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V Vorwort

Vorwort

In vielerlei Hinsicht verstehen wir die Strukiur des Universums besser als das
Funktionieren lebender Zellen. Wissenschaftler kiinnen das Alter der Sonne berech-
nen und vorhersagen, wann sie authiren wird zu scheinen, aber wir kéinnen nichi
erkliren, warum ein Mensch achtzig Jahre leben kann, eine Maus aber nur zwei. Wir
kennen die kompletten Genomsequenzen dieser und vieler anderer Arten, aber wir
kéinnen immer noch nicht vorhersagen, wie sich eine Zelle verhalten wird, wenn wir
ein vorher noch nicht untersuchies Gen mutieren. Sterne migen 10*-mal grifier
sein, Zellen sind aber viel komplexer, kompliziener strukturien und stellen iiberra-
schendere Ergebnisse der Gesetze von Physik und Chemie dar. Durch Vererbung
und natiirliche Selektion, die seit der Entstehung des Lebens auf der Erde bis zum
heutigen Tag — d. h. seit etwa 20 % des Alters des Universums — am Werk sind,
haben lebende Zellen nach und nach ihre molekularen Mechanismen verbessert und
erweilert, und indem sie die Ergebnisse ihrer Experimente in genetischen Anwei-
sungen speichern, geben sie sie an ithre Nachkommen weiter.

Mit jeder Neuauflage dieses Buchs staunen wir iiber die newen Informationen, die
Zellbiologen in nur wenigen Jahren zusammengetragen haben. Wir sind aber noch
verbliiffter — und entmutigter — angesichts der Ausgereiftheit der Mechanismen,
denen wir begegnen. Je weiter wir die Zelle erforschen, desto mehr wird uns bewusst,
wie viel mehr es noch zu versichen gibt. In den Tagen unserer Unwissenheit, als wir
an der ersten Auflage gearbeitet haben, bejubelten wir die Identifizierung cines
einzigen Proteins, eines Signalrezeptors, als grofien Schrtt nach vome. Jetzt ver-
stehen wir, dass im Grollen und Ganzen jedes Protein Teil eines Komplexes mit vielen
anderen ist, die alle als ein System zusammenarbeiten, in dem ein Protein die
Aktivitdten eines anderen auf ausgekliigelte Art und Weise regulient. Jedes Protein
wird durch Bindung an Gerilstproteine in einer bestimmien Position gehalien. Dies
verleiht dem chemischen System eine eindeutige riumliche Struktur. Durch dic
Genomsequenzierung besitzen wir fiir viele verschiedene Organismen nahezu kom-
plette Listen der molekularen Bestandteile. Genetik und Biochemie haben uns schr
viel dartiber erzihlt, wozu die einzelnen Bestandigile jeweils imstande sind und
welche mit welchen anderen in Wechselwirkung treten. Aber wir besitzen nur ein
sehr primitives Verstiindnis von der Dynamik dieser biochemischen Systeme, mit all
ihren inecinandergreifenden Kontrollschleifen. Daher sehen Zellbiologen, obwohl es
grofie Errungenschaften #u berichten gibt, in der Zukunft noch proferen Heraus-
forderungen entgegen.

In diese Auflage haben wir neues Material zu vielen Themen aufgenommen. Die
Themen reichen von Epigenetik, Histonmodifikationen, kleinen RNAs und verglei-
chender Genomik bis hin zu genetischem Rauschen, Cytoskelettdynamik, Zellzyklus-
kontrolle, Apoptose, Stammzellen und newen Krebstherapien, Wie in fritheren Auf-
lagen haben wir versucht, zu all diesen Themen dem Leser ein verstindliches System
fiir die Masse an Information, die wir nun iber dic Zellen besitzen, zu liefern. Das
bedeutet, dass wir dber das Rezitieren von Fakten hinausgehen miissen, Das Ziel
besteht darin zu lemen, wie man die Fakien nutzt, um das Verhalten von lebenden
Systemen zu begriinden, vorherzusagen und #u kontrollieren.

{...) Ein Begleitbuch, Mofecular Biology of the Cell, Fifth Edition: The
Problems Book (ISBN 978-0-8153-4110-9) von John Wilson und Tim Hunt Lefert
enthilt {iber 1700 Aufgaben und Lésungen.

Eine weitere wichtige Ergiinzung zum Hauptbuch ist die beigefiigie DVD-
ROM, Sie bietet Hunderte von Filmen und Animationen (viele von ihnen sind in
dieser Auflage neu), die Zellen und zellulire Prozesse in Aktion zeigen und den
Text zum Leben erwecken. Die DVD enthiilt jetzt auch alle Abbildungen und
Tabellen des Hauptbuchs als PowerPoint-Prisentationen, (...)

Die Einzelheiten der Konventionen, denen wir in diesem Buch gefolgt sind,
sind unter den , Hinweisen fiir den Leser™ im Anschluss an dieses Vorwor



Vorwort VI

dargelegt. Wie dort erklirt, haben wir einen drastischen Ansatz gewihlt, um den
verschiedenen Regeln fiir das Schreiben von Gennamen in verschiedenen Spezies
entgegenzutreten: Im gesamien Buch verwenden wir denselben Stil, ohne Riicksicht
auf die Spezies und oft ungeachtet der Spezies-spezifischen Konventionen.

Wie immer sind wir vielen Leuten dankbar, Ausfiihrliche Danksagungen fiir die
wissenschaftliche Hilfe erfolgen separat. Wir miissen hier aber einige aullerordent-
lich wichtige Beitrige herausgreifen: Julie Theriot ist fast vollends verantwortlich
fiir die Kapitel 16 (Cytoskelett) und 24 (Krankheitserreger, Infektion und angebo-
rene Immunitit) und David Morgan gleichermalen fir Kapitel 17 (Zellzyklus).
Wallace Marshall und Laura Auardi halfen jeweils wesentlich bei den Kapiteln 8
und 20, so0 wie auch Maynard Olson beim Abschnitt fiber Genomik in Kapitel 4,
Wiaodong Wang bei Kapitel 18 und Nicholas Harberd beim Abschnitt liber
Pflanzen in Kapitel 15.

Dank schulden wir auch den Mitarbeitern von Garland Science und anderen,
die mitgeholfen haben, die Leistung der Autoren in ein avsgefeilies Endproduki
umzuwandeln. Denise Schanck steuerte das gesamie Untemehmen und begleitete
die eigenwilligen Autoren mit Weisheit, Geschicklichkeit und Freundlichkeit auf
threm Weg. Nigel Orme brachte mit seinem gewohnten Talent das Bildmaterial in
seine endeiiltige Form und iiberwachte das visuelle Aubere des Buches, einschlieB-
lich des Rickdeckels. Matthew MecClements gestaltete das Buch und sein Titelbild.
Emma Jeffcock gestaltete die Seiten mit auBerordentlicher Geschwindigkeit und
unerschiitterlicher Effizienz und erledigte einwandirei die unzdhligen Korrekturen.
Michael Morales bewerkstelligte die Umwandlung einer Masse von Animationen,
Videoclips und anderer Materialien in eine benutzerfreundliche DVD-ROM. Elea-
nor Lawrence und Sherry Granum brachten das Glossar auf den neuesten Stand und
erweiterten es. Jackie Harbor und Sigrid Masson haben uns organisien gehalten.
Adam SendrofT hielt uns iiber unsere Leser und ihre Bediirfnisse und Reaktionen auf
dem Laufenden. Marjorie Anderson, Bruce Goatly und Sherra Granum durch-
kimmten den Text auf Unverstindlichkeit, ungeschickte Ausdriicke und Fehler.
Wir danken ihnen allen nicht nur fiir ihr professionelles Kénnen und Engagement
und fiir die Leistung, die die unsere weit (bertrifft. sondermn auch fir ihre uner-
schiipfliche Hilfsbereitschaft und Freundschaft: Sie haben es #u einem Vergniigen
gemacht, an diesem Buch zu arbeiten.

Zuletzt und mit nicht weniger Anerkennung danken wir unseren Eheparinern,
Familien, Freunden und Kollegen. Ohne thre geduldige, ausdavernde Unterstiitzung
hiitten wird keine der Auflagen dieses Buchs herausbringen konnen.
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Hinweise fiir den Leser

Struktur des Buchs

Obwohl die Kapitel dieses Buchs unabhiingig voneinander gelesen werden konnen sind sie doch in einer logischen Folge von fiint’
Teilen angeordnet. Die ersten drei Kapitel von Teil T decken die wesentlichen Prinzipien und die Grundlagen der Biochemie ab. Sie
kinnen entweder als Einfilhrung fiir diejenigen dienen, die keine Biochemie studiert haben, oder als Auffrischkurs fiir jene, die dies
hatten.

Teil 11 behandeli die Speicherung, Expression und Ubersetzung genetischer Information.

Teil 11T befasst sich mit den Prinzipien der wichtigsten Experimentalmethoden zur Untersuchung von Zellen. Man muss diese beiden
Kapitel nicht gelesen haben, um die spiteren Kapitel #zu verstehen, aber wer es wt, wird sie als niitzlichen Berug auf das Ganze
erkennen.

Teil 1V bespricht die innere Organisation der Zelle.

Teil V verfolgt das Verhalten von Zellen in vielzelligen Systemen. angefangen mit ZellZell-Verbindungen und der extrazelluliren
Matrix bis hin #zu zwei Kapiteln fiber das Immunsystem.

Literaturhinweise

Eine zusammengefasste Liste ausgewihlier Literaturzitate schliebt jedes Kapitel ab. Diese sind, jeweils unter der Uberschrifi des
Kapitelabschnius, alphabetisch geordnet. Die Zitate sind hiiufig Originalarbeiten, in denen wichtige Entdeckungen ersimals ver-
dffentlicht wurden. Kapitel 8 enthiilt mehrere Tabellen mit den Daten wesentlicher Entwicklungen und den Namen der daran
beteiligten Wissenschaftler. An anderen Stellen des Buchs haben wir vermieden, Namen einzelner Forscher zu nennen.

Mediencode

Im gesamien Text sind Mediencodes eingefiigt, die anzeigen, wenn relevante Videos und Animationen auf der DVD-ROM verfiigbar
sind. Die Codes, die aus vier Buchstaben bestehen sind in eckige Klammern gesetet und farbig hervorgehoben, wie 2. B. <ATCG=, Die
Schnittstelle fir den Cell Biology Interactive Mediaplayer auf der DVD-ROM enthiilt ein Fenster, wo man den Vier-Buchstaben-Code
eingeben kann. Wenn der Code eingetippt wird, wird der entsprechende Media-Film in den Mediaplayer geladen,

Glossar

Im gesamten Buch ist Fettdruck verwendet, um die Hauptiermini in einem Kapitel dort anzuzeigen, wo ihre wesentliche Diskussion
erfolgt. Kursiv-Schrift ist verwendet worden, um einen wichtigen Begriff mit geringerem Machdruck herauszuheben. Am Ende des
Buchs findet man ein ausfiihrliches Glossar mit technischen Fachausdriicken, die zur zellbiologischen Grundausstatiung gehdren. Es
ist als erste Hilfe fiir einen Leser gedacht, der einen ihm unbekannten Begrift unerklin finde

Nomenklatur fiir Gene und Proteine

Fiir jede Spezies gibt es eigene Regeln, um Gene zu bezeichnen. Das einzige gemeinsame Merkmal besteht darin, dass sie immer
kursiv geschricben werden. In einigen Spezies (wie 2. B, beim Menschen) werden Gennamen mit GroBbuchstaben geschrieben, In
anderen Arten {wie 2 B. dem Zebrafisch) werden nur Kleinbuchstaben verwendet. In wieder anderen (den meisten Miusegenen) ist
der erste Buchstabe grofgeschrichen und der Rest klein oder (wie z. B, bei Drosoplifa) GroB- und Kleinbuchstaben werden
unterschiedlich kombiniert, je nachdem, ob das erste Mutantenallel, das entdeckt wurde, zu einem dominanten oder #zu einem
rezessiven Phenotyp fiihrie. Regeln fiir die Namensgebung von Proteinprodukien sind ebenso abwechslungsreich,

Wir haben uns entschieden, in diesem Buch die Regeln fiir einzelne Spezies beiseite zu legen und folgen einer einheitlichen Regel: Wir
schreiben alle Gennamen, wie die Namen von Personen und Plitzen mit dem ersten Buchsiaben in GroBbuchstaben und dem Rest in
Kleinbuchstaben, aber alle kursiv, also: Ape, Bazooka, Cdel, Dishevelled, Egil. Die entsprechenden Proteine werden, wenn sie nach
dem Gen benannt sind, genauso geschrieben, aber in normaler Schrift, nicht kursiv: Ape, Bazooka, Cde2, Dishevelled, Egll. Wenn es
notig ist, den Organismus zu spezifizieren, kann dies durch ein Prifix vor dem Gennamen geschehen.
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DNA, Chromosomen
und Genome

Das Leben hiingt von der Fihigkeit der Zellen ab, die genetischen Informationen, die
fiir die Herstellung und Aufrechterhaltung eines lebenden Organismus nitig sind, zu
bewahren, aufzuspiiren und zu iibersetzen. Diese vererbbare Information wird bei der
Zellieilung von einer Zelle an ihre Tochterzellen, von einer Generation eines Lebe-
wesens zur niichsten durch die reproduktiven Zellen des Organismus weilergegeben,
Diese Informationen werden in jeder lebenden Zelle in ihren Genen aufbewahrt, den
Informationstréigem, die die Charaktermerkmale einer Art als Gesamtes und cines
jeden Individuums bestimmen.

Als sich zu Beginn des 20, Jahrhunderts Genetik als eigene Wissenschaft
entwickelle, waren die Wissenschafiler von Anfang an gefesselt von der Frage
nach der chemischen Struktur der Gene, Die Geninformation wird im Laufe des
Lebens eines vielzelligen Lebewesens millionenfach kopiert und von einer Zelle an
ihre Tochierzellen vererbt und bleibt dabei im Wesentlichen unverindert. Welche
An Molekiil ist zu dieser genauen und praktisch unbegrenzien Replikation fihig
und dabei auch noch in der Lage, die Entwicklung und das tigliche Leben einer
Zelle zu stevern? Welche Befehle enthiilt die genetische Information? Wie sind diese
Befehle physikalisch aufgebaut, sodass die unglaubliche Informationsmenge, die fiir
dic Entwicklung und das tigliche Leben selbst des einfachsten Lebewesens ntig
ist, in dem begrenzten Raum einer Zelle enthalten sein kann? Wie kann die enorme
Informationsmenge, die fiir die Entwicklung und Erhaltung eines Lebewesens notig
ist, in den winzigen Raum einer Zelle passen?

