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Einleitung

»Die Entwicklung der Naturwissenschaft beruht auf
zwei grolsen Leistungen: Der Erfindung des formal
logischen Systems (in der euklidischen Geometrie)
durch die griechischen Philosophen, und auf der
Entdeckung der Mdglichkeit, durch systematisches
Experimentieren kausale Beziehungen herzustellen.«

Forschung sah der Nobelpreistrdger Albert Einstein stets als eine
Tatigkeit an, in der durch planvolles Beobachten und Experimen-
tieren auf vielfdltige Weise ursachliche Beziehungen hergestellt
und neue Erkenntnisse gewonnen wurden.

Bereits in GENOMXPRESS SCHOLA 1 wurde anhand ausge-
wahlter Beispiele die interdisziplindre Zusammenarbeit bei der
Genomforschung aufgezeigt und Uber neue wissenschaftliche
Erkenntnisse berichtet. Die Themen der Genomforschungspro-
gramme des Bundesministeriums fir Bildung und Forschung
(BMBF) reichen von der medizinischen Genomforschung im NGFN
(Nationales Genomforschungsnetz) zur Erforschung der Lebens-
grundlage Nutzpflanze im Programm PLANT 2030, von der funk-
tionellen Genomanalyse am Nutztier bei FUGATO (Funktionelle
Genomanalyse im tierischen Organismus) bis hin zur funktionellen
Genomforschung an Mikroorganismen im Férderprogramm GE-
NOMIK.

Die vorliegende Ausgabe GENOMXPRESS SCHOLA 2 soll
Schiler und Lehrer erneut motivieren, sich tber den Unterricht
hinaus mit aktuellen Forschungsergebnissen zu beschéftigen und
sie damit in die Lage versetzen, an aktuellen wissenschaftlichen,
ethischen und politischen Diskussionen mit fundierter eigener
Meinung teilnehmen zu kénnen. Damit wird auch einer wesentli-
chen Forderung in den Rahmenplanen der Lander entsprochen.

Die zahlreichen positiven Rickmeldungen auf die in
SCHOLA 1 vorgestellten fiinf Module veranlassten uns, GENOM-

Der GENOMXPRESS SCHOL A gliedert sich in fiinf Module:

Modul 1:
Angewandte Aspekte der
medizinischen Genomforschung

Modul 2:
Angewandte Aspekte
des Lebenssystems Tier
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Modul 4:
Angewandte Aspekte
mikrobieller Systeme

Albert Einstein, 1953

XPRESS SCHOLA 2 erneut entsprechend einzuteilen. Im Gegensatz
zum ersten Heft wurden die didaktischen Hinweise und Lésungs-
vorschldge nun in einem gesonderten Didaktikteil untergebracht.

Das Themenspektrum von SCHOLA 2 reicht von den neurode-
generativen Erkrankungen Alzheimer-, Parkinson- und Hunting-
ton-Krankheit, die in Modul 1 behandelt werden, tiber die Themen
Tiergesundheit am Beispiel Schwein und Rind in Modul 2 und
sekundare Pflanzenstoffe — Zwei Seiten einer Medaille —in Modul 3,
bis hin zu der hochaktuellen Problematik multiresistenter Keime in
Modul 4, in dem Mikroorganismen als Verursacher von Infektions-
krankheiten bei Menschen, Tier und Pflanze unter die Lupe genom-
men werden. Das fachiibergreifende Modul 5 widmet sich in dieser
Ausgabe den verschiedenen Methoden der Sequenzierung und
greift dabei z.B. neuste Erkenntnisse dartiber auf, wie das Bakte-
rium E.coli sogenannte EHEC-Erkrankungen verursacht.

Mit diesem Magazin soll den Biologielehrern weiteres Materi-
al an die Hand geben werden, um ihren Unterricht noch starker
nach den Prinzipien der Wissenschaftlichkeit und der Aktualitét zu
gestalten. Die schnelle wissenschaftliche Entwicklung gerade in
vielen Teilbereichen der Biologie erfordert vom Lehrer ein Hochst-
mall an Bereitschaft zur Weiterbildung. Die hier vorgestellten
Unterrichtsbeispiele sind als Anregung und Hilfe bei der Gestal-
tung des Oberstufenunterrichtes gedacht. Dabei wurden wie bei
SCHOLA 1 jeweils Originalartikel aus den letzen Ausgaben des
GENOMXPRESS und andere Forschungsberichte so aufgearbeitet,

Modul 3:
Angewandte Aspekte
des Lebenssystems
Pflanze

Modul 5:
Fachiibergreifendes
Thema



dass sie direkt im Kursunterricht eingesetzt werden konnen. Teile
dieser Module kdnnen auch als Testaufgaben oder Hausaufgaben
verwendet werden. Bei einigen Themen bietet sich auch eine
Fortsetzung als Schiilervortrag an. An dieser Stelle ist differenzier-
tes Arbeiten moglich. Dieses Material will einen Beitrag zur Forde-
rung der verschiedenen Kommunikationsformen leisten.

Wie funktioniert GENOMXPRESS SCHOLA?
Die unterschiedlichen Module des Heftes stellen Informationsan-
gebote dar. Sie bauen nicht aufeinander auf, kdnnen also je nach
Situation frei in den Unterricht integriert werden.

JedesThema beginnt mit einfiihrenden Texten, Abbildungen
und/oder Grafiken zum jeweiligen Fachgebiet (Arbeitsmateriali-
en). Diese Sammlungen stellen eine fachliche Grundlage zum
Thema dar und sollen als Basis flir die Bearbeitung der Aufgaben
dienen. Die Aufgabenvorschlage fir die Schiler (Arbeitsauftrage)
dienen der vertiefenden Analyse der Materialien, der zusatzlichen

Einleitung

Recherche und dem Diskurs in der Gruppe. Um eine angeregte
Diskussion zu unterstitzen, finden sich in einigen Kapiteln zusatz-
lich Infokarten oder Materialien flir Expertengruppen. Diese wei-
terfuhrenden Informationen eignen sich besonders fiir Gruppen-
arbeiten mit anschlieBender Auswertung im Kurs.

Neben dem eigentlichen Heft gibt es einen separaten Didak-
tik-Teil. Dieser enthalt neben didaktischen Hinweisen zu den Ein-
zelmodulen auch Lésungsvorschldge fiir die Aufgaben. Das
Schilerheft ist auch in einer PDF-Version verfugbar, die unter
www.genomxpress.de abrufbar ist. Den Didaktik-Teil versenden
wir gerne auf Anfrage an Lehrkréfte. Hierzu ist ein Nachweis erfor-
derlich. Auch mit dieser zweiten Ausgabe des GENOMXPRESS
SCHOLA wiinschen wir Ihnen viel Freude und Erfolg!

Die Koordinierungsstellen der Netzwerke FUGATO, Plant 2030,
GENOMIK und NGFN sowie das Team des Gldsernen Labors
Berlin-Buch

Arbeitsmaterialien

Arbeitsmaterial

Artikel, Abbildungen und Grafiken zur Einfiihrung in das Thema als Grundlage fiir die Arbeitsauftrége.

i« 1 Medizinische

Arbeitsauftrige

= Arbeitsauftrage

Vorschldge zur Bearbeitung der

Materialien durch die Schiiler. Még-

e liche Lésungen finden sich im

Didaktik-Teil.

Didaktik

In diesem separaten Heftteil finden Sie

didaktische Hinweise zum Thema sowie

Lésungsvorschldge.

Informationen zu den Kompetenzbereichen,

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Neurodegenerative Erkrankungen

Mit einigen Ausnahmen betreffen neurodegenerative Erkrankungen, also Krankheiten, bei denen sich Bestandteile des
Nervensystems zuriickbilden, vorwiegend Menschen in fortgeschrittenem Lebensalter. Da die Lebenserwartung in den
westlichen Industrienationen seit Jahrzehnten steigt, wird die Bedeutung von ,Alterserkrankungen” zukiinftig noch
zunehmen. Fiir Betroffene und Angehdérige ist der Umgang mit der Krankheit eine schwierige Herausforderung. Darum
setzen Wissenschaftler alles daran, Friiherkennung und Behandlungsméglichkeiten zu verbessern.

Anregungen zur weiteren Recherche

www.gesundheitsforschung-bmbf.de/de/143.php Allgemeine Informationen tiber neurologische und psychiatrische
Erkrankungen, Zugang zu themenbezogenen Materialien und Ubersicht iber BMBF-geforderte Forschungsprogramme

www.deutsche-alzheimer.de/ Ratgeber: Das Wichtigste tiber die Alzheimer-Krankheit und andere Demenzformen,
19. aktualisierte Auflage (2010) von Prof. Dr. Alexander Kurz (Schriftenreihe der Deutsche Alzheimer Gesellschaft e. V.)

www.parkinson-vereinigung.de, www.parkinson-web.de - Informationen tiber die Parkinson-Krankheit
fur Interessierte, Betroffene und Angehdorige

www.dhh-ev.de - Informationen iber die Huntington-Krankheit fiir Interessierte, Betroffene und Angehérige;
darunter Material, das eine Diskussion um ethische Aspekte erweitern kann

NGFN - Nationales Genomforschungsnetz

Die Forscher des NGFN ergriinden die genetischen Ursachen weitverbreiteter Krankheiten wie
Krebs und neurologische Erkrankungen und leisten damit einen entscheidenden Beitrag zur
Bekdmpfung dieser Leiden. Die enge Zusammenarbeit der Wissenschaftler verschiedenster Fach-
Nationales richtungen aus Akademie und Industrie fiihrt zur schnellstmdglichen Umsetzung der Erkenntnisse

enomibeaciunges in bessere Medikamente und Therapien.

GENOMXPRESS SCHOLA 2



Medizinische Genomforschung

Modul 1 Medizinische Genomforschung

Einleitung

Neurodegenerative Erkrankungen

Neurodegenerative' Krankheiten sind durch einen meist fort-
schreitenden oder sporadisch auftretenden Verfall von Nervenzel-
len (Neuronen) im zentralen und/oder peripheren Nervensystem
gekennzeichnet.Viele dieser Krankheiten betreffen das Gehirn und
fiihren zu neuronalen Ausféllen mit Demenz’ (Verlust von kogniti-
ven® Funktionen sowie Alltagskompetenzen) und Stérungen des
Bewegungsablaufs.

Ein dynamischer, sich zunehmend verschlimmernder Verlauf
bzw. eine plotzliche Verdnderung des Krankheitsbildes sind
charakteristisch fiir die groBe Gruppe der neurodegenerativen
Krankheiten. Dazu gehdren Morbus (M.)* Alzheimer, M. Parkinson
und M. Huntington, deren Anteil an den neurodegenerativen
Erkrankungen rund 80 % betrégt (s. Abb. 1).

In den letzten Jahrgdngen des Magazins GENOMXPRESS (GXP
2006-2010) wurden zu diesen Krankheiten wesentliche For-
schungsergebnisse verdffentlicht, auf die in dieser SCHOLA-
Ausgabe eingegangen wird.

Rund 1,2 Millionen Menschen sind allein in Deutschland an M.
Alzheimer erkrankt (GXP NGFN-Sonderausgabe 2007, S.22) und
rund 300.000 Patienten leben mit M. Parkinson (GXP 1.10, S.4). Die
Erkrankungsrate von M. Huntington liegt hingegen deutlich nied-
riger bei ca. 8.000 Huntington-Patienten in Deutschland (www.
huntington-hilfe.de). Aufgrund der demografischen Entwicklung
und der steigenden Lebenserwartung rechnet man fir M. Alzhei-
mer und M. Parkinson bis 2030 mit einer Verdopplung der Krank-
heitsfélle, wéhrend bei M. Huntington eine gleichbleibende Er-
krankungsrate erwartet wird.

Auch wenn es sich um verschiedene Krankheiten mit jeweils
charakteristischen Symptomen handelt, gibt es auf zellularer Ebe-
ne Gemeinsamkeiten, bei denen Mechanismen wie Proteinfaltung,
programmierter Zelltod (Apoptose) und axonaler Transport beein-
trachtigt sind.

1 gr. neuron = Nerv; lat. degenerare = entarten, sich zurtickbilden

Morbus Alzheimer 60 %

andere neurodegenerative
Erkrankungen 19,6 %

Morbus Huntington 0,4 %

Abb. 1: Anteil von Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und Morbus Huntington
an der Gesamtheit neurodegenerativer Erkrankungen

Arbeitsauftrage
Lesen Sie den Einfiihrungstext.

1. Wiederholen Sie den Bau der Neuronen und den
Aufbau des Nervensystems.

2. Wdhlen Sie eine der folgenden neurodegenerativen
Erkrankungen aus und bearbeiten Sie diese.

3. Diskutieren Sie Griinde fiir die starke Prdsenz
des Themas neurodegenerativer Erkrankungen
in den Medien.

2 lat. dementis = Geistesschwdiche; In der S3-Leitlinie ,Demenzen” der Deutschen Gesellschaft fiir Psychiatrie und Nervenheilkunde (DGPPN) und der deutschen Gesell-

schaft fiir Neurologie (DGN) vom 23.11.2009 ist die Demenz nach der Internationalen Klassifikation der Krankheiten (ICD),,... ein Syndrom als Folge einer meist chro-

nischen oder fortschreitenden Krankheit des Gehirns mit Stérung vieler kortikaler Funktionen einschlieBlich Geddchtnis, Denken, Orientierung, Auffassung, Rechnen,

Lernfdhigkeit, Sprache, Sprechen und Urteilsvermégen im Sinne der Féhigkeit zur Entscheidung. Das Bewusstsein ist nicht getriibt.”

3 kognitiv = das Denken betreffend
4 lat. morbus = Krankheit; Abkiirzung M.

GENOMXPRESS SCHOLA 2



Medizinische Genomforschung

Vor Uber einem Jahrhundert beschrieb der deutsche Arzt Alois Alz-
heimer die Symptome einer neurodegenerativen Erkrankung, die
spater nachihm benanntwurde: ,Eine Frau von 51 Jahren zeigte als
erste aufféllige Krankheitserscheinung Eifersuchtsideen gegen
den Mann. Bald machte sich eine rasch zunehmende Gedachtnis-
schwédche bemerkbar, sie fand sich in ihrer Wohnung nicht mehr
zurecht, schleppte Gegenstdnde hin und her, versteckte sie, zuwei-
len glaubte sie, man wolle sie umbringen und begann laut zu
schreien™,

Heute ist Morbus (M.) Alzheimer mit einem Anteil von 60 % die
haufigste Krankheit unter den neurodegenerativen Erkrankungen
(siehe auch Abb. 1, Abschnitt Neurodegenerative Erkrankungen).
Diese todliche Krankheit duBlert sich zunéchst durch eine geringfi-
gige Vergesslichkeit, welche allmdhlich bis zum vollstandigen Ver-
lust der Personlichkeit voranschreitet. Das ,National Institute on
Aging” der USA formulierte 1999 und 2009 Warnzeichen, die auf
Morbus Alzheimer hinweisen konnen (siehe Kasten).

Ursachen der Alzheimer-Krankheit
Bereits A. Alzheimer erkannte bei der mikroskopischen Untersu-
chung von Hirngewebsschnitten seiner verstorbenen Patientin
(s.0.) die wesentlichen Veranderungen: die Amyloid-Plaques® und
die Neurofibrillen*-Blindel sowie das reduzierte Nervengewebe.
Jedoch konnten erst in den letzten 30 Jahren mit den Fortschritten
der Molekularbiologie und der Genetik neue Erkenntnisse zur Ent-
stehung dieser Plaques und Fibrillen gewonnen werden.

Auf der Suche nach den Krankheitshintergriinden untersu-
chen Wissenschaftler verschiedenste molekulare Stérungen wie
die durch Mutationen bestimmter Gene begtinstigte Protein-

Altersgruppe maénnlich weiblich
60 bis 69 Jahre 0,7 % 1,0 %
70 bis 74 Jahre 1,5% 2,1%
75 bis 79 Jahre 3,1% 45%
80 bis 84 Jahre 6,4 % 9,0 %
85 bis 89 Jahre 12,8 % 17,4 %
90 bis 94 Jahre 23,7 % 31,0 %
> 95 Jahre 39,8 % 48,9 %

Tab. 1: Prozentuale Hdufigkeit der Alzheimer-Erkrankung in Abhédngigkeit vom
Lebensalter (Quelle: Robert Koch Institut, Statistisches Bundesamt 2005, Heft 28

,Altersdemenz’, Seite 13)

aggregation* (extrazelluldre Plaques und intrazelluldre Fibrillen,
s. Abb. 2) und die Fehlfunktion des Enzymkomplexes (Ubiquitin-
Proteasom-System), der am Abbau verschiedener Proteine betei-
ligt ist. Die Stérung in diesem Enzymkomplex und der dadurch
defekte Abbau von intrazelluldren Proteinen tragen wahrschein-
lich zum Absterben von Neuronen bei (GXP NGFN-Sonderausgabe
2007, 5.49).

Entstehung der, Alzheimer-Plaques”

Die genetischen Faktoren und molekularen Mechanismen, die an
der Entstehung des Amyloid-B-Peptids (Ap) aus dem Amyloid-Vor-
laufer-Protein (APP, fiir engl. Amyloid Precursor Protein) beteiligt
sind, standen und stehen im Mittelpunkt der Untersuchungen
(GXP NGFN-Sonderausgabe 2007, S.22). APP wird durch verschie-
dene Proteasen gespalten. Fir die Krankheitsentwicklung beim M.
Alzheimer haben die Enzyme 3- und y-Sekretase besondere Rele-

Das,National Institute on Aging” der USA hat bereits 1999 (Uberarbeitung 2009) Warnzeichen formuliert, die auf
eine beginnende bzw. bereits bestehende Alzheimer-Erkrankung hinweisen kénnen und die Betroffenen veranlassen
sollten, dirztlichen Rat einzuholen (http://www.nia.nih.gov/Alzheimers/Publications/sevensigns.htm).

1. Der Erkrankte wiederholt immer wieder die gleiche Frage.

2. Der Erkrankte erzéhltimmer wieder mit gleichen Worten eine bestimmte Geschichte.
3. Der Erkrankte weil3 nicht mehr, wie bestimmte alltédgliche Verrichtungen wie Kochen, Kartenspiel, Handhabung der TV-Fernbe-

dienung funktionieren.

4. Der Erkrankte hat den sicheren Umgang mit Geld, Uberweisungen, Rechnungen und Ahnlichem verloren.

5. Der Erkrankte findet viele Gegenstédinde nicht mehr oder er legt sie an ungewéhnliche Pléitze (unabsichtliches Verstecken) und
verddchtigt andere Personen, den vermissten Gegenstand weggenommen zu haben.

6. Der Erkrankte vernachléssigt anhaltend sein AuBeres, bestreitet dies aber.

7. Der Erkrankte antwortet auf Fragen, indem er die ihm gestellte Frage wiederholt.

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Modul 1 Medizinische Genomforschung

vanz, da durch ihre Aktivitat ein Peptid frei wird, das aufgrund einer
gewissen Variabilitdt der y-Sekretase-Schnittstelle zumeist eine
Lange von 40 (AB40-Peptid) oder 42 (AB42-Peptid) Aminosauren
hat (s. Abb. 3). Wahrend das Peptid ApB40 fiir das Entstehen der Alz-
heimer-Krankheit vermutlich von untergeordneter Bedeutung ist,
kdnnen sich aus den AB42-Bruchsttlicken oligomere Amyloid-Frag-
mente (Vorstufen zu den Plaques) bilden, die aus der Zelle trans-
portiert werden. Insbesondere dieses AB42 faltet sich in charakte-
ristischer Weise (B-Faltblattstruktur) und,verklumpt” zu den schad-
lichen B-Amyloid-Oligomeren und Amyloid-Plaques.

Durch diesen neurodegenerativen Prozess sterben beson-
ders Neuronen in der GroBhirnrinde® und in Teilen des limbischen
Systems® ab. Der Verlust der Hirnsubstanz kann mehr als 20 % be-
tragen (s. Abb. 4). Auch wird der Neurotransmitter Acetylcholin in
bestimmten Neuronen nicht mehr in ausreichender Menge produ-
ziert, wahrend die erhohte Glutamatkonzentration zwischen den

extrazelluar
a-Sekretase
.‘w—_

Zellmembran

intrazelluar

p-Sekretase
S

Abb. 2: Plaque (orangener Fleck,
weil3er Pfeil) und Fibrillenbtin-
del (schwarz, schwarzer Pfeil)
(Quelle: Ch. Kaether, aus ,Rdtsel
Altern’; Leibniz-Institut fiir
Altersforschung, Fritz-Lipmann-
Institut Jena, 2007, 5.53)

Synapsen die Nervenzellen dauererregt und Signale nicht mehr
richtig erkannt und weitergeleitet werden. Eine Leistungsminde-
rung des Gehirns (Informationsverarbeitungsstérung, Gedachtnis-
verlust) ist die Folge. Dass der neurodegenerative Prozess auch von
der Regulation des Fettstoffwechsels abhdngt, zeigt Abb. 5.

Je hoher der Cholesteringehalt, desto hoher ist auch die Pro-
duktion von AP42. Wissenschaftler des Nationalen Genomfor-
schungsnetzes (NGFN) stellten fest, dass eine Abnahme der Chole-
sterinkonzentration zu einer geringeren Aktivitat der y-Sekretase
und damit zu weniger AP42 fuhrt. Die Freisetzung von AB40
hemmt die Cholesterinsynthese tiber das Enzym HMGR (Hydroxy-
Methyl-Glutaryl-CoA-Reduktase). Tatsachlich wird die Gabe chole-
sterinsenkender Statine bereits als mogliche Préavention der Krank-
heit untersucht (GXP 1.06, S.8).

Welche genetischen Risikofaktoren beschleunigen die Pla-
quebildung? Im Folgenden werden M. Alzheimer verursachende

y-Sekretase
el

Abb. 3: Schematische Darstel-
lung der APP-Fragmentbil-
dung durch die Enzyme a-, -
und y-Sekretase (Quelle: Wiki-
pedia.de; Urheber: microsome)

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Arbeitsmaterial

Modul 1 Medizinische Genomforschung

Sulkus
(Furche)

Gyrus
(Windung)

Vent
(Kammer)

A Geddchtnis

(Windung)

rikel

Sprache

Gedachtnis

Abb. 4: Gezeigt sind Querschnitte durch das Gehirn in Frontalansicht. Der linke Querschnitt repréisentiert ein normales Gehirn, der rechte das Gehirn eines Patienten mit Alz-

heimer-Krankheit (Quelle: Alzheimer Forschung Initiative e.V.)

Mutationen in drei Genen beschrieben, die die Aggregation des f3-
Amyloids beschleunigen und dadurch zu einem frilhen Ausbruch
der Krankheit (meist im Alter zwischen 30 und 60 Jahren) fiihren,
der sogenannten familidren Form der Alzheimer-Krankheit.

Mutationen im APP-Gen (s. 0.) auf Chromosom 21 verursachen
die verstarkte Produktion des Peptids AB42. So wurde auch der
Zusammenhang zwischen dem Down-Syndrom (Trisomie 21) und
einem erhdéhtem M. Alzheimer-Risiko bereits Mitte des 20. Jahr-
hunderts erkannt. Menschen mit Trisomie 21 erkranken viel 6fter
und friiher an der Alzheimer-Demenz, denn mit dem tiberzahligen
Chromosom 21 besteht auch eine Uberexpression des APP-Gens,
so dass es zur erhéhten Amyloid-f-Produktion kommt.

Fir etwa 90 % der Falle der friih einsetzenden Alzheimer-
Krankheit sind jedoch Mutationen in den beiden Presenilin-Genen
(PS1, Chromosom 14 und PS2, Chromosom 1) verantwortlich. Die
Entdeckung, dass die Preseniline wichtige Bausteine der y-Sekreta-
se sind, fihrte zu einem besseren Verstandnis der Funktionsweise
dieses wichtigen Enzyms.

In den letzten Jahren wurden zudem zahlreiche Varianten von
Genen entdeckt, die das Risiko an der spat beginnenden, nicht-
familiaren Form der Alzheimer-Krankheit zu erkranken erhéhen
kdnnen (z. B. ApoE, SORL1, CLU, PICALM).

Tiere als Modellorganismen

Durch Experimente mit dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans
wurde nachgewiesen, dass die Preseniline als ,molekulare Sche-

GENOMXPRESS SCHOLA 2

ren” bei Wurm und Mensch gleiche Funktionen haben und im erb-
lichen Fall von M. Alzheimer defekt sind (GXP 1.09, S.34-35).
Bestimmte Mutationen im PS1-Gen verandern die y-Sekretase-
Aktivitat, so dass das AB42-Peptid gegeniiber dem AR40-Peptid
Uiberreprésentiert ist. Demnach kann der Wurm auch als Modell-
organismus fiir die Suche nach chemischen Wirkstoffen gegen die
Krankheit verwendet werden.

Abb. 5: Fettstoffwechsel-Regulation durch Alzheimer-Proteine (GXP 1.06, S.7)
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Blockierung der
Signaliibertragung

@ Hyperphosphorylierung
(Anfiigen von Phosphat an
die Tau-Proteine)

Deaktivierung der AMPA-Kanile

° Amyloid-Plaque @

Calcium-lonen

Abb. 6: Hintergriinde des Verlustes der Signalweiterleitung bei M. Alzheimer (Quelle: Gehirn&Geist / Art for Science, aus GehirnGeist Dossier 1/2006, Seite 78)

Auch die Ablagerungen des APB42-Peptids konnte im Tiermo-
dell beobachtet werden. Nach Einschleusung eines Gens in Zebra-
fische, das beim Mensch zur erblichen Form der Alzheimer Krank-
heit fuhrt, zeigten sich die charakteristischen Symptome im
Gehirn, und der Untergang von Nervenzellen konnte durch Far-
bung sogar ,live” beobachtet werden (GXP 2.09, S.38 sowie GXP
SCHOLA 1,S.46).

Entstehung der Alzheimer-typischen Fibrillenbiindel

Eine der Ursachen fiir das Neuronensterben sehen Wissenschaftler
in der Bildung von Fibrillenblindeln innerhalb der Nervenzellen.Im
gesunden Gehirn stabilisiert ein Protein namens Tau® Strukturen,
die man Mikrotubuli (réhrenférmige Proteinfilamente) nennt. Sie
sind Bestandteile des Neuronenskeletts und fir die strukturelle
Stabilitdt sowie flr den Transport von Nahrstoffen und anderen
wichtigen Substanzen verantwortlich. Bei der Alzheimer-Erkran-
kung wird das Tau-Protein so verandert, dass es sich in der Nerven-
zelle zu den Fibrillenbilindeln (engl. ,tangles”) ablagert. Dadurch
verliert das Protein besonders in den langen Fortsdtzen (Axonen),
die der Reizweiterleitung dienen, seine Stutzfunktion. Die Struktur

der Neurone bricht zusammen und die Verbindungen von Zelle zu
Zelle werden unterbrochen. Letztlich degeneriert die Nervenzelle
(Abb. 6 A-D).

Bei der Entstehung der Fibrillenbiindel spielen die Anlagerun-
gen der B-Amyloid-Plaques an bestimmte lonenkandle (AMPA-
Rezeptoren®) der Zellmembran eine entscheidende Rolle (Abb.
6 C). Es kommt zur Dauerdffnung und standigem Einstrom von Kal-
ziumionen, wodurch viele Stoffwechselvorgange verdandert und
geschadigt werden. So aktiviert das Uberschissige Kalzium be-
stimmte Enzyme, die (zu) viele Phosphatgruppen an das Tau-Pro-
tein binden (Abb. 6 B). Hierdurch verfilzt das Tau-Protein zu langen
Fasergruppen, den Fibrillenbiindeln. Da das Tau-Protein nun nicht
mehr in ausreichendem Mal3e fiir seine eigentliche Funktion zur
Verfligung steht, zerfallt das Mikrotubulus-System (Abb. 6 D). Neue
Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass die Ablagerungen
der B-Amyloid-Plaques und des Tau-Proteins gemeinsam die mito-
chondriale DNA und damit die Funktion der Mitochondrien beein-
trachtigen und die Nervenzelle infolge von Energiemangel dege-
neriert (R.M. Schwarzkopf, Dissertation LMU Miinchen 2011; FLI-
Jena, Presseinformation v. 23.6.11).

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Diagnosemethoden

Weltweit ist es Forschern der Molekularbiologie, Biochemie, Physik
und Pharmazie gelungen, die Wirkungsmechanismen von M. Alz-
heimer teilweise aufzuklaren und daraus erfolgversprechende
Therapieansatze zu entwickeln.

Um M. Alzheimer zu stoppen, miissten Therapien in einem viel
friheren Stadium beginnen, als dies heute der Fall ist. Darin sind
sich die meisten Experten einig. Mit speziellen Fragebdgen und
Tests untersucht der Arzt die kognitiven Funktionen und den psy-
chischen Zustand des Patienten. Bildgebende Verfahren, insbeson-
dere die Kernspintomografie™, haben einen hohen Stellenwert fir
die Diagnose. Zudem koénnen verschiedene Marker (wie AB40,
AB42 und Tau) im Liquor — dem Nervenwasser, das Gehirn und
Riickenmark umgibt - fiir Tests herangezogen werden.

