung

Bioktake —

Einspeisen der Sequenz- und
Hybridisierungsdaten in eine
Internet-Datenbank

Konstruktion von Mikroarrays

Hybridisierung von Mikroarrays

Organisation des DFG-Schwerpunktprogramms ,,MolMyk: Molekulare Grundlagen der Mykorrhiza-Symbiosen*‘.

Das Projekt basiert auf der Sequenzierung von Transkriptsequenzen aus Mykorrhizawurzeln und einer anschlieBenden
Funktionszuweisung mit Hilfe der im Projekt entwickelten Software BioMake. Die fiir die Sequenzierung nétigen
Genbibliotheken werden von den Projektpartnern konstruiert und in der Zentralen Einheit fur Genomforschung an der
Universitat Bielefeld sequenziert. Ausgehend von den Sequenzermittlungen werden Mikroarrays konstruiert und in
Zusammenarbeit mit den Projektpartnern hybridisiert. Die erhaltenen Daten werden in einer Projektdatenbank tber das

Internet fur die Projektpartner zur Verflgung gestelit.

m Warum ist es sinnvoll, Leguminosen mit
Methoden der Genomforschung zu analysieren?

In den USA werden Leguminosen auf ca. 25 Prozent
der landwirtschaftlich nutzbaren Flache angebaut.
Im Gegensatz dazu beschrénkt sich der Anbau von
Leguminosen in Europa auf nur ca. 5 Prozent der
Ackerflache. Dies liegt vor allem an der Anfélligkeit
der existierenden Linien gegen diverse Umwelt-
stressfaktoren und Pathogene sowie an der Tatsache,
dass die mit Leguminosen zu erzielenden Ertrage
starkeren Schwankungen unterworfen sind als die
Ertrdge aus dem Anbau von Getreiden. Um diese
Nachteile in Zukunft ausgleichen zu kdnnen und den
Anbau von Leguminosen somit auch wirtschaftlich
attraktiv zu machen, ist es erforderlich, genetische

Komponenten zu identifizieren, die sowohl Resisten-
zen gegen Pathogene und Umweltfaktoren ver-
mitteln als auch dazu beitragen konnen, Ertrage
langfristig zu stabilisieren. Es liegt auf der Hand, dass
komplexe Eigenschaften wie Resistenzen, Ertrags-
stabilitat und -qualitéat nicht von einzelnen Genen,
sondern von Netzwerken miteinander interagieren-
der Gene und Genprodukte kontrolliert werden. Die
Aufklarung dieser Interaktionen zur Gewinnung von
Informationen fir die Pflanzenziichtung erfordert

es, Forschungsstrategien einzusetzen, die in der Lage
sind, moglichst alle, mindestens aber sehr viele

Gene eines Organismus gleichzeitig zu analysieren.
Ein solcher Ansatz ist ohne die Anwendung moder-
ner Methoden der Genomforschung undenkbar.
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m Medicago-truncatula als geeignete
Modellpflanze fir die Genomforschung an
Leguminosen

Bisher wurde in der Pflanzengenomforschung vor
allem die Modellpflanze Arabidopsis thaliana aus
der Familie der Kreuzblitler bearbeitet, und diese
Pflanze war es auch, deren Genom vor zwei Jahren
zuerst entschliisselt werden konnte. Allerdings ist
Arabidopsis thaliana als Kreuzblutler nicht in der
Lage, Wurzelknollchensymbiosen einzugehen.
AuBerdem gehort Arabidopsis zu den wenigen
Pflanzen, die keine Mykorrhizasymbiose ausbilden
kdénnen. Daruber hinaus sind Arabidopsis-Samen
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zwar ein gutes Modell fur dlreiche Samen, zum
Beispiel des Rapses, aber kein geeignetes Modell fiir
Pflanzen mit proteinreichen Samen. Dies gilt auch fiir
den Reis, dessen Genom ebenfalls bereits entschlis-
selt werden konnte.

Die Biindelung der Forschungsaktivitaten auf ein
Modell fir Kreuzblitler (Arabidopsis) und ein Modell
fir Getreide (Reis) war so erfolgreich, dass auch
innerhalb der Leguminosen nach einer geeigneten
Modellpflanze gesucht wurde. Sie sollte alle Voraus-
setzungen aufweisen, um eine Genomsequenzierung
durchfuhren sowie moderne Verfahren der Genom-
forschung einsetzen zu kénnen. In den letzten Jahren
wurden mit dem Hornklee Lotus japonicus und
mit Medicago truncatula, einer im Mittelmeerraum
beheimateten Verwandten der Luzerne, solche
Modell-Leguminosen identifiziert. Insbesondere M.
truncatula ist nah verwandt mit landwirtschaftlich
bedeutenden Futter- und Kérnerleguminosen, die
aufgrund ihrer ungewohnlich groRen Genome als
Modell-Leguminosen ausscheiden. Durch den hohen
Verwandtschaftsgrad kann allerdings davon ausge-
gangen werden, dass Ergebnisse im Modellsystem
M. truncatula auf Futter- und Kérnerleguminosen
Ubertragen werden kénnen. Mittlerweile haben sich
in den USA und Europa eine Reihe von Genom-
forschungsprojekten formiert, die verschiedene
Aspekte der Biologie der Leguminosen anhand des
Modellsystems M. truncatula analysieren. Im Zentrum
dieser Aktivitaten steht ein Genomsequenzierprojekt
der ,,Legume Genome Initiative*, das in den nachs-
ten Jahren mit der Sequenz der Modell-Leguminose
M. truncatula die dritte pflanzliche Genomsequenz
aufklaren soll.

m Das Genomforschungsprojekt MEDICAGO
der Europaischen Union

Der Lehrstuhl fir Genetik an der Universitat Bielefeld
ist unter Nutzung der Infrastruktur der Zentralen
Einheit fur Genomforschung an verschiedenen natio-
nalen und internationalen Projekten beteiligt, die
sich mit der Leguminosen-Genomforschung am
Modell M. truncatula beschéaftigen. Zunachst ist hier
das Projekt ,,MEDICAGO: Integrated structural,
functional and comparative genomics of the model
legume Medicago truncatula“ zu nennen, das

vom Centre National de la Recherche Scientifique

in Toulouse, Frankreich, koordiniert wird
(http://medicago.toulouse.inra.fr/EU). In diesem
Projekt haben sich elf Partner aus Frankreich,
GroRbritannien, Deutschland, den Niederlanden und
Ungarn zusammengeschlossen, um — basierend auf
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In der Mykorrhiza
aktivierte Gene

In nicht mykorrhizierten
Waurzeln aktivierte Gene

4% 2x 2x 4x

Ergebnis einer typischen Mikroarray-Hybridisierung.
Dargestellt ist die Auswertung einer Hybridisierung, in der
ein Mikroarray mit ca. 6000 Genen gleichzeitig gegen

mit roter Fluoreszenz markierte Transkripte aus
Mykorrhizawurzeln und mit griner Fluoreszenz markierte
Transkripte aus nicht mykorrhizierten Wurzeln hybridisiert
wurde. Ein Auszug des Fluoreszenzbildes dieser Hybridi-
sierung ist oben rechts zu sehen. Rote Signale markieren
solche Gene, die in der Mykorrhiza aktiviert sind, griine
Signale zeigen solche Gene an, die in nicht mykorrhizierten
Wourzeln aktiviert sind bzw. in der Mykorrhiza reprimiert
(unterdriickt) sind. Durch Uberlagerung entstehende gelbe
Signale deuten an, dass die entsprechenden Gene in
beiden Bedingungen gleich stark aktiv sind. Die relativen

der Erstellung einer Karte des M.-truncatula-Genoms
(strukturelle Genomforschung) - die Voraussetzungen
fur die Sequenzierung des Genoms dieser Pflanze

zu schaffen. Neben den Kartierungsarbeiten liegt ein
besonderer Schwerpunkt auf der Transkriptom-
forschung (funktionelle Genomforschung), mit deren
Hilfe von den verschiedenen Projektteilnehmern
sowohl die Kndllchen- und Mykorrhizasymbiose als
auch die Entwicklung von Bliten und Hulsen unter-
sucht wird. Die Untersuchung der Entwicklung von
Bliten und Hulsen wird in Bielefeld durchgefuihrt und
bedient sich der Methodik der Mikroarray-Hybridi-
sierung, die im folgenden Abschnitt naher erldutert
wird. Mit Hilfe der vergleichenden Genomforschung
hat sich das Konsortium zum Ziel gesetzt, die am

Fluoreszenzintensitaten wurden anschlieBend auf einer
logarithmischen Skala gegeneinander aufgetragen. In der
Mykorrhiza aktivere Gene ergeben Datenpunkte im linken
oberen Bereich, in der Mykorrhiza reprimierte Gene
werden durch Datenpunkte im Bereich unten rechts
angezeigt. Blaue Linien deuten die unten angegebenen
Aktivierungsfaktoren an, die zentrale blaue Linie markiert
Gene, die in beiden Bedingungen gleich stark aktiv sind.
Durch einen Pfeil hervorgehoben ist ein ca. 40-fach
aktiviertes Gen, das einen sogenannten Phosphat-Trans-
porter spezifiziert. Dieses Protein sorgt dafir, dass das in
den pilzlichen Zellfaden angelieferte Phosphat von den
Pflanzen in die Wurzelzellen aufgenommen werden kann.

Modellsystem M. truncatula gewonnenen Ergebnisse
auf landwirtschaftlich relevante Kérnerleguminosen
zu Ubertragen. Hierflr wird an der Erstellung ver-
gleichender Genomkarten der verschiedenen Legu-
minosen gearbeitet.

m Mykorrhizasymbiose von Medicago-truncatula
im Schwerpunktprogramm MolMyk
der Deutschen Forschungsgemeinschaft

Seit dem Jahr 2000 wird das Schwerpunktprogramm
.,.MolMyk: Molekulare Grundlagen der Mykorrhiza
Symbiosen* (http://molmyk.genetik.uni-bielefeld.de)
der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) vom
Lehrstuhl fur Genetik koordiniert. Im Rahmen dieses
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Projekts versuchen 17 deutsche Arbeitsgruppen,
solche Gene zu identifizieren, die fur die Mykorrhiza-
symbiose wichtig sind. Dies geschieht auf zwei
Ebenen. Zunéchst haben wir gezielt nur solche Gene
sequenziert, die in mykorrhizierten Wurzeln aktiv
sind. Im Gegensatz zur Genomsequenzierung, die
letztlich in der Lage ist, alle Gene eines Organismus
erfassen, bedienten wir uns eines Tricks, um schnell
an fir die Mykorrhizasymbiose relevante Gene

zu kommen. Wir haben hierfur nur die Abschriften
der Gene (so genannte RNA-Transkripte) aus
mykorrhizierten Wurzeln isoliert und anschlieffend
deren Sequenz bestimmt. So konnten wir innerhalb
weniger Monate fast 3500 Gene identifizieren, die
in mykorrhizierten Wurzeln von M. truncatula aktiv
sind. Schatzungsweise sind dies gut 10 Prozent der
Gene von M. truncatula.

Der zweite Ansatz bediente sich der Transkriptom-
forschung unter Anwendung von so genannten
,,DNA-Mikroarrays*. Hierbei handelt es sich um
Glas-Objekttrager, auf die Proben fir einige tausend
Gene aufgebracht werden kdnnen. Die Mikroarrays
werden anschlieBend einer so genannten Hybri-
disierung unterzogen. Fir dieses Verfahren wurden
getrennt sowohl die Abschriften solcher Gene iso-
liert, die in Mykorrhizawurzeln aktiv sind, als auch
die Abschriften solcher Gene, die in nicht mykorrhi-
zierten Wurzeln vorkommen. AnschlieBend erfolgt
eine Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen an die
RNA-Transkripte, wobei rot fluoreszierende Farb-
stoffe an die Transkripte aus Mykorrhiza- und griin
fluoreszierende Farbstoffe an die Transkripte aus
Nicht-Mykorrhiza-Wurzeln gebunden werden. Da-
nach wurden die rot und griin markierten Transkripte
im gleichen Verhéltnis gemischt und auf den Mikro-
array gegeben. Erkennen die markierten RNA-Trans-
kripte Gene auf dem Glas-Objekttréger, binden
sie an diesen und kdnnen anschliefend mit einem
Fluoreszenz-Scanner identifiziert werden. Rot
fluoreszierende Signale markieren dann solche Gene,
die in Mykorrhizawurzeln im Vergleich zu nicht
mykorrhizierten Wurzeln stéarker aktiv sind. Griin
fluoreszierende Signale zeigen solche Gene an, die in
mykorrhizierten Wurzeln eine geringere Aktivitat
haben als in nicht mykorrhizierten Wurzeln. Solche
Aktivitadtsanalysen auf Ebene der Transkripte geben
erste Hinweise auf die Relevanz von Genen fir die
Mykorrhizasymbiose.