Die Antworten 2u einigen dieser Fragen begannen sich im Laufe der 1940er-
Jahre #u entwickeln. Damals erkannien Forscher bei Studien an einfachen Pilzen,
dass genetische Information hauptsiichlich aus Anweisungen fiir die Synthese von
Proteinen besteht, Proteine sind Makromolekiile, die die meisten zelluliren Funk-
tionen ausfithren; Sie stellen die Bausteine fir zellulire Strukturen und bilden die
Enzyme, die alle chemischen Reaktionen der Zelle ausfihren (Kapitel 3), sie
regulieren die Genexpression (Kapitel 7) und sie ermoglichen es einer Zelle, mit
anderen Zellen zu kommunizieren (Kapitel 15) und sich #u bewegen (Kapitel 16),
Eigenschaften und Funktionen einer Zelle werden fast ausschlieBlich durch die von
ihr erstellten Proteine bestimmi. Im Nachhinein ist es schwer, sich fiir die genetische
Information eine andere Art Anweisungen vorzustellen,

Akribische Beobachtungen an Zellen und Embryonen im spiiten 19. Jahrhunden
fihrten #u der Erkenninis, dass die Erbinformation aul’ Chromosomen, fadenanigen
Strukturen im Zellkern einer eukarvotischen Zelle, weitergegeben wird; diese Chro-
mosomen kann man im Lichtmikroskop sehen, wenn die Zelle anfiingt sich zu teilen,

Molekularbiologic der Zelle, 5, Awflage. B, Alberts, A, Johnson, J, Lewis, M, Rafl, K. Roberts, P, Walter
Copyright © 2011 WILEY-VCH Verag GmbH & Co. KgaA, Weinheim
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2 Kapitel 4: DNA, Chromosomen und Genome

Abb. 4-35 Ein Vergleich der genetischen
Vererbung mit der auf Chromatin basie-
renden epigenetischen Vererbung. Die ge-
netische Vererbung basiert auf der direkten
Vererbung der DNA-Nucleotidsequenz wah-
rend der DNA-Replikation. Anderungen der
DNA-Sequenz werden nicht nur getreu von
einer Korperzelle auf ihre Nachkommen wei-
tergegeben, sondern auch durch Keimzellen
von einer Generation auf die néchste. Das in
Kapitel 8 betrachtete Gebiet der Genetik fuBt
auf der Vererbung dieser Anderungen zwi-
schen den Generationen. Die Art der hier
gezeigten epigenetischen Vererbung basiert
auf anderen Molekdlen, die an die DNA ge-
bunden sind; sie ist deshalb weniger dauer-
haft als eine Anderung der DNA-Sequenz. So
wird die epigenetische Information gewdhn-
lich (aber nicht immer) wahrend der Bildung
von Eizellen und Spermien geléscht.

In diesem Kapitel wird nur der epigenetische
Mechanismus erértert, der auf der Vererbung
von Chromatin basiert. In Kapitel 7, das sich
auf die Kontrolle der Genexpression konzen-
triert, werden andere epigenetische Mecha-
nismen vorgestellt (s. Abb. 7-86).

4.3 Die Regulation der Chromatinstruktur

Nachdem wir beschrieben haben, wie DNA in Nucleosomen verpackt wird, sodass
eine Chromatinfaser entsteht, wenden wir uns nun den Mechanismen zu, die ver-
schiedene Chromatinstrukturen in unterschiedlichen Regionen des Zellgenoms erzeu-
gen. Wir wissen jetzt, dass Mechanismen dieses Typs dazu verwendet werden, viele
Gene in Eukaryoten zu steuern. Besonders wichtig ist, dass bestimmte Chromatin-
strukturarten vererbt werden konnen; das heifit, die Struktur kann direkt von einer
Zelle auf ihre Nachkommen weitergegeben werden. Weil das resultierende Zell-
gedichtnis auf der vererbten Proteinstruktur basiert anstatt auf einer Anderung der
DNA-Sequenz, handelt es sich um eine Form von epigenetischer Vererbung. Die
Vorsilbe epi kommt aus dem Griechischen und bedeutet ,,auf*; dies passt, weil die
Epigenetik eine Form der Vererbung darstellt, die die auf der DNA basierende
genetische Vererbung iiberlagert (Abb. 4-35).

In Kapitel 7 werden wir die vielen unterschiedlichen Weisen, auf welche die
Expression der Gene reguliert wird, einfiihren. Dort erdrtern wir die epigenetische
Vererbung im Detail und stellen verschiedene Mechanismen zu ihrer Verwirklichung
vor. Hier befassen wir uns nur mit dem Mechanismus, der auf der Chromatinstruktur
basiert. Wir beginnen diesen Abschnitt mit einer Einfithrung in die vererbten Chro-
matinstrukturen und beschreiben dann die Basis dafiir — die kovalente Modifikation
der Histone in Nucleosomen. Wir werden sehen, dass diese Modifikationen als Er-
kennungsstellen fiir Proteinmodule dienen konnen, die spezifische Proteinkomplexe
zu den entsprechenden Chromatinregionen bringen; dabei ergeben sich spezifische
Auswirkungen auf die Genexpression oder andere biologische Funktionen werden
ausgelost. Uber solche Mechanismen spielt die Chromatinstruktur eine zentrale Rolle
bei der Entwicklung, beim Wachstum und beim Erhalt eukaryotischer Lebewesen,
einschlieflich uns selbst.

4.3.1 Einige friihe Ritsel, die die Chromatinstruktur betreffen

Noch vor dreiflig Jahren hat man Histone als relativ uninteressante Proteine ange-
sehen. Man wusste, dass Nucleosomen die gesamte DNA in Chromosomen abde-
cken, und man dachte, dass sie existieren, damit die enormen DNA-Mengen in
vielen eukaryotischen Zellen in kompakte Chromosomen verpackt werden kdnnen.
Abgeleitet von dem, was man von Bakterien wusste, glaubten die Wissenschaftler,
dass die Genregulation in Eukaryoten die Nucleosomen einfach umgeht und sie als
unbeteiligte Zuschauer behandelt.
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Aber es gab Griinde, diese Ansicht anzuzweifeln. So hatten beispielsweise
Biochemiker ermittelt, dass das Chromatin der Sdugetiere aus anndhernd der gleichen
Masse an Histonen und an Nicht-Histon-Proteinen besteht. Dies wiirde bedeuten, dass
in unseren Zellen durchschnittlich jeweils 200 DNA-Nucleotidpaare mit iiber 1000
Aminosduren von Nicht-Histon-Proteinen assoziiert sind (das heifit, eine Protein-
masse dquivalent zur Gesamtmasse des Histon-Oktamers plus Histon H1). Wir wissen
heute, dass viele dieser Proteine an Nucleosomen binden, und ihr reichliches Vor-
kommen ldsst vermuten, dass Histone mehr als nur Verpackungsproteine sind.

Ein weiterer Grund, die Ansicht infrage zu stellen, dass Histone fiir die Gen-
regulation belanglos sind, fulte auf der erstaunlich langsamen Geschwindigkeit
evolutiondrer Verdnderungen der Sequenzen der vier Kernhistone. Die zuvor erwdhnte
Tatsache, dass es nur zwei Aminosdurenunterschiede in der Sequenz des Séuger- im
Vergleich zum Erbsen-Histon H4 gibt, besagt, dass eine Anderung bei nahezu jeder der
102 Aminosduren in H4 fiir diese Lebewesen schiddlich sein muss. Welche Art
Vorgang konnte das Leben eines Organismus so empfindlich fiir die exakte Struktur
des Nucleosomenkerns machen, dass sich nur zwei Aminosauren in iiber 500 Millio-
nen Jahren zufilliger Variation und natiirlicher Selektion gedndert haben?

Zu guter Letzt hat eine Kombination von Genetik und Cytologie enthiillt, dass
eine bestimmte Chromatinform die Gene stilllegt, die sie verpackt, ohne Riicksicht
auf die Nucleotidsequenz — und diese Stilllegung geschieht auf eine Weise, die
direkt auf die beiden Tochterzellen vererbt wird, wenn eine Zelle sich teilt. Diesem
Thema werden wir uns als Néchstes zuwenden.

4.3.2 Heterochromatin ist hoch geordnet und ungewéshnlich
widerstandsfihig gegeniiber der Genexpression

Lichtmikroskopische Untersuchungen in den 1930er Jahren unterschieden zwei
Chromatinarten in den Interphasezellkernen vieler hoherer eukaryotischer Zellen:
eine stark verdichtete Form namens Heterochromatin und den Rest, der weniger
kondensiert ist, das Euchromatin. Heterochromatin stellt eine besonders kompakte
Chromatinform dar (s. Abb. 4-9), und wir fangen letztendlich an, wichtige Aspekte
seiner molekularen Eigenschaften zu verstehen. Obwohl es an vielen Stellen entlang
der Chromosomen vorkommt, ist es in bestimmten Regionen stark konzentriert, vor
allem an den Centromeren und Telomeren, die zuvor vorgestellt wurden (s. Abb. 4—
21). In einer typischen Sdugetierzelle sind iiber zehn Prozent des Genoms auf diese
Weise verpackt.

Die DNA im Heterochromatin enthélt sehr wenige Gene, und diejenigen
euchromatischen Gene, die zu Heterochromatin verpackt werden, werden durch
diese Verpackungsart abgeschaltet. Wir wissen jedoch heute, dass der Begriff
Heterochromatin mehrere verschiedene Chromatinstrukturarten umfasst, deren ge-
meinsame Eigenschaft ein besonders hoher Verdichtungsgrad ist. Heterochromatin
sollte man also nicht fiir eine Verkapselung ,.toter" DNA halten, sondern cher als
Gestaltungsmoglichkeit fiir verschiedene kompakte Chromatinarten mit individuel-
len Eigenschaften, die dazu fiihren, dass es sich der Expression der iiberwiegenden
Mehrzahl der Gene stark widersetzt.

Wenn ein Gen, das normalerweise in Euchromatin exprimiert ist, experimentell
in einen Heterochromatinbereich verlagert wird, dann wird es nicht mehr exprimiert;
man sagt, das Gen ist stillgelegt. Diese Unterschiede der Genexpression sind
Beispiele fiir Positionseffekte, bei denen die Aktivitdt eines Gens von seiner Lage
relativ zu einer nahe gelegenen Heterochromatinregion auf dem Chromosom
abhingt. Positionseffekte hat man zuerst in Drosophila entdeckt, inzwischen aber
auch bei vielen Eukaryoten wie der Hefe, Pflanzen und dem Menschen.

Die mit Heterochromatin assoziierten Positionseffekte zeigen eine Eigenschaft,
die Positionseffekt-Variegation genannt wird; sie lieferte im Riickblick entscheidende
Hinweise auf die Chromatinfunktion. Bei Drosophila inaktivieren Chromosomen-
briiche, die eine Heterochromatinregion direkt mit einer Euchromatinregion verbin-
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Abb. 4-36 Die Ursache der Positionseffekt-Va-
riegation in Drosophila. (A) Normalerweise wird
das Heterochromatin (griin) an der Ausbreitung in
benachbarte Euchromatinbereiche (rot) durch spe-
zielle Sperr-DNA-Sequenzen gehindert, die wir in
Kurze erértern. In Fliegen, die bestimmte Chromo-
somenumordnungen vererben, ist diese Sperre
jedoch nicht mehr vorhanden. (B) Wahrend der
frihen Entwicklung solcher Fliegen kann sich
Heterochromatin in benachbarte chromosomale
DNA ausbreiten und setzt sich in verschiedenen
Zellen Uber unterschiedliche Strecken fort. Die
Ausbreitung hért bald auf, aber das errichtete He-
terochromatinmuster wird vererbt, sodass groBe
Klone der Nachkommenzellen gebildet werden, bei
denen die gleichen Nachbargene zu Heterochro-
matin verdichtet und damit inaktiviert sind (daher
die ,vielfaltige“ (engl. variegated) Erscheinung
einiger dieser Fliegen; s. Abb. 4-37). Obwohl der
Begriff ,,Ausbreitung“ dazu verwendet wird, die
Bildung von neuem Heterochromatin in der Nahe
von zuvor vorhandenem Heterochromatin zu be-
schreiben, ist er nicht ganz korrekt. Es gibt Hin-
weise darauf, dass Heterochromatin wéhrend der
Ausbreitung einige Chromatinbereiche ,libersprin-
gen“ und dabei die Gene, die darin liegen, von
hemmenden Auswirkungen verschonen kann.

Heterochromatin bildet sich frih im sich entwickelnden Embryo und breitet sich in den
verschiedenen Zellen in unterschiedlichem AusmaB in das benachbarte Euchromatin aus
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den, die nahe gelegenen euchromatischen Gene. Die Inaktivierungszone dehnt sich in
den verschiedenen frithen Zellen im Fliegenembryo auf eine unterschiedliche Ent-
fernung aus; aber sobald der Heterochromatinzustand auf einem Gen errichtet ist,
wird er von allen Nachkommen der Zelle stabil vererbt (Abb. 4-36). Dieses bemer-
kenswerte Phdnomen erkannte man zuerst durch detaillierte genetische Untersuchun-
gen des fleckenweisen Verlusts an rotem Pigment im Fliegenauge (Abb. 4-37); aber
es hat viele Eigenschaften gemeinsam mit der ausgedehnten Ausbreitung des Hetero-
chromatins, die zur Inaktivierung eines der beiden X-Chromosomen in weiblichen
Sdugetieren fiihrt.

Bei der Suche nach Genprodukten, die die Ausbreitung des Heterochromatins
oder seine stabile Vererbung entweder verstarken oder unterdriicken — das heifit nach
Genen, die, wenn sie mutiert sind, entweder als Enhancer oder Suppressoren der
Positionseffekt-Variegation dienen — hat man ausgiebige genetische Screening-Expe-
rimente bei Drosophila und Pilzen vorgenommen. Auf diese Weise hat man tiber
50 Gene identifiziert, die eine entscheidende Rolle bei diesen Vorgédngen spielen. In
den letzten Jahren hat die detaillierte Charakterisierung der von diesen Genen
codierten Proteine ergeben, dass es sich bei vielen um chromosomale Nicht-Histon-
Proteine handelt, die einem bemerkenswerten Mechanismus fiir die eukaryotische
Genkontrolle zugrunde liegen — einem Mechanismus, der die exakte Aminosiurese-
quenz der Kernhistone erfordert. Dieser Genkontrollmechanismus trigt dazu bei, die
bemerkenswert langsame Verdnderung der Histone im Laufe der Zeit zu erklaren.