MafBnahmen zur Behandlung von M. Alzheimer
Nach dem gegenwadrtigen Stand der Forschung gibt es noch kein
Medikament, das die eigentliche Ursache der Krankheit beseitigt.
Zwar existieren bereits Wirkstoffe auf der Basis von Acetylcholin-
esterase-Hemmern, die Uber eine zeitweilige Verbesserung von
Konzentration, Aufmerksamkeit und Lernleistung des Patienten
den Krankheitsverlauf abmildern, doch riickgdngig machen kon-
nen sie ihn nicht. Viel Hoffnung setzten die Forscher auf die Ent-
wicklung von Impfstoffen gegen M. Alzheimer. In Mausmodellen
(,Alzheimer-Mduse”) injizierten die Wissenschaftler AB-Peptid und
konnten eine starke Immunantwort beobachten: Die Amyloid-Pla-
ques waren verschwunden und sogar die Gedachtnisleistung ver-
besserte sich teilweise. Hoffnungsvoll wagte man 2002 eine erste
Impfstudie mit einem kleinen Patientenkreis. Nach einer nachweis-
bar erhéhten Amyloid-Antikérperbildung trat bei den meisten
Patienten mit fortgeschrittener Alzheimer Erkrankung eine Stabili-
sierung der Gedachtnisleistung ein. Da jedoch 7 % der geimpften
Patienten schwere Hirnhautentziindungen entwickelten, kam es
zum Abbruch der Studie. Nun wird an alternativen Methoden der
Immunisierung, die keine Entziindungen hervorrufen, geforscht.
Eine einfache Empfehlung zur Senkung des Krankheitsrisikos
geben die Organisatoren der Rotterdam-Studie, die seit 1989 die
Einwohner des Stadtbezirks Ommoord von Rotterdam erfasst: Ver-
zicht auf cholesterinhaltige Fette und auf Rauchen, viel regelmagi-
ge Bewegung zur Starkung des Herz-Kreislauf-Systems und zur

11

Beibehaltung des Normalgewichtes (Body-Mass-Index 18,5-25
kg/m?) sowie rege geistige Tatigkeit zum Training der Geddchtnis-
leistung.

Wie erfolgreich eine zielstrebige geistige Arbeit sein kann, ent-
deckten Neurobiologen der Universitat Heidelberg (GXP 3.09, S.
52-53). Nervenzellen haben dann eine gréRere Uberlebensfihig-
keit, wenn durch Hirnaktivitdt ein schiitzendes genetisches Pro-
gramm in Gang gesetzt wird. Dabei werden Schutzgene aktiviert,
die das Uberleben der Neuronen deutlich férdern. Neben den neu-
en Perspektiven fiir therapeutische Ansdtze zur Behandlung von
M. Alzheimer wurde durch die Heidelberger Forscher der wissen-
schaftliche Nachweis fiir etwas erbracht, was eigentlich schon
immer bekannt war: Ein aktives Gehirn lebt ldnger!

1 Alzheimer, A. 1906: Uber einen eigenartigen schweren Krankheitsprozess der Hirnrinde, in Zentralblatt fiir Nervenkrankheiten, 25, 5.1134

2 gr.amylon = Stdrkemehl; fr. plaque = Fleck; Nach Anfédrbung der Gewebeschnitte mit Kongorot wurden die Plaques als amyloide (stéirkeartige)

Ablagerungen beschrieben, obwohl es sich um Proteine handelte.

lat. fibra = Faser

lat. aggregatio = zusammenhdufen

Teil des GroBhirns, in dem bewusste Vorgdnge verarbeitet werden.

Hierzu gehdrt beispielsweise der fiir Gedcichtnisprozesse wichtige Hippocampus.

lat. praesenilis = vor dem Greisenalter

W 0 N O L N W

die den Neurotransmitter Glutamat binden.

Tau ist der Name des griechischen Buchstabens ,T” und weist auf den Anfangsbuchstaben des englischen Wortes ,tangle” fiir ,Gewirr” hin.

als AMPA-Rezeptoren (AMPA = engl.; a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoazolepropionic acid receptor) wird eine Untergruppe von Rezeptoren bezeichnet,

10 Synonym: Magnetresonanztomographie (MRT), computergestiitztes bildgebendes Verfahren, das im Gegensatz zur Rontgendiagnostik auf dem Prinzip

der Magnetresonanz beruht.

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Morbus Parkinson

James Parkinson, der als Arzt in einem Vorort von London prakti-
zierte, beschrieb bereits 1817 in seiner Veréffentlichung ,An Essay
on the Shaking Palsy” (Eine Abhandlung uber die Schittelldh-
mung) wesentliche Merkmale der nach ihm benannten Krankheit:
Beginn der Krankheit mit einem einseitigen standigen Zittern (Tre-
mor'), das innerhalb eines Jahres auch gegenseitig auftréte, ver-
langsamter Gang (Brachykinese®), vorniiber gebeugter Gang
(Abb. 8), hervorgerufen durch die Steifheit der Muskeln (Rigor®).
Innerhalb von drei bis fiinf Jahren werde das Gangbild kleinschrit-
tig. Im weiteren Verlauf trete zunehmende Fallneigung ein. Letzt-
endlich werde der Patient bettlagerig und komplett hilflos.

Aus heutiger Sicht sind diesen klassischen Krankheitssympto-
men als Erganzung noch verschiedene sensible, vegetative, psy-
chische und kognitive Stérungen hinzuzufligen.

Statistisch betrachtet ist der Morbus (M.) Parkinson nach dem
M. Alzheimer die zweithaufigste neurodegenerative Alterserkran-
kung des Menschen, von der in Deutschland gegenwartig ca.
300.000 Personen betroffen sind (GXP 1.10, S.4).

Dopaminmangel verursacht M. Parkinson-Symptome

Trotz bekannter genetischer Risikofaktoren (s. S.13) ist die genaue
Ursache fiir die Entstehung der Parkinson-Krankheit noch nicht
geklart (GXP 1.10, S.4). Verantwortlich fuir das Krankheitsbild ist das
Absterben von Nervenzellen im Mittelhirn innerhalb der Substan-
tia nigra*, in denen der Transmitter Dopamin produziert wird. Dies

Pravalenz pro 100 000 Einwohner
2500

verursacht einen Dopaminmangel und fiihrt zu einem Ungleich-
gewichtim zentralen Nervensystem. Es kommt zur Unterbrechung
der Befehlsleitungen an die Muskulatur und damit zu den Bewe-
gungsstorungen. Bei Betroffenen werden die ersten Krankheits-
symptome meist zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr sichtbar
und manifestieren sich im Laufe der Zeit. Warum die dopaminer-
gen® Nervenzellen absterben, ist bislang noch nicht umfassend
geklart. Zwar sind bei Familienuntersuchungen mehrere Gene ent-
deckt worden, die monogen® vererbte Formen, den sogenannten
familidren Typ der Parkinson-Krankheit, verursachen (ca. 5-10 %),
aber in den meisten Fallen (ca. 90-95 %) erkranken die Menschen
sporadisch, also ohne dass die Krankheit eindeutig familiar auftritt.
Neueste Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass die Mehr-
zahl der Parkinson-Erkrankungen durch ein Zusammenspiel von
Umwelteinflissen und genetischen Risikofaktoren hervorgerufen
wird (GXP 2.08,S.14 und GXP 1.10, S.4). Umwelteinflisse sind in die-
sem Zusammenhang alle internen und externen Einwirkungen auf
das zellulare Milieu. Der Alterungsprozess als wichtigster Umwelt-
risikofaktor verschiebt letztendlich beim genetisch pradisponier-
ten” Menschen das Gleichgewicht zugunsten der Degeneration
Dopamin-produzierender Neuronen. Als Folge des Verlustes dieser
Neuronen kommt es zu einem massiven Dopaminmangel. Die cha-
rakteristischen Parkinson-Symptome treten aber erst auf, wenn 50-
70 % der urspriinglichen Dopamin-Konzentration fehlen und zwei
Drittel der dopaminergen Neuronen degeneriert sind.

2205

40 - 44 45-49 50-54 55-59 60 - 64

65 -69

70-74 75-79 80 -84 > 85 Alter (Jahre)

Abb. 7: Krankheitshdufigkeit des M. Parkinson (in Anlehnung an Manfred et al., Die Parkinson-Krankheit, Springer-Verlag, Wien 2006, S. 9).

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Abb. 8: Typisches Gangbild eines Parkinson-Patienten. (Quelle: Wikipedia.de;
Urheber: Sir William Richard Gowers)

Verschiedene Gene stehen mit M. Parkinson

in Zusammenhang

Einen weiteren wichtigen neuropathologischen Befund beschrieb
1912 erstmals der deutsch-amerikanische Neurologe Frederic Henry
Lewy. Es handelt sich um runde Proteinkonglomerate®, Lewy-Kor-
perchen genannt, die in den Neuronen der Substantia nigra einge-
schlossen sind (Abb. 9). Strukturell bestehen die Lewy-Korperchen
Uberwiegend aus Proteinfasern, in denen alpha-Synuclein (kodiert
durch das Gen SNCA = Synuclein-alpha) ein Hauptbestandteil ist.
Mutationen im SNCA-Gen kdnnen zu einem gestorten alpha-
Synuclein-Abbau fiihren und so die Einschliisse bedingen.

Jungste Forschungsergebnisse belegen, dass bestimmte Vari-
anten des Gens SNCA ursdchlich zur Krankheitsentstehung von
sporadischem Parkinson beitragen kénnen (GXP 1.10, S.5). Neben
Punktmutationen im Bereich des SNCA-Gens kdnnen aber auch
Verdopplungen und Verdreifachungen dieses Gens eine Parkin-
son-Krankheit verursachen. Patienten mit SNCA-Verdreifachung
erkranken friiher als solche mit SNCA-Verdopplung. Es wird ange-
nommen, dass eine Uberproduktion oder fehlerhafte Faltung des
Proteins durch die erhohte Genexpression hervorgerufen wird.
Dies stlitzt die Hypothese, dass die Anhdufung des Proteins alpha-
Synuclein in der Nervenzelle mit dem Tod der dopaminergen Neu-
ronen im Mittelhirn in Verbindung steht. Forscher entdeckten, dass
bei zu viel alpha-Synuclein in der Zelle die zelleigene Entsorgungs-
maschinerie gestort ist und dadurch beispielsweise defekte Mito-
chondrien oder falsch gefaltete Proteine nicht aus dem Zellinneren
entfernt werden. Die Ansammlung der Abbauprodukte oder
defekten Bestandteile verkraftet das Neuron nicht, der Zelltod ist
die Konsequenz.

GENOMXPRESS SCHOLA 2

Doch nicht nur alpha-Synuclein spielt bei der Entstehung von
M. Parkison eine Rolle. NGFN-Wissenschaftlern’ gelang fir zwei
weitere mit der Parkinson-Krankheit im Zusammenhang stehende
Proteine namens PINK1 (engl. PTEN-induced putative kinase 1) und
Parkin der Nachweis, dass diese im gesunden Zellstoffwechsel
gemeinsam die Entsorgung defekter Mitochondrien steuern.
Dabei kennzeichnen sie gemeinsam die geschadigten Mitochon-
drien fiir den Abbau, indem sie deren Oberflache mit dem kleinen
Protein Ubiquitin markieren. Dies dient der Zelle als Signal zum
Abbau geschédigter Mitochondrien. Bei einer fehlerhaften Funkti-
on von PINK1 oder Parkin ist dieser Entsorgungsmechanismus ge-
stort (s. aertzeblatt.de vom 01.02.2010, Morbus Parkinson: Ketten-
reaktion mitochondrialer Proteine entscheidend).

Mit LRRK2 (engl. Leucine rich repeat kinase2) wurde ein weite-
res wichtiges Parkinson-Gen auf Chromosom 12q identifiziert. Das
Gen kodiert eine zelluldre Kinase™, die fiir die Weitergabe von Infor-
mationen innerhalb bestimmter Signalwege verantwortlich ist.
Mutiert das Gen, kommt es (zumindest im Reagenzglas) zur ver-
starkten Aktivitat der Kinase, wodurch der Informationsfluss ge-
stort werden konnte (GXP NGFN-Sonderausgabe 2007, S.21). Die
hdufigste LRRK2-Mutation (G2019S) ist ein Austausch in der Basen-
folge, der eine Verdnderung der Aminosduresequenz (Serin statt
Glycin an Aminosdureposition 2019) bewirkt (Abb.10).

Uber die genannten Gene hinaus wurden seit der Entschlis-
selung des Humangenoms weitere krankheitsrelevante Mutatio-
nen beschrieben (GXP 1.10, S.5). Dabei galt die Parkinson-Krank-
heit vor der Entschliisselung des Humangenoms noch als der
Urtyp einer nicht-genetischen Erkrankung, wahrend nach heu-
tigem Kenntnisstand die meisten Parkinson-Patienten eine poly-
genetisch' angelegte und durch Umweltfaktoren begiinstigte
Erkrankung haben. Modelle kdnnen das Zusammenspiel neuroto-
xischer (nervenschadigender) und neuroprotektiver (nervenschiit-
zender) Faktoren wéhrend des Fortschreitens der Erkrankung ver-
anschaulichen (Abb. 11).

"'

Y

Abb. 9: Lewy-Kdrperchen (siehe Pfeil) in einer aufgeblédhten Nervenzelle (Quelle:
Wikipedia.de; Urheber: Marvin 101)
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Abb. 10: Hiufigkeitsverteilung der LRRK2-Mutation (G20195S) bei familicirer (fPK) und sporadischer (sPK) Parkinson-Krankheit in verschiedenen Erdteilen der Welt (GXP 2.08,S. 15
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Abb. 11: Modell genetischer und umweltbedingter Risikofaktoren zur Entstehung und Entwicklung von Morbus Parkinson (Pathogenese der Parkinsonerkrankung, GXP
2.08,5.16)
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Abb. 12: DaTSCAN-Aufnahme links: die Dopamin-freisetzenden Neuronen sind
intakt (helle Stellen im Mittelteil); Aufnahme rechts: keine Anreicherung der radio-
aktiven Substanz, da Neuronen abgestorben (Quelle: Patienten-Info-Center der Hil-
de-Ulrichs-Stiftung)

Diagnose und Therapie

Die Diagnose der Parkinson-Krankheit orientiert sich in erster Linie
an den typischen bereits eingangs geschilderten Beschwerden.
Das ist nicht immer einfach, da alle typischen Parkinson-Sympto-
me auch auf andere Erkrankungen hindeuten kénnen. Die Tatsa-
che, dass wesentliche Symptome durch L-Dopa™ positiv beein-
flussbar sind, ldsst sich diagnostisch durch den sogenannten
L-Dopa-Test nutzen. Dabei Uberprift der Arzt, ob sich die Be-
schwerden nach Einnahme eines L-Dopa-Praparats innerhalb von
30 Minuten bessern, was eine Parkinson-Diagnose erharten wiirde.
Durch weitere Untersuchungen mit nuklearmedizinische Metho-
den, wie zum Beispiel mit Hilfe der Dopamin-Transporter-Szinti-
graphie” (DaTSCAN), kann die Diagnose gesichert werden
(Abb. 12).

Therapeutisch gibt es zurzeit noch keine Mdglichkeit der
ursachlichen Behandlung der Parkinson-Krankheit, die in einem
Verhindern oder zumindest einem Aufhalten der fortschreitenden
Degeneration der Nervenzellen im Mittelhirn bestiinde. Daher
konzentrieren sich aktuelle Behandlungen auf eine Linderung der
Symptome, um die Lebensqualitdt der Erkrankten zu verbessern.
Den Arzten stehen dazu heute viele verschiedene Medikamente
zur Verfligung, die alle in erster Linie das fehlende Dopamin erset-
zen oder dessen Abbau verlangsamen sollen. Sollten alle Versuche
scheitern, den Zustand eines Patienten mit Medikamenten zu ver-
bessern, kann in ausgewahlten Féllen ein neurochirurgischer Ein-
griff in die Basalganglien des Mittelhirns vorgenommen werden.
Diese als Tiefenhirnstimulation bezeichnete Methode behebt zwar
nicht die Ursache, mindert aber deutlich die Beschwerden tber
Jahre. Dem Patienten wird in einer stereotaktischen Gehirnoperati-
on ein Impulsgenerator (,Hirnschrittmacher”) eingesetzt, so dass
in bestimmten Zonen des Mittelhirns tiberaktive Fehlimpulse wirk-
sam unterdriickt werden kdnnen und sich die Bewegungsabldufe
des Patienten verbessern. Einige prophylaktische Maf3nahmen,
wie sie in dieser SCHOLA-Ausgabe zum Thema Alzheimer-Krank-
heit geschildert werden, gelten auch fiir M. Parkinson. So er&ffnet
z. B. die Entdeckung eines neuroprotektiven Genprogramms, das
die Uberlebensfahigkeit der Nervenzellen deutlich verstarkt (GXP
3.09, S. 53), neue Perspektiven flir therapeutische Ansatze. Wissen-
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schaftler sind sich sicher, mit Hilfe neuester Techniken in Proteomik
sowie funktioneller Genomik neue Kandidatenproteine fir die
Friihdiagnose zu finden und weitere Ansatzmoglichkeiten fir ver-
besserte therapeutische Strategien zu entwickeln.

lat. tremor = das Zittern
gr. brachys = langsam;, gr. kinesis = Bewegung

lat. rigor = Steifheit

A W N =

Substantia nigra (schwarze Substanz): Namensgebend fiir diese Gehirnregion
sind braun-schwarze Melanine in den Neuronen, wie sie auch als endogene
Pigmente z.B. in Hautzellen vorkommen.

5 gr.ergon = Arbeit, Werk; Wortbildungselement hier mit der Bedeutung
Jproduzierend”

monogen = durch ein einziges Gen bedingt

lat. prae = voraus; lat. disponere = einrichten

lat. conglomerare = zusammenballen

O 0 N O

Geisler et al.: ,PINK1/Parkin-mediated mitophagy is dependent on VDAC1
and p62/SQSTM1”in ,Nature Cell Biology” 201012, 119-131

10 Kinasen sind Enzyme, die Phosphatgruppen auf andere Proteine libertragen.

-
—

polygenetisch = Beteiligung mehrerer Gene an der Ausbildung einer Eigen-

schaft

12 auch Levodopa genannt; L-Dopa ist eine vom Organismus in Dopamin
umwandelbare Vorstufe, die anders als Dopamin die Blut-Hirn-Schranke
passieren und daher gegen Dopaminmangel verabreicht werden kann.

13 Beim DaTSCAN-Verfahren wird mit einer speziellen radioaktiven Trdger-

substanz gearbeitet. Damit kénnen Dopamin-freisetzende Nervenzellen

dargestellt werden. Je mehr dieser Neuronen vorhanden sind, desto gréf3er

ist die Menge der radioaktiven Trdgersubstanz und desto ,heller” wird

dann die entsprechende Stelle im Bild.
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Morbus Huntington

Morbus (M.) Huntington, auch als Chorea Huntington oder Veits-
tanz' bezeichnet, ist eine zu 95% ererbte neurodegenerative
Erkrankung, wédhrend nur 5% der Krankheitsfélle auf spontane
Mutationen zurtickzufiihren sind. Die Krankheit tritt mit einer Hau-
figkeit von 5-10 Féllen pro 100.000 Menschen auf, wobei Manner
und Frauen gleichermaBen betroffen sind. George Huntington, ein
US-amerikanischer Arzt, verdffentlichte 1872 in der Zeitschrift
»Medical and Surgical Reporter” seine Beobachtungen und be-
schrieb die spater nach ihm benannte Krankheit mit drei klinischen
Kennzeichen: 1. Erblichkeit, 2. Entwicklung psychiatrischer Auffal-
ligkeiten mit Suizidneigung und 3. Auftreten schwerer Symptome

Chromosom 4

mehr Glutamin im
Huntingtin-Protein

Modul 1 Medizinische Genomforschung

nur im Erwachsenenalter. An M. Huntington erkrankte Kinder und
Jugendliche hatte er nicht beobachten kdnnen. Heute weil3 man,
dass 3-5 % der Gesamtkrankheitsfalle Jugendliche betreffen.
Haufig bricht die Krankheit im Alter zwischen 30 und 50 Jah-
ren (mit einem Gipfel um das 45. Lebensjahr) aus. Die Erkrankung
beginnt meistens mit zunehmender Unruhe und psychischen Auf-
falligkeiten wie depressiven Verstimmungen. Auch gibt es erste
Anzeichen von Bewegungsstorungen, die vom Betroffenen
anfangs noch ,liberspielt” werden. Im weiteren Verlauf sind ruck-
artige Bewegungen von Handen, FliBen und Rumpf sowie unwill-
kirliche Veranderungen der Gesichtsmuskulatur (,Grimassen

mehr als 37 Wiederholungen Ortosig _

4./

Abb. 13: Huntingtin-Gen auf Chromosom 4 mit Wiederholungen des DNA-Basen-Tripletts CAG (Quelle: Gehirn&Geist/Meganim, aus GehirnGeist Dossier 1/2006, Seite 29)
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Abb. 14: a) Hiufigkeit des Auftretens verschiedener Kopienzahlen des DNA-Basen-Tripletts CAG im Huntingtin-Gen (Gesunde blau, Erkrankte rot dargestellt); b) Beziehung

zwischen CAG-Kopienzahl und dem Eintrittsalter der Erkrankung; rote Punkte: durchschnittliches Eintrittsalter bei jeweiliger Kopienzahl; blaue Punkte: individuelle Fdille

(Quelle: Graw, Genetik, 2006, S.377, aus Mac Donald ME 1998)

schneiden”) die auffdlligen Symptome. Verdnderungen der Ge-
déchtnisleistungen sind bereits zu Beginn dieser Symptome vor-
handen und nehmen im Verlauf der Erkrankung an Schwere zu.
Wichtige Koérperfunktionen wie das Schlucken und Atmen fallen
immer schwerer und sind schlie8lich nicht mehr moglich (GXP
NGFN-Sonderausgabe 2007, S.73). Die durchschnittliche Krank-
heitsdauer betragt 12 bis 15 Jahre und endet mit dem Tod, der
durchschnittlich im Alter von 57 Jahren eintritt (Schaaf, Ch. u. J.
Zschocke: Basiswissen Humangenetik Heidelberg 2008, S.400).

Ursachen des M. Huntington

Erst 1993 gelang es Forschern? aus den USA, England und Deutsch-
land jenes Gen auf Chromosom 4p16.3 zu lokalisieren (Abb. 13),
das fuir das krankheitsentscheidende, Huntingtin genannte Protein
kodiert. M. Huntington ist eine der ganz wenigen autosomal-domi-
nanten erblichen Krankheiten mit vollstandiger Penetranz. Das
bedeutet, dass sich das Krankheitsbild von homo- und heterozy-
goten Anlagentragern nicht wesentlich unterscheidet.

Zugrunde liegt der Erbkrankheit eine zunehmende (expan-
dierende) Triplett-Mutation. Das DNA-Basen-Triplett CAG kodiert
fur die Aminosaure Glutamin. Kommt es im Huntingtin-Gen zu
héufig hintereinander vor, so fiihrt dies zu einer iberlangen Poly-
glutamin-Sequenz. Firr die vermehrte CAG-Triplett-Wiederholung
wurde der Begriff,,dynamische Mutation” eingefiihrt. Im gesunden
Korper variiert die Anzahl der Triplett-Wiederholungen im Hun-
tingtin-Gen zwischen 6 und 35, bei Kranken liegt sie typischerwei-
se zwischen 40 und 50. Menschen mit 36 bis 39 CAG-Wiederholun-
gen weisen eine variable Penetranz auf (Ausnahme zur vollstandi-
gen Penetranz), das hei3t, manche entwickeln Symptome, andere
nicht. Dagegen tritt die Krankheit bei Wiederholungen, die die Zahl
50 Uiberschreiten und 200 oder mehr erreichen kénnen, bereits im
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Kindes- oder Jugendalter auf. Es besteht eine umgekehrte Korrela-
tion zwischen der Anzahl der Wiederholungen und dem Erkran-
kungsalter: Je mehr CAGs aufeinanderfolgen, desto friiher erkran-
ken die Menschen (Abb. 14). Verursacht wird die iibermaBige Wie-
derholung des Tripletts CAG durch ein Verrutschen (,slippage”) der
DNA-Polymerase bei der Verdopplung der DNA (Replikation) im
Zusammenhang mit der Zellteilung, so dass ein Protein mit verlan-
gerter Glutamin-Region entsteht. Das verdnderte Protein ,ver-
klumpt” zu Amyloid-Plaques-dhnlichen Aggregaten (sieche M. Alz-
heimer).

Lange Zeit war die Funktion von normalem Huntingtin im Kor-
per unbekannt. Neuste Forschungsergebnisse brachten die Er-
kenntnis, dass dieses Protein fiir die Embryonalentwicklung unver-
zichtbar ist. So sterben genetisch manipulierte Mause, denen das
Huntingtin-Gen fehlt, bereits als Embryo. Auch an der Kommuni-
kation der Nervenzellen ist Huntingtin beteiligt. So konnte eben-
fallsimTierversuch bestétigt werden, dass durch das krankhaft ver-
anderte Huntingtin die synaptische Ubertragung durch Dopamin
gestort ist, die Neuronen absterben und die Mause die typischen
Symptome der Krankheit zeigen. Jiingste Veroffentlichungen eines
Forscherteams® aus den USA, England, Belgien und Frankreich
weisen darauf hin: Huntingtin istam Ablauf der Mitose bei der Neu-
rogenese mafgeblich beteiligt und wahrend der Zellteilung an
den Spindelpolen nachweisbar, wo es die Orientierung der Spindel
mitbestimmt. Wesentlich ist auch die Erkenntnis, dass das
,Krankheitsprotein” Huntingtin mit vielen anderen Proteinen
der Zelle in Verbindung steht (Protein-Interaktionsnetzwerk). So
konnte ein Protein identifiziert werden, das die ,Verklumpung” des
Huntingtins stimuliert und damit ein potentielles Zielprotein fr
die Entwicklung neuer Wirkstoffe zur Behandlung von M. Hunting-
ton ist (GXP 2.06, S.13).
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Vermutlich gibt es mehrere krankheitsrelevante Faktoren, dar-
unter auch die sich ansammelnden Huntingtin-Aggregate. Das
Fachblatt ,Nature Neuroscience” verdffentlichte 2009 die Ent-
deckung, dass das mutierte Huntingtin ein ausschlieBlich in Neu-
ronen vorkommendes Enzym (JNK3) aktiviert und phosphoryliert®.
Schon in geringsten Mengen behindert dieses Enzym in den Ner-
venzellen den Stofftransport vom Zellkdrper tGber die Axone zu
den Synapsen. Es kommt durch die verringerte Weiterleitung zu
einer allmédhlichen Riickbildung und schlie8lich zum Absterben
der Nervenzelle. Dieser Prozess macht sich im Kindes- und Jugend-
alter noch nicht bemerkbar und es dauert Jahre, bis der behinder-
te Stofftransport einen Schwellenwert erreicht, der fir die Nerven-
zelle den Tod bedeutet.

Diagnostik und Therapie des M. Huntington

Die Diagnose wird meist klinisch anhand der Symptome gestellt.
Durch die Gewinnung genomischer DNA aus Blutproben kann der
krankheitsrelevante Abschnitt des Huntingtin-Gens analysiert und
die Lange der CAG-Basenabfolge ermittelt werden. Pathologisch-
anatomische Veranderungen des Gehirns, die der Bewegungs-
storung zugrunde liegen, lassen sich auch durch Computer- oder
Kernspintomographie erkennen. Stoffwechselstdrungen kénnen
bereits mehrere Jahre vor Ausbruch der Krankheit durch Positro-
nen-Emissions-Tomographie (PET) festgestellt werden.

Eine Therapie, mit der sich die Ursachen der Krankheit aus-
schalten lassen und die somit zur Heilung fiihrt, gibt es noch nicht.
Medikamente lindern die Symptome wie die unwillkirlichen Mus-
kelbewegungen oder die Depressionen. Krankengymnastik spielt
eine auBerordentlich grof3e Rolle und durch logopéadisches Trai-
ning kann man Sprechstérungen entgegenwirken. Untersuchun-
gen von Wissenschaftlern aus dem NGFN zeigten, dass Epigalloca-
techin-3-Gallat (ein Inhaltstoff von griinem Tee) die Verklumpung
des Huntingtin-Proteins zu bremsen vermag (GXP NGFN-Sonder-
ausgabe 2007, S.73). Es besteht die Hoffnung, aus dieser Kenntnis
ein wirksames Medikament zu entwickeln.