Die Starke der Transkriptomforschung liegt darin,
dass die Aktivitat einiger tausend Gene in einem
einzigen Experiment nachgewiesen werden kann.
Natdrlich sind bei solchen Analysen viele Varianten in
der experimentellen Fragestellung denkbar, so die
Untersuchung der Bedeutung von Pflanzenhormonen
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oder Umweltfaktoren fur die Genexpression in
Mykorrhizawurzeln. Ein weiterer Ansatz besteht
darin aufzukléaren, inwieweit es Ubereinstimmungen
zwischen der Genaktivierung in der Wurzelknélichen-
und der Mykorrhizasymbiose gibt. Durch die Identi-
fizierung solcher ,,Symbiosin““-Gene erhoffen wir uns
Hinweise auf gemeinsame Prozesse in diesen bedeu-
tenden Endosymbiosen.

Untersuchungen mit Hilfe der Transkriptom-
forschung fuhren zu einer enormen Datenfiille und
erfordern sowohl einen hohen Bedarf an Speicher-
kapazitat als auch an Software, die in der Lage ist, die
Ergebnisse effizient auszuwerten. Besonders wichtig
fur das MolMyk-, aber auch das MEDICAGO-Projekt
ist daher die Zusammenarbeit mit der Bioinformatik-
Gruppe der Zentralen Einheit fir Genomforschung,
die dafir verantwortlich ist, die Ergebnisse unserer
Mikroarray-Hybridisierungen in zentralen Projekt-
Datenbanken vorzuhalten.

m Ausblick
Die gesteigerte Bedeutung der Genomforschung

an Leguminosen zur Verbesserung von Sorten im
Bereich Futtermittel und Nahrungsmittelproduktion
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hat unter,,New strategies to improve grain legumes
for food and feed** zur Aufnahme in das Sechste
Rahmenprogramm der EU-Forschungsférderung
gefuhrt. Mittlerweile hat sich unter Beteiligung der
Universitét Bielefeld ein Konsortium gebildet,

das einen Antrag auf Forderung eines ,,Integrated
Project* in diesem Bereich gestellt hat. Parallel zu
konkreten Bemiihungen um Forschungsférderung
zeichnen sich in den verschiedenen internationalen
Genomforschungsprojekten an Leguminosen
zunehmend Tendenzen ab, Aktivitdten zu vernetzen,
Redundanzen in der Forschung zu vermeiden und
eine internationale ,,Legume Genomics Community*
aufzubauen. Es ist zu erwarten, dass basierend auf
der Infrastruktur der Zentralen Einheit fir Genom-
forschung auch die Universitat Bielefeld hier ihren
Platz finden wird.

Dr. Helge Kuster hat an der Universitét Bielefeld und an
der University of Edinburgh Biologie studiert und 1995 mit
einem Thema aus dem Gebiet der Wurzelkndllchenbildung
bei der Ackerbohne Vicia faba promoviert. Zur Zeit leitet
er die Arbeitsgruppe ,,Legume Genomics* am Lehrstuhl
fiir Genetik und der International NRW Graduate School
in Bioinformatics and Genome Research. Seine Gruppe
beschaftigt sich vor allem mit der Transkriptomforschung
bei der Modell-Leguminose Medicago truncatula unter
Einsatz von Sequenzierungen und Mikroarray-Hybridisie-
rungen. Basierend auf den Daten aus der Transkriptom-
forschung interessiert sich die Gruppe fir die Aufklarung
der Funktion und der Expressionsregulation solcher Gene,
die entweder in verschiedenen Wurzelsymbiosen oder in
der Entwicklung von Bluten und Hulsen aktiv sind. In die-
sem Zusammenhang liegt ein weiterer Arbeitsschwerpunkt
der Gruppe auf der Konstruktion und Analyse transgener
Leguminosen.
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Vom Aschenputtel zur Modellpflanze:
Das nutzliche Unkraut

Methoden und Ziele der Genomforschung Pflanzen und pflanzliche Produkte sind

bei Pflanzen die Basis unserer Erndhrung.
AuBerdem dienen sie als Ausgangs-
material fir Medikamente, als
Industrierohstoffe und als Bau- und
Brennstoff. Die Vielfalt der

Martin Sagasser und Stoffwechselleistungen von Pflanzen

Bernd Weisshaar und ihre groRe Variabilitat und
Komplexitat werden vom Menschen seit

Fakultat fur Biologie Jahrtausenden genutzt. Darin zeigt

sich die immense Bedeutung der Pflan-
zen fir den Menschen. Andererseits
lassen genau diese Eigenschaften Unter-
suchungen an Pflanzen oft besonders
schwierig werden. So sind auch heute
noch viele pflanzliche Entwicklungs-
und Regulationsprozesse nicht oder
nur ansatzweise verstanden. Ein Weg,
die offenen Fragen zu beantworten,
beginnt auf der Ebene der Gene. Gene-
tische Information zu lesen und zu
verstehen bildet die Grundlage dafr,
Pflanzen insgesamt zu verstehen. Mit
diesem Wissen kdnnen Nutzpflanzen
noch gezielter geziichtet werden, um
auf begrenzter Flache und mit gerin-
gerem Einsatz von Schutzmitteln und
Dunger hohere Ertréage zu erzielen.

Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana), Rosettenblatter junger Pflanzen. Wahrend die Blatter der linken Pflanze deutlich
behaart sind (Wildtyp), sind die der rechten glatt. Die rechte Pflanze tragt eine Mutation in einem Transkriptionsfaktor-Gen.
Die sichtbare Veranderung lasst darauf schlief3en, dass dieses Gen bei der Regulation der Haarbildung eine Rolle spielt.
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Traditionell haben Pflanzenforscher die Fragen, die
sie interessierten, an ganz unterschiedlichen Arten
untersucht. Mais, Sojabohne, Kartoffel oder Weizen
haben zwar groRe Bedeutung fiir die menschliche
Erndhrung, als Forschungsobjekte haben sie aber ihre
Tlcken: Sie bendtigen viel Platz und Zeit fir ihre Ent-
wicklung und haben haufig extrem groRe Genome.
Die Gesamtheit der genetischen Information des
Weizens beispielsweise ist finfmal so grof3 wie die
des Menschen. Weizen enthélt zudem nicht nur
zwei, sondern gleich mehrere Chromosomensatze
(Polyploidie), was die Untersuchung der Funktionen
einzelner Gene und ihrer Varianten sehr erschwert.
Ahnliches gilt bei vielen Kulturpflanzen.

Anfang der 80er Jahre setzte sich in der Forscher-
gemeinschaft mehr und mehr die Erkenntnis durch,
dass das Ziel, die Physiologie und Entwicklung von
Pflanzen vollstandig zu verstehen, nur erreicht werden
kann, wenn sich die diesbeztglichen Anstrengungen
auf eine einfache Modellpflanze konzentrieren. Da
alle Blutenpflanzen eng verwandt sind, konnte man
davon ausgehen, dass die komplette Sequenzierung
aller Gene einer reprasentativen Pflanzenart und die
Untersuchung der von ihnen kodierten Proteine es
ermoglichen wirde, grundlegende Erkenntnisse tber
alle Pflanzen zu gewinnen. Die Wahl der Forscher fur
ein Modell fur Blutenpflanzen fiel damals auf die
Ackerschmalwand, Arabidopsis thaliana.

Rapsbliten. Vier radialsymmetrisch
angeordnete Blutenblatter geben der Familie
der Kreuzblutler ihren Namen. Auch die
Ackerschmalwand gehort zu dieser Familie.
Die enge Verwandtschaft erleichtert die
Ubertragung und Anwendung der am Modell
gewonnenen Erkenntnisse.

m Das Aschenputtel unter den Kohlgewachsen

Ackerschmalwand ist ein unscheinbares, auch in
unseren Feldern und Garten verbreitetes ,,Unkraut®.
Als Kreuzblitler ist sie nahe verwandt mit Raps, Kohl
und Senf. Sie durchlauft ihren Lebenszyklus von der
Keimung bis zur Produktion neuer Samen jedoch
innerhalb von nur sechs bis acht Wochen. Damit
stehen zum Beispiel Ergebnisse von Kreuzungsexperi-
menten sehr schnell zur Verfugung. Ackerschmal-
wand ist so klein, dass auf einem Quadratmeter ca.
300 Pflanzen angezogen werden kénnen. Ihr Genom
ist mit 125 Mio. Basenpaaren pro einfachem Chromo-
somensatz eines der kleinsten unter den Pflanzen
und 24-mal kleiner als das des Menschen. Es ist
,.diploid* (mit einem doppelten, also vollstdndigen
Chromosomensatz ausgestattet) und enthalt im
Vergleich zu anderen Pflanzen nur sehr wenig sich
wiederholende und wenig informative, so genannte
repetitive DNA. Diese glnstigen Eigenschaften haben
Ackerschmalwand so beliebt gemacht, dass weltweit
viele tausend Wissenschaftler mit ihr arbeiten.

m Mehr Fragen als Antworten

Die Entschliisselung der Genomsequenz der Acker-
schmalwand wurde im Jahr 2000 abgeschlossen.
Zum ersten Mal stand nun die vollstandige DNA-
Sequenzinformation einer Blutenpflanze zur Verfligung
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und damit Informationen Uber alle Gene, die fiir das
Leben einer Pflanze nétig sind. Aber wie so oft in der
Wissenschaft wurden auch hier mit einer Erkenntnis
mehr neue Fragen aufgeworfen als beantwortet. Eine
Vielzahl der 29 000 Gene, deren Existenz aus der
Sequenz abgeleitet wurde, war bislang unbekannt
und in ihrer Bedeutung fir die Pflanze unverstanden.
Zum Teil waren zwar Aussagen Uber die Funktionen
einzelner Gene moglich, nicht aber Gber die Zusam-
menhé&nge, in denen sie wirken. Ziel der Forschung
ist nun, diese neu gefundenen Gene den biologischen
Prozessen in Pflanzen zuzuordnen und dadurch so-
wohl die Genfunktionen als auch die Entwicklungs-
und Regulationsprozesse von (Bliten-)Pflanzen
besser zu verstehen.

m Molekulare Schalter gesucht

Am Lehrstuhl fir Genomforschung der Universitat
Bielefeld, der im Februar 2003 seine Arbeit aufnahm,
werden vor allem Fragestellungen aus dem Bereich
der Kontrolle der Genaktivitat bearbeitet. Vielfach
ist ndmlich nicht nur das Vorhandensein oder die
Abwesenheit eines Gens von Bedeutung fir den
Organismus, sondern insbesondere die korrekte
zeitliche und rdumliche Regulation der Genaktivitat
im Verlauf der Entwicklung einer Pflanze oder als
Antwort auf duR3ere Reize. Deutlich wird dies zum
Beispiel bei Abwehrgenen, die beim Angriff eines
Pathogens, wie beispielsweise eines Pilzes oder
Bakteriums, schnell genug und am richtigen Ort
angeschaltet werden mussen.