Abb. 4-37 Der Nachweis von Positionseffekten auf die Genexpression. Das
White-Gen steuert in der Taufliege Drosophila die Bildung des Augenpigments; es ist
nach der Mutation benannt, durch die es erstmals identifiziert wurde. Wildtypfliegen
mit einem normalen White-Gen (White*) haben eine normale Pigmentbildung, wo-
durch sie rote Augen besitzen. Wenn aber das White-Gen mutiert und inaktiviert ist,
dann bilden die Fliegenmutanten (White~) kein Pigment und haben weie Augen. Bei
Fliegen, bei denen das normale White*-Gen in die N&he einer Heterochromatin-
region verlagert worden ist, sind die Augen marmoriert, mit roten und weiBen

Flecken. Die weiBen Flecken stellen Zelllinien dar, in denen das White*-Gen durch
Heterochromatineffekte stillgelegt wurde. Im Gegensatz dazu stellen rote Flecken
Zelllinien dar, in denen das White*-Gen exprimiert ist. Frih in der Entwicklung, wenn
das Heterochromatin erstmals gebildet wird, breitet es sich in verschiedenen
embryonalen Zellen in unterschiedlichem AusmaB in das benachbarte Euchromatin
aus (s. Abb. 4-36). Das Vorkommen von groBen Flecken roter und weiBer Zellen
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\‘x //,_.
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inversion
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in der Nahe
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verrat, dass der Zustand der Transkriptionsaktivitdt — wie durch die Verpackung
dieses Gens in das Chromatin in den Vorfahrenzellen festgelegt — von allen Toch-
terzellen weitervererbt wird.
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4.3.3 Die Kernhistone werden an vielen verschiedenen Stellen
kovalent modifiziert

Die Aminoséure-Seitenketten der vier Histone im Nucleosomenkern sind Gegenstand
einer bemerkenswerten Vielfalt kovalenter Modifikationen, dazu gehoren die Acety-
lierung der Lysine, die Mono-, Di- und Trimethylierung der Lysine und die Phos-
phorylierung der Serine (Abb. 4-38). Eine grofle Zahl dieser Seitenkettenmodifika-
tionen tritt auf den acht relativ unstrukturierten N-terminalen ,,Histonschwénzen® auf,
die aus dem Nucleosom ragen (Abb. 4-39). Es gibt jedoch auch spezifische Seiten-
kettenmodifikationen auf dem globuldren Kern des Nucleosoms (Abb. 4-40).

Alle oben genannten Modifikationsarten sind reversibel. Die Modifikation einer
bestimmten Aminosdure-Seitenkette in einem Nucleosom wird durch ein spezi-
fisches Enzym erzeugt, wobei die meisten dieser Enzyme nur auf eine oder einige
wenige Stellen einwirken. Fiir die Beseitigung jeder Seitenkettenmodifikation ist ein
anderes Enzym verantwortlich. So werden zum Beispiel Acetylgruppen an spezi-
fische Lysine durch eine Reihe verschiedener Histon-Acetyltransferasen (HATS)
angefligt und durch eine Reihe von Histon-Deacetylase-Komplexen (HDACs)
entfernt. Entsprechend werden Methylgruppen durch eine Reihe verschiedener
Histon-Methyltransferasen an Lysin-Seitenketten geheftet und durch einen Reihe
von Histon-Demethylasen entfernt. Jedes Enzym wird an spezifischen Stellen auf
dem Chromatin zu bestimmten Zeiten in der Lebensgeschichte jeder Zelle rekrutiert.
Zum groften Teil hingt die anfingliche Rekrutierung dieser Enzyme von Gen-
regulatorproteinen ab, die entlang der Chromosomen an spezifische DNA-Sequen-
zen binden, und diese werden zu verschiedenen Zeiten im Leben eines Organismus
gebildet, wie in Kapitel 7 beschrieben. Aber zumindest in einigen Féllen konnen die
kovalenten Modifikationen bestehen bleiben, lange nachdem die Genregulatorpro-
teine, die sie zunéchst hervorgerufen haben, verschwunden sind; dadurch bilden sie
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Abb. 4-39 Die kovalente Modifikation von Kernhistonschwénzen. (A) Die Struktur des Nucleosoms mit Hervorhebung der Lage der ersten 30 Ami-
nosauren jedes seiner acht N-terminalen Histonschwanze (grin). (B) Gezeigt sind gut dokumentierte Modifikationen der vier Histonkern-Proteine. Obwohl
hier nur ein einziges Symbol fur die Methylierung verwendet wird (M), kann jedes Lysin (K) oder Arginin (R) auf mehrere verschiedene Weisen methyliert
werden. Man beachte auch, dass manche Positionen (z. B. Lysin 9 von H3) entweder durch Methylierung oder durch Acetylierung modifiziert werden
kénnen, aber nicht durch beides. Die meisten gezeigten Modifikationen fligen an die Histonschwénze ein relativ kleines Molekl an; die Ausnahme bildet
Ubiquitin, ein Protein aus 76 Aminosauren, das auch fir andere Zellvorgénge verwendet wird (s. Abb. 6-92). (Nach H. Santos-Rosa und C. Caldas,

Eur. J. Cancer 41: 2381-2402, 2005. Mit Erlaubnis von Elsevier.)
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Abb. 4-40 Eine Karte der Histonmodifikationen auf der Oberflache des Nucleosomenkerns. Man beachte, dass die Histonschwénze hier
weggelassen sind (vergleiche mit Abb. 4-39). Die Funktionen der meisten dieser Kernmodifikationen sind noch nicht bekannt. (Nach M. S. Cosgrove,
J. D. Boeke und C. Wolberger, Nat. Struct. Mol. Biol. 11:1037-1043, 2004. Mit Erlaubnis von Macmillan Publishers Ltd.)
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ein Gedéchtnis der Entwicklungsgeschichte der Zelle. Deshalb findet man sehr
unterschiedliche Muster kovalenter Modifikationen auf verschiedenen Gruppen der
Nucleosomen, entsprechend ihrer exakten Position auf einem Chromosom und dem
Zustand der Zelle.

Die Modifikationen der Histone werden sorgfiltig kontrolliert und sie haben
bedeutende Folgen. Die Acetylierung der Lysine auf den N-terminalen Schwinzen
lockert die Chromatinstruktur — zum Teil deshalb, weil das Anfiigen einer Acetyl-
gruppe an Lysin dessen positive Ladung beseitigt; dadurch verringert sich die
Affinitdt der Schwinze zu den benachbarten Nucleosomen (s. Abb. 4-33). Die
umfassendste Wirkung der Histonmodifikationen ist jedoch ihre Fihigkeit, spezi-
fische Proteine an einen Chromatinabschnitt zu ziehen, der in geeigneter Weise
modifiziert wurde. Diese neuen Proteine legen fest, wie und wann Gene exprimiert
werden, und bestimmen weitere biologische Funktionen. Auf diese Weise bestimmt
die exakte Struktur einer Chromatindomine die Expression der in ihr verpackten
Gene und damit die Struktur und Funktion der eukaryotischen Zelle.

4.3.4 Chromatin erhilt eine zusitzliche Vielfalt durch ortspezifisches
Einfiigen einer kleinen Reihe von Histonvarianten

Trotz der strengen Konservierung der Aminoséduresequenzen der vier Kernhistone {iber
Hunderte von Millionen von Jahren enthalten Eukaryoten einige wenige Histonvari-
anten, die in die Nucleosomen eingebaut sind. Diese Histone sind in weit kleineren
Mengen vorhanden als die Haupt-Histone, und sie sind wihrend der langen Evolu-
tionszeiten nicht so gut konserviert worden. Mit Ausnahme von Histon H4 existieren
fiir alle Kernhistone Varianten; einige Beispiele sind in Abb. 4-41 dargestellt.

Die Haupt-Histone werden vorwiegend wéhrend der S-Phase des Zellzyklus
synthetisiert (s. Abb. 17-4) und direkt hinter der Replikationsgabel (s. Abb. 5-38)
auf den DNA-Tochterhelices zu Nucleosomen zusammengebaut. Im Gegensatz dazu
werden die meisten Histonvarianten wéhrend der gesamten Interphase synthetisiert.
Oft werden sie in bereits gebildetes Chromatin eingefiligt, was einen von ATP-
abhingigen Chromatin-Umformungskomplexen katalysierten Histon-Austauschvor-
gang erforderlich macht, wie zuvor besprochen wurde. Diese Umformungskomplexe
enthalten Untereinheiten, die sie dazu veranlassen, sowohl an spezifische Stellen auf
dem Chromatin als auch an Histon-Chaperone, die eine bestimmte Variante tragen, zu
binden. Die Folge ist, dass jede Histonvariante auf hoch selektive Weise in das
Chromatin eingefligt wird (s. Abb. 4-30).
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Abb. 4-41 Die Struktur einiger Histon-
varianten im Vergleich mit dem Haupt-His-
ton, das sie ersetzen. Diese Histone werden
an bestimmten Stellen auf dem Chromosom in
die Nucleosomen eingefligt; dies geschieht
durch ATP-abhangige Chromatin-Umfor-
mungsenzyme, die zusammen mit Histon-
Chaperonen arbeiten (s. Abb. 4-30). Die
CENP-A-Variante von Histon H3 wird spater in
diesem Kapitel besprochen (s. Abb. 4-48 bis
4-51); andere Varianten werden in Kapitel 7
behandelt. Die Sequenzen, die in jeder Vari-
ante unterschiedlich geférbt sind, unter-
scheiden sich von der entsprechenden Se-
quenz des Haupt-Histons. (Nach K. Sarma
und D. Reinberg, Nat. Rev. Mol. Cell Biol.
6:139-149, 2005. Mit Erlaubnis von Macmillan
Publishers Ltd.)



8

HyC

Kapitel 4: DNA, Chromosomen und Genome

4.3.5 Die kovalenten Modifikationen und die Histonvarianten arbeiten
zusammen, um einen ,Histon-Code“ zu erzeugen, der bei der
Festlegung der biologischen Funktion hilft

Die Zahl der moglichen individuellen Markierungen auf einem einzelnen Nucleo-
som ist enorm. Sogar mit der Erkenntnis, dass manche der kovalenten Modifikatio-
nen sich gegenseitig ausschlieBen (z. B. ist es flir Lysin nicht mdglich, gleichzeitig
sowohl acetyliert als auch methyliert zu sein) und dass andere Modifikationen
zusammen als Set gebildet werden, ist klar, dass Tausende Kombinationen vor-
kommen konnen. Zusétzlich entsteht eine weitere Vielfalt durch Nucleosomen, die
Histonvarianten enthalten.

Viele der Kombinationen scheinen eine bestimmte Bedeutung fiir die Zelle zu
haben, weil sie festlegen, wie und wann auf die in Nucleosomen verpackte DNA
zugegriffen wird; dies fiihrte zur Histon-Code-Hypothese. Eine Art Markierung
signalisiert beispielsweise, dass ein Chromatinstiick neu repliziert wurde, eine andere
signalisiert, dass die DNA in jenem Chromatin beschiddigt wurde und repariert
werden muss, wihrend viele andere Markierungen signalisieren, wann und wie die
Genexpression stattfinden sollte. Kleine Proteinmodule binden an spezifische Mar-
kierungen und erkennen z. B. ein trimethyliertes Lysin 4 auf Histon H3 (Abb. 4-42).
Man glaubt, dass diese Module zusammen mit anderen Modulen als Teil eines Code-
Leser-Komplexes arbeiten, sodass es bestimmten Markierungskombinationen auf dem
Chromatin moglich ist, weitere Proteinkomplexe anzuziehen; diese {iben dann zur
richtigen Zeit die entsprechende biologische Funktion aus (Abb. 4-43).

Die auf kovalente Anheftung von Histonen zuriickzufiihrenden Nucleosomen-
markierungen sind dynamisch, sie werden mit einer von der Position auf dem
Chromosom abhingigen Geschwindigkeit stindig entfernt und hinzugefiigt. Da die
Histonschwinze aus den Nuclesomen ragen und wahrscheinlich auch dann zugéng-
lich sind, wenn das Chromatin verdichtet ist, scheinen sie ein besonders geeignetes
Format fiir die Schaffung von Markierungen zu sein — in einer Form, die leicht
verdndert werden kann, wenn sich der Bedarf der Zelle dndert. Obwohl noch viel iiber
die Bedeutung der vielen verschiedenen Histon-Code-Kombinationen in Erfahrung
gebracht werden muss, sind in Abb. 444 einige wenige gut untersuchte Beispiele der
Informationen aufgefiihrt, die im Histon-H3-Schwanz chiffriert sein konnen.

N-Terminus
Gin 5 il Ala

(&) —

Abb. 4-42 Wie jede Markierung auf einem Nucleosom gelesen wird. Gezeigt ist die Struktur eines Proteinmoduls, das spezifisch Histon H3 erkennt,
das an Lysin 4 trimethyliert ist. (A) Kalottenmodell einer ING-PHD-Domane, die an einen Histonschwanz (griin, wobei die trimethylierten Gruppen

gelb hervorgehoben sind) gebunden ist. (B) Das Béandermodell zeigt, wie die N-terminalen sechs Aminos&uren im H3-Schwanz erkannt werden. Die
gestrichelten Linien stellen Wasserstoffbindungen dar. Dies ist eine von vielen PHD-Domanen, die methylierte Lysine auf Histonen erkennen; die
verschiedenen Domanen binden fest an Lysine in den verschiedenen Positionen, und sie kdnnen zwischen einem mono-, di- und trimethylierten Lysin
unterscheiden. Auf ahnliche Weise erkennen andere kleine Proteinmodule spezifische Histon-Seitenketten, die mit Acetylgruppen, Phosphatgruppen
usw. markiert sind. (Nach P. V. Pena et al., Nature 442:100-103, 2006. Mit Erlaubnis von Macmillan Publishers Ltd.)
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4.3.6 Ein Komplex aus Code-Leser- und Code-Schreiber-Proteinen
kann spezifische Chromatinmodifikationen iiber lange Strecken
entlang eines Chromosoms ausbreiten

Das schon beschriebene Phianomen der Positionseffekt-Variegation erfordert zumin-
dest, dass einige modifizierte Chromatinformen die Fihigkeit besitzen, sich iiber
betrachtliche Strecken auf dem chromosomalen DNA-Molekiil auszudehnen (s.
Abb. 4-36). Wie ist dies moglich?