Ethische Probleme der M. Huntington-Diagnostik

Fur Kinder eines betroffenen Elternteils liegt die Wahrscheinlich-
keit des Auftretens von M. Huntington bei 50 %. Eine gendia-
gnostische Analyse liefert klare Aussagen, ob mit dem Auftreten
der Erkrankung zu rechnen ist oder nicht. Ein erwachsener
Mensch kann selbst entscheiden, ob er aufgrund einer familidren
Vorbelastung Klarheit lber sein eigenes Schicksal mochte.
Wesentlich schwieriger ist die ethische Fragestellung, ob es Paa-
ren mit Kinderwunsch erlaubt sein soll, ein ungeborenes Kind auf
die kritische Mutation hin testen zu lassen (z. B. tiber eine Frucht-
wasseruntersuchung). Das im April 2009 vom Deutschen Bundes-
tag verabschiedete Gendiagnostikgesetz besagt: ,Eine vorge-
burtliche genetische Untersuchung, die darauf abzielt, geneti-
sche Eigenschaften des Embryos oder des Fotus fir eine Erkran-
kung festzustellen, die nach dem allgemein anerkannten Stand
der medizinischen Wissenschaft und Technik erst nach Vollen-
dung des 18. Lebensjahres ausbricht, darf nicht vorgenommen
werden” (Abschnitt 2, § 15, Absatz 2).

Medizinische Genomforschung

Im Falle mittels in vitro-Fertilisation erzeugter Embryonen
kann UGber eine Praimplantationsdiagnostik (PID) gekldrt werden,
ob der betreffende Embryo die Krankheitsanlage tragt oder nicht.
Hierbei ware das Ziel, auf den Wunsch erblich vorbelasteter Paare
hin, gezielt nur Embryonen in die Gebarmutter zu ibertragen, die
keine ,Huntington-Mutation” tragen. Seit 1990 wird die PID in
England und den USA angewendet. Inzwischen praktizieren Arz-
te die PID in rund 60 Léndern der Erde, darunter auch Belgien,
Danemark und Frankreich. In Deutschland hat der Bundesge-
richtshof (BGH) am 6. Juli 2010 erklart, dass die PID nicht gegen
das Embryonenschutzgesetz verstof3t. Der Senat des BGH stellte
dabei klar, dass seine Entscheidung nur auf die Untersuchung
schwerwiegender genetischer Schdden gerichtet sei. Eine
geschlechtsspezifische Auswahl wie auch eine Auswahl von
Embryonen zur Erzeugung sogenannter Designer-Babys hat der
BGH eindeutig untersagt. Damit ist klar, dass eine gesetzliche
Freigabe der PID sehr strenge Richtlinien erfordern wiirde, deren
Messlatte nur das Vermeiden schlimmsten Leids von Kind und
Eltern sein kann (GXP 4.10, S.3). Das am 07.Juli 2011 vom Deut-
schen Bundestag beschlossene "Gesetz fiir eine begrenzte Zulas-
sung der Prdimplantationsdiagnostik” wurde am 23.9.2011 durch
den Bundesrat gebilligt und ist dem Bundesprasidenten zur Pri-
fung und Unterschrift vorgelegt. Seine Entscheidung stand bei
Redaktionsschluss noch aus.

1 Chorea Huntington (gr. chorea = Tanz) hiel3 im Mittelalter Veitstanz, benannt
nach der Veitskapelle bei Ulm, zu der viele Huntington-Patienten im Mittelalter
wallfahrten, um den heiligen Veit (St. Vitus) um Hilfe zu bitten.

2 Huntington’s Disease Collaborative Group 1993:,A novel gene containing a
trinucleotide repeat that is expanded and unstable on Huntington's disease
chromosomes”in,Cell” 1993 72(6) Seite 817-818

3 Godin, J.D. et al.: ,Huntingtin is required for mitotic spindle orientation
and mammalian neurogenesis”in ,Neuron”2010, 67, 5.392-406

4 Morfini,G.A et al.: ,Pathogenetic huntingtin inhibits fast axonal transport by
activating and phosphorylating JNK3 kinesin”in ,Nature Neuroscience”
12,864 -871(2009)
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Tiere - Freunde, Gefdahrten, Helfer, Nahrung ...

Tiere werden einerseits als beste Freunde des Menschen angesehen, gut versorgt und bis ins hohe Alter gepflegt. Ande-
rerseits dienen Tiere als Versuchsobjekte, Transportmittel oder Nahrungslieferanten fiir uns. Die wechselvollen Tier-
Mensch-Beziehungen er6ffnen auch Einsichten in kulturelle Hintergriinde, geschichtliche Wechselwirkungen und liefern
zum Teil Aufschluss iiber den Umgang der Menschen untereinander.

Anregungen zur weiteren Recherche:

www.bmelv.de/DE/Landwirtschaft/Tier/TierzuchtTierhaltung/nutztierhaltung_node.html Website des Bundeministeriums
fur Erndhrung, Landwirtschaft und Verbrauc herschutz (BMELV) zum Thema Tierzucht und Nutztierhaltung.

www.planet-wissen.de/natur_technik/tier_und_mensch/tierzucht/index.jsp Website von Planet Wissen zum Thema Tierzucht.

FUGATO - Funktionelle Genomanalyse im tierischen Organismus

/ﬁ Die Forschung fiir eine nachhaltige Tierproduktion ist der Kern der BMBF-Initiative FUGATO. Die
: F u GA TO moderne, funktionelle Genomforschung stellt auch hier die Basis fiir die angewandte Forschung
_/’. dar. Die Forschungsschwerpunkte dieser Projekte liegen in den Bereichen Tiergesundheit sowie

Produktqualitat, dienen also sowohl dem Tierschutz als auch dem Verbraucher. Mit Hilfe der funk-
tionellen Genomforschung kénnen diese sehr komplexen Eigenschaften effizient in Zuchtpro-
gramme eingesetzt werden.

www.fugato-forschung.de

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Einleitung

Modul 2 Lebenssystem Nutztier

Tiere - Freunde, Gefahrten, Helfer, Nahrung ...

Tiere werden einerseits als beste Freunde des Menschen angesehen, gut versorgt und bis ins hohe Alter gepflegt. Ande-
rerseits dienen Tiere als Versuchsobjekte, Transportmittel oder Nahrungslieferanten fiir uns. Die wechselvollen Tier-
Mensch-Beziehungen eroffnen auch Einsichten in kulturelle Hintergriinde, geschichtliche Wechselwirkungen und liefern

zum Teil Aufschluss liber den Umgang der Menschen untereinander.

Tiergesundheit
Stoffwechselerkrankungen,
onskrankheiten und Tierseu-
chen stellen fuir den landwirt-
schaftlichen Betrieb mit Tier-
haltung neben anderen Ge-
sundheitsaspekten ein erhebliches
Problem dar. Zum einen schrankt eine Erkran-
kung das Wohlbefinden des Tieres ein, zum anderen ent-
stehen durch die Behandlung der erkrankten Tiere und Ausféllen
im Bestand hohe Kosten fiir den Landwirt. Viele Erkrankungen
kénnen trotz konsequenter Hygiene und bestmdglicher Hal-
tungs- und Umweltbedingungen im Stall nicht unterbunden wer-
den. Dies fiihrt u.a. zur Notwendigkeit eines erhéhten Einsatzes an
Medikamente (z.B. Antibiotika) und damit auch zu einer starkeren
Belastung von Lebensmitteln tierischer Herkunft. Das Auftreten
von Tierseuchen hingegen kann zu erheblichen Auswirkungen
auf die Gesellschaft, die Wirtschaft und die Umwelt fiihren, wie die
Félle der,Vogelgrippe” (H1N1) und der,Neuen Grippe” (,Schwei-
ne-Influenza”) gezeigt haben. Dies insbesondere, da nicht nur ein-
zelne Betriebe sondern ganze Bezirke, Landkreise, Regionen oder
gar Lander betroffen sind.

Durch den starken Einfluss der Gesundheit des Tieres auf sein
Wobhlbefinden und aufgrund der wirtschaftlichen Aspekte ist den
Landwirten und Tierzlichtern wie auch den Wissenschaftlern dar-
an gelegen, Ursachen und Verlauf von Erkrankungen zu verstehen
, um auf dieser Grundlage Behandlungsmethoden und Gegen-
malBnahmen hierzu entwickeln zu kénnen. Zur Lésung solcher
Probleme trégt z. B. das FUGATOplus-Projekt MeGA-M bei, dessen
Ziel es ist, mit Hilfe von molekularbiologischen Anséatzen (soge-
nannten Biomarkern) gezielt solche Tiere zu identifizieren, die
wenig anfallig fur Stoffwechselerkrankungen sind. Ein dhnliches
Ziel verfolgt das FUGATOplus-Nachwuchsgruppenprojekt geM-
MA, das die Ursachen und den genetischen Hintergrund einer
Erkrankung bei Sauen aufdecken und Methoden entwickeln soll,
um das Auftreten der Erkrankung zu vermindern.

Da die Tierseuchen vor Landergrenzen keinen Halt machen,
fuhrt das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF)

Infekti-

/

Nachha(tigkeit
P~/

zusammen mit For-
schungsforderern aus ver-
schiedenen Mitgliedslandern
der EU die transnationale
Forderinitiative ~ ERA-Net
EMIDA  (Emerging and
Major Infectious Diseases of
Livestock) durch. Im Vorder-
grund stehen die Erforschung von Infekti-
onskrankheiten beim Nutztier, in der Aquakul-
tur und bei Bienen, aber auch die Klarung von
Fragestellungen zur Resistenzbildung gegen Krankheitserreger.
Die Forschungsergebnisse sollen unter anderem zur Entwicklung
von effektiven und kostengiinstigen Methoden zur Uberwachung
von bereits bekannten aber auch neu auftretenden Nutztier-
krankheiten fiihren. Dies schlie8t SchutzmaBBnahmen vor der Ein-
schleppung neuer Erreger, Entwicklungen von Impfstoffen und
Alternativen zu Antibiotika ebenso ein wie Erkenntnisse zur Epi-
demiologie und Mechanismen der Krankheitsiibertragung.

alitat

Arbeitsauftrage
Lesen Sie den Artikel zur Tiergesundheit.

1. Tragen Sie Griinde zusammen, die die Notwendigkeit
der Erforschung von Tiererkrankungen belegen.

2. Wedhlen Sie aus den beiden folgenden Themen eins
aus und setzen Sie sich mit dem gewdihiten Thema
auseinander.

3. Erstellen Sie eine kurze Zusammenfassung ihres
Artikels, indem Sie die entsprechenden Arbeits-
auftrdge bearbeiten. Stellen Sie Ihre Ergebnisse vor.
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Ohne gesunde Sau keine gesunden Ferkel

FUGATO-plus Nachwuchsgruppe geMMA auf der Suche nach den Ursachen der Gesaugeentziindung beim Schwein

Nicole Kemper

Milch fiir einen guten Start ins Schweineleben

Erkrankungen der Sau um den Zeitraum der Abferkelung herum
sind weit verbreitet und bringen fiir den Schweinehalter erhebli-
che wirtschaftliche Verluste mit sich. Diese Verluste sind auf Lei-
stungsminderungen und erhdhte Sterblichkeiten zuriickzufiihren.
Durchschnittlich erkranken zwischen 10 und 30%, in Problembe-
standen bis zu 80% der Sauen am MMA (Mastitis, Metritis, Agalak-
tie)-Syndrom. Der MMA-Komplex tritt bei Muttersauen wéahrend
der Geburt oder innerhalb 24 bis 48 Stunden nach der Geburt auf
und ist gekennzeichnet durch teilweises oder volliges Versagen der
Milchproduktion aufgrund von Gesaugeentziindung. Wenige
Stunden nach dem Abferkeln geht der Milchfluss stark zurck. Ein
volliges Versiegen des Milchflusses tritt selten ein, weshalb anstatt
+Agalaktie” der Ausdruck ,Hypogalaktie” passender wire. Uber-
haupt wird oft angefiihrt, dass der Begriff ,MMA" nicht vollig kor-

mw_t — Fotolia.com

rekt ist, da die Gebarmutterentziindung (Metritis) bei dem Krank-
heitsbild meist nicht auftritt. Alternative Begriffe konnten sich bis-
her jedoch in der Praxis nicht durchsetzen. Entscheidend ist, dass
die Gesdugeentziindung (Mastitis) das Krankheitsgeschehen do-
miniert. Dabei kdnnen einzelne Zitzen oder das gesamte Gesdauge
Anzeichen einer starken Entziindungsreaktion zeigen. Die entziin-
deten Bereiche erscheinen warm, geschwollen, gerétet und
schmerzhaft. Wegen der Schmerzhaftigkeit versucht die Sau, Be-
rihrungen und das Saugen der Ferkel zu verhindern und nimmt
deshalb eine typische Bauch-Brust-Lage ein. Das Allgemeinbefin-
den der Sau ist oftmals beeintrachtigt und haufig von Fressunlust
und Verstopfung begleitet. Da erkrankte Tiere meist Fieber von
Uiber 40°C zeigen, hat sich in der Praxis die Diagnose von MMA
anhand von Temperaturmessungen durchgesetzt, wobei die Gren-
ze meist zwischen 39,5°C und 39,8°C gelegt wird.

Abb. 1: Besonders in den ersten Lebenstagen ist die Milchversorgung fiir die Gesundheit der Ferkel entscheidend (Bild: Fotolia)
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Arbeitsmaterial
Schaden Sau Schaden Ferkel
Leistungsminderung Todesfille
Konzeptionsstdrungen Kimmerer
geringere WurfgréBen Kolostrumaufnahme {
Aborte verringerte Zunahmen

AN /

Abb. 2: Durch MMA verursachte Schéden bei Sauen und Ferkeln

Hohe wirtschaftliche Schaden durch MMA
Der grof3e wirtschaftliche Schaden wird vor allem durch die erhoh-
ten Ferkelverluste und die hohe Zahl von Kiimmerern, das heif3t,
von Ferkeln, die weit hinter den normalen tdglichen Zunahmen
zurlickbleiben, verursacht. Zudem zieht die Erkrankung der Sau oft
Fruchtbarkeitsprobleme nach sich. Da keine Milch aufgenommen
wird, trocknen die Ferkel aus oder erkranken an Durchfallen, insbe-
sondere, wenn sie andere ungeeignete Fllssigkeiten wie beispiels-
weise Harn aufnehmen. Deutlich eingefallene Hungergruben zei-
gen den stiindlich schlechter werdenden Erndhrungszustand an.
Im schlimmsten Falle sterben die Ferkel am Nahrungsentzug oder
an den Folgeerscheinungen. Gerade in den ersten Lebenstagen
verfuigen die Ferkel Uber keine Energie- und Flussigkeitsreserven
und sind deshalb besonders anfillig. Vor allem die ausreichende
Versorgung mit Biestmilch (Kolostrum) legt den Grundstein fiir die
Entwicklung eines gesunden Tieres mit starker Abwehrkraft (Abb.
1). Die Ubertragung von Antikérpern auf die Ferkel mit der Biest-
milch wird auch bei der Muttertierimpfung genutzt. Durch unzu-
reichende Biestmilchaufnahme wird also nicht nur dass Immunsy-
stem allgemein geschwécht, auch Impfungen der Sau zum Schutz
der Ferkel werden sinnlos. Die durch MMA verursachten Schéaden
bei der Sau und beim Ferkel sind in Abbildung 2 zusammengefasst.
Diese Ausfiihrungen verdeutlichen die Notwendigkeit, das
Vorkommen von MMA in Schweinebestanden méglichst niedrig zu
halten. Da bisher noch keine alleinige Ursache fiir den Ausbruch

des MMA-Syndroms bekannt ist, sind umfassende Forschungsar-
beiten erforderlich. Bisherige Untersuchungen zeigten, dass die
krankheitsausldsenden Keime Uber die Zitzen aufsteigend in das
Gewebe der Milchdriise gelangen. Dort kommt es zu einer Keim-
vermehrung, die zur Mastitis und dem Versiegen der Milchproduk-
tion flhrt. Als verursachende Keime werden coliforme Keime ver-
mutet, die natlrlicherweise in der normalen Darmflora aller
Schweine vorkommen. Diese Keime verursachen oft auch eitrige
Entziindungen der Harnorgane und kénnen tiber den Urin ausge-
schieden werden. Nach Verschmutzung mit Kot und Harn kénnen
diese Keime Uber die Liegeflachen in die Milchdriise eindringen
und diese besiedeln. Es scheint jedoch auch so zu sein, dass in spe-
ziellen Féllen krankheitsauslosende Bakterien direkt durch eine
erhéhte Durchlassigkeit des Darmes (iber die Blutbahn in das
Gesduge gelangen. Dies erklart, warum Sauen mit Verstopfung
haufiger an MMA erkranken, da die Verweildauer des Darminhalts
und damit die Méglichkeit des Uberwindens der Darmschranke
erhoht sind. Die von den Bakterien gebildeten Gifte gelangen in
die Blutbahn und flihren zur Verschlechterung des Allgemeinzu-
stands der Sau. Diese Gifte schadigen nicht nur alle Zellen direkt,
sondern storen auch den Hormonhaushalt. Die Hemmung der fiir
die Milchbildung verantwortlichen Hormone kann ebenfalls zum
Versiegen der Milch beitragen.

Nachwuchsgruppe geMMA

Sicher ist, dass bei der Entstehung des MMA-Komplexes als infek-
tiose Faktorenkrankheit Umweltfaktoren eine grof3e Rolle spielen
(Abbildung 3). Eine Optimierung dieser Einfllsse bringt jedoch
noch keine Garantie fir MMA-Freiheit mit sich. Eine zuverlassige,
wirksame MMA-Prophylaxe wie beispielsweise eine Impfung steht
momentan nicht zur Verfiigung.

Besonders der genetische Hintergrund sowie die Beteiligung
verschiedenster Keime an der Krankheitsentstehung wurden bis-
lang noch nicht umfassend untersucht. Dabei deuten mehrere Stu-
dien zur Erblichkeit von MMA darauf hin, dass die Anfélligkeit fur

Futterauf- @
nahme

Wasserauf- ‘
nahme )

Geburts-
einleitung
Mykotoxine

Abb. 3: Einflussfaktoren auf
das Krankheitsbild MMA

.
- D

s Harnwegs-
‘ infektionen
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Deutschland Schweinefleich Versorgungsbilanz (in 1.000 t Schlachtgewicht)

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009v
Bruttoeigenerzeugung 3.881 3.903 3.995 4.051 4.087 4.213 4.321 4.524 4.606 4.777
Lebendvieh Importe 166 223 199 246 292 372 405 542 622 657
Lebendvieh Exporte 65 52 84 58 70 86 64 81 106 157
Nettoerzeugung 3.982 4.074 4.110 4.239 4.308 4.500 4.662 4.985 5.112 5.277
Import 1.049 1.015 1.087 1.106 1.099 1.111 1.109 1.154 1.169 1.190
davon aus EU 1.041 1.008 1.080 1.091 1.097 1.109 1.105 1.149 1.159 1.180
Export 584 643 742 828 951 1.152 1.288 1.575 1.844 2.030
davon nach EU 466 497 573 692 810 974 1.117 1.407 1.552 1.730
Verbrauch 4.457 4.446 4.456 4.518 4.456 4.458 4.484 4.551 4.460 4.437
Verbrauch pro Kopf (kg) 54,2 54,0 54,0 54,7 54,1 54,1 54,5 55,4 54,4 54,1
Selbstversorgungsgrad (%) 87,1 87,8 89,7 89,7 91,7 94,5 96,4 99,4 103,3 107,7
Quelle: ZMP (seit 2009 AMI), BMELV, Bundesmarktverband fiir Vieh und Fleisch

/

MMA genetisch festgelegt ist und einige Sauen resistenter gegen
die Erkrankung sind als andere.

Mit der detaillierten Erforschung dieses Sachverhalt beschaftigt
sich die Nachwuchsforschergruppe ,geMMA: Strukturelle und funk-
tionelle Untersuchung der genetischen Variation des MMA-Syn-
droms am Institut fir Agrar- und Erndhrungswissenschaften der Uni-
versitat Halle-Wittenberg (www.tierhygiene-halle.de). In den kom-
menden flnf Jahren wird dieses Projekt im Rahmen des FUGATO-
plus-Programmes geférdert. Die Arbeitsgruppe unter Leitung von
Frau Prof. Nicole Kemper, Fachtierarztin fiir Mikrobiologie sowie flr
Tierhygiene, wird zundchst die beteiligten Erreger aus Sauenmilch-
proben identifizieren. Ein Schwerpunkt stellt dabei die Analyse von
Escherichia coli dar, da diese Bakterienart sehr wahrscheinlich ein
Hauptverursacher der Erkrankung ist. Im Anschluss daran werden
DNA-Analysen bei erkrankten und nicht erkrankten Tieren vorge-
nommen, um tiber einen Vergleich der DNA-Muster flir die Krankheit
verantwortliche Gene zu entdecken. Auch Genvarianten, die erre-
gerspezifische Resistenzen bedingen, sind hochinteressant, konn-
ten sie doch ziichterisch bei der Selektion genutzt werden. Die Un-
tersuchungen finden in enger Zusammenarbeit mit den Schweine-
zuchtunternehmen PIC Deutschland GmbH aus Schleswig, dem
Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen an der Freien Universitat
Berlin und dem Forschungsinstitut fir die Biologie landwirtschaftli-
cher Nutztiere in Dummerstorf statt.

Dass dieser Ansatz erfolgversprechend ist, zeigen Beispiele aus
anderen Landern: Wahrend in Deutschland die genetische Krank-
heitsresistenz beim Schwein bisher ziichterisch nicht genutzt wird,
finden in den USA, in Kanada, Danemark und der Schweiz nattirliche
Resistenzen gegen bestimmte Durchfall-verursachende Escherichia
coli-Stdmme in die Selektionsprogramme Eingang. Die Vorteile der
zlichterischen Verwendung dieser Resistenzen liegen auf der Hand:
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Verminderte Erregerausscheidung, verbesserter Gesundheitsstatus
und die Anhebung des Hygienestandards fiihren zur Leistungsstei-
gerung, Verbesserung der Produktqualitat, Reduktion von Verlusten
und zu einem verminderten Antibiotika-Einsatz. Dadurch werden
auch positive Effekte auf den Verbraucherschutz und die Akzeptanz
gegeniber Lebensmitteln tierischer Herkunft erzielt. Gerade im Hin-
blick auf die Schwierigkeiten bei der MMA-Vorbeugung und -
Bekdmpfung sind neue Anséatze unbedingt erforderlich, um die Tier-
gesundheit langfristig zu verbessern und nachhaltig zur héheren
Wirtschaftlichkeit beizutragen.

Kontakt

Prof. Dr. Nicole Kemper

Lehrstuhl fiir Tierhygiene und Reproduktionsphysiologie
Institut fiir Agrar- und Erndhrungswissenschaften
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

E-Mail: nicole.kemper@landw.uni-halle.de

Arbeitsauftrage

1. Informieren Sie sich im Netz iiber Kolostrum und
die Bedeutung des Schweinefleisches fiir unsere
Erndhrung. Werten Sie die Tabelle 1 aus.

2. Stellen Sie in einer Tabelle Ursachen, Verlauf
und Folgen der MMA zusammen.

3. Bewerten Sie die wirtschaftlichen Schédden dieser
Krankheit. Diskutieren Sie in diesem Zusammenhang
die Aussage: , Erbe und Umwelt”.
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MeGA-M: Die Milchkuh im Gesundheitscheck
Metabolomische und genomische Analysen
der Milch flr gesunde Milchkihe

Mit der Steigerung der Milchleistung in den letzten Jahrzehnten geht eine Zunahme von Gesundheits- und Fruchtbarkeit-
sproblemen von Milchkiihen einher. Diese Probleme fiihren dazu, dass alarmierend viele Kiihe vorzeitig aus dem Produk-
tionsprozess ausscheiden. Im Durchschnitt liberlebt eine Kuh in Deutschland nur noch 2,5 Laktationen. Es wird allgemein
angenommen, dass die negative Energiebilanz in der friihen Laktation und der daraus resultierende Stoffwechselstress
einen entscheidenden Einfluss auf die Nutzungsdauer einer Milchkuh haben. In dem Projekt MeGA-M sollen die Grundla-
gen der Stoffwechselprobleme von Hochleistungsmilchkiihen durch die Kombination umfassender funktionaler Phano-
typisierung und genomweiter DNA-Untersuchung gekladrt werden. Der Forschungsansatz ist in hohem Maf3e relevant fiir
die Milchproduktion, da auf die zentrale Frage eingegangen wird, wie sich eine hohe Milchleistung auf die Gesundheit und
das Wohlbefinden von Kiihen auswirkt und wie stoffwechselstabile Tiere auf phanotypischer und genomischer Ebene
identifiziert werden kdnnen.

Christine Wurmser, Ruedi Fries, Lehrstuhl fiir Tierzucht, Technische Universitat Miinchen

Der metabolische Stress der frithen Laktation

fiihrt zu Produktionskrankheiten

Die Kuh befindet sich zu Beginn der Laktation in einem metaboli-
schen Ausnahmezustand. Durch die hohe Milchleistung entsteht
ein Energiedefizit, das durch die Futteraufnahme zunéchst nicht
augeglichen werden kann. Infolgedessen wird die benétigte Ener-
gie durch den Abbau von kdrpereigenem Gewebe bereitgestellt.
Milchkiihe die besonders viel Korperfett mobilisieren sind
betrachtlichen Stoffwechselbelastungen ausgesetzt, die direkt

oder indirekt zur Entstehung von Erkrankungen beitragen und
haufig zum verfriihten Ausscheiden aus dem Produktionsprozess
fihren. So kann eine Anflutung freier Fettsduren die Gefahr einer
subklinischen oder klinischen Ketose erhéhen und die Bildung
einer Fettleber verursachen. In Folge der Stoffwechselbelastung
wird das Immunsystem geschwdcht, was eine verschlechterte
Pathogenabwehr und erhohte Anfilligkeit gegeniiber Infektionen
nach sich zieht. Der metabolische Stress, dem die Kiihe ausgesetzt
sind, schldgt sich zudem in einer verringerten Fruchtbarkeit nieder.

Abb. 1: Die in der Versuchsstation Karkendamm untergebrachten Kiihe der Rasse Holstein Friesian sind wichtiger Bestandteil des MeGA-M Projekts. Im Rahmen der Bullen-

mutterpriifung werden regelmdBig Daten zur Milchleistung erhoben. Durch die Berechnung von Energiebilanzen aus der Milchmenge, der tdglichen Futteraufnahme und

dem Gewicht der Kiihe kénnen die Tiere metabolisch charakterisiert werden. (Foto: H.D. Habbe)

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Diese Reaktion stellt einen Kontrollmechanismus dar, der sicher-
stellen soll, dass die Investition der Kuh in die Geburt und
Erndhrung des aktuellen Kalbes nicht durch eine erneute Trachtig-
keit gefahrdet wird, solange der Energiehaushalt nicht ausgegli-
chen ist. Die Hauptabgangsursachen bei Milchkiihen sind folglich
Fruchtbarkeitsprobleme, Mastitis (Euterentziindung), Klauener-
krankungen und Stoffwechselstérungen.

Das Ausmal3 der Stoffwechselbelastung hdangt von verschie-
denen Faktoren ab. Einen wesentlichen Einfluss hat sicherlich das
Futterungsmanagement. Doch auch innerhalb von Betrieben gibt
es bei gleicher Fltterung eine breite Variation zwischen Kithen mit
vergleichbarer Milchleistung hinsichtlich der Toleranz gegentiber
Stoffwechselstress. Es gibt durchaus Kiihe mit hoher Milchleistung,
die den Stoffwechselstress problemlos bewéltigen und deshalb fiir
Produktionskrankheiten wenig empféanglich sind. Die individuel-
len Unterschiede, wie die Tiere mit den metabolischen Herausfor-
derungen in der friihen Phase der Laktation umgehen, weisen dar-
aufhin, dass hier auch eine genetische Komponente zum Tragen
kommt.

In der Milch lesen
Die kontinuierliche Sekretion und problemlose Entnahme macht
Milch zu einem idealen Substrat fiir metabolische Analysen. Neben
Metabolitenprofilen der Milch werden Hormon- sowie Transkript-
profile, aus in die Milch abgeschiedenen Epithelzellen, erstellt.
Zusatzlich bietet sich die Moglichkeit das etablierte Datener-
fassungssystem der routineméaBig erhobenen Milchleistungspri-
fung der Landeskontrollverbande (LKV) zu nutzen. In der monat-
lich stattfindenden Milchleistungspriifung werden Milchparame-
ter wie Fett, Protein, Laktose, Harnstoff und somatische Zellzahl fiir
jede Kuh individuell erhoben. Anhand der bereitgestellten Daten
konnen Tiere identifiziert werden die sich in Stoffwechselparame-
tern, z.B. dem Fett-Eiwei3-Verhaltnis der Milch stark unterscheiden.
Uber die Milchprobenlogistik der LKV werden Milchproben ausge-
wahlter Kiihe fiir weitere Analysen zur Verfiigung gestellt. Selbst
fur die genomische Analyse bildet Milch die Grundlage. So wird mit
einer speziellen Aufreinigungsmethode aus in der Milch enthalte-
nen somatischen Zellen die DNA der Kuh extrahiert.

