Gentechnik und Genomics

Das Foto auf zeigt ein Labor; in dem Automaten die
menschliche DNA mit einer Rate von 350000 Nucleotiden
pro Maschine und Tag sequenzieren.

Einfiihrung

Die Kartierung und Sequenzierung des menschli-
chen Genoms, eine der grossten Leistungen der mo-
dernen Naturwissenschaften, wurde durch Fortschrit-
te in der Gentechnik méglich, beginnend mit der
Entwicklung von Methoden zur Herstellung rekom-
binanter DNA. Das ist DNA, bei der Gene von
zwei verschiedenen Quellen - oft sind dies unter-
schiedliche Spezies - in vitro in einem Molekiil ver-
einigt werden. Heute werden Hunderte niitzlicher
Produkte gentechnisch hergestellt. Gentechnik oder
Gentechnologie ist die direkte Manipulation von
Genen zur praktischen Anwendung. Hierbei sind
Methoden zur Herstellung rekombinanter DNA von
zentraler Bedeutung. Diese kann dann in kultivierte
Zellen eingeschleust werden, welche die DNA repli-
zieren und das Gen exprimieren, wodurch das ge-
wiinschte Protein entsteht. Das Bakterium E. coli
wird oft als Wirtsorganismus fiir rekombinante DNA
eingesetzt, weil es einfach zu kultivieren ist und man
seine Biochemie weitgehend kennt.

Die Gentechnik hat zu einer industriellen Revolu-
tion der Biotechnologie gefiihrt. Biotechnologie kann
demnach definiert werden als die Verdnderung le-
bender Organismen oder deren Bestandteile mit dem
Ziel, bestimmte Verfahren durchzufiihren bezie-
hungsweise besondere Produkte herzustellen. Viele
biotechnologische Verfahren sind Jahrhunderte alt,
beispielsweise die Verwendung von Mikroorganis-
men zur Herstellung von Wein und Kése. Natiirliche
genetische Prozesse, wie zum Beispiel Mutation und
genetische Rekombination, waren schon immer an
solchen biotechnologischen Verfahren beteiligt. Bio-
technologie, die auf der Verdnderung von DNA in
vitro basiert, unterscheidet sich von friiheren Prakti-
ken, indem sie es mdglich macht, spezifische Gene
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zu modifizieren und sie zwischen ganz verschiedenen
Organismen wie beispielsweise Bakterien, Pflanzen
und Tieren zu iibertragen.

Gentechnische Methoden werden heute in
zahlreichen praktischen Bereichen eingesetzt, von der
Landwirtschaft bis hin zur Gerichtsmedizin. Die
wichtigsten - und von Laien oft iibersehenen - Fort-
schritte durch diese Methoden liegen jedoch in der
Grundlagenforschung. Die Gentechnik hat auf fast
allen Gebieten der Biologie zu einem enor-
men Erkenntnisgewinn gefiihrt, indem sie den Wis-
senschaftlern ein ganz neues Instrumentarium liefert,
mit denen sie an die Natur gestellte Fragen beantwor-
ten konnen. Die Gentechnik versorgt uns in atembe-
raubender Geschwindigkeit mit detaillierten Kennt-
nissen iiber das Genom des Menschen und anderer
Organismen, und iiber die Struktur der von
den Genen codierten Proteine. Viele dieser Kenntnis-
se galten noch vor wenigen Jahrzehnten als uner-
reichbar.

In diesem Kapitel befassen wir uns mit den wich-
tigsten gentechnischen Methoden, besprechen, wie
Genome auf dem Niveau der DNA analysiert werden
und verschaffen uns einen Uberblick iiber praktische
Anwendungen der Gentechnik.

DNA-Klonierung

Will ein Molekularbiologe ein bestimmtes Gen
untersuchen, so hat er eigentlich ein enormes Pro-
blem. Natiirlich vorkommende DNA-Molekiile sind
sehr lang, und ein einzelnes Molekiil trigt gewohn-
lich viele Gene. Zudem beanspruchen Gene nur einen
kleinen Teil der chromosomalen DNA, wahrend der
Rest aus nichtcodierenden Sequenzen besteht. Ein
menschliches Gen umfasst nur rund 1/100000 eines
chromosomalen = DNA-Molekiils.  Als  weite-
re Schwierigkeit ist die Unterscheidung zwischen
einem Gen und der umgebenden DNA sehr proble-
matisch, da sie nur auf Unterschieden in der Nucleo-
tidsequenz beruht. Um direkt mit einem spezifischen
Gen zu arbeiten, mussten die Forscher also Methoden
zur Herstellung wohldefinierter DNA-Fragmente in
Gen-Grosse in vielen identischen Kopien entwik-
keln. Mit anderen Worten: Sie benétigten Techniken
zur Genklonierung.
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Klonierte Gene werden in DNA-Bibliotheken
gespeichert