Die Enzyme, die die Histone in den Nucleosomen modifizieren (oder Modifika-
tionen an ihnen beseitigen), sind Teil eines aus vielen Untereinheiten bestehenden
Komplexes. Sie konnen anfangs durch eines der in Kapitel 6 und 7 behandelten
sequenzspezifischen DNA-Bindungsproteine (Genregulatorproteine) in eine be-
stimmte Chromatinregion gebracht werden (fiir ein spezielles Beispiel siche Abb. 7—
87). Aber nachdem ein Modifizierungsenzym seine Markierung auf ein oder ein paar
benachbarte Nucleosomen ,,geschrieben” hat, kénnen Ereignisse folgen, die einer
Kettenreaktion dhneln. In diesem Fall arbeitet das ,,Code-Schreiber“-Protein zusam-
men mit einem Code-Leser-Protein, das im gleichen Proteinkomplex lokalisiert ist.
Dieses zweite Protein enthélt ein Code-Leser-Modul, das die Markierung erkennt und
fest an das neu modifizierte Nucleosom bindet (s. Abb. 4-42); dabei wird das
angeheftete Schreiber-Enzym in der Néhe eines benachbarten Nucleosoms positio-
niert. Mithilfe vieler solcher Lese-Schreib-Zyklen kann das Leserprotein das Schrei-

Abb. 4-43 Das Schema zeigt, wie der Histon-
Code vom Code-Leser-Komplex gelesen wer-
den kdnnte. Hier ist ein groBer Proteinkomplex
(griin) schematisch dargestellt, der eine Reihe von
Proteinmodulen enthélt; jedes Modul erkennt eine
spezifische Histonmarkierung. Der ,,Code-Leser-
Komplex“ bindet nur eine solche Chromatinregion
fest, die mehrere der verschiedenen Histonmar-
kierungen enthélt, die er erkennt. Deshalb ver-
anlasst nur eine bestimmte Kombination von Mar-
kierungen den Komplex dazu, an Chromatin zu
binden und weitere Proteinkomplexe (violett) an-
zuziehen, die eine biologische Funktion katalysie-
ren.
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Abb. 4-44 Einige spezielle Bedeutungen des
Histon-Codes. (A) Hier sind wiederholt die in
Abb. 4-39 gezeigten Modifikationen auf dem N-
terminalen Schwanz von Histon H3 gezeigt. (B) Der
H3-Schwanz kann durch verschiedene Kombina-
tionen der Modifikationen markiert sein; dort wo
sie vorkommen, verleihen sie dem Chromatinstiick
eine spezifische Bedeutung. Man kennt nur einige
wenige der Bedeutungen, dazu gehdren die vier
gezeigten Beispiele. Um sich auf ein Beispiel zu
konzentrieren: Die Trimethylierung von Lysin 9
zieht das heterochromatinspezifische Protein HP1
an, das eine sich ausbreitende Welle weiterer
Lysin-9-Trimethylierungen einleitet, gefolgt von
weiterer HP1-Bindung, gemé&B dem allgemeinen
Schema, das in Kirze erklart wird (s. Abb. 4-46).
Nicht dargestellt ist die Tatsache, wie eben ange-
deutet (s. Abb. 4-43), dass das Lesen des Histon-
Codes im Allgemeinen die Erkennung der Markie-
rungsverbindungen an anderen Stellen auf dem
Nucleosom zusammen mit der gezeigten Erken-
nung des H3-Schwanzes beinhaltet. AuBerdem
sind wie in Abb. 4-42 bestimmte Methylierungs-
stufen (Mono-, Di- oder Trimethylgruppen) erfor-
derlich.

Abb. 4-45 Wie die Rekrutierung eines Code-
Leser-Schreiber-Komplexes Chromatinver-
anderungen entlang eines Chromosoms aus-
breiten kann. Der Code-Leser ist ein Enzym, das
eine spezifische Modifikation auf einem oder meh-
reren der vier Nucleosomenhistone erzeugt. Nach-
dem der Schreiber an bestimmten Stellen auf dem
Chromosom durch ein Genregulatorprotein rekru-
tiert wurde, arbeitet er mit einem Code-Leser-Pro-
tein zusammen, um mithilfe des gezeigten Leser-
Schreiber-Komplexes seine Markierung von Nu-
cleosom zu Nucleosom auszudehnen. Damit die-
ser Mechanismus funktioniert, muss der Leser die
gleiche Histon-Modifikationsmarkierung lesen, die
der Schreiber bildet (s. auch Abb. 4-43).
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berenzym entlang der DNA befordern — dabei wird die Markierung durch eine Art
Entlanghangeln auf dem Chromosom verbreitet (Abb. 4-45).

In Wirklichkeit ist der Vorgang komplizierter als das eben beschriebene
Schema. Sowohl die Schreiber als auch die Leser sind Teil eines Proteinkomplexes,
der wahrscheinlich viele Leser und Schreiber enthdlt und viele Markierungen auf
dem Nucleosom erfordert, um sich auszudehnen. Zudem enthalten viele dieser
Leser-Schreiber-Komplexe ein ATP-abhéngiges Chromatin-Umformungsprotein,
und Leser-, Schreiber- und Umformungsproteine arbeiten zusammen, um entweder
lange Chromatinstiicke zu verdichten oder zu dekondensieren, wenn der Schreiber
immer weiter an der in Nucleosomen verpackten DNA entlangwandert (Abb. 4-46).

Eine Vorstellung von der Komplexitit der eben beschriebenen Vorgénge kann
man aus den Ergebnissen genetischer Screening-Experimente auf Mutanten-Gene
ableiten, die entweder die Ausbreitung und Stabilitdt des Heterochromatins in Tests
fiir die Positionseffekt-Variegation in Drosophila (s. Abb. 4-37) verstarken oder
unterdriicken. Wie zuvor betont, kennt man iiber 50 solcher Gene, und die meisten
der davon codierten Proteine arbeiten wahrscheinlich in einem oder mehreren Leser-
Schreiber-Umformungsproteinkomplexen.

10 nm

Abb. 4-46 Wie ein Komplex, der Leser-Schrei-
ber- und ATP-abhéngige Chromatin-Umfor-
mungsproteine enthalt, Chromatinanderungen
entlang eines Chromosoms ausbreiten

kann. (A) Eine sich ausbreitende Welle der Chro-
matinkondensation. Dieser Mechanismus ist mit
demjenigen in Abb. 4-45 identisch, mit der Ein-
schrankung, dass der Leser-Schreiber-Komplex
mit einem ATP-abhangigen Chromatin-Umfor-
mungskomplex zusammenarbeitet (s. Abb. 4-29),
um Nucleosomen erneut zu positionieren und sie in
hoch verdichtete Anordnungen zu packen. Es han-
delt sich um eine stark vereinfachte Ansicht des
Mechanismus, von dem man weiB3, dass er eine
Hauptform des Heterochromatins tber lange Stre-
cken entlang von Chromosomen ausbreiten kann
(s. Abb. 4-36). Das heterochromatinspezifische
Protein HP1 spielt bei diesem Vorgang eine wich-
tige Rolle. HP1 bindet an Trimethyl-Lysin 9 auf
Histon H3, und es bleibt als einer der Leser in
einem Leser-Schreiber-Umformungskomplex mit
dem kondensierten Chromatin verbunden; diesen
Komplex hat man nicht vollsténdig verstanden und
er ist komplizierter als hier gezeigt. (B) Die tatsach-
liche Struktur eines Chromatin-Leser-Umfor-
mungskomplexes, die zeigt, wie man sich seine
Wechselwirkung mit einem Nucleosom vorstellt.
Grau modelliert ist der RSC-Komplex der Hefe, der
15 Untereinheiten enthélt — ein ATP-abhangiges
Chromatin-Umformungsprotein und zumindest vier
Untereinheiten mit Code-Leser-Domanen einge-
schlossen. (B, aus A. E. Leschziner et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 104:4913-4918, 2007. Mit
Erlaubnis der National Academy of Sciences.)
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4.3.7 DNA-Sperrsequenzen blockieren die Ausbreitung von
Leser-Schreiber-Komplexen und trennen dadurch
benachbarte Chromatindominen

Der obige Mechanismus fiir die Ausbreitung der Chromatinstrukturen wirft ein
mogliches Problem auf. Da jedes Chromosom aus einem fortlaufenden, sehr diinnen
DNA-Molekiil besteht, was verhindert die Kakofonie des verwirrenden Zwie-
gespriachs zwischen benachbarten Chromatindoménen verschiedener Struktur und
Funktion? Frithe Untersuchungen der Positionseffekt-Variegation haben eine Ant-
wort vorgeschlagen: das Vorkommen spezifischer DNA-Sequenzen, die Chromatin-
doménen voneinander trennen (s. Abb. 4-37). Man hat nun durch den Einsatz der
Gentechnik mehrere solcher Sperrsequenzen identifiziert und charakterisiert, die es
ermdglichen, dass bestimmte Regionen der DNA-Sequenz von Chromosomen ent-
fernt oder an sie geheftet werden kdnnen.

In Erythrocyten trennt beispielsweise eine Sequenz namens HS4 normalerweise
die aktive Chromatindoméne, die den B-Globin-Locus enthélt, von einer benach-
barten stillgelegten kondensierten Chromatinregion (s. Abb. 7-61). Wenn diese
Sequenz verloren gegangen ist, dann dringt in den B-Globin-Locus kondensiertes
Chromatin ein. Dieses Chromatin legt die Gene still, die es bedeckt, und breitet sich
in unterschiedlichem MalBe in verschiedenen Zellen aus. Dabei verursacht es ein
Muster der Positionseffekt-Variegation, das dem in Drosophila beobachteten dhnelt.
Wie in Kapitel 7 beschrieben, hat dieses Eindringen schwerwiegende Folgen: Die
Globin-Gene werden kaum exprimiert, und Personen, bei denen eine solche Dele-
tion vorliegt, leiden an einer schweren Form von Anémie.

Die HS4-Sequenz wird oft an beide Enden eines Gens angefiigt, das experi-
mentell in ein Sdugergenom eingebracht wird, damit dieses Gen vor der Stilllegung
durch sich ausbreitendes Heterochromatin geschiitzt ist. Die Untersuchung dieser
Sperrsequenz zeigt, dass sie eine Gruppe von Bindungsstellen fiir Histon-Acetyla-
sen enthélt. Da sich die Acetylierung einer Lysin-Seitenkette nicht mit der Methy-
lierung der gleichen Seitenkette vertrdgt, sind die Histon-Acetylasen und Histon-
Deacetylasen plausible Kandidaten fiir die Bildung der Sperren auf der DNA, die
die Ausbreitung verschiedener Chromatinformen blockieren (Abb. 4-47). Man
kennt aber mehrere andere Arten von Chromatinmodifikationen, die ebenso Gene
vor der Stilllegung bewahren koénnen.

4.3.8 Das Chromatin in Centromeren verrit, wie Histonvarianten
spezielle Strukturen erzeugen kénnen

Man glaubt, dass die Anwesenheit von Nucleosomen mit Histonvarianten Markierun-
gen im Chromatin erzeugt, die ungewdhnlich langlebig sind. Man betrachte beispiels-
weise die Bildung und Vererbung des Chromatins, das sich auf den Centromeren
bildet, der DNA-Region jedes Chromosoms, die bei jeder Zellteilung fiir die ord-
nungsgemdfle Trennung und Aufteilung der Chromosomen auf die Tochterzellen
erforderlich ist (s. Abb. 4-21). Bei vielen komplexen Lebewesen einschlielich des
Menschen ist jedes Centromer in ein Stiick spezielles centrisches Heterochromatin
eingebettet, das wihrend der Interphase bestehen bleibt — obgleich die centromer-
vermittelte DNA-Bewegung nur wihrend der Mitose vorkommt. Dieses Chromatin
enthélt eine als CENP-A bezeichnete centromerspezifische Histon-H3-Variante (s.
Abb. 4-41) sowie zusitzliche Proteine, die die Nucleosomen in besonders dichte
Anordnungen packen und die Kinetochore bilden, jene Spezialstrukturen, die fiir die
Anheftung der Mitosespindel erforderlich sind.

Eine spezifische DNA-Sequenz aus etwa 125 Nucleotidpaaren reicht in der Hefe
S. cerevisiae aus, um als Centromer zu dienen. Obwohl sie so klein ist, versammeln
sich tiber ein Dutzend verschiedene Proteine auf dieser DNA-Sequenz; zu den
Proteinen gehort die CENP-A-Histon-H3-Variante, die zusammen mit den drei
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anderen Kernhistonen ein centromerspezifisches Nucleosom bildet. Die zusétzlichen
Proteine am Hefecentromer heften dieses Nucleosom an einen einzigen Mikrotubulus
aus der Mitosespindel der Hefe (Abb. 4-48).

In komplexeren Organismen sind die Centromere betrachtlich groBer als diejeni-
gen in der Sprosshefe. Die Centromere der Fliege und des Menschen z. B. erstrecken
sich iiber Hundertausende von Nucleotidpaaren und scheinen keine centromerspezi-
fische DNA-Sequenz zu enthalten. Diese Centromere bestehen groftenteils aus
kurzen, wiederholten DNA-Sequenzen, die beim Menschen als Alpha-Satelliten-
DNA bezeichnet werden. Aber die gleichen Wiederholungssequenzen finden sich
auch an anderen (Nicht-Centromer-)Positionen auf Chromosomen, was zeigt, dass sie
nicht ausreichen, um die Centromerbildung zu lenken. Viel iiberzeugender ist, dass
man in manchen ungewohnlichen Fillen beobachtet hat, wie sich neue menschliche
Centromere (Neocentromere genannt) spontan auf Chromosomenbruchstiicken bil-
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Abb. 4-47 Einige Wirkmechanismen der
Sperre. Diese Modelle sind von verschiedenen
Analysen der Sperrenwirkung abgeleitet, und eine
Kombination mehrerer dieser Modelle wirkt unter
Umstéanden an der jeweiligen Stelle. (A) Die An-
kettung einer Chromatinregion an eine groBe
festgelegte Stelle, wie den hier gezeigten Kern-
porenkomplex, kann eine Sperre bilden, die die
Ausbreitung des Heterochromatins stoppt. (B) Die
feste Bindung eines Sperrenproteins an eine Nu-
cleosomengruppe kann mit der Heterochromatin-
ausbreitung rivalisieren. (C) Durch Rekrutierung
einer Gruppe hoch aktiver histonmodifizierender
Enzyme konnen die Sperren Histonmarkierungen
|6schen, die fiir die Heterochromatinausbreitung
erforderlich sind. Beispielsweise konkurriert eine
mdgliche Acetylierung von Lysin 9 auf Histon H3
mit der Lysin-9-Methylierung und verhindert dabei
die HP1-Proteinbindung, die erforderlich ist, um
einige Heterochromatinformen zu bilden (s.

Abb. 4-46). (Nach A. G. West und P. Fraser, Hum.
Mol. Genet. 14:R101-R111, 2005. Mit Erlaubnis
der Oxford University Press.)