Identifizierung von Stoffwechseltypen

Der unterschiedliche Umgang von Tieren mit der bestehenden
Stoffwechselbelastung in der frilhen Laktation stellt ein Giberaus
komplexes Merkmal dar. Daher werden in umfangreichen metabo-
lomischen und physiologischen Ansé&tzen die zu Grunde liegenden
Parameter analysiert. Ein Ziel von MeGA-M ist die Identifikation von
Faktoren, die eine friihzeitige Erkennung von Tieren ermdglichen,
die mit den metabolischen Belastungen nicht addquat umgehen
kénnen und deshalb fiir Produktionskrankheiten besonders anfal-
lig sind.

Der Fett-Protein-Quotient (FP) in der Milch der friihen Laktati-
on hat sich als Hilfsparameter flir den Stoffwechselstatus bewahrt.
Ein hoher FP deutet auf eine verstarkte Korperfett-Mobilisation
aufgrund einer ausgepragten negativen Energiebilanz hin. Die
Analyse von Milchleistungsprifdaten hat eine signifikante Korrela-
tion zwischen dem FP und der Nutzungsdauer gezeigt. Ausgehend
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Abb. 2: Zur Identifikation und Quantifizierung der Metaboliten in Milch, Urin und

Blut wird in MeGA-M hochauflésende Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) ein-
gesetzt. In 'H 1D (unten) und 'H-"C 2D NMR-Spektren (oben) kénnen einige hun-
dert Substanzen zuverldssig detektiert werden. Die Signalstdrke gibt hierbei Aus-
kunft iiber die Quantitdt der entsprechenden Metabolite. Durch die Erzeugung von
Stoffwechselprofilen soll so der Zustand eines Tieres umfassend beschrieben
werden. (Bild: W. Gronwald)

von den Parametern FP und unter Beriicksichtigung der Abnahme
der Rickenspeckdicke, als Maf3 fur die Fettmobilisation, konnen
Tiere mit unterschiedlichen Stoffwechseltypen identifiziert wer-
den. Diese Kiilhe werden eingehenden physiologischen Untersu-
chungen unterzogen, um Erkenntnisse hinsichtlich Anpassungs-
vorgdngen im Vormagenepithel und Kohlenstoff-, Protein- und
Elektrolytaufnahmemechanismen im Verdauungstrakt zu gewin-
nen. Zur Beschreibung von Stoffwechselphanotypen (Metaboty-
pen) werden Milchproben mittels hochauflésender 1D- und 2D-
Kernspinresonanzspektroskopie und Gaschromatografie-Massen-
spektrometrie umfassend analysiert. Die entsprechende Methodik
wurde im Rahmen von MeGA-M fiir die Untersuchung von Milch-
proben erfolgreich etabliert, sodass Metaboliten in der Milch nun
umfassend und zuverldssig identifiziert und quantifiziert werden
kdnnen.

Suche nach denrichtigen Genen

Zusatzlich zu den metabolomischen und physiologischen Analy-
sen werden in MeGA-M auch die genomischen Grundlagen des
metabolischen Status frithlaktierender Kiihe untersucht, um damit
die Voraussetzungen fiir eine nachhaltige zlichterische Verbesse-
rung der Gesundheit von Milchkiihen zu schaffen. Zur Durch-
fuhrung genomischer Untersuchungen wird aus ausgewahlten
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Milchproben DNA isoliert. Damit Genomregionen und Gene iden-
tifiziert werden konnen, die den verschiedenen Stoffwechselpha-
notypen zu Grunde liegen, werden die Allelfrequenzen von meh-
reren Zehntausenden DNA-Polymorphismen (SNPs = single
nucleotide polymorphisms) bei metabolisch unterschiedlichen
Tiergruppen verglichen. In einer genomweiten Assoziationsstudie
sollen wichtige Kandidatengene und QTLs (quantitative trait loci)
identifiziert werden. Positionale und funktionale Kandidatengene
werden resequenziert um weitere SNPs zu detektieren und Asso-
ziationen zwischen Metabotypen und Genotypen festzustellen.

Ein Beitrag zu einer nachhaltigen Milchproduktion

Ziel von MeGA-M ist es Biomarker zu identifizieren, die eine zuver-
ldssige Feststellung des Stoffwechselzustandes von Kithen ermog-
lichen. Gleichzeitig sollen auch die Grundlagen fiir genomische
Strategien zur systematischen Zucht von stoffwechselstabileren
Hochleistungskiihen gelegt werden. Das multidisziplindre For-

Das MeGA-M Konsortium

Koordination
« Technische Universitdt Miinchen (Prof. Dr. R. Fries)

Weitere Forschungsinstitutionen
« Christian-Albrechts-Universitdt zu Kiel
(Prof. Dr. G. Thaller)
« Forschungsinstitut fiir die Biologie
Landwirtschaftlicher Nutztiere (PD Dr. C. Kiihn)
- Freie Universitdt Berlin (Prof. Dr. H. Martens)
« Helmholtz Zentrum Miinchen (Prof. Dr. T. Meitinger)
« Technische Universitdt Miinchen
(Prof. Dr. H.H.D. Meyer)
- Tierdrztliche Hochschule Hannover (Prof. Dr. G. Breves)
« Universitdt Regensburg (Prof. Dr. P. Oefner)

Wirtschaftspartner

« Fo6rderverein Biotechnologieforschung e.V. Bonn
(Dr. B. Lind)

« Landeskontrollverband Brandenburg e.V.
(Dr. M. Hammel)

« Landeskontrollverband fiir Leistungs-
und Qualitétspriifung Mecklenburg-Vorpommern e.V.
(Dr. S. Hartwig)

« Landeskontrollverband Schleswig-Holstein e.V.
(G. Schulz)

« Landeskuratorium der Erzeugerringe fir
tierische Veredelung in Bayern e.V. (Dr. E. Zierer)

« Milchpriifring Bayern e.V. (Dr. C. Baumgartner)

« Thiiringer Verband fiir Leistungs- und Qualitdits-
priifungen in der Tierzucht e.V. (B. Heerbach)

Modul 2 Lebenssystem Nutztier

schungsvorhaben soll zu einer Verbesserung der Gesundheit und
des Wohlbefindens von Kiihen beitragen und eine nachhaltige
Milchproduktion unterstiitzen. MeGA-M kann zudem als pro-akti-
ve MaBnahme zur Erhaltung der glinstigen Meinung der Konsu-
menten zur Milchviehhaltung aufgefasst werden. Mit einer Verlan-
gerung der Nutzungsdauer von Milchkiihen wére eine kostengiin-
stigere Milchproduktion gewadhrleistet. Die erwarteten Er-
kenntnisse kdnnen somit zu einer Verbesserung der internationa-
len Wettbewerbskraft der deutschen Rinderzucht und Milchpro-
duktion beitragen.

Kontakt
Prof. Dr. Ruedi Fries

Lehrstuhl fiir Tierzucht
Technische Universitdt Miinchen
E-Mail: ruedi.fries@tierzucht.tum.de

Foto: Eric Isselée — Fotolia.com

Arbeitsauftrage

1. Erarbeiten Sie in der Gruppe ein Mind-Map oder
wdhlen Sie eine andere Form der graphischen
Darstellung, um das Thema: ,,Die Milchkuh — nur
ein Thema fiir Milchbauern?” méglichst umfassend
darzustellen.

2. Erkldren Sie die folgenden Begriffe: metabolische
und genomische Analyse, Laktation, Ketose. Wieder-
holen Sie in diesem Zusammenhang die Schritte zur
Isolierung der DNA aus Korperzellen und wesentliche
Schritte des Stoff- und Energiewechsels bei tierischen
Lebewesen.

3. Gliedern Sie den Text des vorliegenden Artikels
maglichst iibersichtlich nach Zielen, Problemen
und Methoden der Forschungsarbedit.

4. Diskutieren Sie, ob die Aussage: ,,Erbe und Umwelt
wirken zusammen” auch in diesem konkreten Beispiel
zutrifft.

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Sekundare Pflanzenstoffe -
Zwei Seiten einer Medaille

Alles was pflanzlich ist, ist gut - so scheint es zumindest, wenn man den Werbeversprechen von Lebensmitteln und Nah-
rungserganzungsmitteln glaubt. Sorgar der Hausarzt bestéatigt einem:,,Das Mittel konnen Sie beruhigt nehmen, schlieB-
lich ist es rein pflanzlich!”“. Doch ist das wirklich so, sind Pflanzen grundsatzlich unbedenklich? Um diese Frage zu beant-
worten, muss man sich ein wenig genauer mit der Zusammensetzung von Pflanzen beschaftigen. Nur wer weif3, wie Pflan-
zen aufgebaut sind, welche Besonderheiten sie haben, kann solche Aussagen kritisch und wissensbasiert hinterfragen.

Anregungen zur weiteren Recherche:
Tagesspiegel (16.09.2011),Leckeres Gift” von Walter Kramer; http://www.tagesspiegel.de/wissen/leckeres-gift/4616986.html

www.Pflanzenforschung.de Webseite mit umfangreichen Hintergrundinformationen zur Pflanzenforschung, Ziichtung
und auch Ausbildung in diesem Bereich. Seit kurzem gibt es spezielle Angebote fiir Schiiler und Lehrer.

www.transgen.de Webseite zu gentechnisch verdnderten Pflanzen und Nahrungsmitteln. Wieviel Gentechnik steckt in meinem Essen?
Welche gentechnisch verédnderten Pflanzen sind in Europa zugelassen, welche werden weltweit angebaut? Antworten auf diese und
andere Fragen finden sich in den zahlreichen Datenbankeintrdagen. In einem Forum kann man zu diesem Thema debattieren und Fragen
an zahlreiche Experten stellen.

www.Biosicherheit.de Informationsportal zur Sicherheitsforschung an gentechnisch veranderten Organismen im Rahmen der
BMBF-Biosicherheitsforschung. Neben aktuellen Forschungsergebnissen finden sich hier auch Debatten, Expertenmeinungen
und Aufgabensammlungen fiir den Unterricht.

PLANT 2030 - Angewandte Pflanzenforschung in Deutschland

PLANT 2030 ist ein Verbundvorhaben zur angewandten Pflanzenforschung, das durch das Bundesministerium fiir Bildung und For-
schung (BMBF) sowie durch privatwirtschaftliche Unternehmen geférdert wird (,public-private-partnership”). PLANT 2030 biin-
delt verschiedene Initiativen zur nationalen (Pflanzenbiotechnologie fiir die Zukunft) und auch internationalen (PLANT-KBBE) For-
schungsvorhaben. Ziele sind der Informationsgewinn tber Strukturen und Funktionen wichtiger Nutzpflanzen, die Starkung der
deutschen Pflanzenforschung und -zlichtung sowie der Technologietransfer zwischen Forschungseinrichtungen und Wirtschafts-
unternehmen und die Offenlegung von Forschungsergebnissen.

Weitere Informationen sind auf der Webseite zu finden.

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Modul 3 Lebenssystem Pflanze

Sekundare Pflanzenstoffe -
Zwei Seiten einer Medaille

Pflanzen sind Lebewesen, die ebenso wie Tiere, Bakterien oder Pilze
einen Stoffwechsel haben. Die Besonderheit ist hierbei, dass sie
autotroph sind, also nicht auf organische Substanzen als Nahrung
angewiesen sind. Denn sie haben eine einzigartige Eigenschaft: Sie
kénnen mit Hilfe des Sonnenlichtes Biomasse herstellen. Mit Hilfe
des Sonnnenlichts kdnnen sie aus CO2 und Wasser Zucker syntheti-
sieren, die ihnen dann als Energiegrundlage dienen (Photosynthe-
se). Diese Leistung macht Pflanzen zur Grundlage allen Lebens auf
der Erde. Egal ob Nahrungsmittel, Viehfutter, Papier, M6bel oder Klei-
dung - ohne Pflanzen kénnten wir nicht existieren. Zusétzlich neh-
men Sie weitere bendtigten Stoffe in anorganischer Form tber die
Wurzeln auf (Assimilation). Hierbei sind Stickstoff und Schwefel von
besonderer Bedeutung, da diese fiir die Synthese von Aminosaduren
benotigt werden, aus denen dann die Proteine hergestellt werden.
Diesen grundsétzlichen Stoffwechsel, den Aufbau von Kohlenhydra-
ten, Fetten und Proteinen (Anabolismus), aber auch den Abbau
(Katabolismus) und zur Energiegewinnung bezeichnet man als
Primdrmetabolismus oder primédren Stoffwechsel.

Neben dem Primdrmetabolismus, der fiir die Pflanze lebens-
wichtig ist, besitzen Pflanzen jedoch noch einen weiteren Stoff-
wechsel. In diesem Sekundérstoffwechsel (Sekunddarmetabolismus)
werden alle Metabolite synthetisiert, die die Pflanze nicht unmittel-
bar zum Leben braucht. Chemisch sind die sekundaren Metabolite
nicht eindeutig abgegrenzt, gehdren aber oft zu den Klassen der
phenolischen Verbindungen, der Isoprenoide oder der Alkaloide.

Fir die Pflanze sind sekunddren Stoffe zundchst nicht lebens-
notwendig. Dennoch spielen sie eine groBRe Rolle. Denn Pflanzen
haben einen entscheidenen Nachteil zum Beispiel gegeniber Tie-
ren: sie sind sessil. Diese Bindung an den Standort hat entscheidene
Konsequenzen. Pflanzen kdnnen vor Fral3feinden nicht fliehen, sie
konnen unwirtlicher Witterung nicht entgehen und sie kénnen sich
nicht aktiv auf die Suche nach einem Geschlechtspartner machen.
Um die Nachteile auszugleichen haben Pflanzen verschiedene Stra-
tegien entwickelt. Die Sekunddrmetabolite erfiillen dabei oft eine
entscheidene Rolle. Die Funktionen reichen von der Abwehr von
Schédlingen (herbiovoren Insekten oder pathogenen Mikroorganis-
men) Uber den Schutz vor starker UV-Strahlung (Carotinoide) und
Verdunstung (Suberin), der Festigung von Gewebe (Lignine) bis hin
zur Anlockung von bestdubenden Insekten (Monoterpene).

Nicht nur fiir die Pflanze sind die sekunddren Metabolite wich-
tig, sie haben auch eine hohe Bedeutung fiir den Menschen. Viele
Stoffe sind fiir uns essentiell (Vitamine), andere haben gesundheits-
forndernde (,Antioxidantien”) oder sogar heilende Wirkung (Taxol A
bei Krebs). Auf der anderen Seite existieren auch starke Gifte, die
dem Menschen schaden kdnnen und sogar zum Tod fiihren kdnnen.

Solaninistetwa ein (griinen) Kartoffeln vorkommendes Alkaloid, das
friiher haufig zu Vergiftungen fiihrte (,schwerer Magen’, Ubelkeit,
Todesfalle). In heutigen Kartoffelsorten ist die Konzentration an Sola-
nin jedoch so gering, dass diese Form der Vergiftungen heute prak-
tisch verschwunden ist. Doch der Erfolg der Ziichtung hatte auch sei-
ne Schattenseite: In der Kartoffel diente das Solanin dem Schutz vor
Fralfeinden. Da ihr dieser Schutz nun fehlt, sind die heutigen Sorten
anfélliger gegen Insektenfral. Weitere Beispiele fir Gifte sind die
Phaseine in Bohnen, Morphine im Schlafmohn oder Nikotin in Tabak.
Wie bei allen Giften gilt auch hier das Prinzip:

,All Ding' sind Gift und nichts ohn’ Gift; allein die Dosis macht, das
ein Ding kein Giftist"’ So sind Digitalisglycoside aus dem Fingerhut in
hohen Dosen tddlich. In geringen Dosen werden sie jedoch erfol-
geich zur Behandlung von Herzinsuffizienz eingesetzt und haben
auf diese Weise bereits viele Menschenleben gerettet. Es gilt also
auch bei sekundaren Pflanzenstoffen: es gibt immer zwei Seiten der
Medaille. Die folgenden Beispiele aus der deutschen Pflanzenfor-
schung sollen illustrieren, wie moderne Ansdtze die gezielte Nut-
zung der Vorteile sekundérer Pflanzenstoffe ermdglichen. Dazu die-
nen die Beispiele aus Erdbeere und Tomate. Ein weiteres Ziel der
Pflanzenziichtung ist die Entfernung von ungewtiinschten Stoffen
aus der Nutzpflanze. Der Artikel zur Rapsziichtung erlautert, wie dies
heute erfolgreich durchgefiihrt werden kann.

1 Paracelsus: Septem Defensiones, Basel 1589

Arbeitsauftrage

1. ,Pflanzen mag ich nicht!” Suchen Sie gemeinsam nach
Gegenargumenten zu dieser Aussage. Entwerfen Sie
in lhrer Gruppe eine ,Mind Map“ zur Bedeutung der
Pflanzen. Diskutieren und ergéinzen Sie Ihre Karte
durch Zusammentragen aller Aussagen.

2. Recherchieren Sie verschiedene sekunddire Pflanzen-
stoffe mit Bedeutung fiir den Menschen. Welche
positiven und welche negativen Eigenschaften haben
sie? Stellen Sie die Ergebnisse im Kurs vor.

3. Wdhlen Sie anschlieBend ein Thema (Erdbeere,
Tomate oder Raps) aus, bearbeiten Sie die
Arbeitsauftrdge und tauschen Sie sich in
Zweiergruppen zu den Themen aus.
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Gesunde Friichtchen

KBBE - Genetische Genomik zur Verbesserung der ernahrungsphysiologischen Qualitit der Erdbeerfrucht (Fragenomics).
Der Verzehr von Lebensmitteln, welche reich an sekundaren Pflanzenstoffen sind, kann das Risiko an bestimmten chroni-
schen Leiden zu erkranken reduzieren. Erdbeerfriichte (Fragaria x ananassa Duch.) stellen eine reiche Quelle an Phyto-
chemikalien dar, die starke anti-oxidative, anti-kanzerogene, anti-atherosklerotische und anti-neurodegenerative Eigen-
schaften sowohl in vitro als auch in vivo aufweisen. Ein besseres Verstandnis der genetischen Kon-

trolle von Merkmalen, die die Bildung der wertvollen pflanzlichen Nahrungsmittelbe-
standteilen beeinflussen, soll zur Entwicklung von molekularen Markern genutzt
werden Diese erméglichen die Entwicklung von neuen Sorten mit hohen Gehal-
ten an gesundheitsfordernden Inhaltsstoffen in optimierten Ziichtungs-

programmen.

Wilfried Schwab, Anja Preuf und Ludwig Ring

Die Erdbeere und ihre Sekundarstoffe

Die attraktive und wohlschmeckende Erdbeere (Fragaria x ananas-
sa Duch) zéhlt zu den wichtigsten Friichten der gemaRigten Klima-
zonen der Erde. Sie weist einen hohen Nahrwert auf und wird ent-
weder direkt an die Verbraucher oder als Ausgangsmaterial fiir die
verarbeitende Lebensmittelindustrie verkauft. Die Zeitspanne zwi-
schen Blite und Ernte ist bei der Erdbeere sehr kurz. Umso starker
wirken sich Witterung und KulturmaBnahmen auf die Streubreite
der Inhaltsstoffe bei derselben Sorte von Frucht zu Frucht, von
Pflanze zu Pflanze und von Standort zu Standort aus. Auch im Ver-
lauf der Saison schwanken die Gehalte der wertgebenden Inhalts-
stoffe wie Kohlenhydrate, Mineralstoffe und Vitamine stark. Dane-
ben enthalten die roten Friichtchen Phytochemikalien, die der
Pflanze als Schutz- und Abwehrstoffe gegen Schédlinge, als Farb-,
Duft- oder Lockstoffe und als pflanzeneigene Hormone dienen.
Friither wurde angenommen, dass diese sekundéren Pflanzenstof-
fe, im Gegensatz zu den Primérstoffen wie Kohlenhydrate, Fette
und Proteinen flr die menschliche Erndhrung unbedeutend sind.
Sie kommen in Pflanzen nur in geringen Mengen vor, weshalb man
ihnen lange Zeit keine groBe Beachtung schenkte. Erst in letzter
Zeit wurde der Wert dieser Verbindungen erkannt. Sekundére
Pflanzenstoffe iben im menschlichen Kérper eine Vielzahl von
Schutzfunktionen aus. So kénnen sekundére Pflanzenstoffe u.a.
das Immunsystem stérken (immunmodulierend), den Kérper vor
freien Radikalen schiitzen (anti-oxidativ), Krankheitserreger abto-
ten (anti-mikrobiell) und das Krebsrisiko senken (anti-kanzerogen).
Viele Wirkungen sind allerdings noch unbekannt. Auch der exakte
Bedarf der einzelnen Stoffe ist bisher nicht geklart. Sie werden aber
inzwischen, was ihre Bedeutung fiir die Gesundheit angeht, auf
eine Stufe mitVitaminen, Mineralstoffen und Ballaststoffen gestellt

und als
wichtiger
Schutzfaktor
gegen das Auftreten
vieler Erkrankungen ange-
sehen.

In der Erdbeere sind vor allem die Polyphenole (Phenolsauren,
Flavonoide, Anthocyane, Ellagitannine und Gallotannine) reich
vertreten. Als Hauptfarbstoffe wurden Pelargonidin- und Cyanidin-
3-0-B-D-glucopyranosid identifiziert. Weiterhin konnten u.a. ver-
schiedene Quercetin- und Kaempferol-glucoside sowie Cinna-
moyl-, Feruloyl- und Caffeoyl-glucose-Ester nachgewiesen wer-
den. Polyphenole sollen die Pflanze vor Schadlingen und UV-Licht
schitzen oder durch ihre Farbe Insekten zur Bestaubung und Tiere
zur Verbreitung der Samen anlocken. Weiterhin sind sie Grundbau-
steine wichtiger Zellwand-Biopolymere wie Lignin und Suberin
und damit fir die Festigkeit pflanzlicher Gewebe verantwortlich.
Die verschiedenen Mitglieder dieser Naturstoffgruppe entstam-
men den Shikimisdure- und nachfolgenden Phenylpropanoid-
Stoffwechsel, deren grundlegenden Gene und Enzyme in den letz-
ten Jahren isoliert und identifiziert wurden. Die Initiation und
Regulation der komplexen Biosynthesewege ist Gegenstand lau-
fender Forschungsaktivitdten. So konnte kirzlich das dem Birken-
pollenallergen homologe Erdbeerprotein Fra a erstmals als ein den
Anthocyan-Biosyntheseweg regulierendes Protein charakterisiert
werden (Munozetal., 2010). Die transiente Herabregulation des Fra
a kodierenden Gens mittels RNA-Interferenz (RNAI) erwies sich
hierbei als niitzliche Methode zum Nachweis der Genfunktion und
die Erdbeerfrucht als geeignetes Model zur Untersuchung des
Polyphenol-Stoffwechsels (Abb.1; Hoffmann et al, 2006). Diese

Foto: Michelle Robek — Fotolia.com

Abb. 1: Funktionsnachweis des Chalkon-Synthase-
(CHS)-Gens in Erdbeeren (F. x ananassa cv. Elsan-
ta). Nach transienter Stilllegung der CHS mittels
RNA:i bilden die Friichte (rechts) signifikant weni-
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Abb.2: Genfunktionsanalyse in stabil transformierten Erdbeerpflanzen (F. x ananas-

sacv. Calypso). Die stabile Herabregulation des CHS-Gens mittels Antisense-Techno-
logie beweist die Beteiligung der Chalkon-Synthase an der Bildung der Erdbeerfarb-

stoffe (unten). Kontrollfriichte (oben)

Untersuchungen zeigten, dass neben den aus Arabidopsis thaliana
bekannten Transkriptionsfaktoren in Kulturpflanzen weitere
Mechanismen existieren, die in die Regulation des Polyphenol-
Stoffwechsels eingreifen.

Das Modell Erdbeere
Die Erdbeere, insbesondere die diploide F. vesca, wird aufgrund
ihres kleinen Genoms (164 Mb), ihrer kurzen Generationszeiten
und einfach durchzufiihrenden genetischen Transformationssy-
stems als Modelorganismus der Wahl furr funktionelle Genomik-
Studien an Rosaceae-Arten betrachtet. Hierbei werden vor allem
reverse Genetikstrategien fiir Genfunktionsanalysen eingesetzt
(Abb.2). FraGenomics fokussiert sich jedoch auf die oktaploide Kul-
turerdbeere F. x ananassa Duch fir die detaillierte Kopplungskar-
ten verfligbar sind. Die Gartenerdbeere entstand im 18. Jahrhun-
dertin Europa, vermutlich den Niederlanden, aus der Kreuzung der
beiden amerikanischen Erdbeerarten F. chiloensis (Chile-Erdbeere)
und F. virginiana (Scharlacherdbeere). Sie ist genau wie ihre Stam-
marten oktoploid (8n=56). Der Chromosomensatz hat vermutlich
die Zusammensetzung AAA'ABBB'B, wobei die A-Chromoso-
mensatze den Chromosomensétzen der Walderdbeere verwandt
sind und die B-Chromosensétze mit denen der diploiden F. iinu-
mae. Wann und wo die Oktoploidie der Ausgangsarten entstand,
ist unbekannt. Mit Hilfe einer nahezu geséttigten Karte konnte
kirzlich das diploide Verhalten der oktaploiden Arten gezeigt wer-
den. Der Vergleich dieser Karte mit der der diploiden F. vesca
ermoglichte den Nachweis von sieben erwarteten homoeologen
Gruppen (jede durch vier Kopplungsgruppen gebildet) in den
oktaploiden Arten, wodurch ein hoher Grad an Synteny und Koli-
nearitdt mit den diploiden Fragaria Chromosomen gezeigt wurde.
Die Expressionsmuster einiger Gene, deren korrespondieren-
de Enzyme am Erdbeerfrucht-Reifungsprozess beteiligt sind und
moglicherweise in Beziehung zu agronomischen Merkmalen ste-
hen, wurden bereits untersucht. Dazu zdhlen Gene, die Enzyme (3-
Galaktosidase, Pektin-Methylesterase, Endo- und Exo-Galakturo-
nidase und Pektatlyase) kodieren, welche im Pektinstoffwechsel

Lebenssystem Pflanze

der Zellwénde eine wichtige Rolle spielen und vermutlich die
Fruchtfestigkeit beeinflussen. So wiesen transgene Pflanzen mit
reduzierter Pektatlyase-Expression (< 30% der Kontrollpflanzen)
eine hoéhere Fruchtfestigkeit auf. Friichte von transgenen Pflanzen,
die eine reduzierte Endo-1,4-B-glucanase Expression zeigten,
unterschieden sich jedoch in ihrer Festigkeit nicht von Kontroll-
friichten. Weiterhin wurde kirzlich das an der Ascorbinsdure-Bio-
synthese beteiligte D-Galakturonat-Reduktase-Gen in reifenden
Erdbeerfriichten identifiziert. Zwei weitere Gene, SAAT (Alkohol
Acyl-CoA Transferase) und FaQR (Chinon-Oxidoreduktase), sind
verantwortlich fiir die Bildung verschiedener Erdbeer-Aromastof-
fe. AuBerdem wurden kiirzlich mehrere Glucosyltransferase-Gene
beschrieben, deren korrespondierende Proteine verschiedene
Intermediate des Flavonoid- und Anthocyanidin-Stoffwechsel in
der Erdbeere glukosylieren. Studien, die sich detailliert mit den
Expressionsprofilen von Genen beschéftigen, die an der Bildung
von erndhrungsphysiologisch wichtigen Inhaltsstoffen beteiligt
sind, fehlen.

Die genetische Genomik

Die stetig steigende Zahl vollstandig sequenzierter Genome von
Modell- und Nutzpflanzen sowie die zahlreichen expressed
sequence tags (EST) fiihrten in den letzten Jahren zur Entwicklung
und Anwendung neuer methodischer Anséatze. Das Ziel der "Funk-
tionellen Genomik" ist die Charakterisierung und Aufkldrung der
Funktion von Genen in globalen Transkript- und Proteinstudien, in
denen u.a. mutagenisierte oder transgene Pflanzen studiert wer-
den. Die Expression von Genen und die Proteinmengen kdnnen
aber auch als quantitatives Merkmal allelischer Diversitdt genutzt
werden. Ziel der "Genetischen Genomik" ist die Lokalisierung eines
bestimmten Gens im Genom, indem Expressionsuntersuchungen
einzelner Individuen einer segregierenden Population mit der
Analyse der Genomstruktur mittels molekularer Marker verknipft
werden.