Weil Genklonierungen mit einem Gemisch von
Fragmenten aus dem ganzen Genom eines Organis-
mus beginnen, wird dies als "Schrotschuss-Ansatz"
(shotgun) bezeichnet - es wird also nicht ein einzel-
nes Gen gezielt kloniert. Tausende verschiedener
rekombinanter Plasmide werden produziert, und je-
weils ein Klon bringt eine Kolonie hervor. Der voll-
stindige Satz von Tausenden rekombinanter Plasmid-
Klone, von denen jeder Kopien eines bestimmten
Segments des urspriinglichen Genoms enthélt, wird
als genomische Bibliothek (genomic library) be-
zeichnet. Man kann solch eine Bibliothek konservie-
ren und sie als Quelle anderer Gene von Interesse
oder zur Genomkartierung verwenden. Neben den
Plasmiden sind auch bestimmte Bakteriophagen als
Klonierungsvektoren zum Erstellen genomischer
Bibliotheken geeignet.

Fragmente von Fremd-DNA konnen wie in ein
Plasmid auch in das Phagengenom eingebaut werden.
Dazu benutzt man ebenfalls Restriktionsenzyme (En-
donucleasen) und Ligase. Die rekombinante Phagen-
DNA wird nun in Capside in vitro verpackt und in
einem normalen Infektionsprozess in die bakterielle
Zelle eingebracht. In der Zelle angelangt, repliziert
sich die Phagen-DNA, und neue Phagen werden pro-
duziert, von denen jeder die Fremd-DNA einhilt.
Eine genomische Bibliothek aus Phagen wird als
Kollektion von Phagen-Klonen aufbewahrt. Unab-
hingig davon, welcher Klonierungsvektor benutzt
wird, nehmen die Restriktions-Endonucleasen beim
Zerschneiden der genomischen DNA in keiner Weise
Riicksicht auf die Gengrenzen. Daher konnen manche
Gene in einer genomischen Bibliothek auf zwei oder
mehr Klone verteilt sein.

Gentechnik und Genomics

Seite 2

Mithilfe der Reversen Transkriptase lisst sich
von mRNA eine DNA-Kopie erzeugen

Aus komplementéirer DNA oder cDNA lésst sich eine
viel kleinere DNA-Bibliothek erzeugen, die nur die
Gene enthédlt, die in einem bestimmten Gewebe
transkribiert werden.

Der erste Schritt zur Erzeugung von cDNA ist die
Extraktion von mRNA aus einem Gewebe. Die
mRNA wird dann mit einem Primer hybridisiert, der
die Poly(A)-Schwinze der mRNA erkennt. Primer
und die mRNA dienen als Matrize fiir die Reverse
Transkriptase, die von RNA ausgehend DNA synthe-
tisiert. Auf diese Weise entstehen cDNA-Stréinge, die
zur mRNA komplementér sind.

Eine Sammlung von cDNAs aus einem bestimm-
ten Gewebe, die zu einem bestimmten Zeitpunkt im
Lebenszyklus eines Organismus isoliert wurde, be-
zeichnet man als cDNA-Bibliothek. mRNAs {iber-
dauern im Cytoplasma nicht lange und sind héaufig
nur in geringen Mengen vorhanden, sodass eine
cDNA-Bibliothek eine Art Momentaufnahme des
Transkriptionsmusters einer Zelle darstellt. cDNA-
Bibliotheken leisten bei Vergleichen der Genexpres-
sion in verschiedenen Geweben zu verschiedenen
Entwicklungsphasen unschétzbare Dienste. Durch
ihre Verwendung lie sich beispielsweise zeigen,
dass bis zu einem Drittel aller Gene, die ein Tier be-
sitzt, nur wiahrend der vorgeburtlichen Entwicklung
exprimiert wird. Komplementire DNA ist auch Aus-
gangspunkt fiir die Klonierung von eukaryotischen
Genen. Sie ist besonders hilfreich bei der Klonierung
von Genen, die nur von einigen wenigen Zelltypen
und in geringen Mengen exprimiert werden.
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DNA-Analyse und Genomics