Abb. 4-48 Ein Modell fiir die Struktur
eines einfachen Centromers. Bei der
Hefe Saccharomyces cerevisiae baut eine
spezielle Centromer-DNA-Sequenz ein
einzelnes Nucleosom auf, in dem zwei Ko-
pien einer Histon-H3-Variante (bei den
meisten Organismen CENP-A genannt)
das normale H3 ersetzen. Peptidsequen-
zen, die fUr diese Histonvariante einmalig
sind (s. Abb. 4-41), helfen dann mit, wei-
tere Proteine anzusammeln und zusam-
menzufligen, von denen manche ein Kine-
tochor bilden. Ungewdhnlich an diesem
Kinetochor ist, dass es nur einen einzelnen
Mikrotubulus ergreift; der Mensch besitzt
weit gréBere Centromere und bildet Kine-
tochore, die 20 oder mehr Mikrotubuli er-
greifen kdnnen (s. Abb. 4-50). Das Kine-
tochor wird in Kapitel 17 ausfihrlich be-
handelt. (Nach A. Joglekar et al., Nat. Cell.
Biol. 8:381-383, 2006. Mit Erlaubnis von
Macmillan Publishers Ltd.)
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den. Manche dieser neuen Positionen waren urspriinglich euchromatisch und allesamt
waren frei von Alpha-Satelliten-DNA (Abb. 4-49).

Es scheint deshalb, dass Centromere in komplexen Organismen durch einen
Zusammenschluss von Proteinen definiert werden anstatt durch eine spezifische
DNA-Sequenz. Wenn man fiir die Untersuchung ausgestreckter Chromosomen-
fasern des Centromers Antikorper verwendet, die spezifisch modifizierte Nucleo-
somen anfirben, beobachtet man aufféllige alternierende Anordnungen von zwei
modifizierten Chromatinformen (Abb. 4-50). Es scheint, dass diese Anordnung
dem centrischen Heterochromatin erlaubt, sich so zu falten, dass es die CENP-A-
haltigen Nucleosomen auf der AuBenseite der Mitosechromosomen positionieren
kann; dort binden diese die Reihe von Proteinen, die die Kinetochorplatte bilden.
Diese Platten ergreifen wiederum eine Gruppe von Mikrotubuli aus der Mitosespin-
del, um die Chromosomen exakt zu teilen, wie in Kapitel 17 beschrieben.

4.3.9 Chromatinstrukturen kénnen direkt vererbt werden

Um die obigen Beobachtungen zu erkldren, hat man vorgeschlagen, dass die De-
novo-Centromer-Bildung einen anfinglichen ,,Initiationsvorgang® bendétigt, der die
Bildung einer spezialisierten DNA-Proteinstruktur beinhaltet; diese enthélt Nucleo-
somen, die mit der CENP-A-Variante von Histon H3 gebildet sind. Beim Menschen
spielt sich dieser Initiationsvorgang leichter auf Anordnungen der Alpha-Satelliten-
DNA ab als auf anderen DNA-Sequenzen. Die H3-H4-Tetramere aus jedem Nu-
cleosom auf der Eltern-DNA-Helix werden direkt von den Tochter-DNA-Helices an
der Replikationsgabel geerbt (s. Abb. 5-38). Sobald einmal eine Reihe von CENP-
A-haltigen Nucleosomen auf einem DNA-Strang zusammengebaut wurde, kann
man somit leicht verstehen, wie nach jeder Zellteilungsrunde ein neues Centromer
an der gleichen Stelle auf beiden Tochterchromosomen erzeugt werden kdnnte
(Abb. 4-51).

Die Formbarkeit der Centromere kann einen wichtigen Evolutionsvorteil ver-
schaffen. Wir haben gesehen, dass sich Chromosomen zum Teil durch Briiche und
Wiederverkniipfen entwickeln (s. Abb. 4-18). Viele dieser Vorginge erzeugen
Chromosomen mit zwei Centromeren oder Chromosomenbruchstiicke, die iiber-

Wiederholung hherer Ordnung

[ [ [ -
Alpha-Satelliten-DNA-Monomer
(171 Nucleotidpaare)
.'I.
/
flankierendes inaktives Centromer ,-'"l
aktives Centromer Heterochromatin mit funktionsloser .
Alpha-Satelliten-DNA neuwes Centromer, ohne
1A) (B) Alpha-5atelliten-DNA gebildet

Abb. 4-49 Beweis der Formbarkeit der menschlichen Centromerbildung. (A) Eine Reihe A-T-reicher Alpha-Satelliten-DNA-Sequenzen liegt an jedem
menschlichen Centromer (rot) viele Tausend Mal wiederholt vor und ist von pericentrischem Heterochromatin (braun) umgeben. Aufgrund eines alten
Chromosomenbruches und einer Wiederverbindung enthalten manche menschlichen Chromosomen zwei Blocke Alpha-Satelliten-DNA, von denen jeder
vermutlich in seinem urspriinglichen Chromosom als Centromer fungiert hat. Gewéhnlich werden diese dicentrischen Chromosomen nicht stabil
weitergegeben, weil sie sich nicht korrekt an die Spindel heften und wahrend der Mitose auseinanderbrechen. In den liberlebenden Chromosomen ist
eines der Centromere jedoch irgendwie inaktiviert, obowohl es alle nétigen DNA-Sequenzen enthélt. Dadurch kann das Chromosom stabil weitergegeben
werden. (B) Bei einem kleinen Teil (1/2000) menschlicher Geburten beobachtet man zuséatzliche Chromosomen in den Zellen der Kinder. Einigen dieser
zusétzlichen Chromosomen, die sich durch Briiche gebildet haben, fehlt Uiberhaupt Alpha-Satelliten-DNA; dennoch sind neue Centromere (Neocen-
tromere) aus urspriinglich euchromatischer DNA entstanden.
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haupt kein Centromer haben. Obwohl selten vorkommend, kdnnen sowohl die
Inaktivierung der Centromere als auch ihre Féhigkeit, de novo aktiviert zu werden,
gelegentlich dazu fithren, dass neu gebildete Chromosomen stabil bleiben; dadurch
wird der Prozess der Chromosomenevolution erleichtert.

Es gibt einige auffillige Ahnlichkeiten zwischen der Bildung und der Erhaltung
der Centromere und der Bildung und der Erhaltung anderer Heterochromatinregio-
nen. Insbesondere bilden sich ganze Centromere als eine Alles-oder-Nichts-Einheit,
was eine hoch kooperative Ergdnzung von Proteinen nach dem Initiationsereignis
nahelegt. Zudem wird die Struktur, sobald sie sich einmal gebildet hat, direkt auf der
DNA vererbt, als Teil jeder Chromosomenreplikationsrunde.

4.3.10 Chromatinstrukturen verleihen der Funktion eukaryotischer
Chromosomen einzigartige Eigenschaften

Obwohl es noch eine Menge iiber die Funktionen der verschiedenen Chromatin-
strukturen zu erfahren gibt, war die Verpackung der DNA in Nucleosomen vermutlich
entscheidend fiir die Evolution von Eukaryoten wie uns. Komplexe vielzellige
Lebewesen scheinen nur moglich zu sein, wenn sich die Zellen in verschiedene
Zelllinien spezialisieren konnen, indem sie die Zugénglichkeit und Ansprechbarkeit
vieler Hundert Gene fiir die genetische Ablesung &ndern. Wie in Kapitel 22 erdrtert,
hat jede Zelle eine gespeicherte Erinnerung an ihre vergangene Entwicklungs-
geschichte in den Regelkreisen, die ihre vielen Gene steuern.

Obwohl auch Bakterien Mechanismen des Zellgedédchtnisses bendtigen, ist die
Komplexitit der von hoheren Eukaryoten benétigten Gedéichtniskreise ohneglei-
chen. Die Verpackung ausgewihlter Bereiche des eukaryotischen Genoms in ver-
schiedene Chromatinformen macht eine Art des Zellgedachtnismechanismus mog-
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Abb. 4-50 Die Organisation und Funktion des
Chromatins, das menschliche Centromere bil-
det. (A) Farbt man gestreckte Chromatinfasern mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern, dann sieht
man, dass die Alpha-Satelliten-DNA, die beim
Menschen centrisches Heterochromatin bildet, in
sich abwechselnde Chromatinblécke verpackt ist.
Ein Block wird aus einer langen Nucleosomenkette
gebildet, die die H3-Histonvariante CENP-A (grtin)
enthalt; der andere Block enthalt Nucleosomen, die
speziell mit einem Dimethyl-Lysin 4 (rot) markiert
sind. Jeder Block ist Uber tausend Nucleosomen
lang. (B) Ein Modell fur die Organisation der zwei
centrischen Heterochromatinarten. Wie bei der
Hefe bilden die Nucleosomen, die die H3-Histon-
variante enthalten, das Kinetochor. (C) Die An-
ordnung des centrischen und pericentrischen
Heterochromatins auf einem menschlichen Meta-
phasechromosom, durch Fluoreszenzmikroskopie
und mithilfe der gleichen Antikdrper wie in (A) be-
stimmt. (Nach B. A. Sullivan und G. H. Karpen, Nat.
Struct. Mol. Biol. 11:1076-1083, 2004. Mit Erlaub-
nis von Macmillan Publishers Ltd.)
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Abb. &-51 Ein Modell fiir die direkte Vererbung
des Centromer-Heterochromatins. (&) Der nor-
malbe Aufbau von Chromatin auf den beiden DNA-
Tochter-Helices, die an einer Replikationsgabel
gebildet werden, erfordert die Ablage von H2A-
H2B-Dimeren auf die direkt vererbten H3-H4-Tet-
ramere sowie den Aufbau neuer Histonoktamera
(. A, 5-38 fir Einzelheiten). (B) An einem Cen-
tramer inititert die Vererbung der H3-Variante-H4-
Tetramere neue Histonoktamere, die ebenfalls die
Ha3-Histonvariante enthalten. Ein Shnlicher Initia-
tionsvorgang” kinnte verursachen, dass dia be-
nachbarten Blécke auf dem centrischen Hetero-
chromatin (die H3 enthallen, das an Dimethyl-
Lysin 4 modifiziert ist; 5. Abb, 4-50) verarbt wer-
den. Obwohl man die Einzelheiten nicht kennt,
beinhaltet der Initiationsvergang andere Centro-
mer-Proteine, die zusammean mit den Mucleo-
somen vererbt werden (5. Abb, 4-52),
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lich, der Bakterien nicht zur Verfiigung steht. Das entscheidende Merkmal dieser
einzigartigen eukaryotischen Form der Genregulation ist die Gediichtnisspeichening
eines Genzustands auf einer Gen-fiir-Gen-Grundlage - in Form lokaler Chromatin-
strukiuren, die tiber unterschiedlich lange Zeitriiume bestehen bleiben konnen. Im
einen Extrem sind Strukiuren wie centrisches Heterochromatin, die, einmal errich-
tet, stabil von einer Zellgeneration auf die nichste vererbt werden (s. Abb. 4-51).
Man glaubt, dass eng verwandte Mechanismen, die gleichermafien auf der direkten
Vererbung elterlicher Chromatinformen an die Tochter-DNA-Helices hinter der
Replikationsgabel beruhen, fiir andere kondensierte Chromatinarten verantwortlich
sind (Abb. 4-52). Die daverhafi stillgelegte klassische Heterochromatinart enthilt
das HP1-Protein, wohingegen das kondensierte Chromatin, das wichtige Entwick-
lungsregulator-Gene {iberzieht, durch die Gruppe der Polycomb-Proteine aufrecht-
erhalten wird. Letztgenannter Heterochromatintyp legt cine grolle Zahl von Genen
still, die friih in der Embryonalentwicklung fiir Genregulatorproteine codieren; sie
machen etwa zwei Prozent des menschlichen Genoms aus, und das Heterochromatin
wird nur dann entfernt, wenn jedes einzelne Gen vom sich entwickelnden Organis-
mus bendtigt wird (in Kapitel 22 behandelt), Obwohl ¢s andere vererbte Chromatin-
strukturen gibt, ist bis jetzt nicht klar, wie viele verschiedene Arten es sind: Es
kinnten sicher mehr als zehn sein. Die grundlegende Bedeutung dieses Mecha-
nismus zur Unterscheidung verschiedener Gene ist schematisch in Abb. 4-53
dargestellt.

Andere Chromatinformen kdnnen eine kiirzere Lebensdauer haben, weit weni-
ger als die Tellungszen der Zelle; viele haben jedoch eine ,.eingebawe™ Lebens-
dauer, die die biologische Funktion vermitteln hilft. i)
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4.5 Wie sich Genome entwickeln

In diesem Kapitel haben wir den Aufbau von Genen und die Art ihrer Verpackung
und Anordnung auf Chromosomen besprochen. In diesem letzten Abschnitt wollen
wir einige der Wege besprechen, auf denen sich Gene und Genome im Laufe der Zeit
entwickelt haben, um die ungeheure Vielfalt der heutigen Lebensformen auf unserem
Planeten zu erzeugen. Unsere Sicht dieses Vorgangs der molekularen Evolution wurde
durch die Sequenzierung ganzer Genome revolutioniert, die eine iberraschende Fiille
an Informationen iiber die Familienbeziehungen unter den Lebewesen und tiber die
entwicklungsgeschichtlichen Mechanismen im Allgemeineren aufgedeckt hat.

Es ist vielleicht nicht iiberraschend, dass Gene mit dhnlichen Funktionen in den
unterschiedlichsten Lebewesen gefunden werden. Die groe Erkenntnis der letzten
25 Jahre war die Entdeckung, dass die tatsdchlichen Nucleotidsequenzen vieler Gene
so gut konserviert sind, dass homologe Gene — das sind Gene, die aufgrund ihrer
gemeinsamen Abstammung eine dhnliche Nucleotidsequenz haben — oft iiber weite
phylogenetische Entfernungen wiedererkannt werden konnen. So kdnnen z. B. unver-
wechselbare Homologe zu vielen menschlichen Genen leicht in Organismen wie
Fadenwiirmern, Taufliegen, Hefen und sogar Bakterien entdeckt werden. In vielen
Fillen ist die Ahnlichkeit so stark, dass der fiir Proteine codierende Anteil der Hefe-
Gene durch sein menschliches Homolog ersetzt werden kann — obwohl wir und die Hefe
durch iiber eine Milliarde Jahre an Entwicklungsgeschichte voneinander getrennt sind.