Die starke Variation der nutritiven Parameter in verschiedenen
Erdbeer-Genotypen weist auf eine genetische Kontrolle hin. Diese
Kenntnis konnte bei der Sortenentwicklung in Zichtungspro-
grammen genutzt werden, die auf eine erndhrungsphysiologische
Verbesserung hinzielen. Die Analyse der genetischen Vielfalt von
quantitativen Eigenschaften in einer segregierenden Population
erfolgt durch die Bestimmung von QTLs (quantitative trait locus),
die Regionen im Genom aufzeigt, wo die genetische Variation mit
der phanotypischen Vielfalt verkniipft ist. Das ultimative Ziel der
QTL Analyse ist die Ermittlung derjenigen Gene, die fir die Variati-
on eines Merkmals verantwortlich sind. Obwohl die Detektion von
QTLs verhaltnismafig einfach ist, sind die Angaben der Positionen
auf den Chromosomenkarten duerst ungenau und die Identifizie-
rung der molekularen Grundlagen der QTLs sehr zeit- und ressour-
cenaufwéandig. Genomik und Genetik kénnen jedoch zur,Geneti-
schen Genomik” vereint werden, die einen wichtigen Schritt fiir die
Klonierung von QTLs darstellt. Um das Genom-umfassende Expres-
sionsmuster von Individuen einer segregierenden Population zu
erhalten, wird die Microarray Technologie angewendet. Diese
ermdglicht die Kartierung von QTLs, die die Transkriptgehalt-Varia-
tion der Gene (expression QTL oder eQTL) bestimmen und damit
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Abb. 3: Erdbeerpflanzen im Gewdchshaus zur Durch- Abb. 4: Erdbeerbliite

flihrung transienter Expressionsstudien

die Untersuchung der Beziehung von Genom und Transkriptom.
Diese eQTLs kdnnen anschlieBend dazu benutzt werden um mit-
tels Suche zwischen Genexpressions-Polymorphismen und pha-
notypischen QTLs Kandidatengene zu identifizieren, die die pha-
notypische Variation eines Merkmals, zum Beispiel den Gehalt an
wertvollen Metaboliten in der Frucht bestimmen. Bei der eQTL-
Analyse kdnnen die Genexpressionslevel als quantitative Merkma-
le aufgefasst werden. Die eQTL Kartierung wird inzwischen als lei-
stungsfahige Alternative beschrieben, um Gene zu analysieren
und identifizieren, die die quantitativen Phdnotypen bestimmen.
Dies wurde bereits fiir verschiedene Pflanzenarten wie Mais, Arabi-
dopsis, Gerste, Eukalyptus und Weizen gezeigt. Die Kombination
von Metabolomics und eQTL Daten aus den gleichen Linien bietet
die Moglichkeit Metabolite eines Biosynthese-Netzwerks mit den
Netzwerk der eQTLs zu verkniipfen und tragt damit zur Auswei-
tung des Verstandnisses der regulatorischen Interaktionen zwi-
schen Transkriptom und Metabolom bei.

Das Projekt Fragenomics

Bei dem KBBE-Fragenomics Vorhaben handelt es sich um ein trila-
terales spanisch-franzosisch-deutsches Kooperationsprojekt in
dem vier akademische Partner UCO-UMA (Universitdt Cordoba
und Malaga; Prof. Juan Munoz-Blanco), INRA (Bordeaux, Dr Béatri-
ce Denoyes-Rothan), IRTA (Dr. Amparo Monfort) sowie TUM (Prof.
Wilfried Schwab) und zwei Industriepartner PLANASA (Dr Alexan-
der Pierron-Darbonne), CIREF(Dr. Philippe Chartier) beteiligt sind.
Ziele des Projektes sind die Identifizierung von eQTLs von Frucht-
qualitdtsgenen und QTLs fiir den Sekundarstoffgehalt, die mittels
Transkriptom und Metabolit-Analysen an zwei segregierenden
Populationen bestimmt werden sollen. Aus den Resultaten kdnnen
molekulare Marker abgeleitet werden, die in Ziichtungsprogram-
men zur Selektion von Nachkommen mit erhéhten Gehalten an
gesundheitsfordernden Inhaltsstoffen herangezogen werden kén-
nen.

Erste Untersuchungen der Polyphenol-Muster einer segregie-
renden Population zeigten, dass die biologische Variabilitat des
Gesamtgehaltes der Polyphenolgruppen bedeutend geringer ist
als die Variabilitat der Konzentrationen der Einzelsubsubstanzen.
Dies deutet darauf hin, dass die Verschiebung der prozentualen
Verteilung der Metabolite hin zu einer gewiinschten Verbindung
vermutlich einfacher zu verwirklichen ist als den absoluten Gehalt
der Polyphenole zu erhdhen. So fiihrte die Herabregulation der
Genexpression einer Anthocyanidin-Glucosyltransferase in Erd-
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Abb. 5: Reife Kontrollfriichte (Foto: Tobias Marx - Foto-

lia.com)

beerfriichten zur gesteigerten Bildung von Epiafzelechin einer bio-
aktiven Substanz, die in Wildtyp-Formen nur in geringen Konzen-
trationen zu finden ist (Griesser et al., 2008)
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Kontakt

Wilfried Schwab, Anja Preuf, Ludwig Ring

Biotechnologie der Naturstoffe, Technische Universitat Miinchen
E-Mail: schwab@wzw.tum.de

Arbeitsauftrage

1. Kldren Sie folgende Begriffe: Genomik, Proteomik,
Metaboliten, Polyphenole, Microarray und Segre-
gation.

2. Die Erdbeeren als beliebte Friichte - Notieren
Sie Ursachen fiir die besondere Bedeutung dieser
Pflanze. Gehen Sie dabei auch auf die Bedeutung
der Inhaltsstoffe fiir die Pflanze ein.

3. Wiederholen Sie in diesem Zusammenhang die
Abldufe bei der Genexpression. Bringen Sie Beispiele
fiir die Verdinderungen bei transgenen Erdbeeren.

4. Erldutern Sie Ziele und Vorgehensweisen bei der
Ermittlung der Gene, die fiir spezielle Eigenschaften
verantwortlich sind. Verwenden Sie fiir die Dar-
stellung der Vorgehensweise ein FlieBschema.
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Einer Gruppe von Wissenschaftlern aus den Niederlanden, England,
Italien und Deutschland ist es gelungen, Tomaten gentechnisch so
zu verandern, dass sie eine sehr hohe Konzentration von Anthocya-
nen sowohl im Fruchtfleisch als auch in der Fruchthaut speichern.
Dieses Ergebnis wurde in der November Ausgabe der renommierten
Wissenschaftszeitschrift Nature Biotechnology verdffentlicht. Ant-
hocyane sind Farbstoffe, die zum Beispiel die dunkle Farbe in ver-
schiedenen Beeren verursachen. Die Anthocyane fiihren in den gen-
technisch verbesserten Tomaten zu einer tief violetten Farbung.

Anthocyane sind Polyphenole, die natirlicherweise in einer
Reihe von hoheren Pflanzen vorkommen. Seit langerem ist be-
kannt, dass Anthocyane eine gesundheitsfordernde Wirkung
besitzt. Hierzu gehdren eine schiitzende Wirkung gegen be-
stimmte Krebserkrankungen, Herz- Kreislauferkrankungen sowie
altersbedingte Erkrankungen. Es gibt auBerdem Hinweise, dass
Anthocyane entziindungslindernd wirken, sowie positive Effekte
gegen Ubergewichtigkeit und Diabetes besitzen.

Aufgrund all dieser positiven Wirkungen

hat das Amerikanische Nationale Krebsinstitut schon vor 20 Jahren
ein Programm vorgeschlagen, welches eine taglich Aufnahme von
mindestens fiinf Portionen Friichte oder Gemise mit Anthocyanen
empfahl. Leider befolgen zurzeit nur etwa 23 % der amerikani-
schen Bevolkerung diese Empfehlung. AuBerdem ist der Anteil der
Bevolkerung, die sich an die Aufnahme von diesen mindestens fiinf
Portionen halten leider in den letzten 10 Jahren deutlich gesunken.

Dies alles hat die Wissenschaftler veranlasst, nach einer Alter-
native zu suchen, durch die eine verbesserte Versorgung der Bevol-
kerung mit Anthocyanen sichergestellt werden kann. Die Tomate
ist eine der wichtigsten Kulturpflanzen. Tomaten werden weltweit
in groBen Mengen konsumiert. Allerdings besitzen Tomaten nur
geringe Konzentrationen von Anthocyanen, hauptséchlich in der
Form von Flavonoiden. Es gab in der Vergangenheit schon Versu-
che, die Menge von Anthocyanen in der Tomatenfrucht zu
erhéhen. Die Kreuzung mit Tomaten Wildformen fiihrte allerdings
nur zu einer geringen Erhéhung von Anthocyan Mengen aussch-
lieBBlich in der Haut der Tomatenfrucht. Auch verschiedene gen-
technische Ansatze fiihrten nur zu einer Erh6hung des Anthocyan-
gehalts in der Fruchthaut.

Fur die vorliegende Arbeit benutzten die Wissenschaftler
einen vollig neuen Ansatz. Bei Arbeiten mit der Zierpflanze Léwen-
maulchen waren verschiedene Gene identifiziert worden, die
einen grof3en Einfluss auf die Blutenfarbe besitzen. Anthocyane
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sind die Farbstoffe, die den Lowenmaulchen-Bliiten die intensive
Farbe verleihen. Hierbei wurden insbesondere zwei Transkriptions-
faktoren entdeckt. Delila (Del) ist ein basischer Helix-Loop-Helix
Transkriptionsfaktor, wahrend Rosea1 (Ros1) der Familie der MYB-
verwandten Transkriptionsfaktoren angehort. In Léwenmaulchen
interagieren diese beiden Transkriptionsfaktoren und initiieren die
Produktion von Anthocyanen in den Bliten.

Die Wissenschaftler benutzten diese zwei Gene,

um Tomatenpflanzen gentechnisch zu verdndern. Die beiden Gene
werden in der Tomate unter der Kontrolle des E8 Promotors expri-
miert, welcher sicherstellt, dass die Genprodukte in den Friichten
akkumulieren. Durch die Nutzung des fruchtspezifischen Promo-
tors wurde erreicht, dass keine Anthocyane in anderen Pflanzen-
teilen aufler den Friichten vermehrt produziert werden. In den
transgenen Friichten beginnt die Akkumulation von Anthocyanen
bereits in der sogenannten Breaker-Phase, wenn die griinen Friich-
te beginnen, sich rot zu verfarben. In reifen Friichten wurden Ant-
hocyane sowohlim Fruchtfleisch als auch in der Fruchthaut in mas-
siv erhdhter Konzentration nachgewiesen. Dieses ist zweifelsohne
schon mit dem blo3en Auge zu sehen (siehe Abbildung). In der
besten gentechnisch verdnderten Linie betragt der Anthocyange-
halt durchschnittlich 2,83 mg pro Gramm Frischgewicht, wahrend
in der Ausgangssorte der Gehalt an der Nachweisgrenze lag.

Hohe Gehalte an gesundheitsférdernden Anthocyanen fiihren dazu, dass die gen-

technisch verbesserten Tomaten eine tief violette Fidrbung besitzen. Sowohl das
Fruchtfleisch als auch die Haut zeigen diese Anderung in der Farbe. Foto: John Innes

Centre, Norwich, Grof3britannien
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Abbildung: Transformation von Pflanzenzellen mit Agrobacteriu tumefaciens. (A) Das
Gen von Interesse (griin) wird in die T-DNA-Sequenz (rot) auf einem modifizierten Ti-
Plasmid eingebaut. Das Plasmid wird darauf hin in Escherichia coli vermehrt. (B) Das
rekombinante Plasmid wird in Agrobacterium tumefaciens (ibertragen. Das Plasmid
befindet sichim Cytoplasma des Bakteriums und wird dort neben der chromosomalen
DNA vermehrt. (C) A. tumefaciens schneidet die T-DNA (inklusive des Gens von Interes-
se) aus dem Plasmid aus und ibertrdgt diese in die Pflanzenzelle. Dort gelangt die DNA
in den Kern und wird in das Pflanzengenom integriert. Uber den Selektionsmarker las-
sen sich die erfolgreich transformierten Pflanzen auswdhlen.

Diese gentechnisch verbesserten Tomaten

wurden in einem Futterungsversuch mit Mausen auf eventuelle
gesundheitsforderliche Effekte untersucht. Hierzu wurden speziel-
le Mduse benutzt, sogenannte TRP53-/- knockout Mause. Diese
Mause kdnnen das Protein P53 nicht produzieren. Das P53 Protein
spielt eine wichtige Rolle im Zellzyklus. Schon friih wurde erkannt,
dass Mause, denen dieses Protein fehlt, sehr viel hdufiger Krebs
entwickeln, als Kontroll- Mduse. In der Tat haben die Mause, denen
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dieses Protein fehlt, durchschnittlich nur eine Lebenserwartung
von 142 Tagen. Es ist bekannt, dass die Lebenserwartung dieser
Mause durch gesundheitsfordernde Substanzen (Antioxidantien)
deutlich erhoht werden kann. Im Tierversuch wurden diese TRP53-
/- knockout Mduse nun mit entweder 10 % Pulver aus normalen
roten oder aus den Anthocyan- reichen violetten Tomaten gefiit-
tert. Wahrend die Fltterung mit Pulver aus den roten Tomaten die
Lebenserwartung nicht signifikant auf 145 Tage veranderte, erhoh-
te sich die Lebenserwartung der Mause, die mit Pulver aus den vio-
letten Tomaten gefiittert wurden, signifikant auf durchschnittlich
182 Tage. Obwohl dies erst vorlaufige Ergebnisse sind, ermutigen
sie zu weiteren Arbeiten.

Die Wissenschaftler berichten, dass sie gentechnische Veran-
derung in der Sorte MicroTom durchgefiihrt haben. Erste Kreuzun-
gen in die Sorte Money Maker, einer kommerziell wichtigen Sorte,
waren schon vielversprechend, da auch die Nachfahren der Kreu-
zung eine sehr hohe Konzentration an Anthocyanen zeigten. Die
violetten Tomaten stellen einen hochst erfolgversprechenden
Ansatz zur Verbesserung der menschlichen Erndhrung dar. Lila
Tomaten gegen Krebs.

Originalpublikation

Butelli E et al. (2008) Enrichment of tomato fruit with health-promoting ant-
hocyanins by expression of select transcription factors. Nature Biotechnology
26(11), 1301-1308. DOI: 10.1038/nbt.1506.

Arbeitsauftrage

Lesen Sie den Artikel, bearbeiten Sie folgende
Arbeitsauftrdge und tauschen Sie sich mit einem
Mitglied der anderen Gruppe aus.

1. Stellen Sie das Vorkommen und die besondere
Bedeutung der Anthocyane mit Hilfe des Materials
»Lila Tomaten gegen Krebs” dar.

2. Wiederholen Sie in diesem Zusammenhang die Um-
setzung der genetischen Information in die entspre-
chenden Genprodukte (Proteinbiosynthese). Erkldren
Sie Ihren Mitschiilern anschaulich diesen Vorgang.

3. Nennen Sie Griinde, warum die herkommliche Kreu-
zung nicht zu den gewiinschten Ergebnissen fiihrte.

4. Erarbeiten Sie mit Hilfe des Material die Grundprin-
zipien gentechnischen Arbeitens und fiihren Sie még-
liche Vorteile dieser gentechnischen Verdnderung auf.

5. Diskutieren Sie die Aussage:,, Lila Tomaten gegen
Krebs” und gehen Sie in diesem Zusammenhang auf
die Rolle der TRP53-/-knockout Mdiuse ein.
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Die Erfolgsgeschichte Raps geht weiter

GABI-YelLowSin: Funktionelle Genomik zur Entwicklung von gelbsamigen, Niedrig-Sinapin-Rapssorten. Der Kreuzbliitler
Raps - eine vergleichsweise sehr junge Kulturpflanze - hat in den letzten Jahrzehnten als Nutzpflanze eine einzigartige,
erfolgreiche Entwicklung genommen. Wenn es nach den deutschen Rapsforschern und Ziichtern im GABI YelLowSin-Ver-
bund und ihren kanadischen Forschungspartnern geht, soll diese Erfolgsstory nun mit einem neuen Kapitel fortgeschrie-
ben werden. Dieses handelt von einer Wertsteigerung der Nebenprodukte aus der Rapsélproduktion. Im Wesentlichen
geht es dabei um das proteinreiche Rapsextraktionsschrot. Unser Ziel ist es, die Zusammensetzung des wertvollen Raps-
schrotes weiter zu optimieren, um daraus hochwertige Futter- und Lebensmittel herstellen zu konnen. Neben der klassi-
schen Pflanzenziichtung spielen dabei auch moderne Werkzeuge der funktionellen Genomanalyse und der Gentechnik

eine wesentliche Rolle.

Rod Snowdon und Wolfgang Friedt

Eine neue Art entsteht

Als neue Pflanzenart ist der Raps (Brassica napus) vermutlich erst
im Mittelalter durch eine spontane interspezifische Kreuzung ent-
standen, als neue Handelsrouten Uber die Seidenstrasse dazu fiihr-
ten, dass die Elternarten Ribsen (Brassica rapa, 2n=20) aus Asien
und Kohl (Brassica oleracea, 2n=18) aus dem Mittelmeerraum wohl
zum ersten Mal in Europa gemeinsam kultiviert wurden. Mithin
besitzt Raps die vollstandigen Genome der beiden Eltern und ist
daher polyploid, genauer amphidiploid (2n=38). Schon bald ent-
deckte man, dass aus den &lhaltigen Samen der neuen, polyploi-
den Pflanzen ein wertvolles Samendl gewonnen werden konnte.
So wurde Raps in mittel- und nordeuropéischen Landern, in denen
andere Olpflanzen nur schlecht gedeihen, der Hauptlieferant fiir
Brenn- und Leuchtol. Die Nachfrage nach Rapsél erhohte sich Mit-
te des 19.Jahrhunderts, als belastbare Schmierstoffe fiir die neuen
Dampfmaschinen benotigt wurden. Auch bei der Entwicklung des
Automobils einige Jahrzehnte spater diente das Rapsol als wert-
voller Kraftstoff. Der wird auch heute noch fiir geeignete Motoren
verwendet, vor allem aber in Form von Biodiesel in gréf3eren Men-
gen als Dieselersatz oder fiir die Beimischung zu fossilem Diesel-
kraftstoff eingesetzt.

Ein neues, gesundes Speisedl wird geschaffen

Heute ist weitgehend anerkannt, dass Rapsdl eines der gesiinde-
sten Pflanzendle Gberhaupt darstellt. Unter den Speisedlen besitzt
es die geringsten Anteile gesattigter Fettsduren und eine ernah-
rungsphysiologisch optimale Kombination der essentiellen,

mehrfach ungesdttigten Omega-Fettsduren Alpha-Linolen-
sdure (C18:3v-3) und Linolsdure (C18:2v-6). Allerdings hat das
Rapsdl erst in jlingster Zeit als Speisedl Bedeutung erlangt. Denn
Ende der 1960er Jahren gelang es kanadischen Forschern, in einem
umfangreichen Screening aller vorhandenen Rapssorten eine
Mutante in der deutschen Sorte,Liho’ zu entdecken, bei der quasi
die Erucasdure (C22:1n-9) durch Olsiure (C18:1n-9) als Haupt-
fettsdure ersetzt war. Die in fast allen Kreuzblitlern vorkommende
Erucasaure gibt dem Ol einen unangenehmen Geschmack, sie
kann aber auch Herzschdden hervorrufen und ist daher in einem
Speisedl unerwiinscht. Dagegen gilt die einfach ungesattigte
Olsdure als ernahrungsphysiologisch wichtigste Komponente
eines gesunden Speisedls. Heute weill man, dass die weitgehende
Erucasdurefreiheit von Raps - die sogenannte,0-Qualitat” — durch
Knockout-Mutationen in zwei Kopien des Gens Fatty Acid Elonga-
se 1, das fiir die Fettsdureverlangerung in den Samen zustandig ist,
hervorgerufen wurde. Inzwischen wurden auch weitere Mutanten
entdeckt, die sich durch sehr hohe Gehalte an Olsaure (>75%) und
niedrige Linolensduregehalte (<3%) auszeichnen. In Kombination
ergibt sich hieraus die sogenannte ,HOLLi-Qualitdt” (aus High
Oleic, Low Linolenic). Wegen ihrer hohen Hitze- und Oxidationssta-
bilitdt werden solche Ole besonders in der Nahrungsmittelindu-
strie und in der Gastronomie als Frittierfett geschétzt. In Gegensatz
zu importierten Alternativen wie Palmdl benétigen HOLLi-Frit-
tierdle keine aufwandige Fetthdrtung, was zur Entstehung von
gesundheitsschadlichen Transfettsduren fiihren kann.
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Glucosinolatarme Sorten: Entstehung

einer Olpflanze mit globaler Bedeutung

Der groBflachige Anbau einer Olpflanze lohnt sich grundsitzlich
nur, wenn auch die Riickstinde der Olgewinnung als Tierfutter
oder Proteinlieferant fiir die Lebensmittelindustrie verwendet wer-
den konnen. Wie in den nahe verwandten Senfarten enthalten
allerdings die Samen von Raps auch senftypische Geschmacksstof-
fe, die so genannten Glucosinolate (Senfolglykoside). In Tierfutter-
mischungen konnen diese Ursache einer geringen Futter-
akzeptanz sein und auch Stoffwechselerkrankungen verursachen.
Erneut gelang es aber kanadischen Forschern durch chemische
Analysen in Form der polnischen Sorte ,Bronowski’ eine wertvolle
Mutante zu identifizieren — diesmal mit geringem Samengluco-
sinolatgehalt. In einem internationalen Ruckkreuzungsprogramm
wurde dieses polygenische Merkmal in ertragreiches, erucasdure-
freies Zuchtmaterial ibertragen. Als Ergebnis entstand 1974 die
erste erucasaurefreie, glucosinolatarme Sorte.

In Kanada wurde sogar ein neuer Markenname fir die dor-
tigen Sommerrapssorten mit dieser ,00-Qualitat” erfunden: Aus
Canadian oil, low acid wurde Canola. Wegen der ldngeren Vege-
tationsperiode und somitldngeren Ziichtungsdauer des hierzulan-
de liberwiegend angebauten Winterrapses dauerte es zwar noch
mehrere Jahre, bis die ersten 00-Sorten 1986 in Deutschland auf
dem Markt kamen. Aber seitdem ist die Anbauflache von Raps hier-
zulande stetig gestiegen, von damals ca. 200.000 ha auf heute 1,5
Mio. ha. Dieser Anbauboom liegt nicht nur am hochwertigen Pro-
dukt, sondern auch an der besonders positiven Wirkung von Raps
in der landwirtschaftlichen Fruchtfolge: Nach Raps als Vorfrucht
erzielen nachfolgende Getreidefriichte unter anderem wegen der
guten Bodendurchwurzelung und Nahrstoffanreicherung héhere
Ertrage.

Als néachster Schritt: Tofu aus Rapsprotein?

Mit der stetig wachsenden Nachfrage nach Rapsol fallen immer
groBere Mengen an Rapsextraktionsschrot an. Dieses enthalt zwar
ein sehr wertvolles Protein, das wegen seines Gehaltes an essen-
tiellen Aminosduren und Mineralien dem Sojaprotein mindestens
gleichwertig ist. Im Gegensatz zum Sojaprodukt liegen neben den
Glucosinolaten im Rapsschrot aber auch eine Reihe unerwiinsch-
ter Phenolsauren und kondensierter Tannine vor, welche die Qua-
litat des Schrotes als Tierfutter (insbesondere fir Hihner und
Schweine) mindern und zudem die Proteinaufreinigung fiir eine
Nutzung in der Humanerndhrung erschweren. Der Grof3teil dieser
Substanzen kommt in den Samenschalen vor, so dass ein reduzier-
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Raps: Der ,groB3e Bruder”von Arabidopsis ist der wirtschaftlich bedeutendste

Kreuzbltitler weltweit. Die Rapsgenomforschung profitiert enorm von den Erkennt-

nissen der Arabidopsis-Forschung.

ter Schalenanteil den Wert der Rapssaat als Futtermittel oder Pro-
teinquelle wesentlich steigern kdnnte. Gleichzeitig nimmt bei
diinnschaligem Raps der Embryo proportional einen héheren Teil
des Samens ein, so dass der absolute Gehalt an Ol plus Protein
deutlich erhéht werden kann. Wiirden solche hellsamigen Raps-
samen auch noch frei von bitter schmeckenden Sinapinsauren
sein, so hitte man nach der Olextraktion kiinftig ein hochwertiges
Produkt, das nicht allein hervorragend als Tierfutter abzusetzen
ware, sondern auch als einheimische Proteinquelle fir die
Lebensmittelindustrie genutzt werden kdnnte — moglicherweise
auch in Form von Tofu aus Raps!

Biotechnologie und Genomforschung

trifft die praktische Pflanzenziichtung

Ein neues, ehrgeiziges Ziel der Rapsziichtung heif3t daher YelLow-
Sin - flir “Yellow seed, Low Sinapine rapeseed/canola” Um dieses
Ziel zu erreichen, benétigt die klassische Pflanzenziichtung jedoch
massive biotechnologische Hilfestellung. Das liegt in erster Linie
daran, dass der Ziichter zunachst die notwendige genetische Va-
riation in seiner Pflanzenart schaffen muss, bevor er Giberhaupt mit
Erfolg auf ein gegebenes Merkmal selektieren kann. Bei Raps kom-
men aber normalerweise keine gelbsamigen Formen vor, und Sina-
pin-freie Mutanten sind sogar in der gesamten Kreuzblitler-Fami-
lie unbekannt. Im Falle der Hellsamigkeit stehen zumindest andere
Brassica-Arten als Gen-Donoren zur Verfligung, unter anderem
auch die Ureltern von Raps - Kohl und Ribsen. Hier kann man im
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Die Samenschale von Raps beinhaltet normaler-
weise viele phenolische Inhaltsstoffe. Dazu ge-
héren antinutritive Phenolsduren und dunkle
Tannine, die den Wert von Rapsschrot als Futter-
mittel mindern und die Extraktion von Rapspro-
tein fiir die Nahrungsindustrie erschweren. Mit
diinnschaligen, braun- oder gelbsamigen Raps-
formen ldsst sich die Menge dieser unerwtinsch-
ten Substanzen bei gleichzeitiger Erhéhung des
OI- und Proteinanteiles wesentlich reduzieren.

Labor die natiirliche Kreuzung nachvollziehen und mit Hilfe der so
genannten Embryo-Rescue-Methode Artkreuzungen herstellen,
wie sie zur Entstehung der Spezies Raps flihrte. Auch aus anderen
engen Verwandten von Raps kann man orthologe Gene durch
interspezifische Kreuzungen (ibertragen. So konnten ent-
sprechende Samenfarbgene in neue B. napus-Formen Uberfiihrt
werden. Da solche Artbastarde auch auf natiirliche Weise entste-
hen kénnen, sind sie keine gentechnisch veranderten Organismen.

Von Hochleistungsrapssorten sind solche ,resynthetisierten”
Zuchtlinien allerdings noch sehr weit entfernt. Dariiber hinaus ist
die Samenfarbe in Raps ein komplexes und umweltempfindliches
Merkmal, was die Selektion in Pflanzennachkommenschaften
zusatzlich erschwert. Daher werden im YelLowSin-Verbund neben
Hochdurchsatz-Selektionstechniken — wie der Nah-Infrarot-Spek-
troskopie (NIRS) zur nicht-destruktiven Charakterisierung von
Zuchtlinien bzgl. deren nutritiven und antinutritiven Inhaltsstoffen
- auch funktionelle Genomik-Werkzeuge entwickelt, um die wich-
tigsten beteiligten Gene zu identifizieren und ziichterisch zu nut-
zen. Im Falle der Sinapinsduren zum Beispiel werden Gene des
Phenylpropanoid-Biosyntheseweges mittels doppelstrangiger
RNA-Interferenz herunterreguliert und die Effekte auf die Biosyn-
these der unerwiinschten Komponenten im Samen untersucht.
Stellt sich heraus, dass ein ausgeschaltetes Gen oder eine Kom-
bination von Genen die erwiinschte Reduktion hervorbringt, so
kdnnen mutagenisierte Populationen von gelbsamigem Raps mit-
tels TILLING (Targeting induced local lesions in genomes) nach
Knockout-Mutanten dieser Gene durchsucht werden. Identifizierte
Mutanten werden dann fiir die Zlichtung von YelLowSin-Sorten
genutzt.

Arabidopsis als Modellpflanze,

die dem Raps besonders nahe steht

Unter den bedeutenden Kulturpflanzen sind die Brassica-Arten die
ndchsten Verwandten des Modellkreuzblitlers Arabidopsis (Acker-
schmalwand). Somit profitiert die Forschung des relativ grof3en
und komplexen Rapsgenoms enorm von den vorhandenen Kennt-
nissen des Modellgenoms. Beispielsweise sind Target-Gene fir die
Sinapin-Regulierung in Arabidopsis schon bekannt. Die relevanten
B. napus-Orthologe (meist liegen mehrere Genkopien im polyploi-
den Rapsgenom vor) kénnen aus Expressed Sequence Tag (EST)
Sequenzdatenbanken abgeleitet werden. Fir B. napus liegen
inzwischen mehrere hunderttausend Samen-exprimierte ESTs vor,
die Gberwiegend aus Arbeiten der kanadischen Kooperationspart-
ner des YelLowSin-Verbundes stammen. Darunter finden sich auch
orthologe Rapssequenzen fiir zahlreiche transparent testa-Gene,
die in Arabidopsis durch diinnere, weniger stark gefarbte Samen-
schalen ausgepragt sind — analog zum erwiinschten Merkmal in
Raps. Im YelLowSin-Vorhaben werden die B. napus-Kopien solcher
interessanter Gene durch genetische Kartierung anhand der EST-
Sequenzen, ggf. mit Hilfe einer B. napus-Genombibliothek, im
Rapsgenom lokalisiert und deren Positionen mit denen wichtiger
Quantitative Trait Loci (QTL) fir Samenfarbe und unerwiinschte
Sameninhaltsstoffe verglichen. Findet man Zusammenhange, wer-
den die entsprechenden Genombereiche mittels vergleichender
Genomanalyse genauer untersucht. Dabei kommt jedoch zusétzli-
che Hilfe von anderer Seite.