Ausgeriistet mit Methoden zur Préparation
homogener DNA-Proben, von denen jede eine grosse
Zahl identischer Segmente des Genoms enthilt,
konnen wir beginnen, weiterreichende Fragen zu
stellen. Stellen Sie sich vor, Sie hitten ein DNA-
Segment mit einem  Sie  interessierenden
menschlichen Gen kloniert. Ist das Gen in
verschiedenen Menschen unterschiedlich, und gibt es
bestimmte Allele davon, die mit einer Erbkrankheit
verbunden sind? Wo im Kd&rper und wann wird das
Gen exprimiert? Wo innerhalb des Genoms ist dieses
Gen lokalisiert? Sie koénnen auch  Fragen
zur Evolution angehen, wenn Sie untersuchen, wie
sich das Gen bei verschiedenen Organismenarten

untefiehifee Fragestellungen vollstidndig zu kléren,
brauchen Sie méglicherweise die komplette Nucleo-
tidsequenz des Gens und seiner Verwandten in ande-
ren Individuen und Arten. Und schliesslich mdchten
die Forscher die Sequenzen ganzer Genome zur Ver-
fligung haben, um sie als Basis zum Studium ganzer
Sdtze von Genen und ihren Interaktionen
zu verwenden - ein Ansatz, der Genomics genannt
wird. Aber wir kénnen auch beginnen, die klonierte
DNA durch mehr indirekte Methoden zu analysieren,
die sehr schnell wertvolle vergleichende Informatio-
nen liefern. Die meisten dieser Methoden - ebenso
wie lbrigens auch die DNA-Sequenzierung - basie-
ren auf einer Technik, die Gelelektrophorese genannt
wird. Diese Technik, trennt Makromolekiile - Nu-
cleinsduren oder Proteine - aufgrund ihrer Grésse,
ihrer elektrischen Ladung und anderer physikalischer
Eigenschaften. Bei linearen DNA-Molekiilen hingt
die Trennung nur von der Grésse der Fragmente ab.
Die Gelelektrophorese trennt eine Mischung
von DNA-Molekiilen in Banden auf, wobei jede
Bande DNA-Molekiile derselben Lange enthilt.

Restriktionsfragment-Analyse zeigt jedes
DNA-Molekiil aufgrund seiner Restriktions-
Schnittstellen ein typisches Muster

Die Restriktionsfragment-Analyse erkennt indi-
rekt bestimmte Unterschiede in der Nucleotidsequenz
von DNA-Molekiilen. Bei dieser Methode benutzt
man die Gelelektrophorese, um jene DNA-Fragmente
der Grosse nach zu ordnen, die aus der Inkubation
langer DNA-Molekiile mit einem Restriktionsenzym
entstehen. Man braucht sich nur das Muster der ge-
farbten Banden in einem Gel anzusehen, um wissen-
schaftlich niitzliche Informationen =zu erhalten.
Trennt man eine Mischung von Restriktionsfragmen-
ten eines bestimmten DNA-Molekiils gelelektropho-
retisch auf, so erhidlt man ein Bandenmuster, das
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charakteristisch fiir das Ausgangsmolekiil und die
eingesetzten Restriktionsenzyme ist. In der Tat kon-
nen die relativ kleinen DNA-Molekiile von Viren und
Plasmiden einfach durch ihre Restriktionsfragment-
Muster  identifiziert ~ werden. (Lingere = DNA-
Molekiile, wie beispielsweise die DNA eukaryoti-
scher Chromosomen, liefern viel zu viele Fragmente,
als dass sie in Form diskreter Banden erscheinen
konnten.) Weil man DNA unbeschadet aus Ge-
len isolieren kann, er6ffnet diese Prozedur eine M6g-
lichkeit, reine Proben individueller DNA-Fragmente
zu erhalten.
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Verwenden wir nun die Restriktionsfragment-
Analyse, um zwei unterschiedliche DNA-Molekiile
zu vergleichen, die beispielsweise verschiedene Alle-
le eines Gens tragen. Wir beginnen, indem wir die
beiden DNA-Proben mit demselben Restriktionsen-
zym verdauen. Weil sich die beiden Allele in ihrer
DNA-Sequenz zwangsldufig ein wenig unterschei-
den, konnten sie in einer oder mehreren Schnittstellen
voneinander abweichen. Ist dies der Fall, sollten die
beiden Restriktionsfragment-Gemische in der Gele-
lektrophorese unterschiedliche Bandenmuster zei-
gen. Die Abbildung (c) zeigt, wie die Restriktions-
fragment-Analyse durch Gelelektrophorese zwischen
zweil Allelen eines Gens unterscheiden kann, die in
nur einem Basenpaar voneinander abweichen - falls
eine Restriktions-Schnittstelle davon betroffen ist.