Wie wir in Kapitel 3 besprochen haben, wurde das Erkennen von Sequenz-
homologien ein wichtiges Hilfsmittel, um auf die Gen- und Proteinfunktion zu
schlieen. Obwohl das Auffinden einer solchen Homologie eine Gleichartigkeit der
Funktion nicht garantiert, hat sich doch gezeigt, dass sie ausgezeichnete Anhalts-
punkte dafiir gibt. So ist es oft moglich, die Funktion eines menschlichen Gens, fiir
das weder biochemische noch genetische Informationen vorliegen, einfach durch
Vergleich der Sequenz mit der eines gut untersuchten Gens bei anderen Organismen
vorherzusagen.

Gensequenzen sind oft viel strikter konserviert als die Struktur des gesamten
Genoms. Wie wir frither schon besprochen haben, unterscheiden sich andere
Aspekte der Genomorganisation, wie Genomgrofle, Chromosomenzahl, Anordnung
der Gene auf den Chromosomen, Anzahl und GroBe der Introns und die Menge an
repetitiver DNA, und auch die tatsdchliche Anzahl der Gene ganz wesentlich
zwischen Lebewesen.

Die Anzahl der Gene korreliert nur sehr grob mit der phinotypischen Kom-
plexitdt eines Lebewesens (s. Tabelle 1-1). Ein grofer Teil der zunehmenden
Genzahl, die man mit zunehmender biologischer Komplexitit beobachtet, umfasst
die Ausweitung von Familien eng verwandter Gene — eine Beobachtung, die die
Genduplikation und Gendivergenz als einen wichtigen Evolutionsvorgang etabliert.
Es ist in der Tat wahrscheinlich, dass alle heutigen Gene — iiber einen Vorgang der
Duplikation, Divergenz und Umsortierung von Gensegmenten — von wenigen Ur-
Genen abstammen, die bei den frithesten Lebensformen vorkamen.

4.5.1 Anderungen im Genom werden durch Fehler bei den normalen
Kopier- und Erhaltungsmechanismen der DNA verursacht

Zellen in der Keimbahn haben keine besondere Vorrichtung zur strukturellen Verdn-
derung ihres Genoms: Evolution beruht stattdessen auf Zuféllen und Fehlern,
gefolgt von nicht zufilligem Uberleben. Die meisten genetischen Anderungen, die
auftreten, sind ganz einfach die Ergebnisse von Fehlern im Laufe der normalen
Vorgénge, durch die Genome kopiert oder nach Schidden repariert werden, wenn
auch die Aktivitét springender DNA-Elemente eine wichtige Funktion hat. Wie wir
in Kapitel 5 sehen werden, sind die Mechanismen zur Wartung der DNA-Sequenzen
erstaunlich genau, aber sie sind nicht perfekt. So werden z. B., dank der ausgeklii-
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Abb. 4-75 Phylogenetischer Stammbaum, der
die Verwandtschaft zwischen dem Menschen
und den Menschenaffen anhand von Nucleotid-
sequenzdaten zeigt. Man schétzt, dass sich die
Sequenzen der Genome der vier Spezies, wie an-
gegeben, etwas mehr als 1,5 % von ihrem letzten
gemeinsamen Vorfahren unterscheiden. Da Ba-
sendnderungen unabhéngig voneinander in beiden
divergierenden Linien auftreten, zeigt ein paarwei-
ser Sequenzvergleich die doppelte Sequenzdiver-
genz vom letzten gemeinsamen Urahnen. So zeigt
beispielsweise ein Sequenzvergleich zwischen
Mensch und Orang-Utan normalerweise eine Se-
quenzdivergenz von etwas uber 3 %, wéhrend ein
Vergleich Mensch-Schimpanse eine Divergenz von
ungefahr 1,2 % ergibt. (Verandert nach F.-C. Chen
und W.-H. Li, Am. J. Hum. Genet. 68:444-456,
2001. Mit Erlaubnis der University of Chicago
Press.)

gelten Mechanismen der DNA-Replikation und -Reparatur, die DNA-Sequenzen
mit so erstaunlicher Genauigkeit vererbt, dass in der Keimbahn nur alle Millionen
Jahre ein Nucleotidpaar unter tausend zufillig gedndert wird. Trotzdem wird in einer
Population 10.000 diploider Individuen jede mogliche Nucleotidsubstitution im
Laufe von einer Million Jahren — einer kurzen Zeitspanne fiir die Evolution der
Arten — etwa 20-mal ,,ausprobiert™ worden sein.

Fehler bei der DNA-Replikation, der DNA-Rekombination oder der DNA-
Reparatur konnen entweder zu einer einfachen Anderung in der DNA-Sequenz
fiihren, z. B. der Substitution eines Basenpaars gegen ein anderes, oder zu weitrdu-
migeren genomischen Umlagerungen wie Deletionen, Duplikationen, Inversionen
oder Translokationen von einem Chromosom auf ein anderes. Zusétzlich zu diesen
Fehlern der genetischen Maschinerie sind die in Kapitel 5 beschriebenen mobilen
DNA-Elemente eine wichtige Quelle fiir genetische Verdnderungen (s. Tabelle 5-3).
Diese springenden DNA-Elemente (7ransposons) sind parasitire DNA-Sequenzen,
die ein Genom besiedeln und sich darin ausbreiten konnen. Bei diesem Vorgang
zerstoren sie oft die Funktion oder &ndern die Regulation der vorhandenen Gene.
Gelegentlich kénnen sie sogar durch Fusion zwischen Transposonsequenzen und
Abschnitten der vorhandenen Gene neue Gene erzeugen. Diese Transposons haben
iiber die langen Zeitriume der Evolution tiefgreifend auf die Struktur der Genome
eingewirkt. In der Tat hat fast die Hélfte der DNA im menschlichen Genom
erkennbare Sequenzdhnlichkeiten mit bekannten Transposonsequenzen; dies lésst
vermuten, dass diese Sequenzen Uberbleibsel vergangener Transpositionsereignisse
sind (s. Abb. 4-17). Zweifellos stammt sogar noch mehr unseres Genoms von
Transpositionsereignissen, die sich vor so langer Zeit ereigneten (>10° Jahre), dass
sich die Sequenzen nicht mehr auf Transposons zuriickverfolgen lassen.

4.5.2 Die Genomsequenzen zweier Spezies unterscheiden sich im
Verhiltnis zur Dauer ihrer getrennten Entwicklung

Die Unterschiede zwischen den Genomen der heutigen Arten haben sich im Laufe
von iiber 3 Milliarden Jahren angesammelt. Obwohl wir keine direkten Aufzeich-
nungen der Anderungen wihrend dieser Zeit haben, kénnen wir doch den Vorgang
der Genomevolution durch genauen Vergleich der Genome heutiger Lebewesen
rekonstruieren.

Das wichtigste Werkzeug der vergleichenden Genomik ist der phylogenetische
Stammbaum. Ein einfaches Beispiel ist der Stammbaum, der die Abzweigung der
Menschen von den Menschenaffen darstellt (Abb. 4-75). Die wichtigste Unterstiit-
zung fiir diesen Stammbaum stammt aus Vergleichen von Gen- und Proteinsequen-
zen. Beispielsweise zeigen Vergleiche zwischen den Sequenzen von menschlichen
Genen oder Proteinen mit denen der Menschenaffen {iblicherweise die geringsten
Unterschiede zwischen Mensch und Schimpanse und die meisten zwischen Mensch
und Orang-Utan.
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Gorilla caa
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GTGCCCATCCAARARGTCCARGATGACACCAAARCCCTCATCARGACAATTGTCACCAGG
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Schimpanse GTGCCCATCCARAAAGTCCAGGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCAGG
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Schimpanse ATCAA ATTTCACACACGCAGTCAGTCTCCTCCARACAGAAGGTCACCGGTTTGGAC
Protein INDISHTOS\J’SSKQK‘JTGLD
Gorilla AAG
Gorilla ccc
P
Mensch TTCATTCCTGGGCTCCACCCCATCCTGACCTTATCCARGATGGACCAGACACTGGCAGTC
PEEEEEREEER et e et e e e bbb e e e el
Schimpanse TTCATTCCTGGGCTCCACCCTATCCTGACCTTATCCAAGATGGACCAGACACTGGCAGTC
Protein F I P G L BE/P I L T L 8 KM DOGQTTULAUV
v
Mensch TACCAACAGATCCTCACCAGTATGCCTTCCAGARACGTGATCCAAARTATCCAACGACCTG

(RN N RN RN AR R RRR RN

Schimpanse TACCAACAGATCCTCACCAGTATGCCTTCCAGARACATGATCCAAATATCCAACGACCTG

Protein ¥ 0 I L TS M P S R NMIGOQTISWNDTL
Gorilla ATG
D
Mensch GAGAACCTCCGGGATCTTCTTCAGGTGCTGGCCTTCTCTAAGAGCTGCCACTTGCCCTGG

TEVERERE T EEE et e e e b e e b e e b e e e e b ee e e e el
Schimpanse GAGAACCTCCGGGACCTTCTTCAGGTGCTGGCCTTCTCTAAGAGCTGCCACTTGCCCTGG
Protein E N L R'D L L HV L A F S8 K 8§ CHTUILP W

Gorilla GAC

Fiir nahe verwandte Lebewesen wie Mensch und Schimpanse lassen sich die
Gensequenzen des ausgestorbenen, letzten gemeinsamen Vorfahren der beiden
Arten relativ leicht rekonstruieren (Abb. 4-76). Die hohe Ahnlichkeit der Gene
von Mensch und Schimpanse beruht vor allem auf der kurzen Zeit, die fiir die
Ansammlung von Mutationen in den beiden auseinanderstrebenden Linien verfiig-
bar war, und weniger auf funktionellen Einschrankungen, die die Sequenzen gleich
halten. Ein Hinweis dafiir stammt aus der Beobachtung, dass auch DNA-Sequenzen,
deren Nucleotidfolge funktionell nicht eingeschrinkt ist, beispielsweise die fiir die
Fibrinopeptide (Abschnitt 5.1.1) codierenden Sequenzen oder die dritte Position
»synonymer* Codons (Codons, die die gleiche Aminoséure spezifizieren — Abb. 4—
76), bei Mensch und Schimpanse praktisch identisch sind.

Bei weniger nahe verwandten Organismen wie Mensch und Huhn (die sich seit
etwa 300 Millionen Jahre getrennt entwickelt haben) beruht die aufgefundene
Sequenzkonservierung zum groflen Teil auf reinigender Selektion (d. h. eine
Selektion, die Individuen mit Mutationen, die wichtige Genfunktionen beeintréchti-
gen, eliminiert) und nicht auf einer fiir das Auftreten von Mutationen zu kurzen
Zeitspanne. Dadurch wurden proteincodierende, RNA-codierende und Kontroll-
sequenzen auf der DNA oft erstaunlich konserviert. Dagegen weichen die meisten
anderen DNA-Sequenzen bei Mensch und Huhn aufgrund vieler Mutationen so weit
voneinander ab, dass es oft unmdglich ist, sie miteinander abzugleichen.

4.5.3 Durch DNA-Vergleiche erstellte Stammb&ume zeichnen die
Verwandtschaft aller Lebewesen nach

Die Einbindung der aufgrund von molekularen Sequenzvergleichen gebildeten
Stammbdume mit den dokumentierten fossilen Funden fiihrte zu einem bestmog-
lichen Bild von der Evolution der heutigen Lebensformen. Die dokumentierten

Abb. 4-76 Aufspiiren der Vorlaufersequenz
durch Sequenzvergleich der codierenden
Regionen des Leptin-Gens von Mensch und
Schimpanse. Leptin ist ein Hormon, das die Nah-
rungsaufnahme und Energienutzung in Abhangig-
keit von den Fettreserven reguliert. Wie durch die
gran hinterlegten Codons angedeutet, unterschei-
den sich die zwei Sequenzen nur in 5 (von ins-
gesamt 441) Nucleotiden. Wenn man dariiber-
hinaus die von der Sequenz des Menschen und
des Schimpansen codierten Aminoséuren an-
schaut, unterscheidet sich die codierte Amino-
sdure in nur einer der funf Positionen. Fir jede der
finf unterschiedlichen Nucleotidpositionen ist
auch die korrespondierende Sequenz des Gorillas
angegeben. In zwei Fallen stimmt die Sequenz des
Gorillas mit der des Menschen Uberein, wahrend
sie in den anderen drei Positionen mit der des
Schimpansen Ubereinstimmt.

Wie sah die Sequenz des Leptin-Gens des letzten
gemeinsamen Vorfahren aus? Ein Evolutions-
modell, das versucht, die Anzahl der wahrend der
Evolution des Menschen und des Schimpansen
aufgetretenen Mutationen zu minimieren, wird an-
nehmen, dass die Leptinsequenz des letzten ge-
meinsamen Vorfahren identisch war mit den Se-
quenzen von Mensch und Schimpanse, wenn sie
Ubereinstimmen. Wenn sie nicht Gbereinstimmen,
wird die Sequenz des Gorillas als Lésungshilfe
hinzugezogen. Zur Vereinfachung werden nur die
ersten 300 Nucleotide der leptincodierenden Se-
quenz gezeigt. Die fehlenden 141 sind bei Mensch
und Schimpanse identisch.
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fossilen Funde bleiben auch weiterhin als Quelle einer auf dem Zerfall von
Radioisotopen in fossilhaltigen Gesteinsformationen beruhenden absoluten Zeit-
skala wichtig. Es ist aber schwierig, den genauen Zeitpunkt der Divergenz zweier
Spezies selbst flir Arten, die gute Fossilien mit klarer Morphologie liefern, aus der
fossilen Datenquelle zu bestimmen.

Solche iibergreifenden phylogenetischen Stammbaume legen nahe, dass Verin-
derungen in den Sequenzen einzelner Gene oder Proteine mit einer nahezu kon-
stanten Geschwindigkeit eintreten, auch wenn Geschwindigkeiten, die von der
Norm um bis zum Zweifachen abweichen, in einzelnen Abstammungslinien beob-
achtet werden. Wie oben und in Kapitel 5 erortert, 1duft die ,,molekulare Uhr* am
schnellsten und regelméBigsten bei solchen Sequenzen, die keiner reinigenden
Selektion unterworfen sind; dazu gehoren intergenische Regionen, Anteile von
Introns, die keine Spleif- oder Kontrollsignale beinhalten, oder durch Mutation
irreversibel inaktivierte Gene (so genannte Pseudo-Gene). Die Uhr lduft am lang-
samsten bei Sequenzen, die einem starken funktionellen Zwang unterliegen, z. B.
die Aminoséduresequenz von Proteinen wie Actin, die spezifische Wechselwirkun-
gen mit einer Vielzahl anderer Proteine eingehen und deren Struktur daher starken
Beschriankungen unterliegt (z. B. Abb. 16—18).