Koreanischer Chinakohl hilft

der Rapsgenomforschung

Zwar liegt die vollsténdige Genomsequenz von B. napus noch
nicht vor, aber ein multinationales Konsortium (allerdings bisher
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ohne deutsche Beteiligung) arbeitet momentan an der Sequenzie-
rung einer koreanischen Chinakohlsorte. Wie Riibsen gehort
Chinakohl der A-Genom-Spezies B. rapa an. Da das B. rapa-Genom
in Raps fast vollstandig enthalten ist und mit dem C-Genom sehr
groBe Ahnlichkeit besitzt, stellt die Chinakohl-Genomsequenz
heute schon eine weitere wichtige Ressource fiir die Rapsgenom-
forschung dar. Viele der B. rapa-Sequenzdaten werden schon wah-
rend des Sequenzierungsprojektes veroffentlicht (siehe www.
brassica.info/). Durch Computer-gestiitzte Vergleiche der Arabi-
dopsis-Genomsequenz mit B. rapa-Genombereichen, in denen
Samenfarbe-gekoppelte Sequenzmarker vorkommen, kdnnen
syntanische Arabidopsis-Genombereiche nach potentiellen Kan-
didatengenen fiir Samenfarbe und assoziierte Merkmale abge-
sucht werden. Auf diese Weise ist es YelLowSin-Forschern gelun-
gen, einen wichtigen QTL fiir Samenfarbe-assoziierte antinutritive
Sameninhaltstoffe mit dem korrespondierenden Genombereich in
Arabidopsis abzugleichen und aussichtsreiche Kandidatengene zu
identifizieren. Aus der entsprechenden Region konnten ebenfalls
zahlreiche neue, QTL-gekoppelte Marker entwickelt werden, die
fortan in Marker-gestltzten Zuchtprogrammen der YelLowSin-
Partner eingesetzt werden kdnnen. Ein bisschen Glick gehort
allerdings auch dazu: Erstens entstammt die Samenfarbe in deut-
schen Gelbsamigkeitsquellen dem A-Genom. Und zweitens befin-
det sich unter den A-Genom-Chromosomenbereichen, in denen
bereits eine gute Genomabdeckung durch das Sequenzierungs-
konsortium erreicht wurde, ausgerechnet der Chromosomenab-
schnitt, in dem Schlisselgene fir die wichtigsten samenfarbe-
assoziierte Inhaltsstoffe vermutet werden. Somit ist der YelLowSin-
Verbund optimistisch, dass in absehbarer Zeit die Bezeichnung
»gelber Raps” nicht nurin der Bliite, sondern auch nach der Samen-
ernte seine Berechtigung haben konnte.

Partner im GABI-YelLowSin-Verbund

- Justus-Liebig-Universitat Giel3en,
Lehrstuhl fir Pflanzenziichtung
(wissenschaftliche Koordination)

« Leibniz-Institut fir Pflanzenbiochemie,
Abteilung Sekundarstoffwechsel

« Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel,
Lehrstuhl Pflanzenzilichtung

« Norddeutsche Pflanzenzucht H.-G. Lembke KG
(wirtschaftliche Koordination)

«+ Deutsche Saatveredelung AG

« KWS Saat AG

«+ Saaten-Union Resistenzlabor GmbH

Arbeitsauftrage

Lesen Sie den Artikel, bearbeiten Sie folgende
Arbeitsauftrdge und tauschen Sie sich mit einem
Mitglied der anderen Gruppe aus.

1. Raps ist eine vielseitig verwendete Pflanze. In welchen
Bereichen wird sie genutzt? Erstellen Sie eine ,,Mind
Map*“ zur Nutzung und Bedeutung von Raps.

2. Stellen Sie die Geschichte der Rapsziichtung dar.
Welche Schritte waren notwendig, um aus einer un-
genieBbaren Pflanze ein Lebensmittel zu machen?

3. Recherchieren Sie die wichtigen sekunddren Inhalts-
stoffe, die Thema der Rapsziichtung waren und sind.
Welche Eigenschasften haben sie, und welchen Ein-
fluss auf die Gesundheit und die Verwendungsmég-
lichkeiten von Raps?

4. Was sind die heutigen und zukiinftigen Heraus-
forderungen fiir die Rapsziichter?

/

Das YelLowSin-Vorhaben wird in Zusammenarbeit mit dem kana-
dischen Verbundprojekt “Designing Oilseeds for Tomorrow’s Mar-
kets” (http://www.dotm.ca/) durchgefiihrt.

Kontaktangaben der Autoren
Justus-Liebig-Universitat Gie3en,

IFZ - Interdisziplindres Forschungszentrum

fiir biologische Grundlagen der Umweltsicherung,
Professur fiir Pflanzenziichtung
Heinrich-Buff-Ring 26-32, 35392 Giel3en

E-Mail: Rod.Snowdon@agrar.uni-giessen.de
E-Mail: Wolfgang.Friedt@agrar.uni-giessen.de
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Mikroorganismen - Verursacher von
Infektionskrankheiten bei Mensch, Tier
und Pflanze

Mikroorganismen, Ureinwohner der Erde und seit Anbeginn der Menschheitsgeschichte unsere standigen Begleiter. Sie
sind allgegenwartig und besiedeln nahezu alle Bereiche der Natur. Die meisten Mikroorganismen verursachen keine
Krankheiten und viele haben sogar sehr niitzliche Eigenschaften, von denen Mensch und Natur profitieren. Lediglich ein
kleiner Anteil der Mikroorganismen besitzt pathogene (krankmachende) Eigenschaften und verursacht Krankheiten bei
Mensch, Tier und Pflanze.

Anregungen zu weiteren Recherche:

www.menschmikrobe.de/Presse_text_bild/ausstellungskatalog.pdf Ausstellungskatalog zur Wanderausstellung
"Mensch und Mikrobe" der Deutschen Forschungsgemeinschaft und des Robert-Koch-Instituts.

www.rki.de/ Webprdsenz des Robert-Koch- Instituts. Das Robert Koch-Institut ist die zentrale Einrichtung
der Bundesregierung auf dem Gebiet der Krankheitstiberwachung und -pravention.

www.biotechnologie.de/ Diese Internetplattform informiert tiber die Biotechnologie in Deutschland.

www.energiepflanzen.info Viele Informationen, Daten und Fakten zum Einsatz von Pflanzen fiir die Energieversorgung
(vorgestellt werden verschiedene Pflanzen, Einsatzmoglichkeiten, Anbausysteme, 6kologische Aspekte, etc.)

Genomik
N’\ 3 Fir das menschliche Auge unsichtbar, haben Bakterien grof3e Relevanz in allen Bereichen des
46’!0 Mtk Lebens - ob als Erreger von Infektionskrankheiten oder als Produzenten industrieller Produkte. Im
Rahmen von GENOMIK férdert das BMBF Projekte zu wissenschaftlich, klinisch und wirtschaftlich
l —-\’4 relevanten Mikroorganismen. In Zusammenarbeit mit Gesundheitseinrichtungen und Wirtschafts-

unternehmen werden die Forschungsergebnisse zur Anwendungsreife gefiihrt.

Weitere Informationen sind auf den Webseiten www.genomik-transfer.de und

www.medizinische-infektionsgenomik.de/de/ zu finden.

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Mikroorganismen - Verursacher von
Infektionskrankheiten bei Mensch, Tier

und Pflanze

Mikroorganismen sind meist einzellige Kleinstlebewesen, die oft-
mals erst durch den Blick ins Mikroskop fiir unser Auge sichtbar
werden. Zu den Mikroorganismen - auch Mikroben genannt-
gehoren Bakterien, Pilze, tierische Einzeller und Parasiten. Haufig
zahlt man hierzu auch noch die Viren, obwohl diese tber keinen
eigenen Stoffwechsel verfligen, sondern in Zellen ihres Wirtes pa-
rasitisieren und daher eigentlich nicht als Lebewesen gelten.
Mikroorganismen sind allgegenwértig und besiedeln nahezu alle
Bereiche, und damit auch den Menschen, Pflanzen und Tiere. Die
meisten Mikroorganismen verursachen keine Krankheiten und vie-
le haben sogar sehr niitzliche Eigenschaften, von denen Mensch
und Natur profitieren. Lediglich ein kleiner Anteil der Mikroorga-
nismen besitzt pathogene (krankmachende) Eigenschaften und
verursacht Krankheiten bei Menschen, Tieren und Pflanzen.

Pflanzenpathogene Mikroorganismen und insbesondere Pilze
verursachen jedes Jahr weltweit enorme volkswirtschaftliche
Schaden durch den Befall von Nutzpflanzen wie Raps, Tomaten,
Weizen und Kartoffeln. Firr die Nahrungsproduktion bedeutet dies
Verluste durch Qualitdtsminderung und Ertragsreduzierung. Ne-
ben diesen indirekten Folgen von Infektionserregern auf die
Erndhrung des Menschen haben diese auch einen unmittelbaren
Einfluss auf dessen Gesundheit. So stellen Infektionskrankheiten
nach wie vor eines der gré3ten Gesundheitsprobleme dar und
noch heute werden weltweit ein Drittel aller Todesfalle durch Infek-
tionskrankheiten verursacht (siehe Abbildung). Besondere Heraus-
forderungen entstehen fiir Entwicklungslander wie auch fir die
Lander der industrialisierten Welt vor allem durch die Zunahme
von Antibiotikaresistenzen (z.B. Methicillin-resistente Staphylo-
coccus aureus, kurz MRSA), fehlende Impfstoffe (z.B. gegen HIV),
die Riickkehr von langst besiegt geglaubten Infektionskrankheiten
(z.B. Tuberkulose), aber auch das Auftauchen von neuen Seuchen
(z.B. SARS).

Das Ziel der Seucheniiberwachung (Infektionsepidemiologie)
ist es daher, den Ausbruch und die Verbreitung von Infektions-
krankheiten friihzeitig zu erkennen und damit die Ansteckung von
weiteren Personen friihzeitig einddmmen zu kdnnen. So werten
infektionsepidemiologische Frithwarnsysteme Daten aus, um zeit-
nah ungewdhnliche Haufungen von Erkrankungen zu identifizie-
ren und rechtzeitig Praventions- bzw. Bekdmpfungsmalinahmen
einzusetzen.
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Akute
Atemwegserkrankungen 3,69%

Magen-Darm-Infektionen 1,80

Tuberkulose 1,57

Malaria 1,30

Wurminfektionen 0,12
Keuchhusten 0,29

Wundstarrkrampf 0,21

AIDS/HIV 2,78

Hepatitis B,C 1,57

Die geschdtzte Anzahl der jdhrlichen Todesfqlle (in Millionen) weltweit durch die
wichtigsten Infektionskrankheiten. Quelle: World Health Report 2004

Arbeitsauftrage

1. Definieren Sie die Begriffe Epidemie, Pandemie
und Endemie. Was sind die Unterschiede zwischen
diesen Begriffen?

2. Recherchieren Sie zu aktuell auftretenden Infektions-
krankheiten und formulieren Sie mégliche Schutz-
maBnahmen.

3. Wdhlen Sie aus den beiden folgenden Themen eins
aus und setzen Sie sich mit dem gewdhlten Thema
auseinander. Erstellen Sie eine kurze Zusammen-
fassung ihres Artikels, indem Sie die entsprechenden
Arbeitsauftrdge bearbeiten. Stellen Sie Ihre Ergeb-
nisse vor.
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Pilzwachstum in der lebenden
Rapspflanze auf dem Priifstand
Systematische Analyse einer Pilz-Wirtspflanzen-
interaktion: Genom, Proteom und Metabolom

Pflanzen interagieren mit einer Vielzahl von Pilzen. Diese Interaktion kann sich sowohl positiv als auch negativ auf das
Pflanzenwachstum auswirken. Bei den pathogenen Pilzen unterscheidet man im wesentlichen zwei Gruppen, die biotro-
phen und die nekrotrophen Pilze. Wahrend die nekrotrophen Pilze die Pflanze abt6ten und dann das verbleibende Mate-
rial abbauen, gelingt den biotrophen Pilzen die Ausbreitung in der lebenden Pflanze. Dazu haben biotrophe Pilze Mecha-
nismen entwickelt, um die Abwehrsysteme der Pflanze zu umgehen. Das Projekt BioFung untersucht den filamentdsen
Pilz Verticillium longisporum, einen biotrophen Pilz, der im Raps wachsen kann. Die Nachfrage nach Rapsélen als Speise-
zusatz und als Biokraftstoff nimmt zu. Der Pilzbefall wird auf den Feldern sehr spat bemerkt und die wirtschaftlichen Ver-
luste steigen stetig. Ziel des Projektes ist es, das Wachstum des Pilzes in der lebenden Pflanze zu kontrollieren und den
Pflanzenschutz zu verbessern. Hierzu dient die systematische Analyse des Erregers wahrend der biotrophen Wachstums-

phase in seinem Wirt.

Susanna A. Braus-Stromeyer und Gerhard H. Braus

Rapsfelder sind auffallend gelb und der unvoreingenommene
Beobachter kann den fortschreitenden Erfolg der Rapspflanze
Brassica napus an der Zunahme der leuchtend gelben Felder im
zentralen und nordlichen Europa leicht selbst abschatzen. Zur Auf-
wartsentwicklung des Rapsanbaus tragen die hohen Konzentra-
tionen an Omega-3-Fettsauren bei, die das Rapsol zu einem beson-
ders hochwertigen Speisedl machen. Dies ldsst sich auch an Zahlen
festmachen. Wahrend andere Ole in ihrer Nachfrage bestenfalls
stagnieren oder gar riickldufig sind, hat sich der Anteil von Rapsdl
als verkauftem Speisedl von 7,2% im Jahr 2004 auf 10,7% im Jahr
2008 erhoht.

Weiter fordern die Mitgliedsstaaten der Europdischen Union
vermehrt den Einsatz von Biokraftstoffen, um Versorgungssicher-
heit zu schaffen und den Umweltschutz zu starken. Dies ist ein Teil
des MalBnahmenpaketes zur Einhaltung des Kyoto-Protokolls. Dar-
Uber hinaus verbinden viele mit Biokraftstoff die Hoffnung auf eine
geringere Abhangigkeit von Energieeinfuhren wie Erdél. Deutsch-
land und Frankreich sind die gro3ten Rapsproduzenten Europas.
Die deutsche Steigerung des Bioanteils am Kraftstoffmarkt stieg
von 1,2% auf 9.9% in den Jahren 2003 bis 2008. Wahrend Deutsch-
land im Jahr 2000 eine Biodieselkapazitdt von 0,27 Millionen Ton-
nen aufgewiesen hat, stieg dieser theoretische Wert im Jahr 2007
um das fast 20-fache auf 5,1 Millionen Tonnen.

Gleichzeitig mit dem Ausbau der Rapsflachen in Deutschland
und Nordeuropa hat auch die Infektion durch Verticillium
longisporum stark zugenommen. Dieser Pilz verursacht die soge-
nannte Raps- oder Verticilliumwelke, die erst seit 1985 in Deutsch-
land bekannt ist und sich mittlerweile im gesamten Bundesgebiet
verbreitet hat. Neben Raps werden weitere verwandte Pflanzen,
wie beispielsweise Blumenkohl, Chinakohl, Olrettich oder Senf von
V. longisporum befallen. Der Pilz ist hartnackig und kann im Boden

mehr als 10 Jahre tGberdauern, weil er widerstandsfahige Mikrosk-
lerotien bilden kann, die unter geeigneten Bedingungen auskei-
men und dann die Pflanzen infizieren.

Drei Verticillium-Arten infizieren

mehr als 400 verschiedene Pflanzen

V. longisporum ist nicht der einzige Vertreter seiner Gattung. Auch
seine Verwandten fallen Pflanzen an. V. albo-atrum wurde 1870 in
Deutschland aus Kartoffeln und V. dahliae 60 Jahre spater aus Dah-
lien isoliert. Die beiden Arten verursachen die Verticilliumwelke in
den unterschiedlichsten Pflanzen. Zu Beginn der 80er-Jahre - mehr
als 100 Jahre nach der Erstbeschreibung — kam dann V. longisporum
als dritte pflanzenpathogene Art mit dem bisher engsten Wirts-
spektrum dazu. Die drei Verticillienstdmme verursachen in mehr
als 400 Pflanzen die Verticilliumwelke.

Alle Verticillien sind bodenbiirtig (d.h. Gber den Boden (iber-
tragbar) und konnen Mikrosklerotien bilden. Aus diesen wachst
der Pilzfaden, der als Hyphe bezeichnet wird, zu den Wurzeln der
Wirtspflanze. Der Pilz dringt in die Wurzel ein und wéchst auf die
Leitgewebe zu. Er nutzt speziell das Xylem, die ndhrstoffarme Was-
serleitung der Pflanze, um sich nach oben im lebenden Wirt auszu-
breiten. Als biotropher Pilz dringt er nicht in die Pflanzenzellen ein,
so dass die Besiedlung von auBen kaum sichtbar ist. Der harmlose
Schein trigt allerdings, weil das Wachstum der Hyphe in manchen
Wirtspflanzen die Leitgeféa3e verstopfen kann. Spatere Symptome
einer Verticilliuminfektion sind verfarbte Blatter, frithe Bliite und
gestauchtes Wachstum und damit Ertragsverlust. Alle diese Symp-
tome sind Zeichen einer verfriihten Alterung der Wirtspflanze, und
koénnten ein Hinweis darauf sein, dass der Pilzden Hormonhaushalt
der Pflanzen gezielt zu steuern weif3.

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Abb. 1: Raps (Brassica napus) und der pathogene Pilz Verticillium longisporum. Nicht-infizierte (linke Collage) und infizierte (rechte Collage) Rapspflanzen sind dargestellt.

V. longisporum ldisst sich im Labor ohne Pflanzen auf der Platte kultivieren (rechte Collage, unten links) und kann mit Hilfe der durch Melanin dunkel gefcrbten Mikrosklero-

tien (rechte Collage, unten rechts) jahrelang im Boden iberdauern. Der Pilz infiziert (iber die Wurzeln das Gefdl3-System der Pflanze und wéichstim Xylem (rechte Collage, oben

rechts). © Braus-Stromeyer/von Tiedemann, Universitdt Gottingen)

Aggressive Verticillium-Stamme nehmen zu

Die Intensitat der durch Verticillium ausgelésten Welke kann bei
verschiedenen Wirten sehr unterschiedlich ausgeprdgt sein.
Wahrend die Ernteeinbuf3e bei Kartoffeln Gblicherweise bei 10 bis
20% liegt und gelegentlich auf bis zu 50% steigen kann, fiihrt der
Befall des Salates zu einem volligen Ernteausfall. Alle Salatkopfe
werden welk und ungeniebar. Diese leidvolle Erfahrung wurde
vor einigen Jahren im Salinas Valley, einem der wichtigsten und
groBBten Gemiiseanbaugebiete der USA in Kalifornien gemacht.
Zwischen der ersten Beobachtung von V. dahliae im Jahre 1995
und dem Befall von 71 Feldern mit einer Flache von iber 600 ha im
Jahre 2008 liegen nur 13 Jahre. Die intensive Bewirtschaftung mit
Gemuse fuihrte zu bis zu 2200 Mikrosklerotien pro Gramm Boden.
150 Mikrosklerotien pro Gramm Boden sind bereits eine geféhrli-
che Grenzkonzentration fiir die Infektion.

Verticilliuminfektionen haben an vielen Orten auf der Welt in
den letzten 10 Jahren bedenklich zugenommen. Neben der inten-
siven Bewirtschaftung scheint ein weiterer wichtiger Aspekt eine
zunehmende Virulenz des Pathogens zu sein. Ein Beispiel fir den
Wandel sind die traditionellen Hopfenanbaugebiete in Bayern,
England, Tschechien und Slowenien. Zwar gab es schon seit den
20er-Jahren des letzten Jahrhunderts gelegentliche leichte Infek-
tionen mit einem V. albo-atrum-Stamm, die zu verschmerzbaren
EinbufB3en gefiihrt haben. Seit 1997 wird in diesen Anbaugebieten
jedoch in zunehmendem Mal ein aggressiver Stamm angetroffen,
der zu 100%-igem Ernteausfall fiihrt. Ahnlich sind in Siideuropa
insbesondere Olivenbdume stark von Verticilliuminfektionen be-
troffen. Bei der milderen Form der Infektion werden an einem Teil
des Baumes die Blatter gelb und die Oliven zeigen deutliche Wel-
kesymptome, wahrend die starkere Form den Baum véllig entblat-
tert. Diese Baume tragen dann gar keine Oliven mehr.

Verticillium-Stamme konnen den Wirt wechseln

Die Verticillien-Stamme scheinen sich fortlaufend an neue Wirte
adaptieren zu kdnnen. So wurden befallene Oliven-Anbauflachen
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hdufig vorher mit Baumwolle bewirtschaftet und Verticillium hat
offensichtlich einen unerwarteten Wirtswechsel vollzogen. Ein
dhnlicher Wirtswechsel scheint im Sallinas Valley zum Verlust der
Salaternte gefiihrt zu haben. Der Eintrag von Verticilliummikrosk-
lerotien ist Giber kontaminierte Spinatsamen erfolgt, die vor dem
Salat angebaut wurden und die so frith geerntet werden, dass der
Befall nicht bemerkt wurde. Fiir den Menschen ist der Verzehr von
infiziertem Spinat ungeféhrlich. Die moderne Landwirtschaft ach-
tet auf die Fruchtfolge, was einen Organismus, der den Wirt wech-
seln kann, besonders erfolgreich macht. Hinzu kommt, dass das
restliche Pflanzenmaterial nach der Ernte zum Mulchen verwendet
wird. Wenn die Pflanze infiziert war, ergibt sich damit fiir den Pilz
eine weitere Verbreitungsmaoglichkeit. Daneben breiten sich Verti-
cillien auch Giber kontaminierte Samen aus und kénnen so in bisher
nicht kontaminierte Béden gelangen.

Der Ursprung von V. longisporum ist unklar:
Hybrid-Genom oder Ergebnis einer Genomduplikation?

V. longisporum fallt durch seine langen Sporen auf, die ihm den
Namen gegeben haben und ihn von den beiden anderen Verticilli-
um-Arten unterscheiden. Ein weiterer bemerkenswerter Unter-
schied ist der fast doppelt so hohe DNA-Gehalt der Zellkerne von V.
longisporum. Bisherige Untersuchungen haben kein klares Bild
ergeben, ob V. longisporum das Ergebnis einer Verdopplung eines
Verticillium-Genoms oder die Fusion der Genome zweier unter-
schiedlicher Verticillium-Arten darstellt. Der Zeitpunkt der Entste-
hung von V. longisporum kénnte in der zweiten Halfte des vergan-
genen Jahrhunderts gelegen haben. Vermutlich gab es nach dem
initialen Ereignis (Genomduplikation oder Hybridbildung) noch
eine Reorganisation des Genoms und moglicherweise eine Reihe
von Deletionen. Es gibt mehrere Hinweise, dass V. dahliae ein
Elternteil darstellt, aber der Rest des Genoms ist unklar und es
wird auch ein bisher unbekannter weiterer Verticillium-Vertreter
diskutiert.
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Die Sequenzierung der V. longisporum DNA soll das Geheim-
nis um die Elternschaft(en) des Pilzes liften. Ein Genomvergleich
soll weiter zeigen, welche Genbereiche im Vergleich zu den Aus-
gangsgenomen in V. longisporum verloren gegangen sind. Dann
ist zu prifen, welche Bedeutung diese Genom-Verdnderungen
fir den Erwerb der neuen Wirtsspezifitat fir den Raps haben. Es
stellt sich zudem die Frage, ob verschiedene Hybridbildungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten stattgefunden haben und gegen-
wartig noch stattfinden. Hybridbildung zur Erlangung einer
anderen Wirtsspezifitdt bei Pilzen konnte einen interessanten,
wenngleich auch besorgniserregenden Evolutionsmechanismus
fur die Entwicklung neuartiger Interaktionen zwischen Organis-
men darstellen.

Forschungsverbund BioFung

BioFung wird seit 2010 durch das Bundesministerium fiir Bildung
und Forschung im Férderprogramm "Anwendungsorientierte For-
schung an nicht-pathogenen Mikroorganismen fiir Gesundheit,
Erndhrung und ressourceneffiziente Industrieproduktion — Geno-
Mik-Transfer" im Rahmenprogramm "Biotechnologie - Chancen
nutzen und gestalten" geférdert. Im Mittelpunkt des BioFung-Pro-
jektes steht das geschilderte biotrophe Wachstum des filamento-
sen Pilzes V. longisporum in der Wirtspflanze Raps (Brassica napus)
und die Frage, wie dieser Pilzin der ndhrstoffarmen Umgebung im
Leitgewebe (Xylem) der Pflanze wachsen und gedeihen kann. Am
Anfang steht die Entschliisselung und Annotation der Genomse-
quenzvon V. longisporum.Nédher untersucht werden mégliche Ziel-
gene zur Entwicklung neuartiger Fungizide, aber auch Gene, deren
zelluldre Funktion als Grundlage zur gezielten Zichtung neuer
resistenter Rapssorten dienen kdnnte. Mit der Norddeutschen
Pflanzenzucht (NPZ) wurde deshalb eine Vereinbarung zur Zusam-
menarbeit getroffen, die eine rasche Umsetzung der Ergebnisse in
resistente Sorten ermdglichen soll. Gewonnene Erkenntnisse mit V.
longisporum lassen sich moglicherweise auf die nahen Verwandten
V. dahliage und V. albo-atrum Ubertragen. Von wirtschaftlicher
Bedeutung sind hier insbesondere Welkekrankheiten bei wichti-
gen Kulturpflanzen wie Erdbeere, Tomate, Gurke, Salat, Baumwolle
oder Olivenbdumen.

Parallel mit der Untersuchung des V. longisporum-Genoms
wird eine integrative Untersuchung des biotrophen Wachstums
des Pilzes im Xylem durchgefiihrt. Es wird gleichzeitig das Metabo-
lom, das Transkriptom und das Proteom des Pilzes untersucht. Fiir
alle diese Untersuchungen gibt es Experten in Gottingen, die sich
an BioFung beteiligen. Der gro3e Vorteil der engen Kooperation an
einem Standort ist, dass die Untersuchungen mit demselben Pro-
benmaterial durchgefiihrt werden kénnen. Damit soll die Ver-
gleichbarkeit der Daten maximiert werden. Interessante Gene, die
sich aus den Untersuchungen ergeben, werden im Pilzausgeschal-
tet und die Auswirkung auf die Infektion der Pflanze wird unter-
sucht. Angestrebt wird ein umfassendes Bild der Interaktion von
Pflanze und Pilz, das Aufschluss Giber den Infektionsmechanismus
liefert. Dadurch sollten sich Ansatzpunkte ergeben, um das Wachs-
tum des Pilzes kontrollieren und auch inhibieren zu kénnen und
damit den Pflanzenschutz zu verbessern.

Kontakt
Prof. Dr. Gerhard H. Braus, Dr. Susanna A. Braus-Stromeyer
Georg-August-Universitat Gottingen

Institut fir Mikrobiologie & Genetik

E-Mail: gbraus@gwdg.de

Arbeitsauftrage

Lesen Sie den Text und bearbeiten Sie
die folgenden Arbeitsauftrdge:

1. Erstellen Sie einen Kurzsteckbrief der Rapspflanze
und des Pilzes Verticillium longisporum. Stellen Sie
Informationen zur Bedeutung der Omega-3-Fettsdu-
ren fiir Menschen dar und kennzeichnen Sie die Rolle
der Verticillum-Arten fiir andere Nahrungspflanzen.

2. “Pflanzen interagieren mit einer Vielzahl von Pilzen”.
Erldutern Sie diese Aussage mit Hilfe des Materials
und Ihrer Kenntnisse aus dem Biologieunterricht.

3. Diskutieren Sie auch unter Einbeziehung aktueller
Umweltdebatten den Einsatz der Rapspflanzen.

4. Formulieren Sie begriindete Hypothesen, die die
schnelle Verbreitung von Verticillium longisporum
erkldren konnten.

5. Stellen Sie die Rolle der Sequenzierung bei der
Ursprungsfindung von Verticillium longisporum
heraus und notieren Sie die aktuellen Forschungsziele
auf diesem Gebiet.