Das Ausgangsmaterial sind Proben klonierter und
gereinigter Gene. Durch Kombination von Gelelek-
trophorese mit Nucleinsdure-Hybridisierung kann
man denselben Vergleich auch ohne vorhergehen-
de Klonierung durchfiihren. Wir beginnen unsere
Analyse mit der DNA des gesamten Genoms. Zwar
ergeben sich zu viele Fragmente, als dass man sie
elektrophoretisch sauber voneinander trennen konnte,
aber durch Nucleinsdure-Hybridisierung mit einer
spezifischen Sonde kdnnen wir diskrete Banden mar-
kieren, die sich von unserem untersuchten Gen ablei-
ten.

Diese Methode wird Nucleinsdure-Hybridisierung
genannt: Eine radioaktiv markierte einzelstrdngige
DNA bildet spezifische Wasserstoffbriicken mit der
komplementdren DNA-Sequenz; dies kann dann
durch Autoradiographie detektiert werden. Nur ver-
wenden wir eine Sonde in Kombination mit ei-
ner zusitzlichen Technik, die man als ,,Southern-
Hybridisierung" oder Southern-Blotting bezeichnet.
Das Southern-Blotting hat sich als ausserordentlich
wichtige Technik erwiesen, als Biologen ihr Interesse
auch auf nichtcodierende DNA richteten, aus welcher
die meiste DNA von Tier- und Pflanzengenomen
besteht. Gibt es auch bei den nichtcodierenden Se-
quenzen Unterschiede, wie sie bei den verschiedenen
Allelen eines Gens gefunden wurden? Die Untersu-
chung nichtcodierender DNA verursachte bei den
Forschern einige Aufregung, weil sie viele individu-
elle Unterschiede in den Bandenmustern entdeckten.
Unterschiede in der DNA-Sequenz homologer Chro-
mosomen, die sich in unterschiedlichen Restriktions-
fragment-Mustern dussern, sind beim Menschen und
anderen Organismen tliber das ganze Genom ver-
streut. Diese Unterschiede bezeichnet man als Re-
striktionsfragment-Langenpolymorphismen (RFLPs;
ausgesprochen ,,Riflips"). Solche Variationen im
Genom entsprechen vom Konzept her den Variatio-
nen bei codierenden Sequenzen; auch sie kdnnen als
genetische Marker fiir bestimmte Bereiche des Ge-
noms dienen. Ein bestimmter RFLP-Marker kommt
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in einer Population oft in einer Vielzahl von Varian-
ten vor. (Polymorphismus stammt aus dem Griechi-
schen, wo es etwa "viele Formen" bedeutet.)

RFLPs werden durch Southern-Blotting detektiert
und analysiert. Die Detektion eines RFLP kann eben-
so in einer nichtcodierenden Sequenz als auch einen
Unterschied in der codierenden Sequenz zweier Alle-
le darstellen. Wegen der Sensitivitit der DNA-
Hybridisierung kann das ganze Genom als Aus-
gangsmaterial benutzt werden (Proben menschlicher
DNA erhélt man typischerweise aus weissen Blutzel-
len.).

Weil RFLP-Marker in mendelscher Weise ver-
erbt werden, kann man sie als genetische Marker zur
Erstellung von Kopplungskarten verwenden. Die
Hiufigkeit, mit der zwei RFLP-Marker - oder ein
RFLP-Marker und ein bestimmtes Allel eines Gens -
zusammen vererbt werden, gilt als ein Hinweis auf
die relative Entfernung der beiden Loci auf dem
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Chromosom. Die Entdeckung der RFLPs erhohte die
Anzahl der Marker fiir die Kartierung des menschli-
chen Genoms deutlich. Dadurch sind die Genetiker
nicht mehr beschrinkt auf genetische Verdnderungen,
die zu einem erkennbaren Phénotyp fiihren (wie bei-
spielsweise Erbkrankheiten) oder auf Unterschiede in
den Protein-Produkten.