Die Genexpression und ihre Starke wird von
Transkriptionsfaktoren vermittelt. Dies sind Proteine,
die an bestimmte DNA-Sequenzelemente in den
regulatorischen Regionen (Promotoren) ihrer Zielgene
binden. Transkriptionsfaktoren sind die zentralen
Schalter der Entwicklung aller Lebewesen. Aber
gerade pflanzliche Genome enthalten ungewdhnlich
viele Gene, die fir Transkriptionsfaktoren kodieren;
Ackerschmalwand beispielsweise etwa 1800. Manche
dieser Gene gehdren Genfamilien an, die nur bei
Pflanzen gefunden werden. Eventuell brauchen
Pflanzen diese Gene und die damit moglichen Regu-
lationsmechanismenn, um auf Umweltreize zu rea-
gieren und sich anzupassen, wohingegen Tiere vielen
negativen Umwelteinflissen einfach ausweichen
konnen.

m Weglaufen geht nicht

Einige Familien von Transkriptionsfaktor-Genen
haben weit Giber 100 kaum voneinander unterscheid-
bare Mitglieder. Eine der Fragen, denen am Lehr-
stuhl nachgegangen wird, ist daher, welche Prozesse
genau durch die einzelnen Faktoren reguliert
werden. Ein moglicher Weg zur Identifizierung der
Funktion eines Gens ist, es zu zerstéren und die
Auswirkungen des Verlustes auf Aussehen und
Entwicklung der Pflanze zu untersuchen. Anders als
in Hefe oder bei Mausen ist es bei Pflanzen nicht
moglich, einzelne Gene gezielt auszuschalten. Darum
ist man hier darauf angewiesen, sehr groRRe Zahlen
von Pflanzen mit zuféalligen Mutationen im Genom

Unterschiedlich gefarbte Samen von drei Arabidopsis-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (dunkelbraun). Auch Raps
hat gewdhnlich dunkelbraune Samen. Die braunen Pigmente der Samenschale sind jedoch schlecht verdaulich, so dass
der eiweiRreiche Riickstand, der bei der Olgewinnung entsteht, nur eingeschrankt als Tierfutter genutzt werden kann.
Mit Hilfe der Mutanten kann erforscht werden, wie in Arabidopsis die Bildung der braunen Farbstoffe gesteuert wird.
Die gewonnenen Erkenntnisse kdnnen dann zur Ziichtung gelbsamiger Rapssorten genutzt werden.
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Gewebekultur. Mit dieser Methode kann eine groBe Anzahl Pflanzen innerhalb kurzer Zeit auf engstem Raum
unter kontrollierten und sterilen Bedingungen angezogen werden. An solchem Material kann beispielsweise gezielt
die Abwehrreaktion gegen ein bestimmtes Pathogen untersucht werden.

zu erzeugen und dann diejenigen zu finden, in denen
das zu untersuchende Gen getroffen wurde. Ent-
sprechende Populationen umfassen bis zu 100 000
Pflanzen, so dass der Einsatz von Computern und
automatisierten Verfahren nétig ist, um die Pflanzen
mit der gewiinschten Mutation zu identifizieren.

Auch bei der Untersuchung der Mutanten werden
heute vermehrt automatisierte Verfahren eingesetzt.
Mit ihrer Hilfe lasst sich beispielsweise die Gesamt-
heit aller zu einem bestimmten Zeitpunkt unter
bestimmten Bedingungen in einem Gewebe aktiven
Gene (Transkriptom), die Gesamtheit der vorhandenen
Proteine (Proteom) und der Stoffwechselprodukte
(Metabolom) untersuchen und mit dem Wildtyp
(also der Pflanze, in der das zu untersuchende Gen
intakt ist) vergleichen.

Anschauliche Beispiele fur Untersuchungen, bei
denen Mutanten eine wichtige Rolle spielen, sind die
Bildung von pflanzlichen Haaren oder Farbstoffen
wie den Flavonoiden. Bestimmte Pigmente dieser
Klasse treten standardmaRig im Verlauf ihrer Entwick-
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lung auf. In Blattern dagegen werden Flavonoide
auch als Reaktion auf Stress-Situationen wie UV-
Bestrahlung, Hitze, Kalte, Nahrstoffmangel oder
Trockenheit gebildet. Mit Hilfe der beschriebenen
experimentellen Ansatze konnte gezeigt werden,
dass jede der beiden Reaktionen durch das
Zusammenwirken unterschiedlicher Mitglieder der
gleichen Transkriptionsfaktorfamilien reguliert wird.

m Vom Modell in die Praxis

Die Experimente an Ackerschmalwand liefern
Erkenntnisse Uber die Regulation von Genen, die
Funktionsweise der zugehdrigen Proteine, ihre Inter-
aktionen mit anderen Proteinen, ihre Evolution und
vieles mehr. Da es sich bei diesen Arbeiten haufig um
Grundlagenforschung handelt, die mit 6ffentlichen
Mitteln finanziert wird, ist ein Grof3teil der Ergebnisse
in internationalen Datenbanken frei zugénglich und
kann zur Erkundung anderer Pflanzenarten genutzt
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werden. Zum Beispiel kénnen Gene, die es Acker-
schmalwand ermdglichen, sich gegen Krankheits-
erreger zu verteidigen, in anderen Arten, wie etwa
dem verwandten Raps, aber auch der Zuckerriibe
oder dem Weizen, gezielt gesucht und daraufhin
Uberpriift werden, ob sie dort die gleiche Funktion
haben. So mussen die Baupléne dieser Pflanzen nicht
vollstandig entschlusselt werden, um Informationen
Uber Gene zu gewinnen, die diejenigen Merkmale
bestimmen, die fir Pflanzenziichter und Landwirt-
schaft von Bedeutung sind.

m Karten weisen den Weg

Neben Informationen Uber einzelne Gene und die
Zusammenhénge, in denen sie wirken, stellt die
funktionelle Genomanalyse der Pflanzenziichtung
aber auch molekulare Marker zur Verfiigung. Diese
ermdglichen es, sich in einem Genom zu orientieren.
Mit ihrer Hilfe kbnnen regelrechte Karten erstellt
werden, die sicht- und messbare Eigenschaften von
Pflanzen einzelnen Genen oder Chromosomen-
regionen zuordnen. Mit Hilfe solcher molekularer
Marker lasst sich feststellen, ob im Genom einer
Pflanze bestimmte Eigenschaften, zum Beispiel
Krankheitsresistenzen, vorhanden sind. Zichter, die
allein mit klassischen Methoden arbeiten, mussen bei
der Entwicklung neuer Sorten nach jedem Kreuzungs-
versuch warten, bis die Pflanzen ausgewachsen sind,
um sie auf die gewiinschten Eigenschaften hin zu
untersuchen. Bei Verwendung molekularer Marker
dagegen lassen sich Kreuzungen sehr viel gezielter
planen und die erwiinschten Merkmale in der
Nachkommenschaft eindeutig und friihzeitig
feststellen. Dies ist besonders wichtig, wenn es um
sehr komplexe Eigenschaften geht, die durch mehr
als ein Gen bestimmt werden. Mit dem Einsatz der
markergestitzten Zichtung kann die Entwicklung
neuer Sorten, die derzeit durchschnittlich 15 bis 20
Jahre dauert, erheblich verkirzt werden. So hilft
heute ein ,,Unkraut* mit, in Zukunft schneller und
gezielter zu Sorten mit verbesserten Eigenschaften
(Widerstandsfahigkeit gegentiber biotischen oder
abiotischen Faktoren, Inhaltsstoffe, Ertrag etc.) zu
gelangen.

Martin Sagasser studierte Biologie an der Technischen
Universitat Braunschweig. Am Max-Planck-Institut

flr Zichtungsforschung in Kéln promovierte er tber

die Regulation der Bildung von Pflanzenfarbstoffen.

Er arbeitete in einem Wissenschaftsverlag und ist seit
April 2003 Mitarbeiter am Lehrstuhl fiir Genomforschung.
Seine Forschung zielt vor allem auf die Aufklarung der
Funktion einiger neuartiger regulatorischer Proteine in
Pflanzen.

Bernd Weisshaar studierte Biologie an der Universitat
KoIn und promovierte iber Genregulation bei DNA-
Tumorviren. Nach zwei Jahren als Postdoc wurde er
1991 Arbeitsgruppenleiter am Kélner Max-Planck-
Institut fir Zlchtungsforschung. Neben seiner
wissenschaftlichen Téatigkeit auf dem Gebiet der
Genregulation baute er dort die DNA-Analytik auf.
Im Februar 2003 Gbernahm er den Lehrstuhl fur
Genomforschung an der Universitat Bielefeld. Seine
Forschungsschwerpunkte liegen im Bereich der
Genomik pflanzlicher Transkriptionsfaktoren und der
Regulation der Flavonoidbiosynthese.
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Wie menschlich ist die Maus?

Funktionelle Genomforschung am
Modellorganismus der Biomedizin

Thomas Schmitt-John
und Harald Jockusch

Fakultat fur Biologie

Eine genetisch getestete Maus,
gesunde Tragerin eines Gendefekts
fir eine Muskeldystrophie,
beschnuppert ein ,,Kohlenstoff-
atom* (schwarze Kugel) in der Base
Adenin im Molekilmodell einer
DNA-Doppelhelix. Der weif3e
Bindungsarm links ist eine ,,Wasser-
stoffbriicke®, die eine wichtige Rolle
fir die Basenpaarung und damit

fir die identische Verdopplung des
Erbmaterials spielt.
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Die Genome von Maus und Mensch haben eine
ahnliche GroRe: In ca. drei Milliarden ,,Buchstaben
(3 Gigabasen) umfassenden DNA-Molekdlen ist
die Information fur nur etwa 30.000 bekannte Gene
und vermutlich noch viele unbekannte Funktionen
niedergelegt. Die Entsprechung der Gene bei Maus
und Mensch einschlieBlich ihrer Anordnung auf
Chromosomenabschnitten ist erstaunlich hoch. Die
Funktionelle Genomforschung an der Maus méchte
erklaren, wie mit einer relativ bescheidenen Anzahl
von Genen komplexeste Leistungen gesteuert wer-
den kdnnen. Spontan entstandene oder gentech-
nisch erzeugte Mutationen bei der Maus kénnen
wertvolle Aufschlisse tiber menschliche Erbkrank-
heiten und familidre Dispositionen fir Krankheiten
geben. Durch den Vergleich der Buchstabenabfolgen
zwischen Mensch und Maus findet man DNA-
Abschnitte auch auflerhalb von proteincodierenden
Bereichen, die trotz der 75 Millionen Jahre ge-
trennter Stammesentwicklung der beiden Sauger

in ihrer Sequenz konserviert geblieben sind.

Man schreibt diesen erst kurzlich entdeckten
Basen-Sequenzen regulatorische Funktionen zu.
Auf dem Gebiet der Funktionellen Genom-
forschung mit biomedizinischem Bezug gibt es an
der Universitét Bielefeld eine enge Zusammen-
arbeit von Molekulargenetikern am Lehrstuhl fir
Entwicklungsbiologie und Molekulare Pathologie
mit Bioinformatikern in der Technischen Fakultat.
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m Was ist und wozu studiert man
Funktionelle Genomik?

,Ist die DNA ein Code?** — mit dieser Frage begann
eine nachdenkliche Betrachtung tber ,,Codes, Meta-
phern und Genome* in einer in biowissenschaft-
lichen Laboratorien verbreiteten Zeitschrift. Erst
einmal die Antwort: ,,Nein!“ — ,,DNA*, deutsch auch
,.DNS*, ,,Desoxyribonukleinsaure®, ist ein Makromole-
kdl und damit eine wéagbare chemische Substanz —
ein ,,Code* ist eine Ubersetzungsvorschrift, also
etwas Immaterielles, Abstraktes. Die in der Frage
angesprochene Gleichheit kann also schon aus
Grunden der Logik gar nicht existieren und damit
auch nicht Gegenstand einer verniinftigen Frage
sein. Die Frage heil3t also eigentlich: Welche Eigen-
schaften lebender Organismen sind in welcher Weise
in deren DNA codiert? Wir kennen den klassischen
,.Genetischen Code*, die Ubersetzungsvorschrift der
Nukleinséuresprache (Basenabfolge) in die Protein-
sprache (Aminoséureabfolge) seit nunmehr fast 40
Jahren. Nur zehn Jahre hat es von der Entdeckung
der Watson-Crick-Doppelhelix, die in diesem
Frihjahr ihr 50-jéhriges Jubilaum gefeiert hat, bis
zum ,,Knacken* des Genetischen Codes gedauert!