Gelegentlich sieht man rasche Verdnderungen in zuvor hoch konservierten
Sequenzen. Wie spiter in diesem Kapitel erortert, sind solche Episoden besonders
interessant, weil man glaubt, dass sie Zeitrdume starker positiver Selektion flir
Mutationen widerspiegeln, die einer bestimmten Linie, in der die rasche Verdn-
derung stattfand, einen Selektionsvorteil verlichen.

Da die Geschwindigkeit der molekularen Uhr durch die Mutationsgeschwindig-
keit einer bestimmten Sequenz und die auf sie wirkende reinigende Selektion be-
dingt wird, muss sie fiir jedes Gen, das einem anderen Replikations- und Reparatur-
system der Zelle unterliegt, kalibriert werden. Am bemerkenswertesten ist, dass in
Tieren — obgleich nicht in Pflanzen — Uhren, die auf funktionell nicht beschrankten
Mitochondrien-DNA-Sequenzen basieren, sehr viel schneller laufen als Uhren, die
auf funktionell nicht beschrinkten nucledren Sequenzen fuflen; dies ist auf eine
ungewohnlich hohe Mutationsrate in den tierischen Mitochondrien zuriickzufiihren.

Molekulare Uhren haben eine hdhere Zeitauflosung als fossile Befunde und
sind ein verldsslicherer Leitfaden beim Aufbau eines detaillierten phylogenetischen
Stammbaums als die klassischen Methoden, die auf dem Vergleich der Morphologie
und der Entwicklung unterschiedlicher Arten beruhen. So war z. B. die genaue
Verwandtschaft zwischen den Menschenaffen und dem Menschen nicht entschie-
den, bis in den 1980er Jahren geniigend molekulare Sequenzdaten zusammenge-
kommen waren, um den in Abb. 4-75 gezeigten Stammbaum aufzustellen. Und mit
den riesigen DNA-Sequenzmengen, die heute von einer Vielzahl von Sdugetieren
vorliegen, erhdlt man sehr viel bessere Abschitzungen unserer Verwandtschaft mit
ihnen (Abb. 4-77).

4.5.4 Ein Vergleich der Chromosomen von Mensch und Maus zeigt,
wie sich die grofleren Strukturen des Genoms
auseinanderentwickeln

Wie man erwarten wiirde, zeigen die Genome von Mensch und Schimpanse viel
mehr Ahnlichkeit als die von Mensch und Maus. Obwohl die GroBe des Maus-
genoms etwa die gleiche ist und auch etwa genauso viele Gene enthélt, war die
Zeitspanne, in der sich Anderungen ansammeln konnten, viel linger — etwa
80 Millionen Jahre gegeniiber 6 Millionen Jahren. Wie in Abb. 4-77 aufgezeigt,
haben die Nagerlinien (durch Ratte und Maus reprisentiert) obendrein ungewdhn-
lich schnelle molekulare Uhren. Somit sind diese Linien von der Humanlinie weit
rascher divergiert, als man andernfalls erwartet hétte.
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Mutationen haben, wie der in Abb. 4-78 gezeigte Sequenzvergleich ver-
anschaulicht, zu der umfassenden Sequenzdivergenz zwischen Mensch und Maus
an allen Stellen gefiihrt, die nicht unter Selektionsdruck stehen, wie vor allem den
Nucleotidsequenzen der Introns. Im Gegensatz dazu sind bei Vergleichen zwischen
Mensch und Schimpanse nahezu alle Sequenzpositionen einfach deshalb gleich,
weil seit dem letzten gemeinsamen Vorfahren nicht genug Zeit verstrichen ist, dass
viele Anderungen hitten stattfinden konnen.

Im Gegensatz zur Situation bei Mensch und Schimpanse haben sich die lokale
Genanordnung und die Gesamtorganisation der Chromosomen zwischen Mensch
und Maus stark auseinanderentwickelt. Nach groben Schitzungen haben in den
Genomen von Mensch und Maus, seit sich die beiden Linien trennten, etwa 180-mal
Chromosomenbriiche und Verschmelzungsereignisse stattgefunden. Daher weichen
die Chromosomen, obwohl ihre Zahl mit 23 je haploidem Genom beim Menschen
gegeniiber 20 bei der Maus dhnlich ist, in ihrem Gesamtaufbau stark voneinander
ab. Trotz dieses weitldufigen genomischen Mischens kommen aber noch viele grof3e
DNA-Blocke vor, auf denen die Gene bei Mensch und Maus in der gleichen
Reihenfolge vorliegen. Diese Bereiche konservierter Genfolge auf Chromosomen
werden als Syntenie-Blocke bezeichnet.

Eine unerwartete Schlussfolgerung aus dem detaillierten Vergleich der voll-
staindigen Maus- und Humangenomsequenzen, die sich durch nachfolgende Ver-
gleiche zwischen Genomen anderer Wirbeltiere bestitigte, ist, dass kleine Sequenz-
blocke mit iiberraschend hoher Geschwindigkeit von Genomen entfernt und an sie
angefligt werden. Wenn wir also annehmen, dass unser gemeinsamer Vorfahr ein
Genom der menschlichen Grofle hatte (etwa 3 Milliarden Nucleotidpaare), dann
hétten Miuse etwa 45 Prozent dieses Genoms durch angehéufte Deletionen wihrend
der vergangenen 80 Millionen Jahre verloren; der Mensch hitte hingegen etwa
25 Prozent verloren. Diese Deletionen wurden jedoch durch nennenswerte Sequenz-
zugewinne als Folge von vielen kleinen Chromosomenduplikationen und von
Vermehrung der Transposons kompensiert. Die Folge ist, dass unsere Genomgrofe,

Opossum

Abb. 4-77 Ein phylogenetischer Baum, der
einige der Saugetiere hervorhebt, deren
Genome intensiv untersucht werden. Die
Lange jeder Linie ist proportional zur Anzahl
der ,neutralen Austausche” — und spiegelt die
Nucleotidaustausche wider, die in Abwesen-
heit der reinigenden Selektion beobachtet
werden. (Nach G. M. Cooper et al., Genome
Res. 15:901-913, 2005. Mit Erlaubnis von
Cold Spring Harbor Laboratory Press.)

Abb. 4-78 Vergleich eines Teils der Leptin-
Gene von Maus und Mensch. Positionen, in
denen sich die Sequenzen durch eine Nucleotid-
substitution unterscheiden, sind grin unterlegt,
Positionen, die sich durch Einfligen oder Weglas-
sen von Nucleotiden unterscheiden, sind gelb
unterlegt. Man beachte: Die codierende Sequenz
des Exons ist viel starker konserviert als die
benachbarte Intronsequenz.

Exon =——» Intron

Maus

GTGCCTATCCAGAAAGTCCAGGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACCATTGTCACCAGGATCAATGACATTTCACACACGGTA-GGAGTCTCATGEGGGGACAAAGATGTAGGACTAGA
GTGCCCATCCARAAAGTCCARGATGACACCAAARCCCTCATCARGACAATTGTCACCAGGATCAATGACATTTCACACACCGGTARGGAGAGT-ATGCCGGGACARA—~~GTAGAACTGCA

Mensch

Maus

ACCAGAGTCTGAGAAACATGTCATGCACCTCCTAGAAGCTGAGAGTTTAT-AAGCCTCGAGTGTACAT -TATTTCTGGTCATGGCTCTTGTCACTGCTGCCTGCTGAAATACAGGGCTGA
GCCAG--CCC-AGCACTGGCTCCTAGTGGCACTGGACCCAGATAGTCCAAGAAACATTTATTGAACGCCTCCTGAATGCCAGGCACCTACTGEGAAGCTGA-~GARGGATTTGAAAGCACA

Mensch
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Abb. 4-79 Vergleich eines Syntenie-Anteils des
Maus- und Humangenoms. Etwa 90 Prozent der
beiden Genome kdnnen auf diese Weise zur De-
ckung gebracht werden. Man beachte: Wahrend
es eine identische Anordnung der Ubereinstim-
menden Indexsequenzen (rote Markierungen) gibt,
hat ein Netto-DNA-Verlust in der Mausabstam-
mungslinie stattgefunden, mit dem die ganze Re-
gion durchsetzt ist. Diese Art Nettoverlust ist ty-
pisch fur alle derartigen Regionen, und darauf
beruht die Tatsache, dass das Mausgenom

14 Prozent weniger DNA enthalt als das Human-
genom. (Veréndert nach dem Maussequenzie-
rungskonsortium (Mouse Genome Sequencing
Consortium), Nature 420:520-573, 2002. Mit Er-
laubnis von Macmillan Publishers Ltd.)

Abb. 4-80 Ein Vergleich der 3-Globin-Genclus-
ter in den Genomen von Mensch und Maus
zeigt die Insertionsstellen springender Elemen-
te. Dieser Abschnitt des Genoms des Menschen
tragt funf funktionsfahige B-Globin-artige Gene
(orange); die vergleichbare Region des Genoms
der Maus enthélt nur vier. Die Lage der ALU-Se-
quenz des Menschen wird durch griine Kreise und
die L7-Sequenzen durch rote Kreise angegeben.
Das Genom der Maus trégt andere, aber ver-
wandte springende Elemente: Die Lage der B7-
Elemente (die verwandt sind mit der ALU-Sequenz
des Menschen) ist durch blaue Dreiecke angezeigt,
und die Lage der L7-Elemente der Maus (die mit
den L7-Elementen des Menschen verwandt sind)
ist durch orange Dreiecke angezeigt. Das Fehlen
von springenden Elementen in Globinstruktur-Ge-
nen kann auf reinigende Selektion zurlickgefiihrt
werden, die alle Einfligungen, die die Funktion des
Gens beeintrachtigten, vernichtet haben wirde.
(Mit freundlicher Genehmigung von Ross Hardison
und Webb Miller.)
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bezogen auf den letzten gemeinsamen Vorfahren des Menschen und der Maus,
unverdndert ist; das Mausgenom ist hingegen nur 0,3 Milliarden Nucleotide kleiner.

Gute Beweise flir den Verlust von DNA-Sequenzen in kleinen Blocken wéh-
rend der Evolution kann man aus detaillierten Vergleichen der meisten Syntenie-
Regionen im Human- und Mausgenom erhalten. Das relative Schrumpfen des
Mausgenoms ldsst sich aus solchen Vergleichen klar erkennen — mit dem Netto-
verlust von Sequenzen, die liber lange DNA-Strecken verstreut sind, die ansonsten
homolog sind (Abb. 4-79).

DNA wird Genomen durch zwei Vorgénge hinzugefiigt: durch die spontane
Duplikation von Chromosomenabschnitten, die Zehntausende Nucleotidpaare ent-
halten (was in Kiirze erortert wird), und durch aktive springende Gene (die meisten
Transposonumlagerungen fithren zur Verdoppelung, da die urspriingliche Kopie des
Transposons dort bleibt, wo sie war, wenn eine Kopie sich an einer neuen Stelle
einflgt; als Beispiel siche Abb. 5-74). Der Vergleich der aus Transposons abge-
leiteten DNA-Sequenzen im Menschen und in der Maus lédsst einen deshalb sofort
einige der Sequenzergénzungen erkennen (Abb. 4-80).

Aus unbekannten Griinden haben alle Sdugetiere Genomgroflen von rund
3 Milliarden Nucleotidpaaren, die nahezu identische Gensdtze enthalten, auch
wenn nur grofenordnungsméBig 150 Millionen Nucleotidpaare unter sequenzspezi-
fischen Funktionsbeschrankungen zu sein scheinen.

4.5.5 Die GroRe eines Wirbeltiergenoms spiegelt die relative
Geschwindigkeit der DNA-Erganzung und des DNA-Verlusts
in einer Linie wider

Jetzt, da wir die vollstindige Sequenz einer Reihe von Wirbeltiergenomen kennen,
sehen wir, dass die GenomgroBe betrachtlich schwanken kann — offensichtlich ohne
eine drastische Auswirkung auf den Organismus oder seine Genzahl zu haben.
Wihrend sich das Maus- und das Hundegenom beide in der iiblichen Sdugergrofie
bewegen, hat das Huhn ein Genom, das nur etwa ein Drittel des Humangenoms
ausmacht (eine Milliarde Nucleotidpaare). Ein besonders bemerkenswertes Beispiel
fir ein Lebewesen mit einer anormalen Genomgrofe ist der Kugelfisch Fugu
rubripes (Abb. 4-81); dessen Genom ist fiir ein Wirbeltier winzig (0,4 Milliarden
Nucleotidpaare im Vergleich zu 1 Milliarde oder mehr bei vielen anderen Fischen).
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Die geringe GroBe des Fugu-Genoms ist groftenteils auf die geringe Grofle seiner
Introns zuriickzufiihren. Den Fugu-Introns sowie anderen nicht codierenden Se-
quenzen des Fugu-Genoms fehlt speziell die repetitive DNA-Sequenz, die einen
groflen Teil der Genome der meisten gut untersuchten Wirbeltiere ausmacht. Nichts-
destotrotz sind die Positionen der Fugu-Introns bezogen auf ihre Positionen in
Sdugergenomen nahezu perfekt konserviert (Abb. 4-82).

Heute haben wir eine einfache Erklarung fiir das anféngliche Ritsel dieser stark
unterschiedlichen Genomgrofen in dhnlichen Lebewesen: Da alle Wirbeltiere einen
standigen Prozess von DNA-Verlust und DNA-Ergidnzungen erfahren, hingt die
Grofe eines Genoms nur vom Gleichgewicht zwischen diesen entgegengesetzten
Vorgidngen ab, die {iber Millionen Jahre wirken. Beispielsweise angenommen, in der
Linie, die zum Fugu fiihrt, verlangsamte sich die Geschwindigkeit der DNA-
Erginzung auBerordentlich. Uber lange Zeitrdume fiihrte dies zu einer bedeutenden
»dduberung® dieses Fischgenoms von DNA-Sequenzen, deren Verlust tolerierbar
war. Im Riickblick hat der Vorgang der reinigenden Selektion in der Fugu-Linie
diejenigen Wirbeltier-DNA-Sequenzen, die am ehesten von funktioneller Bedeu-
tung waren, auf 400 Millionen Nucleotidpaare an DNA verteilt — und dabei
Wissenschaftlern eine wichtige Datenquelle zur Verfiigung gestellt.