Genomprojekte erioffnen den Zugang zu
grundlegenden biologischen Fragen.

Genomforschung (Genomics), das Studium gan-
zer Genome auf der Basis ihrer DNA-Sequenzen,
brachte neue Antworten auf fundamentale Fragen zur
Genomorganisation, Expressionskontrolle, Wach-
stumsregulation, Keimesentwicklung und Evolution.
Die Eleganz der Gentechnik besteht darin, dass sie
Molekularbiologen ermdglicht, Gene direkt zu stu-
dieren, ohne Umweg iiber den Phinotyp. Aber dieser
neue Ansatz beschert uns heute das umgekehrte Pro-
blem, ndmlich den Phédnotyp vom Genotyp ableiten
zu miissen. Wenn man am Anfang lediglich eine
lange DNA-Sequenz hat, wie erkennt man Gene, und
wie kann man ihre Funktion bestimmen?
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Die Auswertung von DNA-Sequenzen

DNA-Sequenzen werden in Computer-
Datenbanken gespeichert, die Forschem aus aller
Welt iiber das Internet zur Verfligung stehen. Sie
benutzen eine spezielle Software, um eine solche
Sequenz auf Signatursequenzen proteincodierender
Gene zu durchsuchen, wie zum Beispiel Start- und
Stopsignale fiir Transkription und Translation (bei-
spielsweise Promotoren) und Sequenzen, die mit dem
RNA-Spleissen zusammenhingen. Die Software
sucht auch Sequenzen, die in dhnlicher Weise in an-
deren bekannten Genen vorhanden sind. Tausende
solcher Sequenzmarker sind in den Computer-
Datenbanken katalogisiert. Auf diese Weise erhalten
die Wissenschaftler eine Liste von Genkandidaten.

Sequenzierung des menschlichen Genoms

Jedes menschliche Chromosom besteht aus einem
doppelstringigen DNA-Molekiil. Die 46 menschli-
chen Chromosomen lassen sich aufgrund ihrer unter-
schiedlichen Grésse voneinander trennen (siche Ab-
bildung 9.13). So ist es mdglich, die DNA von jedem
Chromosom fiir eine Sequenzierung zu isolieren. Bei
einer ganz direkten Vorgehensweise wiirde man an
einem Ende eines Chromosoms beginnen und nach-
einander die 50 Millionen Basenpaare sequenzieren.
Dieser Ansatz ist jedoch nicht durchfiihrbar. Die
DNA eines Molekiils, das 50 Millionen Basenpaare
lang ist, ldsst sich nicht auf einmal sequenzieren; pro
Schritt sind lediglich etwa 700 Basenpaare moglich.

Um ein vollstidndiges Genom zu sequenzieren,
wird die chromosomale DNA zuerst in Fragmente
von etwa 500 Basenpaaren geschnitten, und dann
wird jedes Fragment sequenziert. Fiir das menschli-
che Genom mit etwa 3,2 Milliarden Basenpaaren sind
also iiber sechs Millionen solcher Fragmente erfor-
derlich. Das nichste Problem besteht darin, diese
Millionen Fragmente wieder zusammenzusetzen, wie
die Stiicke eines Puzzlespiels. Dies lidsst sich realisie-
ren, indem man die DNA in grossere Abschnitte zer-
legt, die sich tiberlappen, und diese iiberlappenden
Fragmente aneinander ausrichtet. Dafiir gibt es zwei
Strategien:

Das offentlich finanzierte, internationale Human-
genom-Sequenzierungskonsortium IHGSC bediente
sich einer Methode, die man als hierarchische Se-
quenzierung bezeichnet. Zuerst bestimmte man sy-
stematisch kurze Markersequenzen entlang der
Chromosomen, wobei jedes DNA-Fragment, das
sequenziert werden sollte, einen Marker enthielt.
Dieses Verfahren lédsst sich mit der Erstellung einer
Strassenkarte vergleichen, auf der Stiddte und die
Entfernungen zwischen ihnen verzeichnet sind. Den
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Stadten entsprechen die Markersequenzen, und die
Entfernungen dazwischen werden in Basenpaaren
angegeben. Die einfachsten Marker sind die Erken-
nungssequenzen von Restriktionsenzymen.