GENOMXPRESS SCHOLA 2



Mikrobielle Systeme 43

Arbeitsmaterial Modul 4 Mikrobielle Systeme

Auf dem Weg zur Populationsgenomik
Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

Spuren in den Genomen Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) geben Auskunft iiber Verldaufe von
Infektions-Ausbriichen und Epidemien. So ermdglichte die Analyse genomweit verteilter SNPs in einer globalen
Stichprobe von S. aureus-Isolaten Einblicke in die Haufigkeit des Resistenz-Erwerbs und die geographische Ausbrei-
tung von MRSA. Sequenziersysteme der neuen Generation ermdglichen populationsgenetische Analysen mit erheb-
lich verbessertem Auflésungsvermogen, und somit eine Fokussierung auf die lokale und regionale Epidemiologie

der MRSA-Infektionen.

Ulrich Nibel, Birgit Strommenger, Philippe Roumagnac, Mark Achtman, Wolfgang Witte

Das Bakterium Staphylococcus aureus (Abb. 1 und 2) kann eine Viel-
falt von Infektionen verursachen, die von lokalen Infekten der Haut
bis zu systemischen Infektionen mit schwerem Verlauf, wie bei-
spielsweise der Sepsis, reichen. Gleichzeitig wird S. aureus als nattir-
licher Besiedler der Nasenschleimhaut bei etwa 30% aller gesunden
Menschen gefunden. Angesichts dieser weiten Verbreitung sind
Infektionen mit S. aureus selten; sie bediirfen bestimmter Disposi-
tionen von Seiten betroffener Patienten, wie einer verminderten
Funktion des Immunsystems (zum Beispiel bei Diabetes oder bei
Immunsuppression in der Onkologie), Verletzungen der Haut (Un-
falle, Injektionen, Inzisionen bei drztlicher Behandlung) oder aber
dem Einsatz von Plastikmaterialien und Gelenkersatz in der Medi-
zin. S. aureus ist damit einer der haufigsten Erreger von Kranken-
hausinfektionen.

Bestimmte klonale Linien von S. aureus, die durch die Multilo-
cus-Sequenztypisierung unterschieden werden, haben infolge des
therapeutischen Selektionsdrucks Mehrfach-Resistenzen gegen
Antibiotika entwickelt, die die Behandlungsoptionen deutlich ein-
schréanken. Die Folge ist eine erhdhte Letalitdt bei schweren Infekti-
onsverldufen. Von besonderer Bedeutung ist dabei die 'Methicillin-
Resistenz, die eine Unempfindlichkeit gegen alle die fiir die Behand-
lung von Staphylokokken-Infektionen so wichtigen Beta-Laktam-
Antibiotika (Penicilline und andere) einschlie3t. Die Methicillin-Resi-
stenz wird durch ein Enzym (PBP2a) verursacht, das eine Schlissel-
rolle beim Zellwandaufbau (Transpeptidase) und damit beim
Wachstum der Staphylokokken Gibernimmt. Weil PBP2a — anders als
Penicillin-Bindeproteine in Penicillin-empfindlichen Staphylokok-
ken - eine geringe Affinitat fir Beta-Lactame aufweist und seine
Funktion daher durch diese Substanzen nicht blockiert werden
kann, bleiben diese Antibiotika wirkungslos. Das Gen fiir PBP2a ist
Bestandteil eines mobilen genetischen Elements, das 'SCCmec'
genannt wird. SCCmec kann durch einen unbekannten Mechanis-
mus zwischen Staphylokokken tbertragen und in das Chromosom
integriert werden. Man kennt heute mindestens sechs verschiedene
Typen von SCCmec, die unabhdngig voneinander zur Entstehung
Methicillin-resistenter S. aureus (MRSA) gefiihrt haben.
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Das Verfolgen des Auftretens und der Verbreitung von MRSA
durch molekulare Typisierung ist eine wesentliche Voraussetzung
fur gezielte PraventionsmalBnahmen. Mit herkdmmlichen Typisier-
verfahren (Makrorestriktionsmuster, Multilocus-Sequenztypisie-
rung) werden weltweit identische Genotypen von MRSA gefun-
den. Folglich nahm man zundachst an, Methicillin-resistente S. aure-
us seien seit der Einfiihrung des Methicillins nur einige Male ent-
standen und Krankenhaus-assoziierte Stéamme von MRSA hétten
sich im Folgenden global ausgebreitet. Durch unsere detaillierten
Untersuchungen an Isolaten des weltweit aufgetretenen MRSA-
Typs 'ST5' wird diese Auffassung jedoch in Frage gestellt.

SNPs als epidemiologische Spuren
in den Genomen der MRSA.
In Zusammenarbeit mit neun internationalen Partnern haben wir
135 Isolate des MRSA-Typs ST5 aus 22 Landern verglichen. Dazu
durchsuchten wir die Staphylokokken-Genome nach Einzelnu-
cleotid-Polymorphismen (englisch: Single Nucleotide Polymor-
phisms, SNPs). Mit Hilfe eines spezialisierten Hochdruckchromato-
graphie-Verfahrens (denaturierende Hochdruckchromatographie,
dHPLC) konnten wir liber einhundert DNA-Fragmente aus allen
Bakterien-Isolaten vergleichen. Die dHPLC ermdglichte das Erken-
nen sequenzverschiedener DNA-Fragmente, so dass nachfolgend
nur diese sequenziert werden mussten, um die SNPs genauer zu
charakterisieren. Auf diese Weise wurden 46.000 Basenpaare aus
jedem Bakterien-Isolat untersucht (insgesamt 6,2 Mio. Basenpaa-
re). Die Analyse der dabei entdeckten, genomweit verteilten SNPs
erlaubte sehr prazise Rlckschlisse auf die Entwicklungsgeschich-
te der MRSA.

So konnten wir erkennen, dass aus einem S.-aureus-Vorlaufer
im Laufe der Evolution eine Reihe unabhangiger Enwicklungslini-
en hervorgegangen ist, von denen jede fiir sich mehrfach MRSA
hervorgebracht hat. Es stellte sich heraus, dass die geographische
Verbreitung der meisten dieser MRSA-Klone sehr begrenzt ist, so
dass viele der Genotypen spezifisch nur in einzelnen Landern oder
geographischen Regionen gefunden wurden. Beispielsweise
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Abb. 1: Kultureller Nachweis von MRSA mittels spezieller Ndhrmedien (Agar). Obere Hdlfte der Agarplatte: Im Gegensatz zu anderen Staphylokokkenarten wéichst Staphylo-

coccus aureus auf diesem Differenzierungsagar in Form von schwarzen Kolonien, die von einem hellen, durchscheinenden Hof umgeben sind. Untere Hdlfte der Agarplatte:

Nur MRSA-Stdmme wachsen auf diesem Selektivagar als rosa bis hellviolette Kolonien.

stammten alle Abkémmlinge der Linie 'ST5-L' aus Deutschland, mit
Ausnahme jeweils eines Isolats aus Osterreich und den Niederlan-
den. Diese Isolate waren zuvor Uber einen Zeitraum von sieben
Jahrenin 15 verschiedenen, klinischen Labors gesammelt worden.
Ahnlich wurden landesspezifische Genotypen auch in Japan, Tai-
wan, Hongkong, Polen, Israel und Stidafrika gefunden. Unsere
Ergebnisse legen nahe, dass MRSA bis heute wahrscheinlich
bereits viele hundert Male entstanden sind, wobei sich die Nach-
kommenschaft der meisten resistenten Klone nicht weit vom Ent-
stehungsort entfernt haben dirfte.

Regional geprigte Populationsstruktur

Die regional geprédgte Populationsstruktur von MRSA ST5 spie-
gelt vermutlich die Lebensweise von S. aureus als verbreiteter
(endemischer), kommensaler Besiedler wider. Offenbar erfolgt
die Aufnahme der SCCmec-Elemente durch S. aureus wesentlich
haufiger als zuvor vermutet. Die treibende Kraft dafiir ist ein
starker Selektionsdruck auf die Bakterien, der - besonders in
Krankenhdusern - durch den haufigen Antibiotika-Einsatz ent-
steht. Als Reservoir flir SCCmec kdnnen andere MRSA oder auch
andere Staphylokokken-Arten dienen, beispielsweise Staphylo-
coccus epidermidis. Diese verwandten Staphylokokken sind
weniger pathogen als S. aureus und treten daher als Krankheit-
serreger weniger stark in Erscheinung, sie sind aber als Hautkei-
me weit verbreitet und sehr hdufig Methicillin-resistent (liber
70%). Ursache der Resistenz ist auch hier das genetische Ele-
ment SCCmec, das auf S. aureus Gibertragen werden kann.

Diese Ergebnisse haben erhebliche Bedeutung fiir das Ver-
standnis der Epidemiologie von MRSA-Infektionen. So trifft die
vielfach angenommene, weltweite Verbreitung einzelner, soge-
nannter 'pandemischer’ MRSA-Klone nicht fir alle epidemi-
schen MRSA zu. Allerdings haben unsere weiteren Untersu-
chungen an anderen MRSA-Stdammen auch gezeigt, dass ihre
interkontinentale Verschleppung gelegentlich vorkommen
kann - vermutlich im Zuge von Patienten-Verlegungen oder
durch Migration besiedelten Krankenhaus-Personals — und dass
die importierten MRSA dann vor Ort wiederum Ausbriiche in
Krankenh&usern und regionale Epidemien verursachen kdnnen.

Fur die eingangs erwdhnte molekulare Typisierung von
S. aureus und MRSA-Isolaten zur Aufkldrung von Infektketten und
zur Bestatigung von Infektionsverldaufen wird in fast allen europai-
schen Landern die spa-Typisierung eingesetzt, die auf der Variabi-
litét des spa-Gens beruht. Aus unserer Analyse genomweiter SNPs
geht allerdings hervor, dass identische spa-Typen im Verlauf der
Evolution offenbar mehrfach und unabhéngig voneinander ent-
standen sind. Dies sollte insbesondere beim Vergleich von Isolaten
unterschiedlicher geographischer Herkunft beachtet werden.
Anhand einer Auswahl der von uns festgestellten SNPs ist eine
zuverldssige Identifikation evolutiondr unterschiedlicher Popula-
tionen maglich.

Auf dem Weg zur Populationsgenomik

Die hier beschriebenen, neuen Einblicke in die Evolution und geo-
graphische Ausbreitung der MRSA wurden durch einen vergleichs-
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Abb. 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Staphylococcus aureus.

(Abbildung freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Gudrun Holland und Dr.
Norbert Bannert, Robert Koch-Institut).

weise grof3en technischen und materiellen Aufwand ermdglicht.
Es ist jedoch zu bedenken, dass hier dennoch nur etwa 1,6% jedes
Staphylokokkengenoms analysiert werden konnten. Weit mehr
Informationen wird man aus vollstdndigen Genomsequenzen
aus einer vergleichbar gro8en Zahl von Staphylokokken-Isolaten
gewinnen. In jlingster Zeit wurden neuartige Technologien zur
DNA-Sequenzierung verfligbar (Roche-454, lllumina-Solexa), mit
denen die Generierung von Sequenzdaten um ein Vielfaches
schneller und gleichzeitig wesentlich kostengtinstiger erfolgen
kann als mit konventionellen Methoden. Mit einem einzigen
Geréatelauf konnen heute mehrere Staphylokokken-Genome par-
allel und nahezu vollstdndig sequenziert werden. Damit ist es
erstmals maoglich, reprasentative Stichproben aus Bakterien-
Populationen auf der Ebene von Gesamtgenomen zu betrachten.
Gleichzeitig werden die bioinformatischen Analyse-Werkzeuge
verbessert, die zur Bewidltigung der rasant anwachsenden
Datenmengen erforderlich sind. Fiir diese konsequente Weiter-
entwicklung der Populationsgenetik wurde der Begriff 'Populati-
onsgenomik' gepragt.

Es ist absehbar, dass die Populationsgenomik unser Ver-
standnis der Biologie der Krankheitserreger und ihrer Wechsel-
wirkungen mit dem Wirt erheblich erweitern wird. Infektionen,
lokale Ausbriiche und regionale Epidemien hinterlassen Spuren
in den Genomen der Erreger, die es zu entschlisseln gilt. Voll-
standige Genomsequenzen liefern dafiir das bestmdégliche Auflo-
sungsvermogen. Insbesondere genomweite SNPs ermoéglichen
es, sowohl die Evolution wie auch demographische Entwicklun-
gen in Bakterien-Populationen mit grof3er Prézision zu rekonstru-
ieren. Die Integration epidemiologischer Modelle in populations-
genomische Analysen ist anzustreben, um die mathematische
Modellierung der zeitlichen Dynamik von Ausbriichen und Epi-
demien zu erméglichen, was wiederum Vorhersagen iber den
Erfolg moglicher Gegenmalnahmen erlauben wird.
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Ubertragung von
Erbsubstanz (DNA)
bei Prokaryoten

© GENOMXPRESS SCHOLA )

Abbildung zum Arbeitsauftrag 2: Méglichkeiten der Ubertragung von genetischem

Material bei Prokaryoten.

Originalpublikation

Niibel, U et al. (2008) Frequent emergence and limited geographic dispersal of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Proc Natl Acad Sci U S A 105,
14130-14135.DOI: 10.1073/pnas.0804178105.

Kontakt

Dr. Ulrich Nibel

Robert Koch-Institut, Wernigerode
E-Mail: nuebelu@rki.de

' N

Arbeitsauftrage

Lesen sie den Artikel und bearbeiten Sie
die folgenden Arbeitsauftrdge:

1. Begriinden Sie, warum trotz seiner weiten Verbreitung
Infektionen mit Staphylococcus aureus relativ selten
sind, aber Infektionen mit bestimmten Stdmmen von
S. aureus eine hohe Letalitdt aufweisen.

2. Wiederholen Sie in diesem Zusammenhang mégliche
Wege des Genaustausches bei Bakterien (Konjugati-
on, Transformation, Transduktion). Beschriften Sie
die Strukturen 1 bis 4 in der obigen Abbildung und
benennen Sie die Vorgdnge A bis C!

3. Diskutieren Sie den Einsatz von Antibiotika
in der Tier- und Humanmedizin.

4. Kennzeichnen Sie die besondere Bedeutung
der hier vorgestellten Untersuchungen.




46

Einleitung

khan Aslanov - Fotolia.com

Fachiibergreifendes Thema

Modul 5 Fachiibergreifendes Thema

Sequenzierung - eine bedeutende Methode
der modernen Biowissenschaften

Als am 13. September 2011 im Berliner Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin (MDC) der Startknopf fiir eines der
neuesten DNA-Sequenziergerdte gedriickt wurde, 6ffnete sich in Deutschland die Tiir zur ,dritten Generation” der
Sequenzierung (,Third Generation Sequencing”). Mit Hilfe dieses Gerates wird es den Forschern méglich sein, einzelne
DNA-Molekiile in Echtzeit zu sequenzieren und damit schneller und kostengiinstiger zu Genomanalysen zu kommen. Das
Ziel, das Genom eines Menschen an einem Tag fiir weniger als 1000 US-Dollar sequenzieren zu kdnnen, ist in greifbare

Nahe geriickt.

Davon konnten Frederick Sanger, Alan Coulson, Allan Maxam und
Walter Gilbert nur traumen, als sie 1977 ihre Verfahren zur Sequen-
zierung von DNA-Molekiilen vorstellten. Beide Methoden bauen
darauf auf, die DNA zunachst zu vervielfaltigen, und erlauben es,
einzelstrdngige DNA-Fragmente bis zu einer Ldnge von etwa 1000
Basen zu sequenzieren.

Die heute nicht mehr verwendete Maxam-Gilbert-Metho-
de beruht auf der partiellen chemischen Spaltung doppelstréngi-
ger DNA in vier getrennte Reaktionen. Die verwendeten Chemi-
kalien (u. a. Piperidin und Dimethylsulfat) sind giftig und krebser-
regend. Auch aus diesem Grund setze sich zuerst das Ketten-
abbruch-Verfahren (nach Sanger und Coulson) durch, das ohne
schédliche Chemikalien auskommt und besser automatisierbar ist.
Jahrzehnte lang wurde das Entziffern des genetischen Codes daher
fast ausschlief3lich mit Hilfe dieser Sequenziermethode durchge-
fuhrt, einer sehr genauen, durch technische Neuerungen immer
weiter verbesserten Methode. Das Prinzip basiert darauf, dass die
mit Hilfe einer Polymerase erfolgte Vervielfaltigung der Einzel-
strang-DNA durch modifizierte Nukleotide (Didesoxinukleotide)
basenspezifisch abgebrochen wird (siehe Abbildung 1A). Die ent-
stehenden markierten DNA-Teilstrange werden mittels Gelelektro-
phorese nach Lange getrennt, so dass die Basensequenz des DNA-

Stiickes anhand der Langenabfolge im Chromatogramm erkenn-
barist (Abb. 1).In den Anfangsjahren der Sequenzierung wurde mit
Radioaktivitat markiert (P oder *S), heutzutage wird ausschlief3-
lich die Fluoreszenz- Markierung eingesetzt (Abb. Chromato-
gramm mit den Banden der Spuren G,C, A, T). Das Sanger-Verfah-
ren war fir fast dreifig Jahre das dominierende Sequenzierverfah-
ren. Dieses zur Bestimmung der Basenabfolge bei kleineren DNA-
Stlicken sehr gut geeignete Verfahren st6Bt jedoch schnell an sei-
ne Grenzen, wenn es um das Auslesen ganzer Genome geht.

Sequenziertechnologien der zweiten

und dritten Generation

Recht bald nach der Jahrtausendwende setzen sich daher neuarti-
ge, als ,Second Generation Sequencing” bzw. ,Next-Generation
Sequencing“-bezeichnete Technologien durch, die mittels ver-
schiedener Methoden mit minimalem personellen Aufwand in kiir-
zester Zeit enorme Datenmengen erzeugen kdnnen. Dank dieser
Technologien, die gut automatisierbar sind, kommen die Forscher
heute wesentlich schneller und kostengiinstiger zu Genom-Analy-
sen. Sie basieren nicht auf DNA-Strangabbruch wie die Sanger-
Methode, sondern auf Sequenzierung durch Synthese oder
Sequenzierung durch Ligation. Allerdings muss bei diesen Verfah-
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Abb. 1: Sequenzierung nach Sanger/Coulson: Von einem Vorlagestrang werden Kopien erstellt. Dabei werden zusditzlich Didesoxi-Nukleotide eingesetzt (in vier Reaktionen

Jjeweils entweder ddA, ddG, ddC oder ddT), die zum Kettenabbruch fiihren (A). Es entsteht eine Mischung unterschiedlich langer Fragmente, die auf einem Gel aufgetrennt

werden kénnen (B). Anhand der Laufstrecke im Gel kann dann die Sequenz abgelesen werden. Heute werden die ddNukleotide farbig markiert, so dass ein einziger Reakti-

onsansatz ausreicht. Die Sequenz wird automatisiert ausgelesen, und in Form eines Elektroferrogramms ausgegeben (C).

ren wie auch bei der Sanger-Sequenzierung die zu sequenzierende
DNA zundchst in kurze Abschnitte zerteilt und amplifiziert werden.
Im Unterschied zur Sanger-Methode sind bei den Verfahren der
zweiten Genration jedoch keine Elektrophorese-Verfahren zum
Auslesen der Sequenz mehr notwendig

Die Pyrosequenzierung als Beispiel der Sequenzierung durch
Synthese nutzt wie die Sanger-Sequenzierung eine DNA-Polymera-
se zur Synthese des DNA-Gegenstranges. Dabei kann man die DNA-
Polymerase gewissermafen ,in Aktion” beim Einbau der Nukleotide
beobachten. Ein Einzelstrang dient der Polymerase als Matrize, an
dem das Enzym den zweiten DNA-Strang neu synthetisiert. Nach-
einander werden der Reaktion die vier verschiedenen Desoxyribo-
nukleotidtriphosphate (dATP, dCTG, dGTP und dTTP, gemeinsam als
Nukleotide bzw. dNTPs bezeichnet) kontrolliert zugegeben. Nach
jeder Runde werden die nicht gebundenen dNTPs abgebaut. Ist ein
passendes Desoxyribonukleotidtriphosphat gefunden, kommt es
aufgrund einer enzymatischen Reaktion zu einem Lichtblitz, den ein
Detektor erfasst (Abb. 2). So lasst sich die gesuchte DNA-Sequenz
wahrend der Synthesereaktion ermitteln.

Neben der Pyrosequenzierung gibt es noch weitere Sequen-
ziermethoden der zweiten Generation. Beispiele sind die Illumi-

na- und die SOLID-Technologie. Diese Methoden fiihren zwar zu
sehr kurzen Sequenz-Fragmenten von nur etwa 30-40 Basenpaa-
ren und eine Neusequenzierung grof8er Genome ist daher nur
schwer moglich. Allerdings sind diese Technologien im Vergleich
zu Sanger sehr gut in riesigen Ma3stdben anzuwenden und deut-
lich glnstiger als die Pyrosequenzierung, deren Sequenz-Frag-
mente immerhin eine GréRe von etwa 400 Basenpaaren erreichen.
Durch den Einsatz gro8er Rechnerkapazitdten und bioinformati-
scher Methoden lassen sich die mit lllumina- oder SOLID-Techno-
logie erzeugten Rohdaten jedoch gut fiir die erneute Sequenzie-
rung bekannter Genome (Resequenzierung) oder die Diagnostik
von Genverdnderungen einsetzen. Die Pyrosequenzierung hinge-
gen eignet sich aufgrund ihrer grof3en Leseldngen fiir die Neuse-
quenzierung von grof3en Genomen, wie am Beispiel der Gerste im
Projekt BARLEX (siehe GXP 4.07) gezeigt werden konnte.

Das neue Gerat am MDC der dritten Generation, nutzt eine
Technologie namens SMRT (Abkirzung fiir ,Single Molecule
Real-Time"), welche die direkte Sequenzierung einzelner DNA-
Molekiile ohne vorherige Vermehrung der DNA erlaubt. Dadurch
verringert sich die Fehleranfalligkeit bei gleichzeitiger Steige-
rung der Effizienz.

N

2.Die Kugeln werden auf verschiedene Reaktions-
gefdle (Mulden in einer Platte) verteilt -
je eine Kugel pro Vertiefung

1.DNA-Fragmente (Vorlagenstrénge)
werden an kleine Kiigelchen “geklebt” -
jeweils ein spezifisches Fragment

4.Das Nukleotid wird dort eingebaut,

wo die entsprechende Base auf dem
Vorlagestrang vorhanden ist. Pyrophosphat
(PPi) wird abgespalten.

Abb. 2: Die zweite Generation: Bei der
Pyrosequenzierung werden die

Sequenzierreaktionen an kleinen
5.Das Pyrophosphat swird in

ATP umgewandelt und eine Kigelchen durchgefiihrt. Nacheinan-

Luziferase nutzt die frei
werdende Energie fur einen
Lichtblitz. Diese Blitze werden
detektiert.

der werden die Basen hinzugegeben,
und bei Vorhandensein einer entspre-

chenden Template-Base eingebaut.

Das frei werdende Pyrophosphat zu

3.1n die Reaktionsgefae
wird nun nach einander je
ein Nukleotid hinzugegeben
(A.G,CT).

6. Der Prozess wird wiederhohlt, bis keine
weiteren Lichtblitze erscheinen.

ATP umgewandelt und eine Luziferase-
se nutzt diese Energiequelle, um einen

Lichtblitz auszusenden, der von einer

© GENOMXPRESS SCHOLA
Kamera detektiert werden kann.
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~
BAC by BAC - Sequenzierung Schrotschuss - Sequenzierung Sequenzierungsstrategien: Bei der
,BAC by BAC"-Strategie wird zuncichst
eine Sequenzbibliothek in Bakterien
angelegt (BAC= Bacterial Artificial
Chromosome). Die in den BACs enthal-
tenen Sequenzen werden mit Hilfe von
molekularen Markern in die richtige
Reihenfolge gebracht, es entsteht eine
»Physikalische Karte” des Genoms.
Zuletzt werden die einzelnen BACs
1. Aufteilung der Genom- 1. Zuféllige Sequenzierung ) ) )
sequienzen in eine BAC- des gesamten Erbmaterials sequenziert und die Daten zu einer
Bibliothek; Sortierung der BACs kompletten Sequenz zusammenge-
setzt. Diese Methode ist der Standard
- - _— - [E—— bei groflen Genomen, wie etwa denen
. BAC _- = T - -_ P von Planzen.
. —_ = = - : - -_— Bei der ,Schrotschuss-Sequenzierung”
e T e __ s __ - = - wird das gesamte Genom per Zufalls-
- - T - - —_ - prinzip sequenziert. Um alle kleinen
2, Sequenzierung Fragmente wieder zu einem komplet-
der einzelnen BACs S ten Genom zusammen zu setzen ist
_ S;_,q uenzfragmente zu eine sehr hohe Rechenkapazitdt und
e - grﬁBeren Teilen ("Contigs”) entsprechende Bioinformatik not-
- g wendig. Diese Methode eignet sich
= ey —__ daher nur fiir kleinere Genome oder
- _—0 | fiir Re-Sequenzierungen. (siehe Ge-
nomsequenzierung einer Modell-
3. Zusammensetzen der pflanze s. 51)
einzelnen BAC-Sequenzen 3. Uberlappungen finden
und Sequenz zusammen-
— setzen ["Afsembly"};
—_— fehlende Ubergénge
erganzen
4. Zusammensetzung der
Sequenz ("Assembly”)
© GENOMXPRESS SCHOLA

Herausragend bei der SMRT-Technologie ist nicht nur, dass
man die Basenabfolge eines einzelnen DNA-Molekils durch die
Synthese eines komplementdren Stranges direkt beobachten
kann, sondern es wird auch méglich, Genregulation, RNA-Funkti-
on, epigenetische Genregulation, DNA-Modifizierung sowie
Genomstruktur quantitativ und in viel kiirzeren Zeiten zu analysie-
ren. Bendtigten 150 Forscher der weltweit groBBten Forschungs-
zentren rund sieben Jahre, um das menschliche Genom zu ent-
schliisseln, so bendtigt das Sequenziersystem der dritten Generati-
on dafiir nur wenige Tage bei weiter fallenden Kosten (Humange-
nomprojekt rund drei Milliarden US-Dollar im Vergleich zu 10.000
US-Dollar, die heute in etwa benétigt wiirden).

Zukunftsvisionen

Eine Methode, an der Forscher aktuell arbeiten, ist die Entwicklung
der Nanoporen-Methode: Die Einzelstrang-DNA soll sich durch
lonenkandle schldangeln, die sich in einer Lipid-Doppelschicht

befinden, an der ein elektrisches Feld gelegt wurde. Durch die 2,6
nm weiten Poren passen nur einzelne Nukleinsduremolekiile.
Wahrend der Passage blockiert bzw. dndert jedes Molekil den
lonenstrom zu einem bestimmten Grad und wird so identifiziert.

Die Vorteile dieser aktuell noch nicht kommerziell erhéltlichen
Technik sind: teure Fluoreszenz-markierte Nukleotide entfallen,
eine Vervielfaltigung der DNA ist nicht nétig und es wird nur sehr
wenig Untersuchungsmaterial gebraucht.

Auch zukiinftig werden sich die Méglichkeiten zur Sequenzie-
rung von Nukleinsduren weiter verbessern, so dass ein Auslesen
des Erbguts mdglicherweise in einigen Jahren klinisch relevant
werden wird. Das Erbgut einzelner Patienten bzw. von Gewebe-
proben wie Tumormaterial zu analysieren, kann ein wesentlich
Schritt in die Richtung einer mageschneiderten Therapie sein, die
die individuellen Krankheitsursachen in den Mittelpunkt stellt.
Durch eine gezieltere Behandlung sollen die Wirkung der Therapie
verbessert sowie unnétige Nebenwirkungen vermindert werden.

GENOMXPRESS SCHOLA 2
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Brandpilze und Maispflanzen riisten auf

Wissenschaftler entschliisseln Genom vom Mais-Schadling

Pilze sind bedeutende Pflanzenschadlinge, die weltweit fiir
immense Ertragsverluste an Kulturpflanzen wie Mais und
anderen Getreidesorten verantwortlich sind. Wissenschaft-
ler haben jetzt das Erbgut von Sporisorium reilianum analy-
siert, eines wichtigen Mais-Schddlings. Durch einen Ver-
gleich mit dem Genom einer verwandten Pilzart haben sie
neue Gene identifiziert, die fiir den Befall von Mais wichtig
sind.