Man konnte fragen: Was gibt es eigentlich heute
noch Umwaélzendes an den Genomen von Mensch
und Maus zu erforschen, nachdem die ca. 3 Milliar-
den lange Buchstabenfolge der beiden Sauger-
arten mittlerweile von 6ffentlichen Datenbanken
(www.ensembl.org) abgerufen werden kann? Wie so
oft in den Naturwissenschaften hat auch auf diesem
Gebiet fortschreitende Erkenntnis und Ansammlung
von Daten neue Komplikationen gebracht. Man weil3
jetzt, dass in der DNA-Doppelhelix weit mehr als die
Bauvorschrift fir Proteine steckt, obwonhl bereits die
Zahl méglicher Proteine mit ca. 100 000 weit héher
ist als die Zahl dafur codierender ,,klassischer* Gene.
Man wusste schon seit langem, dass von etlichen
Genen auch Nukleinsduren abgelesen werden, zum
Beispiel solchen, die als ,,Helfer* bei der Eiweil3-
synthese mitwirken und somit nicht identisch sind
mit der zu Ubersetzenden Boten-RNA. In den letzten
Jahren hat man herausgefunden, dass kleine Ribo-
nukleinsduren — bisher tGbersehen oder als Abbau-
produkte missdeutet — an vielen regulatorischen
Prozessen in der Zelle mitwirken (vgl. Laborjournal
Heft 7-8, 2003). SchlieBlich kénnen Basenabfolgen in
der DNA auch die Struktur der DNA selbst und damit
ihr Verhalten, zum Beispiel bei der Zellteilung oder
der Ablesbarkeit benachbarter Gene, beeinflussen.
Die Frage nach der funktionellen Bedeutung oder
dem ,,Informationsgehalt von Basenabfolgen be-

trifft den Softwareaspekt des Genoms. Sie ist Gegen-
stand des derzeit wohl wichtigsten Teilgebiets der
heutigen Genetik, das als ,,Funktionelle Genom-
forschung* oder ,,Funktionelle Genomik* bezeichnet
wird. Bei den folgenden Betrachtungen befassen wir
uns nur mit den Genen, die auf den Chromosomen
im Zellkern lokalisiert sind, nicht mit dem vergleichs-
weise winzigen Genom der Mitochondrien (Zellorga-
nellen, die der Energiegewinnung dienen), das beim
Menschen nur 16 000 Basenpaare umfasst.

Auf drei Wegen versucht man heute, der Buchstaben-
litanei grofRer Genome einen Sinn abzugewinnen.

(1) Man wendet Suchprogramme an, die aus Erfah-
rungen an bekannten Genen funktionelle Einheiten,
zum Beispiel Start und Ende von Genen, Befehle,
welche Sequenzbereiche in Aminosdureabfolgen von
Proteinen Ubersetzt werden sollen, regulatorische
Sequenzen usw. erkennen kdnnen. Diese Aufgabe
der Bioinformatik ist nicht trivial, da die genetische
Schrift keine ,,Satzzeichen* und keine ,,Kapiteluber-
schriften* kennt, sondern ,,ohne Punkt und Pause*
Uber Hunderte von Millionen von Basenpaaren jedes
einzelnen Chromosoms (und damit durchgehenden
DNA-Fadens) lauft und tberdies von langen Ab-
schnitten offenbar bedeutungsloser, sich wieder-
holender (,,repetitiver*) Sequenzen durchsetzt ist.

(2) Man verandert experimentell begrenzte Bereiche
im Genom, entweder durch eine Schrotschuss-
methode (die Verdanderungen sind dabei zuféllig im
Genom verteilt) oder durch gezielte Ausschaltung
einzelner Gene. Experimentelle Mutantenerzeugung
ist natdrlich nur auf Versuchstiere anwendbar. Sie
wird derzeit weltweit intensiv an der Labormaus
durchgefihrt. Eine fir die funktionelle Genomik rele-
vante Auskunft erhalt man, wenn die Mutation genau
im Genom lokalisiert wurde und Veranderungen in
physiologischen Leistungen oder im Erscheinungsbild
(,,Phénotyp*) festgestellt wurden.

(3) Man beruft sich auf ein Prinzip der molekularen
Evolutionsforschung, dass Bausteinabfolgen, die tGber
Jahrmillionen der Zerriittung durch sich anhaufende
zufallige Kopierfehler standgehalten haben, also ,,kon-
serviert* wurden, eine fur seinen Trager wesentliche
Funktion haben missen. Um solche Sequenzen zu
finden, vergleicht man die Basenabfolgen von Geno-
men verschiedener Spezies, zum Beispiel einigermalien
nahe verwandter Organismen wie Mensch und
Maus, die sich in der Stammesgeschichte der Tiere
vor ca. 75 Millionen Jahren getrennt haben. Fir die
Maus waéren das etwa 300 Millionen Generationen,
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also reichlich Gelegenheiten, zuféllige
Verdnderungen im Genom anzuh&ufen. Ob solche
Mutationen, einfache Basenaustausche
(,,Punktmutationen*) bis zu Verlusten,
Verschiebungen oder Verdopplungen von
Sequenzbereichen, Folgen fir den Organismus
haben, hangt davon ab, ob ein funktionell wichtiger
Bereich des Genoms betroffen ist. Umgekehrt schlie3t
man aus dem weitgehenden Erhalt einer Basen-
abfolge in der Evolution, dass diese eine wichtige
Funktion hat. Individuen mit veranderter Basen-
abfolge waren im Allgemeinen in dieser Funktion
beeintrachtigt und wirden im ,,Kampf ums Dasein“
gegendiber ihren arteigenen Konkurrenten unter-
liegen. Daher werden sich solche Mutationen, auch
wenn sie immer wieder auftreten, nicht durchsetzen
kdnnen.

Die unter (1) genannten Methoden der Bioinformatik
werden in einem weiteren Artikel in dieser Ausgabe
des Bielefelder Forschungsmagazins von Jens Stoye
und Robert Giegerich beschrieben. In diesem Artikel
werden die Ansatze (2) ,,Genausschaltung* und (3)
,.vergleichende Genomik* mit Beispielen aus der
Bielefelder Forschung illustriert.

m Wie menschlich ist die Maus?

In Abbildung 1 werden einige biologische Eigen-
schaften von Mensch und Maus verglichen. Beide
sind Saugetiere, aber es gibt doch erhebliche Unter-
schiede: die Lebenserwartung unterscheidet sich
etwa um den Faktor 40, das Gewicht um den Faktor
3000! Da verwundert es nicht, wenn man als
Modell fur erndhrungsphysiologische Fragen, Herz-
Kreislauf-Krankheiten oder Operationsmethoden
lieber auf das Schwein als Modell fir den Menschen
zurtckgreift. Genetik und vor allem Funktionelle
Genomik erfordert aber groRRe Individuenzahlen und
eine schnelle Generationenfolge. Allein schon aus
Grinden von Platz und Kosten kommen in diesem
Bereich nur Kleinsauger in Betracht. Die Abbildung 1
zeigt, dass die Maus in der Organisation ihres
Genomes, also einer prinzipielleren Eigenschaft als
Lebenserwartung und Korpergréfie, dem Menschen
doch sehr @hnlich ist.

m Gene und Krankheiten

Die klassische Genetik hat ihren Ausgang von der
Beobachtung von Mutationen genommen. Diese
Verénderungen in der Erbsubstanz Desoxyribo-
nukleinsaure (abgekirzt DNS oder DNA) fihren in
vielen Féllen zu sichtbaren Unterschieden zwischen
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Mensch

Homo sapiens sapiens
Johann Wolfgang von Goethe

Lebenslaufdaten
Prénatalentwicklung: 9 Monate
Erwachsen nach 18 Jahren
Mittleres Korpergewicht
50-75 kg

Generationszeit 25-30 Jahre
Lebenserwartung etwa 80 Jahre

Genetik

Chromosomen 1-22, X und Y
24.261 Gene

3.232.141.503 Basenpaare

Maus

Mus musculus laboratorius
Stamm NMRI

Lebenslaufdaten
Pranatalentwicklung: 21 Tage
Sexuelle Reife nach 4-6 Wochen
Mittleres Korpergewicht
25-30 g

Generationszeit 8 Wochen
Lebenserwartung etwa 2 Jahre

Genetik

Chromosomen 1-19, X und Y
24.948 Gene

2.497.038.443 Basenpaare

Abbildung 1: Mensch und Maus in Steckbriefen

Man sieht, dass sich Mensch und Maus in den genetischen
Daten &hnlicher sind, als in den Lebenslaufdaten. Die
angegebenen Zahlen zu den Genomen spiegeln den
gegenwartigen Forschungsstand (Juli 2003) wider, so dass
sich die Anzahl der Basenpaare und der Gene sicherlich

im Verlauf der néachsten Monate verdndern wird. Der
abgebildete Homo sapiens hatte das Alter von 81 Jahren
(Gemélde von Johann Joseph Schmeller, 1830).

,»Mutante* und ,,Wildtyp*“ (wie man bei Versuchs-
organismen sagt). Durch Mutationen, die beim Men-
schen zu Veranderungen von wichtigen Enzymen
und damit zu Erbkrankheiten fihren, ist man schon
um die vorletzte Jahrhundertwende auf die enge
Beziehung zwischen Proteinen und Genen aufmerk-
sam geworden, zu einer Zeit also, als die chemische
Natur der Erbsubstanz noch vollkommen unbekannt
war. Diese Beziehung, deren Herzstiick die Uber-
setzungsvorschrift zwischen der Basenabfolge der
Nukleinsauren und der Aminosaureabfolge der
Proteine, der ,,Genetische Code*, ist, wurde zur
Grundlage der modernen Molekulargenetik.

In Abbildung 2 ist eine ,,Krankheits-Genkarte** der
Maus gezeigt, wobei als Beispiele vor allem neuro-
degenerative und Muskelkrankheiten gewahlt wur-
den, da diese in der Medizin wichtigen Erbdefekte
seit vielen Jahren in der Arbeitsgruppe ,,Entwicklungs-
biologie und Molekulare Pathologie* im Rahmen
der Sonderforschungsbereiche 223 (1985-1996)
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Abbildung 2: Chromosomenkarte mit ,,Krankheitsgenen* der Maus und Angabe
entsprechender (,,homologer) Gene des Menschen. Diese in der Genetik Ubliche
schematische Darstellung zeigt die Maus-Chromosomen als senkrechte Striche, nach
Grolle geordnet. Die schwarzen Kugeln stellen die Centromere dar, an denen die
Chromosomenpaare bei der Zellteilung auseinander gezogen werden. Bei den meisten
anderen Organismen, so auch beim Menschen, teilen die Centromere die Chromosomen
in einen kurzen (,,p*) und einen langen (,,q*) Arm. Die Orte von Krankheitsgenen
(,,Genloci*) sind hier als Kéastchen angegeben, in denen oben die Abkurzung fur das
Krankheitsgen, darunter die flr das codierte Genprodukt steht; die mit * bezeichneten
Mutationen wurden gentechnisch durch ,,knock-out* oder ,,knock-in* erzeugt (vgl.
Abbildung 3), nur der Name des Genprodukts ist angegeben.