Einige Restriktionsenzyme erkennen DNA-
Sequenzen von acht bis zwdlf Basenpaaren und nicht
die tiblichen vier bis sechs Basenpaare. Ein DNA-
Molekiil mit mehreren Millionen Basenpaaren enthilt
relativ wenige dieser grdsseren Erkennungsstellen,
sodass das Enzym eine geringe Zahl von verhiltnis-
missig grossen Fragmenten erzeugt. Diese grossen
Fragmente konnen in einen Vektor (Bakterium oder
Virus) eingefiigt werden. Das Ziel ist die Erzeugung
einer Genbibliothek.

Die einzelnen Biicher (Fragmente) in dieser Bi-
bliothek lassen sich entlang des Chromosoms in der
korrekten Reihenfolge anordnen. Um die DNA-
Fragmente auf der Genomkarte richtig anzuordnen,
vergleicht man Bibliotheken miteinander, die mit
unterschiedlichen Restriktionsenzymen erzeugt wur-
den. Wenn zwei grosse DNA-Fragmente, die mit
verschiedenen Enzymen geschnitten wurden, densel-
ben Marker enthalten, miissen sie iiberlappen. Dieses
Verfahren funktioniert, ist aber langsam.

Anstatt Marker zu definieren, die DNA stufenwei-
se zu fragmentieren und dann erst zu sequenzieren,
schneidet man die DNA beim Schrotschuss-
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Verfahren sofort in kleine sequenzierbare Fragmente
und lédsst leistungsstarke Computersysteme diejeni-
gen Sequenzstellen finden, die sich iiberlappen. Dann
konnen die Sequenzen der Fragmente zusammenge-
setzt werden.

Die von der Privatindustrie (Firma Celera Geno-
mics) angewandte Schrotschuss-Sequenzierung ist
viel schneller als der hierarchische Ansatz, da man
keine Karte des Genoms erstellen muss. Zuerst stand
man der neuen Strategie mit grosser Skepsis gegen-
tiber. Es gab Bedenken, dass die Computer ohne eine
vorher auf den Chromosomen konsequent durchge-
fiihrte Markerkartierung die repetitiyen Sequenzen
auswihlen wiirden, die in vielen DNA-Fragmenten
vorhanden sind, und dann die Fragmente falsch zu-
ordnen wiirden. Aber die schnelle Entwicklung von
Hochleistungscomputern und ausgekliigelten Soft-
wareprogrammen hat es ermdglicht, die Schrot-
schuss-Methode zu verbessern, sodass eine falsche
Zuordnung kein wesentliches Problem mehr darstellt.
Das gesamte Genom der Taufliege mit 180 Millionen
Basenpaaren wurde innerhalb von etwas (iber einem
Jahr mithilfe der Schrotschuss-Methode sequenziert.
Nach diesem Erfolg hielt man die Schrotschuss-
Methode auch fiir die Sequenzierung des viel grosse-
ren menschlichen Genoms fiir geeignet.

Die beiden Forschungsgruppen kiindigten die Er-
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stellung einer ersten Rohsequenz im Jahr 2000 an
und verdffentlichten ihre Daten gleichzeitig im Fe-
bruar 2001. Anfang 2003 war die endgtiltige Sequenz
fertiggestellt, zwei Jahre vor dem urspriinglichen
Zeitplan, der auf tiber ein Jahrzehnt angelegt worden
war, ausserdem wurde das angesetzte Budget deutlich
unterschritten. Die Sequenzierung offenbarte einige
interessante Eigenschaften des menschlichen Ge-
noms:

*  Von den 3,2 Millionen Basenpaaren sind we-
niger als zwei Prozent codierende Regionen, die ins-
gesamt 21 000 Gene enthalten. Noch wihrend der
Sequenzierung beliefen sich die Schitzungen auf
80 000 bis 100 000 Gene, entsprechend 100 000 Pro-
teinen.