4.5.6 Wir kénnen die Sequenz einiger ehemaliger Genome
rekonstruieren

Die Genome von Vorlduferorganismen kdnnen erschlossen, aber niemals direkt
beobachtet werden: Heutzutage leben keine fossilen Organismen mehr. Obwohl
ein modernes Lebewesen wie der Pfeilschwanzkrebs (Limulus polyphemus) einem
fossilen Vorgénger, der vor 200 Millionen Jahren lebte, bemerkenswert dhnlich ist,
gibt es allen Grund anzunehmen, dass das Genom des Pfeilschwanzkrebses sich
wihrend dieser Zeit mit einer dhnlichen Geschwindigkeit verandert hat wie in allen
anderen evolutiondren Linien. Selektionszwinge miissen wichtige funktionelle
Eigenschaften des Pfeilschwanzkrebsgenoms erhalten haben, um die morphologi-
sche Stabilitét der Linie zu begriinden. Genomsequenzen zeigen jedoch, dass der der
reinigenden Selektion unterworfene Teil eines Genoms klein ist; das Genom der
heutigen Pfeilschwanzkrebse muss sich also von dem des ausgestorbenen Vorfah-
ren, den wir nur aus Fossilien kennen, betrachtlich unterscheiden.

Fiihrt irgendein Weg an diesem Problem vorbei? Konnen wir jemals hoffen,
grofle Abschnitte der Genomsequenz ausgestorbener Vorfahren von heute lebenden
Organismen zu entziffern? Bei Organismen, die so eng miteinander verwandt sind
wie der Mensch und der Schimpanse, haben wir gesehen, dass dies nicht schwierig
sein muss. In diesem Fall kann ein Bezug auf die Gorillasequenz verwendet werden,
um herauszufinden, welche der wenigen Unterschiede zwischen den Menschen- und

menschliches Gen
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Abb. 4-81 Kugelfisch, Fugu rubripes. (Mit
freundlicher Genehmigung von Byrappa Ven-
katesh.)

Abb. 4-82 Vergleich der genomischen Sequen-
zen des fiir das Protein Huntingtin codierenden
Gens von Mensch und Fugu. Beide Gene (in rot
gezeichnet) enthalten 67 kurze Exons, die, wie
durch die sie verbindenden Linien angedeutet, ge-
nau miteinander korrespondierten. Das Gen des
Menschen ist 7,5-mal so lang wie das Gen des
Fugu (180.000 gegen 27.000 Nucleotidpaare). Der
GroBenunterschied beruht in Génze auf langeren
Introns im Gen des Menschen. Die gréBere Intron-
lange beim Menschen ist teilweise auf die Gegen-
wart von Retrotransposons zurlickzufiihren, deren
Positionen durch griine vertikale Linien markiert
sind; die Fugu-Introns enthalten Uberhaupt keine
Retrotransposons. Mutationen im Huntingtin-Gen
des Menschen verursachen Chorea Huntington,
eine neurodegenerative Erbkrankheit. (Verandert
nach S. Baxendale et. al., Nat. Genet. 10:67-76,
1995. Mit Erlaubnis von Macmillan Publishers Ltd.)
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Abb. 4-83 Das Aufspiiren von konser-
vierten Multispeziessequenzen. In diesem
Beispiel wurden die Genomsequenzen fir
jeden der gezeigten Organismen mit der
eingezeichneten Region des menschlichen
CFTR-Gens verglichen, indem Bldocke von
25 Nucleotiden abgesucht wurden. Fur jedes
Lebewesen ist die prozentuale Ubereinstim-
mung seiner Synthenie-Sequenzen griin
dargestellt. Zusétzlich wurde ein Computer-
algorithmus verwendet, um die Sequenzen
innerhalb dieser Region aufzusplren, die am
meisten konserviert sind, wenn man die Se-
quenzen aller Organismen heranzieht. Ne-
ben dem Exon sind drei andere Blécke mit
konservierten Multispeziessequenzen ge-
zeigt. Die Funktion der meisten derartigen
Sequenzen im menschlichen Genom ist
nicht bekannt. (Mit freundlicher Genehmi-
gung von Eric D. Green.)

Schimpansen-DNA-Sequenzen von unserem gemeinsamen Vorfahr vor etwa 6 Mil-
lionen Jahren ererbt wurden (s. Abb. 4-76). Fiir einen Vorfahren, der eine grof3e
Anzahl verschiedener heute lebender Organismen erzeugt hat, kann die DNA-
Sequenz vieler Spezies gleichzeitig verglichen werden, um die Vorfahrensequenz
zu entziffern; dies erlaubt Wissenschaftlern, DNA-Sequenzen zeitlich viel weiter
zuriickzuverfolgen. Beispielsweise sollte es moglich sein, aus den bald zu erwar-
tenden, vollstindigen Genomsequenzen von 20 rezenten Sdugetieren den grofiten
Teil der Genomsequenz des 100 Millionen Jahre alten Boreoeutheria-Saugers zu
entziffern, von dem so unterschiedlichen Arten wie Hund, Maus, Kaninchen,
Giirteltier und Mensch abstammen (s. Abb. 4-77).

4.5.7 Sequenzvergleiche vieler Spezies identifizieren wichtige
DNA-Sequenzen unbekannter Funktion

Die jetzt in Datenbanken vorhandene enorme Menge an DNA-Sequenzen (mehr als
hundert Milliarden Nucleotidpaare) stellt eine reiche Datenquelle dar, die Wissen-
schaftler fiir viele Zwecke durchstébern konnen. Wir haben bereits erdrtert, wie
diese Information dazu dienen kann, die Evolutionswege zu entwirren, die zu den
rezenten Lebewesen gefiihrt haben. Aber Sequenzvergleiche verschaffen auch viele
Einblicke in die Funktionsweise von Zellen und Lebewesen. Die vielleicht bemer-
kenswerteste Entdeckung in diesem Bereich war die Beobachtung, dass, obwohl nur
1,5 % des menschlichen Genoms fiir Proteine codieren, etwa dreimal so viele
Sequenzen (insgesamt 5 % des Genoms — s. Tabelle 4-1) wahrend der Sduger-
evolution streng konserviert wurden. Diese Menge konservierter Sequenzen wird
am deutlichsten sichtbar, wenn wir DNA-Syntenie-Blocke vieler verschiedener
Spezies in eine Reihe bringen und vergleichen. Auf diese Weise lassen sich so
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genannte konservierte Multispeziessequenzen leicht identifizieren (Abb. 4-83). Die
meisten auf diese Weise entdeckten, nicht codierenden konservierten Sequenzen
stellten sich als relativ kurz heraus; sie enthalten zwischen 50 und 200 Nucleotid-
paare. Die strenge Konservierung unterstellt, dass sie wichtige Funktionen haben,
die durch die reinigende Selektion beibehalten wurden. Das zu 16sende Riitsel ist,
um welche Funktionen es sich handelt. Manche konservierte Sequenz, die nicht fiir
Proteine codiert, codiert fiir nicht translatierte RNA-Molekiile, die, wie wir spater
sehen werden, wichtige Funktionen erfiillen. Ein anderer Teil der nicht codierenden
konservierten DNA ist sicherlich an der Regulation benachbarter Gene beteiligt (s.
Kapitel 7). Aber bis jetzt wissen wir nicht, wie viel von der konservierten DNA
darauf entfillt, und die grofe Masse ist immer noch ein grofes Geheimnis. Die
Losung dieses Ritsels hat sicher tiefgreifende Folgen fiir die Medizin, und sie
verrét, wie viel mehr wir noch iiber die Biologie der Wirbeltiere erfahren miissen.

Wie konnen Zellbiologen dieses Problem angehen? Der erste Schritt besteht
darin, zwischen konservierten Regionen, die fiir Proteine codieren, und solchen, die
dies nicht tun, zu unterschieden, und dann unter Letzteren sich auf diejenigen zu
konzentrieren, die nicht bereits eine andere identifizierte Funktion haben, z. B. fur
strukturelle RNA-Molekiile codieren. Die ndchste Aufgabe ist, zu entdecken, welche
Proteine oder RNA-Molekiile an diese ritselhaften DNA-Sequenzen binden, wie sie
in Chromatin verpackt werden und ob sie jemals als Matrize fiir die RNA-Synthese
dienen. Der groBte Teil dieser Aufgabe liegt noch vor uns, aber ein Anfang ist
gemacht, und man hat einige bemerkenswerte Einblicke erhalten. Einer der faszinie-
rendsten betrifft die entwicklungsgeschichtlichen Anderungen, die dazu gefiihrt
haben, dass wir Menschen uns von den Tieren unterscheiden — d. h. Anderungen in
Sequenzen, die bei unseren engen Verwandten konserviert wurden, aber in der
menschlichen Sublinie eine plotzliche Verdnderung erfahren haben.

4.5.8 Beschleunigte Verinderungen in zuvor konservierten Sequenzen
kénnen mithelfen, die entscheidenden Schritte in der
menschlichen Evolution zu entziffern

Sobald die Human- und die Schimpansengenomsequenzen verfligbar waren, fingen
Wissenschaftler an, nach DNA-Sequenzverdnderungen zu suchen, die fiir die auffal-
ligen Unterschiede zwischen uns und den Schimpansen verantwortlich sein konnten.
Drei Milliarden Nucleotidpaare in zwei Spezies zu vergleichen, mag als unmogliche
Aufgabe erscheinen. Aber die Arbeit wurde viel einfacher, indem man die Suche auf
35.000 klar definierte konservierte Multispezies-Sequenzen beschrinkte (insgesamt
etwa 5 Millionen Nucleotidpaare), die Teile des Genoms darstellen, die hochstwahr-
scheinlich eine wichtige Funktion erfiillen. Obwohl diese Sequenzen stark konserviert
sind, sind sie nicht perfekt konserviert. Vergleicht man die Version in einer Spezies
mit derjenigen in einer anderen Spezies, so findet man im Allgemeinen, dass sie sich
in kleinem Umfang auseinanderentwickelt haben, was einfach der Zeit entspricht, die
seit dem letzten gemeinsamen Vorfahr verstrichen ist. Bei einem kleinen Teil der Félle
sicht man jedoch Zeichen eines plétzlichen Evolutionsspurts. Beispielsweise haben
sich DNA-Sequenzen, die in anderen Sdugerarten stark konserviert wurden, wahrend
der sechs Millionen Jahre der menschlichen Evolution, seit wir uns vom Schimpansen
wegentwickelt haben, auBerordentlich geéindert. Man glaubt, dass solche beschleunigt
verdnderten Regionen des Menschen (human accelerated regions, HARs) Funktionen
widerspiegeln, die besonders wichtig dafiir waren, uns auf irgendeine brauchbare
Weise anders zu machen.

Etwa 50 solcher Stellen wurden in einer Untersuchung identifiziert, von denen
ein Viertel in der Ndhe von Genen lokalisiert ist, die mit der neuronalen Entwick-
lung zu tun haben. Die Sequenz, die die rascheste Anderung aufwies (18 Anderun-
gen zwischen Mensch und Schimpanse im Vergleich zu nur zwei Anderungen
zwischen Schimpanse und Huhn) wurde weiter untersucht, und man stellte fest,
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Abb. 4-84 Vorlaufige Charakterisierung eines
neuen Gens, das als zuvor konservierte DNA-
Sequenz aufgespiirt wurde, die sich im Men-
schen rasch entwickelt hat. (A) Von Ramon y
Cajal stammende Zeichnung der AuBenflache des
menschlichen Neocortexes, die die Cajal-Retzius-
Neuronen zeigt. (B) Gewebeschnitte eines em-
bryonalen menschlichen Gehirns, die einen Teil
des Cortexes (Hirnrinde) zeigen, wobei die Region
mit den Cajal-Retzius-Neuronen gelb hervorgeho-
ben ist. Oberes Foto: Kresylviolettfarbung. Unteres
Foto: in situ-Hybridisierung. Die roten Pfeile wei-
sen auf Zellen hin, die, wie durch die in situ-Hybri-
disierung (blau) nachgewiesen, HAR1F-RNA bil-
den. HARTF ist eine neue nicht codierende RNA,
die sich in der von den Menschenaffen wegfiih-
renden Humanlinie rasch entwickelt hat. Die Cajal-
Retzius-Neuronen bilden diese RNA zu der Zeit,
wenn sich der Neocortex entwickelt. Die Ergebnis-
se sind verbliffend, weil ein groBer Neocortex eine
Besonderheit des Menschen ist. Zum Verhalten
der Zellen bei der Bildung dieses Cortexes siehe
Abb. 22-99. (Nach K. S. Pollard et al., Nature
443:167-172, 2006. Mit Erlaubnis von Macmillan
Publishers Ltd.)
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dass sie fiir ein nicht codierendes RNA-Molekiil mit 118 Nucleotiden codiert, das
wihrend einer entscheidenden Phase in der Gehirnentwicklung in der menschlichen
Hirnrinde gebildet wird (Abb. 4-84). Obgleich man die Funktion dieser HAR1F-
RNA nicht kennt, regt diese spannende Erkenntnis weitere Untersuchungen an, die
hoffentlich Licht auf entscheidende Eigenschaften des menschlichen Gehirns wer-
fen werden.

4.5.9 Die Duplikation eines Gens liefert eine wichtige Quelle
fiir genetische Neuerungen wihrend der Evolution

Die Evolution hidngt von der Schaffung neuer Gene sowie der Modifikation bereits
vorhandener Gene ab. Wie spielt sich dies ab? Wenn wir Organismen vergleichen,
die sehr unterschiedlich zu sein scheinen — beispielsweise einen Primaten mit einem
Nager oder eine Maus mit einem Fisch — stoflen wir selten auf Gene in der einen
Art, die keine Homologe in der anderen Art haben. Gene ohne homologe Ent-
sprechungen sind relativ rar, sogar dann, wenn wir solch divergierende Organismen
wie einen Sduger und einen Wurm vergleichen. Andererseits finden wir haufig
Genfamilien, die eine unterschiedliche Anzahl von Vertretern in verschiedenen
Spezies haben. Um solche Familien zu erzeugen, wurden Gene wiederholt ver-
doppelt, und die Kopien sind dann divergiert, um neue Funktionen zu iibernehmen,
die sich oft von Spezies zu Spezies unterscheiden.

Die Gene, die flir einen Hormonrezeptor im Zellkern bei Mensch, Nematode
und Taufliege codieren, beleuchten diesen Punkt (Abb. 4-85). Viele Unterarten
dieser Kernrezeptoren (auch als intrazelluldre Rezeptoren bezeichnet) besitzen nahe
Homologe in allen drei Lebewesen, die zueinander dhnlicher sind als zu anderen
Subtypen der Familie in der gleichen Spezies. Die funktionelle Divergenz dieser
groflen Genfamilie muss also zum Grofiteil vor der Divergenz dieser drei Evolu-
tionslinien erfolgt sein. AnschlieBend machte ein Hauptast der Genfamilie nur im
Wurm eine enorme Expansion durch. Ahnliche, aber geringere linienspezifische
Entfaltungen einzelner Subtypen sind iiber den gesamten Stammbaum der Gen-
familie zu erkennen.
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