Beispiele: ,,Des* auf Chr 1, knock-out des Muskelproteins Desmin, leichte Muskel-
dystrophie; ,,wr* auf Chromosom 11: ,,wobbler*, spinale Muskelatrophie, Genprodukt
unbekannt; ,,mdx* auf dem X-Chromosom, ,,X-linked muscular dystrophy*“, Genprodukt
Dystrophin, entspricht dem Progressiven Muskelschwund Becker/Duchenne des
Menschen. Mausmodelle mit Mutationen in eingeférbten Kastchen wurden oder werden
in Bielefeld bearbeitet. Rot: Muskelkrankheiten, blau: neurodegenerative Krankheiten,

hellblau: modifizierende Gene oder ,,QTLs*.

und 549 (1998-2003) an der Universitat Bielefeld
erforscht wurden. Diese Gene sind in ihrer Anord-
nung auf den 21 Chromosomen (19 ,,Autosomen**
und zwei Geschlechts-Chromosomen X und Y) der
Maus dargestellt. Darunter sind menschliche
Krankheitsgene aufgefiihrt, die bestimmten Maus-
genen entsprechen, zu ihnen ,,homolog* sind. Gene
in verschiedenen Spezies werden als homolog oder
ortholog bezeichnet, wenn auf Grund der Ahnlich-
keit ihrer Basenabfolge kein Zweifel dariiber besteht,
dass sie von einem gemeinsamen ,,Gen-Vorfahr
abstammen. Eine solche Homologie ist bei Uber

90 Prozent der Gene zwischen Maus und Mensch
gegeben, das heif3t, nahezu jedes der ca. 30000
Gene des Menschen hat eine Entsprechung bei der

Maus und umgekehrt. Eine Maus, die eine Defekt-
mutation in einem Gen tragt, kann als genetisches
Modell oder ,,Genokopie* fiir eine menschliche
Erbkrankheit dienen, wenn bei den Patienten das
homologe Gen mutiert ist. Sind auRerdem die Krank-
heitssymptome (der verénderte ,,Phanotyp*) &hnlich
(soweit dies bei der unterschiedlichen Physiologie
der beiden Saugetiere moglich ist), so ist die Maus-
mutante auch eine ,,Phanokopie‘ der menschlichen
Erbkrankheit. Man hat dann ein ideales Tiermodell
zur Untersuchung der Mechanismen der Krank-
heitsentstehung (,,Pathomechanismen*) und fir
Therapie-Ansatze (vgl. den Artikel Uber die Muskel-
krankheit Myotonie, Forschung an der Universitat
Bielefeld, Nr. 6, 1992).
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m Mutationen nach MaR

Schon zur Zeit der klassischen Genetik im vorigen
Jahrhundert hat man erkannt, dass durch bestimmte
energiereiche Strahlen und reaktionsfreudige Chemi-
kalien Schaden in der DNA und damit Mutationen
erzeugt werden kdnnen. Die dabei angewendeten
Methoden beruhten aber auf dem Schrotschuss-
Prinzip: Die Gene wurden rein zuféllig vom Mutagen
getroffen, und man konnte nie vorhersagen, welche
Mutanten entstehen wirden. Diese Situation hat sich
in den letzten Jahren grundlegend gewandelt. Neben
den vorhandenen, ohne Zutun des Menschen ent-
standenen ,,Spontanmutanten‘ der Maus und
solchen, die mit ,,Schrotschussmethoden* erzeugt
wurden, stehen heute Ergebnisse raffinierter Gen-
ausschaltungsmethoden zur Verfiigung (Abbildung
3). Auf dem Umweg Uber embryonale Stammzellen
kénnen nicht nur bekannte Gene gezielt ausgeschaltet
werden — man erhélt dann so genannte knock-out-
oder KO-Mé&use - die funktionelle Ausschaltung
kann auch auf bestimmte Gewebe beschrénkt oder
zeitlich reguliert werden. Auch die Kombination
beider Methoden ,,gewebsspezifisch* und ,,auf
Kommando* ist mdglich. Es kdnnen auch normale
Gene der Maus durch ,,kranke Gene‘ des Menschen
ersetzt werden (,,Knock-in“). Was ist der Sinn dieser
gentechnischen Akrobatik? Die Aktivitat vieler Gene
wird im Laufe des Lebens eines Organismus mehr-
fach in verschiedenen Kontexten abgerufen. Ist zum
Beispiel eine Genfunktion vor der Implantation in die
Gebarmutter, spater aber nochmals zur Differenzie-
rung eines Organs und weiterhin zur Regeneration
bei Verwundung dieses Organs von Bedeutung, so
wird ein normales Gen-KO zum Absterben der
friihen Embryonen fihren. Es werden also nie Tiere
mit einem ,,Phanotyp* zu sehen sein, und die
spateren Funktionen des Gens bleiben dem Forscher
verborgen. Uber sie erfahrt man erst dann etwas,
wenn die Funktion des Gens zu einem spéateren
Zeitpunkt im Leben der Maus ausgeschaltet wird
(,,Konditionaler KO*). Der Sinn eines Knock-in eines
menschlichen Krankheitsgens ist die Erzeugung eines
mdglichst realitatsnahen Tiermodells fiir eine Erb-
krankheit (Genokopie und Ph&nokopie). Versuche
dieser Art laufen zur Zeit an der Universitat Bielefeld,
um die Funktion von bestimmten Genen (z.B. Neu-
regulin-1) im Nervensystem zu untersuchen.

m Vergleichende Anatomie von Genomen

Dem Wissenschaftszweig ,,Vergleichende Anato-
mie* haftet ein gewisser Museumsgeruch an. Die
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vergleichende Zoologie auf der Ebene der Gene ist
aber ein derzeit bliihendes Forschungsgebiet.
Vergleicht man die Anordnung sich entsprechender
(,,homologer*) Gene auf den Chromosomen von
Maus und Mensch, so findet man nur bei den
Geschlechts-Chromosomen X und Y eine Ahnlich-
keit im Genbestand. So liegt zum Beispiel das Gen
fUr das Protein Dystrophin, das mit geschlechts-
spezifischen Funktionen nichts zu tun hat und
dessen Ausfall zur Degeneration der Muskeln fuhrt,
bei Mensch und Maus auf dem X-Chromosom.
Das Gen, das die Entwicklung zum méannlichen
Geschlecht anstoft, liegt bei beiden Arten auf dem
Y-Chromosom. Bei den tbrigen Chromosomen, den
,»,Autosomen®, scheint auf den ersten Blick keine
einfache Beziehung fir die chromosomalen Orte bei
beiden Arten zu bestehen. Ein zweiter Blick zeigt
jedoch, dass es auf den Chromosomen der Maus
ganze Blécke von Genen gibt, die in Gengehalt und
-anordnung bei beiden Arten tbereinstimmen. Eine
solche Situation bei einem Abschnitt auf dem Arm p
des Chromosoms 2 des Menschen und Chromo-
som 11 der Maus ist in Abbildung 4 gezeigt. Man
erkennt eine fast perfekte Ubereinstimmung in
Gengehalt, Genreihenfolge und Leserichtung bei
der Synthese der Boten-RNA an der DNA, die sich
Uber 75 Millionen Jahre erhalten hat. Projiziert man
solche Genombereiche von der Chromosomenkarte
der Maus auf die des Menschen (oder umgekehrt),
S0 muss man dazu eins der Genome in etwa 200
verschieden grof3e Stlicke schneiden. Diese Stlicke
wurden wahrend der vergangenen 75 Millionen
Jahre in jeweils einem der beiden Genome gegen-
einander verschoben. Hat dieser Befund eine
Nutzanwendung? Ja, er hat: Man kann auf dieser
Basis mit Kenntnis der Lokalisation eines Gens bei
einer Art die Lokalisation des entsprechenden Gens
bei einer anderen, verwandten Art voraussagen.
Auf diese Weise wurde zum Beispiel die chromo-
somale Lage des menschlichen Myotonie-Gens
aufgrund der bekannten Lage des Myotonie-Gens
der Maus ,,erraten* (vgl. Forschung an der
Universitat Bielefeld, Nr. 6, 1992).

Bei dieser Betrachtung haben wir tiber bekannte,
wohl definierte Gene gesprochen, die zumeist durch
eine protein-codierende Sequenz definiert sind. Das
heif3t, dass an diesen Genen eine Boten-RNA mit
einer Basensequenz gebildet wird, die ihrerseits die
Information zur Verkettung von Aminosauren zu
einem Protein tragt. Der Nutzen des Genom-
vergleichs geht aber weiter. Man kann mit ihm uralte
Botschaften im genetischen Text aufspuren, die
nichts mit der Struktur von Proteinen zu tun haben.
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Abbildung 3: Mutationen nach Maf: Manipulation von
Genen zur Analyse ihrer Funktion. Die modernen
Methoden der Genausschaltung (,,Knock-out*) oder des
Genersatzes (,,Knock-in*“) verlaufen tiber den Umweg

Uber (urspriinglich aus Blastozysten isolierte) embryonale
Stammzellen, die unter Zellkulturbedingungen mit der
DNA eines manipulierten ,,Ersatzgens* behandelt werden,
das mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit das authen-
tische Wildtyp-Gen von seinem Platz verdréngt. Die in der
gewiinschten Weise genetisch veranderten Stammzellen
konnen isoliert, weiter kultiviert und schlieRlich wieder in
eine Blastozyste eingebracht werden, wo sie an der Ent-
wicklung einer chimarischen Maus teilnehmen. Im glinsti-
gen Fall beteiligen sich die genetisch veranderten Stamm-
zellen auch an der Bildung der Keimzellen, so dass
schlieBlich reinerbige mutierte ,,knock-out-Mause* erzeugt
werden kdnnen, falls der komplette Ausfall des betroffenen

m Urschreie im Genom

Beim direkten Vergleich homologer genomischer
Sequenzen von Mensch und Maus fallt auf, dass es
neben den protein-codierenden Genen eine grofliere
Zahl kirzerer Sequenzen gibt, die zwischen den Arten
ahnlich geblieben sind. Solche Homologien werden
als ,,Konservierte nicht-codierende Sequenzen**
(CNS) bezeichnet (Abbildung 4). Man findet zum
Beispiel in der in Abbildung 4 gezeigten Region

von 1,3 Millionen Basenpaaren mehr als 200 CNS-

Faallich reguliertes
Fnock-out

Gens mit der Entwicklung und Lebensfahigkeit der Maus
vereinbar ist. Dies ist zwar erstaunlich oft, aber nicht
immer der Fall. Daher erhélt man in einigen Fallen wert-
vollere Informationen, wenn der Funktionsausfall des Gens
auf bestimmte Gewebe oder einen bestimmten Zeitraum
beschrankt wird. Dies erreicht man, indem man das
authentische Gen durch ein ebenfalls funktionsfahiges Gen
ersetzt, das vorgefertigte Schnittstellen fur das ,,Scheren-
enzym“ Cre-Rekombinase aus einem Bakterienvirus
enthalt. Das Gen fir dieses Enzym kreuzt man mithilfe
eines entsprechenden transgenen Mausstamms in den
Stamm mit dem ausschneidbaren Ersatzgen ein. Das
Cre-Recombinase-Gen kann nach Bedarf mit Regulator-
sequenzen versehen sein, die die Synthese des Scheren-
enzyms auf bestimmte Gewebe begrenzen, durch von
auflen zugegebene Substanzen regulierbar machen oder
beides.