¢  FEin durchschnittliches Gen enthidlt 27 000
Basenpaare. Bei der Grosse der Gene gibt es erhebli-
che Unterschiede, sie reicht von 1 000 bis 2,4 Millio-
nen Basenpaaren. Das war zu erwarten, da die
menschlichen Proteine (wie auch die RNAs) unter-
schiedliche Grossen aufweisen, von 100 bis etwa
5000 Aminosduren in einer Polypeptidkette. Prak-
tisch alle menschlichen Gene enthalten Introns .

e Uber 50 Prozent des Genoms bestehen aus
hochrepetitive, Sequenzen. Wiederholungssequenzen
in der Ndhe von Genen sind GC-reich, wiahrend wei-
ter entfernt liegend Sequenzen AT-reich sind.

e Fast das gesamte Genom (99,9 Prozent)
stimmt bei allen Menschen iiberein. Aber selbst diese
erstaunliche Homogenitdt bedeutet, dass es viele
unterschiedliche Sequen zen gibt. Man hat iiber zwei
Millionen Einzelnucleotid

Erstaunlich wenige Gene im menschlichen
Genom?

Das iiberraschendste - und etwas demiitigende -
Ergebnis des Humangenom-Projekts war die zu-
nichst berechnete Zahl an mdoglichen Genen. Diese
war mit 30 000 bis 40 000 viel niedriger als die er-
warteten 50000 bis 100000 und damit nur zwei- oder
dreimal so gross wie bei Fruchtfliegen und Nemato-
den. Allerdings hatte man dabei offenbar zahlreiche
Gene libersehen, und neuere Berechnungen gehen
wieder von bis zu 80000 Genen aus. Allerdings ist
diese Debatte im Moment (Sommer 2002) noch voll
im Fluss. Im Vergleich zu anderen bisher untersuch-
ten Organismen besteht bei der menschlichen DNA
eine viel kleinere Fraktion aus Genen. Viel von der
enormen Menge an nichtcodierender DNA im
menschlichen Genom ist repetitive DNA, aber auch
ungewohnlich lange Introns tragen signifikant zur
nichtcodierenden DNA bei. Menschliche Introns sind
typischerweise zehnmal ldnger als die der Fruchtflie-
ge Drosophila oder des Wurmes Caenorhabditis.
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Was macht nun den Menschen - und Wirbeltiere
im Allgemeinen - so viel komplexer als Fliegen und
Wiirmer? Als ein Grund bekommt unser Genom,
verglichen mit dem anderer Organismen, "mehr fiir
sein Geld", also fiir seine codierenden Sequenzen,
indem die RNA-Transkripte menschlicher Gene mehr
alternatives Spleissen erfahren Viele menschliche
Gene codieren durch unterschiedliche Kombinatio-
nen von Exons zwei oder mehrere verschiedene Pro-
teine. Dies fiihrt zur Bildung von iiber 100000 ver-
schiedenen menschlichen Polypeptiden.

Des Weiteren weist die menschliche DNA-
Sequenz (ebenso wie andere Daten) darauf hin, dass
unsere Proteine tendenziell komplizierter gebaut sind
als die der Wirbellosen. Wie Sie sich erinnern, beste-
hen viele Proteine aus mehr als einer "Domine".
Dominen sind diskrete Abschnitte mit einer besonde-
ren Struktur und Funktion. Zwar besitzt der Mensch
im Vergleich zu Wirbellosen nicht mehr Typen von
Proteindoménen, aber diese werden viel mannigfalti-
ger kombiniert.

Wie sich zusammenfassend sagen ldsst, verwendet
das menschliche Genom die verfiigharen modularen
Elemente - Exons und Proteindoménen - durch Mi-
schen und Anpassen erheblich plastischer als einfa-
cher gebaute Organismen, und dies ist zweifellos ein
Charakteristikum der Wirbeltiere im Allgemeinen.

Analyse und Vergleich von Genen

Kaum die Halfte der menschlichen Gene war be-
kannt, bevor das Humangenom-Projekt begann; wel-
che Aufgaben haben also die neu entdeckten Gene?
Wissenschaftler vergleichen die Sequenzen neuer
Genkandidaten mit bereits sequenzierten Genen aus
verschiedenen Organismen. In einigen Fillen passt
die gerade bestimmte Gensequenz, zumindest teil-
weise, auf ein Gen, dessen Funktion bekannt ist. Bei-
spielsweise konnte ein Abschnitt des neuen Genes
mit einem bekannten Gen Ubereinstimmen, das eine
Enzym codiert. Dies legt nahe, dass das neue Gen
ebenfalls eine Enzym codiert. In anderen Fillen ist
die neue Gensequenz zwar einer friiher gefundenen
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Sequenz &hnlich, aber deren Funktion ist nicht be-
kannt. In weiteren Fillen #hnelt die neue Sequenz
keiner anderen Sequenz in den Datenbanken. Bei den
bislang sequenzierten Organismen erwiesen sich
viele Genkandidaten als vollstindig neu fiir die Wis-
senschaft. Beispielsweise ist bei E. coli, dem bestun-
tersuchten Organismus in der biologischen For-
schung, ein Drittel der Gene fiir uns vollig neu!