Die Brandpilze Ustilago maydis und Sporisorium reilianum sind Para-
siten von Maispflanzen. U. maydis verursacht die so genannte Mais-
Beulenbrandkrankheit. Dabei bilden sich gro3e tumorartige Struk-
turen an Blattern, Kolben und mannlicher Bliite, in denen sich der Pilz
vermehrt und Sporen produziert. Auch Sporisorium reilianum beféllt
Maispflanzen, bewirkt aber eine Infektion der gesamten Pflanze, bei
der sich die Symptome nur in den mannlichen und weiblichen Blu-
ten zeigen. Diese Krankheit wird deshalb auch als Maiskopfbrand
bezeichnet. Wie diese Schadlinge Pflanzen befallen kdnnen, ist bis-
lang kaum bekannt. Vor vier Jahren war es den Forschern bereits
gelungen, die Genomsequenz von U. maydis zu entschlisseln.
Damals hatten sie gezeigt, dass die Gene einer groen Zahl génzlich
neuartiger, vom Pilz ausgeschutteter Proteine auf den Chromoso-
men in Gruppen angeordnet sind, so genannten Genclustern. Diese
Proteine steuern die Kolonisierung der Wirtspflanze.

Ahnlich und doch verschieden

Zunéchst konnten die Forscher die Proteine nur in U. maydis nach-
weisen. Sie konnten sich jedoch nicht vorstellen, dass diese fiir den
Befall so wichtigen Proteine nur im Genom eines einzigen Brandpil-
zes vorkommen. Deshalb ermittelten sie nun auch die Genomse-
quenzvon S. reilianum. Tatsachlich kommen mehr als 90 Prozent der
ausgeschitteten Proteine aus U. maydis auch in S. reilianum vor.
Allerdings unterscheiden sich viele dieser Proteine stark zwischen
den beiden Arten und sind daher auf Gen-Ebene nur schwer nach-
zuweisen. Uberraschenderweise seien jedoch nahezu alle Gene der
beiden Organismen in der gleichen Reihenfolge angeordnet, berich-
ten die Wissenschaftler. Daher konnten sie die zwei Genome wie

GENOMXPRESS SCHOLA 2

Blaupausen tibereinanderlegen und auf diese Weise die Unterschie-
de sichtbar machen. Dabei entdeckten sie 43 so genannte Diver-
genzregionen, in denen die Gene der Pilze besonders unterschied-
lich waren. Darunter befanden sich alle bereits vor vier Jahren iden-
tifizierten Gencluster, deren Gene eine wichtige Rolle bei der Infekti-
on der Wirtspflanzen spielen. Dariiber hinaus beeinflussen vier von
sechs zufallig ausgewahlten Divergenzbereichen die Infektionsstar-
ke von U. maydis. Allerdings enthalten die Divergenzregionen nicht
immer Gene fiir ausgeschiittete Proteine. In einer Region kamen
ausschlieBlich Gene fiir Proteine vor, die vom Pilz nicht nach auen
abgegeben werden. Dies deute darauf hin, dass noch weitere, bis-
lang unentdeckte Molekiile das Verhéltnis zwischen Pilz und Pflanze
steuern, vermuten die Autoren der Studie.

Evolutiondrer Wettlauf zwischen Mais und Pilz

Es unterscheiden sich also gerade die Gene zwischen den beiden Pil-
zen, die fir den Befall der Maispflanzen wichtig sind. Vermutlich hat-
te die unterschiedliche Lebensweise von U. maydis und S. reilianum
zur Folge, dass die Pilze im Laufe der Evolution jeweils artspezifische
Genvarianten gebildet haben, z. B. um die pflanzliche Immunant-
wort zu unterdriicken. Die Maispflanzen wiederum haben die Ziel-
molekile der Pilzproteine veréndert. Flr jedes von den Pilzen aus-
geschiittete Protein bilden Maispflanzen offenbar mindestens ein
Protein zur Abwehr. Es sind die Spuren eines sehr langen Kampfes
zwischen verteidigender Pflanze und angreifenden Parasiten. Die
Vielfalt an Angriffs- und Verteidigungswaffen sind das Ergebnis eines
Rustungswettlaufs zwischen Pflanze und Pilz. Jede Verdnderung auf
der einen Seite, wurde durch eine Anpassung der anderen Seite
gekontert, erldutern die Forscher. Sie hoffen, dass sich auf der Basis
der Uber ihre Verschiedenheit entdeckten Molekdle langfristig neue
Strategien zur Bekdmpfung dieser wichtigen Pilzgruppe entwickeln
lassen.

Originalpublikation Schirawski, J. et al. (2010) Pathogenicity determinants in
smut fungi revealed by genome comparison. Science Vol. 330 no. 6010 pp. 1546-
1548. doi: 10.1126/science. 1195330

Ahnlich, aber doch verschieden: die
Symptome von zwei eng verwandten
Brandpilzen an Zwerg-Maiskolben.
Links: gesunder Maiskolben, Mitte:
mit Ustilago maydis infizierter Mais-
kolben, rechts: mit Sporisorium reilia-

num infizierter Maiskolben

(Foto: Jan Schirawski).
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Simplizitat der ewigen Jugend

Genom des SiiBwasserpolypen Hydra sequenziert

Sie sind so gut wie unsterblich und leben vielleicht in Nach-
bars Gartenteich: SiiBwasserpolypen der Gattung Hydra
sind kleine Hohltiere und wichtige Modellorganismen fiir
die biologische Forschung. lhre Bedeutung liegt in ihrer
Einfachheit: Hydra zdhlen zu den simpelsten mehrzelligen
Lebewesen iiberhaupt. Gleichzeitig besitzen sie die faszi-
nierende Fahigkeit, sich stindig selbst zu erneuern. Nun
wurde das Hydra-Genom in einer internationalen Koopera-
tion entschliisselt.

Der SuiBwasserpolyp Hydra gehort zu den mehr als 600 Millionen
Jahre alten Nesseltieren (Cnidaria), die als einfache Mehrzeller an
der Basis der tierischen Evolution standen. Bei aller Einfachheit
hat Hydra eine Eigenschaft, die das Tier interessant fir die For-
schung macht: Hydra altert nicht. Der unscheinbare StBwasser-
polyp erzeugt laufend frische Stammzellen. Daraus kénnen sich
die Zellen fir die verschiedenen Organe immer wieder nachbil-
den. Sterben beschédigte oder alte Zellen ab, werden sie einfach
durch neue ersetzt. Dieser
regenerative Vorgang umfasst
sogar Nervenzellen - dazu ist
kein anderes Tier auf der Welt
imstande. Bei Hydra funktio-
niert die standige Rundumer-
neuerung offenbar perfekt:
Erkrankungen wie Krebs ken-
nen die wenige Millimeter
groBBen Hohltiere nicht. So ist
die Erforschung der molekula-
ren und genetischen Details
der immer jungen SuBwasser-

Besonders spannend wird die Beantwortung der Frage, warum
der StBwasserpolyp gegen Krebs gefeit ist.

Hydra dient auch als Modell fiir die Untersuchung von Entwick-
lungsmechanismen beiTier und Mensch. Auch hier wird die Genom-
sequenz die weitere Forschung deutlich beschleunigen. Langfristig
soll dies ermdglichen, auch komplexe Lebewesen wie den Men-
schen besser zu verstehen. So kann anhand der simplen Hydra
untersucht werden, wie zelluldre Mechanismen fiir die Bildung und
Erneuerung von tierischen und menschlichen Geweben und Orga-
nen im Detail funktionieren. Die Analyse des Hydra-Genoms zeigte
bereits, dass sie fast alle wichtigen molekularen Komponenten der
Muskulatur besitzt. Dies verwundert umso mehr, da den Polypen das
dritte Keimblatt fehlt, aus dem die Muskulatur bei anderen Tieren
entsteht. Aufschlussreich war auch der Vergleich des Hydra-Erbguts
mit jenem anderer Tiere, insbesondere einer nah verwandten Seea-
nemone. Dabei identifizierten die Forscher einen Uberraschend
grof3en Anteil dynamischer Sequenzen, sogenannter transposabler
Elemente. Man kann an der Genzusammensetzung in gewisser Wei-
se die Auseinandersetzung mit der Umwelt ablesen. Hydra hat in
Anpassung an das StiBwasser etliche Gene verloren, andere hinge-
gen durch Duplikationen gewonnen. Bemerkenswert ist, dass trotz
600 Millionen Jahren evolutiondrer Trennung die molekulare
Zusammensetzung wichtiger Gewebetypen, wie z.B. des (Darm)-
Epithels, bei Hydra und dem Menschen nahezu unverdndert ist. Es
muss daher bei gemeinsa-
men Vorfahren bereits so
etabliert gewesen sein.

Bei der Untersuchung
der 20.000 Gene des Nessel-
tiers machten die Wissen-
schaftler noch eine weitere

polypen auch in Hinblick auf
den Menschen interessant.

Die Basis fiir die Untersu-
chung der Hintergriinde dieser

Hydra ist zur Regeneration und zur

asexuellen Vermehrung fdhig. Die
Fotografie zeigt einen knospenden

Polypen von Hydra magnipapillata

Kopf einer Hydra, der mit zwei Antikérpern

interessante  Entdeckung.
Hydra hat zahlreiche Gene
aus dem Erbgut von Bakteri-

ewigen Jugend ist nun gelegt.  (Foto: Melanie Mikosch und Thomas
Ein internationales Konsortium
hat das Hydra-Genom ent-
schlisselt und analysiert. Dazu haben die sie 1,2 Milliarden
Basenpaare der DNA sequenziert. Auf européischer Seite waren
Wissenschaftler aus Deutschland und Osterreich an dem 20 Mil-
lionen Euro teuren Projekt beteiligt. Die Entschliisselung des
Genoms erlaubt es den Forschern nun, weitere spannende Fra-
gen zu stellen. Zuvor konnte man lediglich einzelne Gene auf-
grund ihrer Ahnlichkeit mit Genen in anderen Organismen isolie-
ren und studieren. Daher waren viele bioanalytische Methoden
an Hydra gar nicht anwendbar. Das Genom bietet nun die M&g-
lichkeit systematisch zu studieren, welche Gene der Polyp in der
Regeneration oder in der Stammzelldifferenzierung benétigt.

Holstein; Universitdt Heidelberg).

en Ubernommen und bei-
behalten. Am Genompro-
jekt beteiligte Bioinformati-
ker analysierten die bakteriellen Gene im Hydra-Genom sowie das
Genom der mit dem StiBwasserpolypen assoziierten Bakterien.
Bereits vor Projektbeginn wusste man, dass Hydra Bakterienzellen
in ihre AuBenhaut stabil einlagern kann. Ob dies einen Nutzen fir
Hydra und die Bakterien hat, ist jedoch noch nicht bekannt. Aber
auch die Beantwortung dieser Frage wird nun einfacher, weil es
den Forschern zusétzlich gelungen ist, das Erbgut einer dieser Bak-
terien zu entschlisseln.

gegen Tentakel (rot) und Mund (griin)
gefdrbt ist (Foto: Universitdt Wien).

Originalpublikation Chapman, JA et al. (2010) The Dynamic Genome of
Hydra, Nature online (14 March 2010), doi: 10.1038/nature08830
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Ein kleines Gras weist Forschern den Weg

Genom einer Modellpflanze fiir Getreide entschliisselt.

Eineinternationale Initiative von Wissenschaftlern hat jetzt
das Genom von Brachypodium distachyon entschliisselt.
Durch seine nahe Verwandtschaft zu den wichtigsten Nah-
rungs- und Futtergrasern ist die Pflanze wissenschaftlich
von grof3em Wert. Die Ergebnisse der Arbeit, an der die
Gruppe ,Pflanzliche Genomforschung” um Klaus Mayer
vom Institut fiir Bioinformatik und Systembiologie des
Helmholtz Zentrums Miinchen beteiligt ist, sind in der
aktuellen Ausgabe von Nature veréffentlicht.

Kaum eine Pflanze wurde in den letzten Jahren so gut untersucht,
wie die Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana). Spatestens seit
ihr Genom im Jahr 2000 entschlisselt wurde, etablierte sich das
kleine Kraut zum wichtigsten Modellorganismus in Pflanzenphy-
siologie, Molekularbiologie und Genetik. Doch der ,Star” der
Pflanzengenomforschung hat jetzt Konkurrenz bekommen: Die
Zwenke (Brachypodium distachyon) ist ein wild wachsendes StR-
gras, das mit Gerste und Weizen nah verwandt ist. Genau wie Ara-
bidopsis ist das Sti3gras klein, schnellwiichsig und anspruchslos.
Da es sich bei Brachypodium um eine einkeimblattrige Pflanze
handelt, eignet sich das Gras deutlich besser als Modell fiir wich-
tige Nahrungs- und Futtergraser. Gerade im Rahmen der Getrei-
deforschung sind Ergebnisse aus der zweikeimblattrigen Acker-
schmalwand nicht immer gut vom Modell auf die Nutzpflanze zu
Ubertragen.

Urspriinglich stammt Brachypodium aus dem 6stlichen Mit-
telmeerraum, ist heute aber weltweit in den geméfigten Breiten
anzutreffen. Der wissenschaftliche Name Brachypodium leitet
sich ab vom griechischen brachys (kurz) und pous (Plural podes =
FiiBe). Er bezieht sich auf die kurz gestielten Ahrchen des Grases.
Durch die nahe Verwandtschaft und das verhéltnismafig kleine
Genom stellt es ein hervorragendes Referenzgenom fiir die gene-
tische und genomische Analyse der wesentlich komplexeren
Genome unserer Getreide dar. Das Genom von Brachypodium ist
mit fiinf Chromosomen und 272 Megabasenpaaren fiir eine Gras-
pflanze relativ klein - gerade einmal doppelt so gro8 wie das
Genom der Ackerschmalwand. Die Genome der Kulturformen
von Gerste und Weizen sind allerdings 20- bis 60-mal so grof3 und
Ubertreffen auch das menschliche Genom um das Doppelte bzw.
Funffache. Zur Analyse des Brachypodium-Genoms wandten die
Wissenschaftler die so genannte ,Schrotschuss-Methode” an.
Dabei wird die DNA wird mehrfach kopiert und wie mit einem
Schrotschuss in viele kleine Fragmente zerteilt. Diese Teile wer-
den dann einzeln sequenziert und die Sequenz danach wieder
zusammengesetzt. Ein solches Puzzlespiel ist nur mit entspre-
chenden Methoden der Bioinformatik, die Uberlappungen in der
Sequenz identifizieren und automatisch zur so genannten Kon-
sensussequenz zusammenfiigen, moglich. Das Verfahren ist
deutlich schneller als herkdmmliche Sequenzierungsalgorith-

GENOMXPRESS SCHOLA 2

men, da die vorausgehende Kartierung von Genom-Fragmenten
entfallen kann.

Dank der jetzt bekannten Gensequenz kann Brachypodium
in Zukunft wesentlich zur Analyse der strukturellen und funktio-
nellen Genomik der StiBgraser beitragen, deren mehr als 10.000
Arten die Hauptbasis der Erndhrung von Mensch und Tier bilden.
Angesichts des riesigen Genoms der meisten StBgraser war es
bisher unméglich, ihre Genome zu analysieren und zu verglei-
chen. Das ist nun anders, wie Klaus Mayer erlautert: ,Wenn wir in
einem bekannten Genom, eben dem von Brachypodium, die in
der Evolution konservierte Anordnung von Genen kennen, kén-
nen wir in anderen Genomen gezielt danach suchen. Solche Refe-
renzgene liefern uns sozusagen eine Inventarliste und ein Regal-
system, in dem wir die meisten Gene auch groBer Genome wie
der Gerste und des Weizens wiederfinden und anordnen kdnnen.
Die molekularen Daten sind so
leichter zu interpretieren. Da-
mit wird die Analyse der
groBBen Getreidegenome revo-
lutioniert.”

So entdeckten die Wissen-
schaftler des Konsortiums
mehrere Zehntausend geneti-
sche Beziehungen zwischen
Brachypodium, Reis, Sorghum
und Weizen. Diese generelle
Ahnlichkeit in Gengehalt und -

struktur  unterstreicht den
Wert des Brachypodiums als
Modell fir die funktionelle
Genomik unserer Getreide. Die
vergleichende Genomanalyse
gibt Aufschluss etwa lber die
Evolution der Genomgrofle,
Verteilung und Vervielfdltigung von Genen oder Rekombinati-
onsvorgdnge; sie hilft, Gene zu identifizieren und ihre Funktion
aufzuklaren. Die Analyse des Brachypodium-Genoms, sei ein we-
sentlicher Fortschritt zur nachhaltigen Sicherung der Nahrungs-
grundlage des Menschen, betonen die Miinchner Wissenschaft-
ler. Die neu gewonnenen Erkenntnisse seien Voraussetzung
dafiir, gezielt verbesserte Getreidesorten zu ziichten und triigen
so zum effizienten Anbau von Nahrungs- und Futtermitteln unter
sich andernden Umweltbedingungen bei.

Das StiBgras Brachypodium distachy-

on, dessen Genom jetzt vollstdndig
entschliisselt wurde, dient als Modell
fiir wichtige Nahrungs- und Futtergrd-
ser (Foto: Helmholtz Zentrum Miin-

chen).

Originalpublikation The International Brachypodium Initiative (2010) Geno-
me sequencing and analysis of the model grass Brachypodium distachyon,
Nature 463, 763-768. doi:10.1038/nature08747
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Die kleinen Unterschiede

1.000 Genome-Projekt veroffentlicht Analyse der abgeschlossenen Pilotphase

Kleine genetische Unterschiede zwischen einzelnen Personen
helfen zu erkldren, warum einige Menschen eher an Krankhei-
ten wie Diabetes oder Krebs erkranken kénnen als andere. Bis-
lang mussten mehrere Millionen genetische Unterschiede in
Tausenden von Patienten abgefragt und mit der Normalpopula-
tion verglichen werden. Neue Sequenziertechnologien ermég-
lichen es nun, ganze Genome ,Buchstabe fiir Buchstabe” zu
lesen. Diese Informationen niitzen aber nur, wenn die Normal-
population mit derselben Auflésung bekannt ist. Das interna-
tionale 1.000 Genome-Projekt veréffentlichte im Oktober 2010
die bis dahinumfangreichste Karte der genetischen Unterschie-
de - sie enthélt etwa 95% der genetischen Varianten aller Men-
schen auf der Erde, schédtzen die Autoren.

Unter genetischer Variation zwischen Menschen versteht man die
Unterschiede in der Anordnung der Bausteine (Basen) des mensch-
lichen Genoms. Sie kdnnen sehr klein sein und nur auf dem Aus-
tausch einzelner Basen beruhen; sie kdnnen aber auch aus grof3en
Verdnderungen wie Verdopplungen oder Umlagerungen ganzer
Chromosomenregionen bestehen. Einige Unterschiede treten in
weiten Teilen der Bevolkerung auf, andere sind sehr selten. Im inter-
nationalen 1.000 Genome-Projekt arbeiten Wissenschaftler aus
offentlich geférderten Instituten gemeinsam mit Technologiefirmen
an der genauen Karte der genetischen Unterschiede der Menschen.
Ihr Ziel ist eine flir jedermann zugédngliche Datenbank zur Verfiigung
zu stellen, mit der Forscher den Einfluss individueller genetischer
Veranderungen auf verschiedene Erkrankungen besser einschatzen
kénnen. Dazu untersuchten die Wissenschaftler systematisch das
Erbgut von 179 einzelnen Menschen aus verschiedenen Volksgrup-
pen (Populationen) - Menschen europaischer, westafrikanischer und
ostasiatischer Herkunft. Unter Anwendung von Sequenziertechno-
logien der zweiten Generation wurden neben den Genomen der 179
Personen zusétzlich die Protein-kodierenden Gene von 697 Perso-
nen sequenziert. Jeder Abschnitt der DNA wurde mehrmals sequen-
ziert, so dass insgesamt mehr als 4,5 Terabasen (4,5 Billionen bzw.
4.500.000.000.000 einzelne Bausteine) an DNA-Sequenz gelesen
wurden.

1.000 Genome von Tumorpatienten

Um die Daten verarbeiten und gemeinsam nutzen zu kénnen, waren
neben Entwicklungen im Sequenzierbereich zahlreiche Innovatio-
nen im Bereich der EDV erforderlich. Dies beinhaltete auch die Ent-
wicklung standardisierter Verfahren zur Organisation, Aufbewah-
rung und Analyse der entstandenen Daten - Voraussetzung fiir eine
effiziente Analyse von Einzelgenomen. Bei bisherigen Sequenzier-
projekten wie dem Humangenomprojekt wurde das Erbmaterial
mehrerer Personen vermischt, um ein sogenanntes Referenzgenom
zu erzeugen. Diese Daten lieferten Informationen tiber das Erbmate-
rial aller Menschen, Aussagen Uiber das Genom einer bestimmten
Einzelperson waren daraus jedoch nicht abzuleiten. Der neue Ansatz
wird nicht nur in der Hauptphase des 1.000 Genome-Projektes fort-

gefiihrt, sondern inzwischen auch bei der Erforschung von Krank-
heiten angewendet. Die rasante technologische Entwicklung,
gekoppelt mit den Erfahrungen aus dem 1.000 Genome-Projekt,
erlaubt auBerdem Initiativen wie das Treat1000-Projekt. Es soll neue
Maoglichkeiten fiir eine personalisierte Medizin schaffen, indem die
Genome von tausend Tumorpatienten sowie das verdnderte Gen-
material ihrer Tumore sequenziert wird.

15 Millionen Positionen

Die Karte der humanen genetischen Variationen, die in der ersten
Phase des 1.000 Genome-Projekts erstellt wurde, enthalt 15 Millio-
nen Positionen, an denen einzelne Basen ausgetauscht sind, eine
Million kiirzerer Insertions- und Deletionsveranderungen und tGber
20.000 strukturelle Varianten. Weniger als die Halfte der Varianten
war vorher bekannt. Die Projektdatenbank umfasst mehr als 95%
aller heutzutage zu messenden Varianten. Die Forscher gehen
davon aus, dass sie bis zum Abschluss des Projektes 99% der Vari-
anten identifiziert haben werden. Doch schon jetzt zeigte sich
Uberraschendes: Jeder Mensch trigt zwischen 250 und 300 gene-
tische Abweichungen, die die normale Funktion der betroffenen
Gene verhindern. Weiterhin besitzt jeder von uns zwischen 50 und
100 genetische Variationen, die mit verschiedenen Erbkrankheiten
assoziiert sind. Da jeder Mensch aber zwei Kopien von jedem Gen
besitzt, bleiben wir in der Regel gesund, solange nicht auch die
zweite Kopie verandert ist.

60 neue Mutationen

Zusatzlich zu der Untersuchung der individuellen Genvarianten
haben sich die Forscher die Genome von sechs Einzelpersonen sehr
genau angeschaut. Die beiden sogenannten Kernfamilien bestan-
den aus jeweils einem Vater, einer Mutter und einer Tochter. Die Wis-
senschaftler fanden bei den Tochtern neue Varianten, die bei den
Eltern nicht vorhanden waren. Sie vermuten, dass bei jedem Men-
schen ungefahr 60 neue Mutationen auftreten, die bei den Eltern
noch nicht vorhanden sind.

2.500 Einzelpersonen

In der nun folgenden Hauptphase des 1.000 Genome-Projekts
wollen die Forscher insgesamt 2.500 Einzelpersonen aus 27 ver-
schiedenen Populationen untersuchen. Die deutsche Beteiligung
am 1.000 Genome-Projekt wird durch die Unterstiitzung des Bun-
desministeriums fir Bildung und Forschung ermdglicht, das die
Beteiligung der Berliner Forscher im Rahmen des Programms der
Medizinischen Genomforschung, NGFN-Plus, fordert. Weitere
Informationen sind auf den Projektseiten des 1.000 Genome-Pro-
jekts (www.1000genomes.org) verfiigbar.

Originalpublikation The 1000 Genomes Project Consortium (2010) A map of

human genome variation from population scale sequencing. Nature 2010, DOI:
10.1038/nature09534
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Nicht EHEC, sondern EAHEC

Gottinger Wissenschaftler entschliisseln Genom des sogenannten EHEC-Erregers

In den Monaten Mai bis Juli 2011 grassierte eine der
schlimmsten Bakterienepidemien, die Deutschland je er-
lebt hat. Dokumentiert wurden 4.231 an einer schweren
Durchfallerkrankung leidende Menschen, die nach dem
Erreger kurz als "EHEC" bezeichnet wurde. 852 dieser Pati-
enten erkrankten an der als HUS bezeichneten Komplikati-
on - dem Hamolytisch-urdmischen Syndrom, die zu einer
schweren Nierenschddigung fiihren kann. 50 Patienten
verstarben wahrend dieser Infektionswelle. Wissenschaft-
ler des Laboratoriums fiir Genomanalyse der Universitdt
Gottingen haben die genetische Information des Bakteri-
ums Escherichia coli aus der dieser Infektionswelle (E. coli
0104:H4) entschliisselt. Zum Einsatz kam dabei die Roche-
454-Sequenzierungstechnologie. Die untersuchten Pro-
ben stammen von zwei Patienten aus Hamburg.

Die neuen Sequenzdaten deuten darauf hin, dass die Patienten-
isolate nicht etwa aus einem EHEC-Erreger hervorgegangen sind,
sondern vielmehr aus einem Keim, den man als EAEC (enteroag-
gregativer Escherichia coli) bezeichnet. Dieser zeichnet sich
dadurch aus, dass er sich mit seinen aggregativen Adharenzfim-
brien (AAF) besonders fest an Enterozyten bindet und dabei
einen Biofilm ausbilden kann. Daraufhin bildet und sekretiert die-
ser Pathotyp Entero-, sowie Cytotoxine; z.B. den Autotransporter
Protease Pic, oder das Shigella Enterotoxin 1. Vergleiche mit den
Genomsequenzen der zwei Isolate aus Hamburg zeigten, dass
mehr als 96 Prozent des Chromosoms mit dem des EAEC-Stam-
mes 55989 identisch sind. Dieser Stamm wurde erstmals 2002 bei
einem HIV-Patienten in Afrika beschrieben.

Fatale Kombination verschiedener Pathotypen

Die Analyse der Sequenzen der beiden Hamburger Isolate zeigte
ebenfalls, dass sie nicht nur den gréBten Teil der chromosomalen
Information des EAEC-Stammes kodieren, sondern auch das fir
die aggregativen Adhérenzfimbrien codierende Plasmid (pAA)
Ubernommen haben. Auf diesem Plasmid befindet sich eines
von vier Allelen der Adharenzfimbrien (AAF/I). Zusatzlich wurde
ein Shiga-Toxin (STX) Phage STX2 im Chromosom identifiziert.
Dieser Phage stammt urspriinglich aus anderen E. coli Pathoty-
pen, wie EHEC (enterohd@morrhagischer E. coli) oder STEC (Shiga-
toxin-produzierender E. coli). EHEC ist der Verursacher des hamo-
lytischen urdmischen Syndroms (HUS). Typische Eigenschaften
des EHEC-Keims sind ein STX-Phage und die LEE (locus of ent-
erocyte effacement) Pathogenitatsinsel. Das Shiga-Toxin (STX)
kommt urspriinglich aus Shigella dysenteriae, dem Erreger der
Bakterienruhr. Dieses Gift wird im Darm produziert, Gber das Blut
absorbiert und fiihrt zur hamolytischen Andmie und Folgesché-
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den, wie beispielsweise Nierenversagen. Eine Kombination aus
diesen verschiedenen Pathotypen (EAEC und EHEC/STEC) fiihrte
zur erhdhten Aggressivitdt und den damit verbundenen ge-
steigerten HUS-Ausbruchsraten bei der Infektionswelle in
Deutschland.

Besonders resistent gegen Antibiotika

Zusatzlich schiitzt sich der Keim vor Antibiotika, indem er eine
sogenannte "extended spectrum” B-Lactamase produziert, die
ein breites Spektrum von B-Lactam-Antibiotika abwehrt. Die ent-
sprechenden Gene sind auf einem Resistenzplasmid lokalisiert.
Ahnliche Plasmide sind in Enterobakterien weit verbreitet. Dari-
ber hinaus wurden potentielle Gene fiir weitere Resistenzen im
Genom gefunden.

Die Gottinger Wissenschaftler schlagen fiir den neuen Erre-
ger die Bezeichnung EAHEC (Entero-Aggregativer-Hamorrhagi-
scher E. coli) vor.

Weitere Informationen sowie die Genomsequenzen sind im
Internet unter www.g2l.bio.uni-goettingen.de zu finden.

Originalpublikation Brzuszkiewicz, E. et al. (2011) Genome sequence analy-
ses of two isolates from the recent Escherichia coli outbreak in Germany reveal
the emergence of a new pathotype: Entero-Aggregative-Haemorrhagic Esche-
richia coli (EAHEC). Archives of Microbiology. doi: 10.1007/s00203-011-0725-6

EAHEC

= neuer Entero-Aggregativer-
Hamorrhagischer Escherichia coli

TEM-1

CTX-M

Resistenzplasmid /'

/

Modell zur Entstehung eines neuen Entero-Aggregativen Himorrhagischen Esche-
richia coli (EAHEC) [Foto: Manfred Rohde, Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsfor-
schung (HZI); Grafik: Universitdt Gottingen]
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Molekulare Pflanzenphysiologie) einverstanden. Meine Daten werden nicht an Dritte weitergegeben, und nicht fir MaBnahmen verwen-
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