Elemente, die mehr als 75% ldentitat zu ihrer homo-
logen Sequenz in der anderen Spezies aufweisen und
langer sind als 100 Basenpaare. Es ist schwer vor-
stellbar, dass diese Sequenzen rein zufallig die 75
Millionen Jahre getrennte Evolution von Mensch und
Maus mit so wenigen Veranderungen Uberstanden
haben, wahrend benachbarte Sequenzen drastisch
verédndert wurden. Man muss daher annehmen, dass
diese CNS- Elemente einem evolutionéren Selektions-
druck unterliegen und somit irgend eine biologische
Funktion erfillen. Die Funktion der CNS kdnnte in
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der Regulation der Synthese oder dem ,,Zuschneiden*
der Boten-RNA liegen. Sie kdnnten auch eine Rolle
bei der Strukturierung der DNA mit Proteinen zum
Chromatin der Chromosomen spielen. In Bielefeld
wird im Rahmen unserer Kooperation mit der Gruppe
von Robert Giegerich ein Werkzeug entwickelt, mit
dem automatisch grolRe genomische Sequenzen ver-
glichen, CNS-Elemente von Genen und repetitiven
Sequenzen getrennt und damit identifiziert und
schlieflich in Datenbanken abgelegt werden. Die
weitere funktionelle Analyse wird aber wieder in Zell-
kultur und durch Mutagenese der Maus durchgefiihrt.

normale Funktion des betroffenen Gens allenfalls
geringflgig beeintrachtigen und im gesunden Men-
schen keine Krankheiten auslésen. Solche Poly-
morphismen werden mit statistischen Methoden im
Genom aufgespurt. Ihre genomweite Verbreitung
spiegelt die Vernetzung von Genwirkungen fir
physiologische Funktionen und Krankheitsgeschehen
wider. Man erhofft sich von der Identifizierung der
polymorphen Gene neben diagnostischen und pro-
gnostischen Erkenntnissen die Mdglichkeit gezielter
Entwicklung von spezifischen Pharmaka. Die Kartie-
rung von QTL im Genom wird daher in groRen

Menzch Chr 2

Abbildung 4: Spuren der Stammesgeschichte im Genom:
Entsprechung von Gen-Positionen auf Chromosomen-
abschnitten. Auf Chromosom 11 der Maus (rechts) gibt
es einen Abschnitt von ca. 1,3 Millionen Basenpaaren,
dem ein etwa ebenso langer Abschnitt auf dem mensch-
lichen Chromosom 2p (links) entspricht. Die genauere
Analyse dieses Falls von ,,konservierter Synténie* in
Bielefeld hat gezeigt, dass relative Anordnung und Lese-
richtung trotz 75 Millionen Jahren getrennter Stammes-
entwicklung im Wesentlichen erhalten geblieben sind.
Die Gene sind als breite rote oder griine Pfeile darge-
stellt, deren Spitze die ““Leserichtung* bei der Abschrift
der DNA-Basenabfolge in die Boten-RNA (messenger
RNA, mRNA) darstellt. Die schmalen Doppelpfeile
verbinden entsprechende (homologe) Gene in beiden
Spezies. Bei Einzelpfeilen mit Fragezeichen ist das ent-
sprechende Gen entweder nicht vorhanden oder auf
einem anderen Chromosom lokalisiert. *, Gene, die
aufgrund unserer Untersuchungen in Bielefeld entdeckt
wurden. Die graphische Darstellung der goldenen Doppel-
helix (nicht maBstabsgetreu!) haben wir vom Festkollo-
quium zum 50. Jahrestag des Watson-Crick-Modells in
Cambridge, England, April 2003, ilbernommen.

m Netzwerk der Genwirkungen:
Risikofaktoren und modifizierende Gene

Bei den meisten ,,Volkskrankheiten*, wie Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, Diabetes, Krebs und Alz-
heimerscher Krankheit, gibt es familiare Haufungen,
die auf die Beteiligung genetischer Faktoren hin-
weisen. Solche Risikofaktoren beeinflussen die Wahr-
scheinlichkeit des Eintretens einer Krankheit und/oder
die Schwere des Verlaufs. Da sie eine quantitative
Wirkung - verstarkend oder abschwéchend — haben,
werden die entsprechenden Gene im Angelséchsi-
schen als ,,Quantitative Trait Loci* (QTL) bezeichnet.
Oft handelt es sich bei den ,,Ubeltatern* um mini-
male Sequenzunterschiede (Polymorphismen), die die
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epidemiologischen Studien angegangen. Allerdings
lasst sich der Effekt eines ererbten Polymorphismus
beim Menschen nur sehr schwer nachweisen, da sich
die exogenen Faktoren wie Erndhrung und andere
Lebensgewohnheiten, die ebenfalls eine positive oder
negative Wirkung auf die untersuchten Krankheiten
haben konnen, den genetischen Effekt tUberlagern.
Bei der Maus lassen sich die exogenen Faktoren
standardisieren, unter anderem durch eine moderne
Tierhaltung mit perfekten Hygienebedingungen,

wie sie die neue Versuchstieranlage der Universitat
Bielefeld bieten wird. Dank der Verfugbarkeit von
genetisch homogenen Inzuchtstdmmen, mit denen
die meisten der grofien Volkskrankheiten untersucht
werden konnen, und der Mdglichkeit, einheitliche
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Abbildung 5: Die kleine RNA, das unbekannte Wesen

Die Ubersetzung der Nucleinsaureschrift in die Protein-
schrift folgt bestimmten Regeln, aufgrund derer man
Protein-codierende Abschnitte auf der DNA mit den
Methoden der Bioinformatik mehr oder weniger verlasslich
erkennen kann. Solche Regeln gibt es offenbar nicht, wenn
an der DNA ein wichtiges RNA-Stiick tberschrieben wird,
das nicht in ein Protein Ubersetzt wird. Daher verwendet
man in diesem Fall die vergleichende Genomik als Hilfs-
mittel fUr die Funktionelle Genomik. Ein DNA-Abschnitt,
der nicht fir Proteine codiert, aber dennoch zwischen
evolutionar entfernten Arten wie Maus und Mensch

oder Ratte und Mensch konserviert geblieben ist, wird

Stamme mit den gewilinschten Genkombinationen
gezielt ziichten und analysieren zu kdnnen, ist es bei
der Maus méglich, QTLs sehr viel effizienter aufzu-
spuren als beim Menschen.

In Bielefeld wird seit vielen Jahren die ,,wobbler-
Maus“ (Gensymbol ,,wr*, s. Abbildung 2) als Modell
fir Spinale Muskelatrophie (SMA) untersucht. Spinale
Muskelatrophien sind unheilbare Krankheiten, bei
denen eine Degeneration von motorischen Nerven-
zellen in Hirnstamm und Ruckenmark zum fortschrei-
tenden Abbau (,,Atrophie‘) der Skelettmuskulatur
fuhrt. Schon bei den Kreuzungen unseres
Mausstamms mit der wobbler-Mutation mit anderen
Mausstammen (wie sie zur Kartierung des Gens auf
Chromosom 11 durchgefiihrt werden mussten) war
aufgefallen, dass es zu starken Unterschieden im
Schweregrad der Muskelatrophie kam. Dieser Beob-
achtung, die auf die Existenz von modifizierenden
Genen oder QTLs schlief3en lie, sind wir in den
letzten Jahren nachgegangen: Durch gezielte Ver-
paarung wurden drei QTLs kartiert. Einer dieser Loci
konnte innerhalb des Chromosoms 14 der Maus

,.conserved noncoding sequence* oder ,,CNS* genannt
(die Molekulargenetiker hat es nicht gestort, dass diese
Abkiirzung bereits fir ihr eigenes Gehirn vergeben war). In
der Abbildung sind zwei CNS in einem kleinen Ausschnitt
(50000 Basenpaare) des Neuregulin-Gens zu sehen. Sie
liegen zwischen Protein-codierenden Abschnitten, von
denen einer, am linken Ende des Gens, gezeigt ist. Sind
die verglichenen Arten evolutionér zu nahe verwandt wie
Ratte und Maus (stammesgeschichtliche Trennung vor
10-20 Millionen Jahren), so ,,sieht man vor lauter
Baumen den Wald nicht*, das heif3t, es gibt zu viele
Sequenzéhnlichkeiten, um die Besonderheit der CNS zu
erkennen.

eingeengt werden. In diesem Genombereich waren
neben anderen Genen ein Gen fir ein nerven-
spezifisches Zytoskelettprotein (Neurofilament-Unter-
einheit) lokalisiert, und in diesem Gen konnte tat-
sachlich in dem zur Verpaarung benutzten ,,Partner-
Mausstamm** eine ungewoéhnliche Aminosaure-
abfolge entdeckt werden, die moéglicherweise fiir
eine Verstarkung des neurologischen Ph&notyps der
wobbler-Maus verantwortlich ist. Man findet in den
Nervenzellen der ,,modifizierten wobbler-Mause**
auffallige Verklumpungen des Neurofilament-Pro-
teins, wie sie auch bei einigen neurodegenerativen
Erkrankungen des Menschen beobachtet werden.

m Schlussfolgerungen und Ausblick

Aus dem Vorhergehenden sollte klar geworden sein,
dass eine intensive Forschung an den Genomen von
Maus und Mensch auch oder gerade nach der Ver-
offentlichung der Sequenzen aus Sicht der Grund-
lagenforschung und Biomedizin sinnvoll und not-
wendig ist. Detaillierte Analysen bestimmter Bereiche
der Genome von Maus und Mensch fiihren auch
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nation molekulargenetischer mit entwicklungs-
biologischer und physiologischer Expertise gefragt
ist. Ein noch vollig offenes Gebiet ist das
Zusammenspiel der Gene bei komplexen Leistungen
des Gehirns, dem man sich derzeit mit einer
Kombination von Molekulargenetik (Herstellung
gewebsspezifischer und zeitlich regulierbarer
Genausschaltungen), Neuroanatomie und

heute noch zur Entdeckung neuer Gene oder
regulatorischer Sequenzen, und hier kénnen auch
kleinere Gruppen an Universitaten, nicht nur
»Sequenzierfabriken*

mit zahlreichen Wissenschaftlern und Technikern,
wichtige Beitrage leisten. Dies gilt umso mehr fiir die
Funktionsanalyse von Genen, vor allem durch Gen-
manipulationen an der Maus, da hierzu die Kombi-

Verhaltensforschung zu né&hern versucht.

Privatdozent Dr. Thomas Schmitt-John (links)
studierte Biologie in Frankfurt/Main und
promovierte am Institut fr Organische Chemie der
Universitat Frankfurt. Nach einer kurzen Phase in
einem Auftragsforschungs-Unternehmen wechselte er
flr drei Jahre als Postdoc an das GSF-Institut fur
Saugetiergenetik (Minchen), das damals von Prof.
Dr. Rudi Balling geleitet wurde. Seit 1995 arbeitet er
in Bielefeld am Lehrstuhl Entwicklungsbiologie und
Molekulare Pathologie, unter anderem als
Teilprojektleiter im Sonderforschungsbereich 549
(seit 1998). Im Jahr 1999 griindete er mit zwei
weiteren Partnern das Biotech-Unternehmen
Praenadia GmbH in MUnster, dessen Geschick er
seither mitsteuert. Im Jahr 2001 habilitierte er sich
fir das Fach ,,Genetik*.

Professor Dr. Harald Jockusch (rechts) studierte
Biologie und Chemie in Frankfurt/Main, Tubingen
und Minchen und promovierte 1966 mit einer am
Max-Planck-Institut fiir Biologie in Tibingen
durchgefuhrten Untersuchung auf dem Gebiet der
Molekularen Pflanzenvirologie. 1968-1970 Postdoc
in Madison, Wisconsin, USA. 1971 Habilitation fiir
das Fach Biologie in Tlbingen. 1975-1977 Dozent
am Biozentrum der Universitat Basel. 1977-1981
Professor fiir Neurobiologie in Heidelberg. 1981
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bis heute Professor fur Entwicklungsbiologie und
Molekulare Pathologie an der Universitét Bielefeld,
dort 1988-1991 Prorektor fiir Forschung und wissen-
schaftlichen Nachwuchs. Mitbegriinder und erster
Koordinator des Schwerpunkts ,,Muskelforschung*
der Deutschen Forschungsgemeinschaft. Mitglied des
wissenschaftlichen Beirats der Deutschen Gesell-
schaft fur Muskelkranke und des Nutzerbeirats der
Meeresbiologischen Anstalten des Alfred-Wegener-
Instituts Bremerhaven. Mitbegriinder und 1993 bis
1996 Sprecher des Sonderforschungsbereichs 223
,.Pathomechanismen zellularer Wechselwirkungen®,
Mitbegrunder und 1998 bis heute Sprecher

des SFB 549 ,,Prozessierung und Signalwirkung
extrazelluldarer Makromolekile*. Projektleiter im
Graduiertenkolleg ,,Strukturbildungsprozesse* der
Fakultat fur Mathematik.