Trotz der hohen Komplexitit des menschlichen
Genoms und der von ihm codierten Proteine bestitigt
der Vergleich von Genomsequenzen iiber alle Zwei-
fel die evolutiondren Verbindungen zwischen ganz
unterschiedlichen Organismen und unterstreicht da-
mit die Bedeutung der Forschung an einfach ge-
bauten Lebewesen fiir das Verstidndnis auch der

Methoden
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menschlichen Biologie. Die Ahnlichkeit zwischen
Genen ganz unterschiedlicher Organismen kann er-
staunlich sein, was einen Forscher zu der Bemerkung
veranlasste, er betrachte jetzt die Fruchtfliegen als
"kleine Leute mit Fliigeln". Hefe zum Beispiel besitzt
eine Anzahl von Genen, die so weitgehende Uberein-
stimmungen mit den entsprechenden menschlichen
Genen zeigen, dass sie diese in menschlichen Zellen
funktionell ersetzen zu kénnen. In der Tat kdnnen
Forscher manchmal die Wirkung eines menschlichen
krankheitsbedingenden Gens durch das Studium des
homologen Gens in Hefe untersuchen.
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Gelelektrophorese

Southern-Blotting
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Die DNA-Sequenzierung nach Sanger

Bei der Sanger-Methode wird die Synthese radioaktiv markierter DNA-Strdnge
verwendet, die zu dem untersuchten einstrdngigen DNA-Fragment komplementar sind.

5. 3’
TT T T T1
?7?7CGCA

Die komplementére DNA wird
synthetisiert mit Hilfe von:

einem kurzen radioaktiv markierten
Startermolekiil (Primer);

dem Enzym DNA- Polymerase;

vier Nukleotiden;

einem Didesoxynucleotid.

4 DNA polymerase
4 dATP+dCTP+dGTP+dTTP

@-O—CH O\ base*
H

. . * H
-4 didesoxynucleotide (dd*TP) H H
H H

Wenn ein Didesoxynucleotid in das DNA-Molekiil (an die Stelle des
entsprechenden Nucleotids) eingebaut wird, endet die Kette an
dieser Stelle , so daB Fragmente unterschiedlicher Ldnge gebildet
werden, die so lange wachsen, bis das dd*TP die Kette an der
Stelle unterbricht, an der die entsprechende Base eingebaut wurde.

H ¢??33??2??3?????33????99?1’G

H ?2?2?222222?222222272GCGT
HAIIIllIlllllllllllllll*

" A22929229 02929260 06T
Hxxllliilluultln*

H

T

¢

B G S A e s

1
i
1
P nA?777776G0¢
+ddATP : " H"
| (A TITRER Ty
i i
Y ¥ Y
Es werden parallel vier &
verschiedene '+ddATP ‘ ‘ ' ' .
Reaktionsgemische i 1 I | 1
verwendet, wobei jedes +ddCTP . i ‘ ' ' 1 . ' |' '. i '
eines der vier Didesoxy- : : : 1 :
. . l
nucleotide enthilt. v +ddGTP ‘ . i i i ” ' i ‘ i '
! ] I i I
Durch Gelelektrophorese ' +ddTTP . I ‘ i | . i . I'
werden  dann  die 1 : : : : :
Fragmente der GréBe nach 5 v Y v Y v 5
aufgetrennt. TTTT T T T T TT T T T T TT T T T T T T T TT T T TT1
CGACTAGGGTGGTGCCACGTACTACGCGCA

Die radioaktive Markierung zeigt die Lage der Fragmente an. Aus der GréBe
der Fragmente in jedem Gemisch 1dBt sich die Basensequenz des
komplementdren und dadurch auch die des Original-DNA-Fragments ableiten.
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