Das Foto zeigt die Autoren vor dem neuen zentralen
Tierhaus der Universitéat Bielefeld. Das ,,Maushaus*
ist ein fast fensterloses Gebaude, das an den Flugel
W (Biologie) des Universitatshauptgebaudes ange-
baut und in diesem Herbst seiner Bestimmung uber-
geben wird. Modernste Liftungs- und Hygiene-
technik sorgt fir héchste Haltungsstandards fur die
Zucht von Mausen fir die biomedizinische Forschung
in Bielefeld.
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Finden, fast ohne zu suchen:
e Indexstrukturen in der Bioinformatik

Robert Giegerich
und Jens Stoye

Technische Fakultat

Die Bioinformatik wird haufig als eine
Hilfswissenschaft zur Unterstiitzung
der (Molekular-)Biologie und Genom-
forschung angesehen. Dennoch haben
an verschiedenen Stellen Fragestellun-
gen aus der Biologie auch Teilgebiete
der Informatik so stark beeinflusst,
dass sich daraus neue Forschungs-
richtungen innerhalb der Informatik
ergeben haben. Eine solche ist die
strukturelle Mustererkennung in grof3en
Textbestanden, bei der es darauf an-
kommt, bestimmte, durch ihre Struktur
gekennzeichnete Textmuster zu finden,
ohne die Texte immer wieder aufs
Neue komplett durchsuchen zu muissen.

L

P2

19850 1985 TS0 1945

Year

GenBank nucleotide count

Growth of available sequence data and transistor count

0 f—v"ﬂ)
-

'\\

* Intel transistor count

Abbildung 1

dem Anstieg der verfligbaren
Genomsequenzen noch deutlich
Ubertroffen.

2000 2005

In den vergangenen Jahren ist die Menge in 6ffent-
lichen Datenbanken gespeicherter biologischer
Sequenzdaten, meist in Form von DNS- oder Pro-
teinsequenzen, extrem angestiegen, nicht zuletzt
forciert durch die immensen Anstrengungen im
Rahmen des Humangenomprojekts. Ein Dilemma,
das mit diesem Datenwachstum einhergeht, wird
sichtbar, wenn man den Anstieg der Menge der bio-
logischen Sequenzdaten mit dem allseits bekannten
ebenfalls enormen Anstieg der Integrationsdichte
und Geschwindigkeit der jeweils aktuellen Computer-
chips vergleicht: Wahrend die Chip-Integrations-
dichte sich etwa alle 18 Monate verdoppelt (was
nach dem Mitgriinder der Firma Intel gerne als
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,.Moore’s law* bezeichnet wird), verdoppelt sich die
Menge der in den biologischen Sequenzdatenbanken
gespeicherten DNA- und Proteinsequenzen seit

ca. 1980 sogar schon etwa alle 14 Monate. Hieraus
ergibt sich, dass eine Gesamtanalyse aller verfligbaren
Genomdaten, selbst bei Verwendung der jeweils
aktuellsten Computergeneration, mit zunehmender
Zeit immer langer dauern wird (siehe Abbildung 1).
Das exponentielle Wachstum der Gréf3e der Liicke
zwischen den beiden Kurven macht klar, dass die
einzige Lésung dieses Dilemmas die Entwicklung
neuer Analysemethoden ist, deren Geschwindigkeit
im Idealfall nur noch sehr wenig von der Gro3e der
zu untersuchenden Daten abhéngt.

Der Anstieg der Integrationsdichte
moderner Computerchips wird von

63



64

T G L
A
CACTAACTG Abbildung 2
ACTAACTG ‘X_%. A C T ¢ Suffixbaum des Textes CACTAACTG. Links sind alle
?;22‘? (T; G A . A Tc - T A A o — Suffixe des Textes _aufgel'istet. !m rechts dargestelltgn
AACTG ./3\ N T o ] Baum_kann_man diese W|eder‘f‘|nden, wenn man_ bei der
ACTG G _A L] ganz links liegenden ,,Wurzel** des Baumes beginnend
CTG ) 'G\. die Zeichen entlang den Kanten des Baumes liest.
TG T A A C T G
G .,
T
m Aber kann es so etwas geben? Bevor wir auf eine weitere wichtige Anwendung
des Suffixbaums eingehen wollen, die Repeat-Suche,
In der Tat wird in der Informatik schon seit langerer soll kurz erwahnt werden, dass es neben dem Suffix-
Zeit an Methoden gearbeitet, die es ermdglichen, die baum noch andere Indexstrukturen gibt, die sich
Dauer einer Datenanalyse unabh&ngig von der GrolRe auch zur Textanalyse einsetzen lassen. Die meisten
der zu analysierenden Datenmengen zu machen. In solcher Strukturen sind allerdings mehr oder weniger
der Regel wird dabei nach dem folgenden Schema mit dem Suffixbaum verwandt und unterscheiden
vorgegangen: Sobald die Daten bekannt sind, sich hauptséchlich im Speicherbedarf oder leicht in
werden einmalig Zeit und Speicherplatz investiert, der Funktionalitat. Durch seine einfache Struktur ist
um die Daten so vorzuverarbeiten, dass sie hinterher der Suffixbaum aber am besten geeignet, die Ideen
schneller analysiert werden kénnen, als dies ohne der Indizierung von Texten darzustellen, deshalb
eine Vorverarbeitung moglich ware. Man spricht wollen wir uns hier darauf beschrénken.
davon, dass ein Index der Daten erstellt wird. Besonders gut eignen sich Suffixbdume zum Ent-
Im Folgenden wollen wir einen Index vorstellen, decken wiederholt auftretender Sequenzabschnitte,
der sich in der Bioinformatik als wahres ,,Orakel* Repeats genannt. Bei der Betrachtung von Abbildung
herausgestellt hat: den Suffixbaum. An der Techni- 2 lasst sich erkennen, dass beispielsweise das langste
schen Fakultat der Universitat Bielefeld beschaftigen Repeat in CACTAACTG, ACT, der am weitesten
sich zwei Arbeitsgruppen (AG Praktische Informatik rechts liegenden Verzweigung im Suffixbaum
und AG Genominformatik) mit dieser Datenstruktur. entspricht. Zum Ermitteln aller Repeats in einem Text
haben wir das Werkzeug REPuter entwickelt, das
zunéchst den Suffixbaum erstellt und daraufhin die —
m Der Suffixbaum und die Repeat-Suche dann sehr einfache — Ermittlung der Repeats
durchfuhrt. Dabei ist das Werkzeug nicht auf die in
Fur sich gesehen ist ein Suffixbaum eine ganz dem obigen Beispiel dargestellten exakten Repeats
einfache Datenstruktur (siehe Abbildung 2), aber die beschrénkt, sondern es werden auch Repeats mit
dahinter verborgenen Potenziale werden schon bei einigen Fehlern zugelassen.
einer so einfachen Fragestellung wie der Suche nach Die Fragestellung der Repeat-Suche resultiert aus
exakten Teilworten einer langen Sequenz sichtbar: vielen Anwendungen in der Genomforschung, von
Wenn man zum Beispiel testen will, ob die Muster- denen wir nun funf beschreiben. Wie man sehen
sequenz TAATA Teilwort des Textes CACTAACTG wird, spielt auch die Visualisierung von Ergebnissen
ist, so muss man nur von links aus in den Baum in eine wichtige Rolle.
Abbildung 2 ,,hineinlaufen* und dabei den Zeichen
der Anfragesequenz folgen. Man wird feststellen, m Prifung von assemblierten Sequenzen
dass T, A und A passen, dass dann aber keine
Fortsetzung TA mehr méglich ist, TAATA also nicht Zur Sequenzierung werden DNA-Molekile in kleine
in CACTAACTG vorkommt. Das beachtliche an Abschnitte zerstuickelt. AnschlieBend mussen sie als
diesem Vorgehen ist, dass die Zeit zur Beantwortung Sequenzen wieder zusammengefiigt (assembliert)
der Anfrage nur von der Lange der Mustersequenz werden. Damit dies mdglich ist, sequenziert man in
abhangt und nicht von der Lange des Textes. mehrfacher Uberdeckung. Dabei kommt es immer
Forschung an der Universitat Bielefeld 26/2003
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Abbildung 3
Prufung von assemblierten
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wieder vor, dass lange Sequenzabschnitte mehrfach
an unterschiedlichen Teilen aufgebaut und am Ende
auch mehrfach (statt einfach) eingesetzt werden.
Uberraschenderweise (ibersehen die Assemblier-
Programme gerade sehr lange Duplikate. Dies liegt
daran, dass der Vergleich langer Sequenzen rechne-
risch sehr aufwendig ist — es sei denn, man verwendet
unsere Indexstrukturen. Abbildung 3 zeigt eine solche
Situation.

m Krankheiten beruhen auf genomischen
Deletionen

Treten genomische Abschnitte mehrfach auf, kann es
bei der Replikation zu Léschungen ganzer Abschnitte
(Deletionen) fuhren. Liegen Gene auf dem gel6sch-
ten Abschnitt, kann der so begriindete genetische

Fild Pl Wi

Defekt zu einem Krankheitsbild fiihren. Je nach Lage
und Anzahl der Repeats kann es zu Deletionen unter-
schiedlicher Lange und unterschiedlich schwerem
Krankheitsbild kommen. Eine solche Situation ,,sieht*
man in Abbildung 4.

m Eindeutige Sequenzabschnitte

Oft sucht man nach charakteristischen Sequenz-
abschnitten — solchen, die im gesamten Genom nur
einmal auftreten und sogar dann noch eindeutig
sind, wenn man eine geringe Zahl von Abweichun-
gen erlaubt. Will man zum Beispiel DNA-Microarrays
herstellen, ist die Eindeutigkeit der Proben entschei-
dend fur die Interpretierbarkeit der Ergebnisse. Ein
Durchprobieren einzelner Abschnitte ist rechnerisch
nicht praktikabel.

Abbildung 4
Duplikation von Genomabschnitten.
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- Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt
des menschlichen Chromosoms 22

mit einer ungewodhnlichen Repeat-
Region. Ein typisches netzartiges
Muster entsteht durch mehrfach

(teilweise invertiert) auftretende
Abschnitte. Die Deletionen, die
zwischen ihnen entstehen kénnen,
entsprechen unterschiedlicher
Auspragung des unter dem Namen

DiGeorge/Velo-cardio-facial-
syndrome bekannten Krankheits-
bildes.
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Abbildung 5
Ein Abschnitt des menschlichen
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- Chromosoms 21. Auf den ersten Blick
scheint alles voller Repeats.

O, i LT TRARS D (0= | XTERRT, i) D, BFFa ] RN N D G Bt 10 Pl T RS LT

el LR ==

o1 W HCE | P Wi nll ndmickan | (BLAET

llﬂ-iﬂll

_llulllﬁ'-h-:lﬂl B Za=s Sassgmerce J

Wir gehen einen scheinbaren Umweg, der aber
viel effizienter ist. Mit REPuter bestimmen wir alle
Repeats ab einer Mindestlange k, mit Fehlertoleranz
f. Da k relativ klein ist, treten solche Repeats in
Massen auf, und fast das ganze Bild wird schwarz —
vgl. Abbildung 5. Aber nur fast! In der Nahaufnahme
von Abbildung 6 werden Repeat-freie Regionen sicht-
bar. Die hier liegenden Abschnitte der Lange k haben
die gewiinschte Eindeutigkeit, selbst bei Duldung
von f Fehlern.

ik bl Ve

m Vergleich von Genstrukturen

Programme zur Vorhersage ,,eukaryotischer* Gene
(von Pflanze, Tier oder Mensch im Gegensatz zu
bakteriellen Genen) finden nur selten die perfekte
,.Intron-Exon-Struktur*. Diese bezieht sich auf die
Tatsache, dass fur ein Protein kodierende Gene

in héheren Lebewesen haufig nicht in einem Stiick
auf dem DNA-Strang abgelegt sind, sondern in
Abschnitten, den so genannten ,,Exons®, die von
nicht fur das Protein kodierenden DNA-Abschnitten,
den ,,Introns* unterbrochen werden. Auf die Intron-
Exon-Struktur bezogen hilft ein Vergleich der unab-
hangig vorhergesagten Genstrukturen verwandter
Organismen. In Abbildung 7 wird das pellino-Gen
von Mensch und Maus verglichen.

Abbildung 6

Nahaufnahme von Abbildung 5, auf

I
— LTI LTI =T - der (zwischen den weilen Linien) ein
Frme | ik . . . .
barnmm < s = = — Bereich sichtbar wird, der keine
Repeats enthalt.
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m Abgleich genomischer Sequenzen
mit cDNA und EST

Abbildung 7

Vergleich der Struktur des pellino-
Gens von Mensch (links der wei3en
Linie) und Maus (rechts).
Vorhergesagte Genabschnitte sind
grun markiert. Die lila Linie zeigt
einen weiteren stark zwischen
Mensch und Maus konservierten
Bereich — moglicherweise ein Exon,
das Ubersehen wurde.

Abbildung 8

cDNA/EST mapping. Hier wird die
cDNA des menschlichen Gens
Kiaa0903 mit einem Abschnitt des
Maus-Chromosoms 11 verglichen.
Man sieht auf einen Blick, dass (und
wie) das Kia0903-Gen in der Maus

durch lange Introns weit separiert ist.

Die Autoren danken
Dr. Jomuna Choudhuri fiir
das Generieren der Grafiken.

m Schlussbemerkung

Wir haben funf Beispiele fir Anwendungen der

ESTs sind Sequenzen exprimierter und gesplei3ter

automatischen Repeat-Analyse beschrieben.

DNA (das heif3t, die oben angesprochenen nicht
kodierenden Introns sind hier herausgeschnitten).
Vergleicht man sie mit genomischer DNA, erhélt man
Hinweise auf die Lage mdglicher Gene. EST-Daten
werden in groflen Mengen bestimmt, so dass auch
hier der Vergleich eine Frage der Effizienz ist. Ab-
bildung 8 zeigt eine Anwendung von REPuter auf
dieses Problem.
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Wahrend sicherlich einige dieser Fragestellungen
auch mit ad-hoc-Methoden, die den Text ein- oder
mehrfach durchsuchen, beantwortet werden
kdnnten, ist es doch sehr schnell ersichtlich, dass
REPuter mit Hilfe des Suffixbaums in der Lage ist, die
verschiedensten Fragestellungen schnell und exakt zu
beantworten.
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k. Alfred Piihler

: | ) From Genes to Genomes
% to Systems Biology

Development of the Bacterial Genome
Research at Bielefeld University

The development of sequence analysis at Bielefeld University
is presented by a retrospect on three publications. The first

of these concerns the sequence of an interesting regulatory
gene of Rhizobium meliloti, the second the sequence of the
entire nitrogen fixation gene cluster of Klebsiella pneumoniae,
and the third the sequence of the complete genome of
Sinorhizobium meliloti. In the second section of the article,
the formation of a Genome Research Institute as part of the
Centre for Biotechnology at Bielefeld University is highlighted.
In this institute, developing techniques in the field of
genomics, transcriptomics, proteomics and bioinformatics are
pursued. The institute has already attracted large scale research
projects from different sponsor organisations. The most
important research project concerns the Germany-wide
competence network on Genome Research of Bacteria
Relevant for Agriculture, Environment and Biotechnology. This
competence network is financially supported by the Federal
Ministry of Education and Research is coordinated by the
Bielefeld Genome Research Institute. Finally, the article outlines
the future perspective. The next step in development will deal
with Systems Biology, since the newly developed techniques
of genome and postgenome research permit a holistic study
of bacterial cells. In particular, bioinformatics represents the
dominating discipline which is necessary to handle the huge
amount of data produced and to develop in silico models of
living cells.

== = Olaf Kaiser - Folker Meyer

| Genomeresearch and Bioinformatics

The Bielefeld Platform of Analyzing Genomes
The sequencing and subsequent sequence analysis of Haemo-
philus influenzae in 1995 was the starting point of a new era.
Since then, more than one hundred complete genomes
have been published. Sequencing and analyzing a complete
genome, however, is still a complex, expensive project.
At Bielefeld University, a close collaboration of Biologists and
Computer Scientists has been established and successfully
applied to the analysis of five bacterial genomes. Two success-
ful software platforms have been established in the frame-
work of these genome projects, and more are currently under
development.
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Robert Giegerich - Jens Stoye
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Index Structures in Bioinformatics

Bioinformatics is often described as connecting “wet” biology
to ,,theoretical* computer science, providing (important) infra-
structural support and transfer of knowledge. Some questions
originating from computational biology, however, have initiated
intense research in new or re-activated areas of computer
science itself, including the analysis of large textual data sets and
the search for structural patterns in long strings. The problem in
bioinformatics is that the amount of available biological data
grows much faster than microprocessors accelerate, so that it is
mandatory to develop analysis methods that run faster than
proportional to the data size. The basic idea to make this
possible is that as soon as the data are available, computer time
and memory are invested once in order to pre-process the data
and build an “index” which later permits to speed up queries.
A very powerful and flexible index for questions arising in
bioinformatics is the so-called suffix tree. It is particularly well
suited for finding various kinds of textual repeats. The demand
for repeat analysis results from many applications in genome
research, a few of which are presented in this contribution.

Anke Becker

Transcriptomics: Microarray
Technology Helps Elucidating
Complex Gene Regulation Networks

While deciphering of genome sequences is moving into

ever higher gear, more than experimental procedures for

the investigation of biological functions of individual DNA
sequence elements and encoded gene products become
important for further analyses. Experimental approaches to
elucidate the function of DNA sequences from a more global
perspective have become increasingly crucial. The analysis of
global gene expression patterns (transcriptomics) is a key area,
since how a cell or an organism develops and differentiates
and how it adapts to variable conditions is determined to a
large part by the profile of gene expression. DNA array
technology, where thousands of different DNA sequences are
arrayed in a defined matrix on different supports in growing
densities, is rapidly becoming the method of choice for gene
expression profiling. The applications of microarrays extend
beyond the boundaries of basic research into environmental
monitoring, pharmacology and medical diagnostics. In recent
years, DNA-microarray technology has overcome the initial
state and emerged as an important tool to meet many of these
challenges. As a partner collaborating in a number of German
and European research networks, the Transcriptomics Group at
the Institute for Genome Research of Bielefeld University is
dedicated to provide technical support, training and advice to
researchers in this field of genome research.
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Abstracts

Karsten Niehaus

Proteomics: From Gene to Function

The sequencing of whole genome of several model organisms
is finished or will be finished in the near future. The obvious
vision is now to go “From Genes to Functions”. A central
focus of the postgenomic research will be to understand how
cellular phenomena arise from the connectivity of genes,
RNAs, proteins and metabolites. Realising the potential of
post-genome science will be a highly interdisciplinary process
requiring close collaboration between a wide range of
expertise, including experts from physics, chemistry, biology
and bioinformatics. Understanding complex biological systems
requires the integration of experimental and computational
research leading to a systems biology approach.

For the years to come, proteomics will be a central part of this
approach. Proteins are encoded by genes; but there are neither
genes, gene transcription, nor enzymes and metabolites with-
out proteins. This does not mean that proteins are the “most
important™ players in this game. But from the regulatory point
of view, proteins are the receptors, mediators and executives
that control virtually all processes in a living cell. Establishing
“maps” of the type and quantity of all proteins under given
environmental conditions is a first step on the way from genes
to functions.

[. : Stefan Weidner

Nitrogen Grasped from the Air

The largest amount of nitrogen in soil is fixed by free-living or
by symbiotic micro-organisms. Bacteria of the group Rhizobia
are capable of establishing symbiosis with legume plants like
peas, beans, soybeans or peanuts, and contribute the major
part of fixed nitrogen. Therefore, this symbiosis is of enormous
agronomic importance. The entire tripartite genome of the
model organism Sinorhizobium meliloti, the micro-symbiont
of alfalfa, has been sequenced in an international consortium
under participation of Bielefeld University. A detailed analysis
of the three genomic replicons revealed interesting insights
about the evolution of this bacterium and a better under-
standing of the intimate bacterial-plant interaction. The avail-
ability of the entire genomic sequence initiates new research
strategies and new research areas like transcriptome and
proteome analysis.

Jorn Kalinowski
Genomeresearch Using the Example

of the Aminoacid-Producting Bacteria
Corynebacterium glutamicum

Amino acids are building blocks for the proteins of all living
organisms. Some of these, the essential amino acids, have to
be taken up with food or feed. Pure amino acids are commonly
added to improve the nutritional quality of feed. Amino acids
are mostly produced by fermentation processes involving
bacteria. The most important of these is the harmless, soil-
inhabiting microbe Corynebacterium glutamicum. C. glutami-
cum strains developed by classical mutagenesis and selection
processes today produce over 100 grams of a pure amino acid
per litre of culture medium. The C. glutamicum entire genome
sequence comprising 3.28 million base pairs was established in
a project led by Bielefeld University and the company Degussa
AG. It is expected to use the genomic information in addition
to genetic engineering techniques to optimize amino acid pro-
duction processes in the near future.

Karl-Heinz Gartemann - Rudolf Eichenlaub

Bacterial Wilt and Canker of Tomato

Clavibacter michiganensis michiganensis is the causal agent of
bacterial wilt and canker of tomato. Two genes essential for
virulence were identified which are encoded on plasmids. The
genes required for effective colonisation of the plant, a pre-
requisite for the development of disease symptoms, are located
on the bacterial chromosome. Currently, a genome project to
determine the complete nucleotide sequence of Cmm is con-
ducted. This will permit a survey of the chromosome for genes
involved in virulence and colonisation for the first time. The
results may open up new possibilities of disease control and
may improve diagnostics of Cmm infections.
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Helge Kuster

] Genomeresearch on Plants
of the Family of Legumes

Legumes have the unigue ability to enter the nitrogen-fixing
root nodule symbiosis and the mycorrhiza symbiosis that
contributes to the acquisition of phosphates and minerals by
the plant. In addition to their capacity to enter root endo-
symbioses, legumes are characterised by leaves and seeds that
are unusually rich in proteins. This property renders legumes
an essential component of animal and human diet. Since

other model plants like Arabidopsis or rice cannot enter root
endosymbioses and do not form protein-rich seeds, the
Mediterranean legume Medicago truncatula, a close relative of
the key European legume crops, was chosen as a model for
genomics studies. The Department of Genetics is involved in
different projects dedicated to legume genomics using the
model plant M. truncatula. These projects are the European
Union 5th Framework project “MEDICAGO: Integrated
structural, functional and comparative genomics of the model
legume Medicago truncatula” and the Deutsche Forschungs-
gemeinschaft Focus programme “MolMyk: Molecular Basics of
Mycorrhizal Symbioses™ that is coordinated in Bielefeld.

Martin Sagasser - Bernd Weisshaar

Methods and Aims
A of Genomeresearch on Plants

Plants are the basis of our diet, they provide medicinal drugs
as well as raw materials for industry and construction. Despite
the importance of plants for our life, many aspects of their life
cycle, physiology, development and regulation are still poorly
understood. To fully understand plants, we need to read and
interpret their genomic information. This allows us to learn
more about the molecular basis of traits like yield or stress
tolerance, which are determined by far more than a single
genetic factor. This knowledge can contribute to more directed
and efficient plant breeding approaches.
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Thomas Schmitt-John - Harald Jockusch

How Human is the Mouse?

Functional Genomics on the

Model Organism of Biomedicine.
Man and mouse differ dramatically in their biology and
physiology, but their genomes are surprisingly similar. This is
true for the total number of (classical) genes, their internal
structure and their grouping on chromosome segments.
The challenge of functional genomics is to explain how the
complexity of a human being is achieved with only about
30,000 genes. As research disciplines, human and mouse
genomics support each other: Only in the mouse can genes
be manipulated to study their function. Gene knock-outs can
now be realised in a tissue specific and time-controlled manner.
Functionally important DNA segments that do not code for
proteins can be identified as sequences conserved between
man and mouse. Biomedical aspects of comparative and
functional genomics are being studied at Bielefeld University,
in collaboration between the Department of Developmental
Biology and Molecular Pathology, and the Research Group in
Practical Informatics.
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