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= Kiinstliches Leben?

JWir sind Gott! Es ist eine Jahrtausend-
sensation, ,Konkurrenz fiir Gott%, ,Die
Schoépfung im Labor, ,,Forscher auf der Suche
nach der Formel des Lebens® - so titelten
Anfang 2010 die fihrenden deutschen Zei-
tungen. Was war geschehen? Wenige Tage
zuvor hatte Craig Venter, der zehn Jahre frii-
her das menschliche Genom sequenziert hatte
(was wohlgemerkt etwas anderes ist als ,ent-
schliisselt®), verkiindet, dass es ihm gelungen
sei, kiinstliches Leben zu schaffen. Als er im
Fernsehen gefragt wurde, ob er damit nicht,
wenigstens ein bisschen, ,,Gott gespielt” habe,
antwortete er trocken: ,,No, were not playing
anything. Were learning the rules of life.

Das Produkt seiner Bemiithungen, mit
einem gewaltigen Aufwand von geschitzten
40 Mio. US$ hervorgebracht, waren Kolonien
eines Bakteriums (Mycoplasma mycoides), des-
sen Erbgut komplett entfernt und durch eine
mittels einer ,,Maschine® chemisch syntheti-
sierten Version des Erbguts einer verwandten
Art, Mycoplasma genitalium, ersetzt worden
war. Das eingesetzte Genom war zuvor noch
etwas abgewandelt worden, indem man unter
anderem einen Syntheseweg einfligte, der zur
Bildung eines blauen Farbstoffs fithrte — pro-
pagandistisch sicherlich ein geschickter Kniff,
denn der Welt erste kiinstliche Lebensform
sah nun sozusagen ihren Erzeuger von einer
Petrischale aus mit blauen Augen an.

Ein zweiter Blick zeigt, dass Craig Ven-
ter keineswegs kiinstliches Leben geschaffen
hat — denn im Grunde verdnderte er nur eine
existierende, lebende Zelle in einer sehr radi-
kalen Weise. Gleichwohl erregte diese ,Gen-
technologie auf einer besonders umfassenden
Stufe® sowohl Bewunderung und Abscheu in
einem kaum zu erwartenden Ausmafl. Was
hier (natiirlich bewusst und in provokanter
Absicht) zelebriert wurde, war letztlich nur
eine neue Stufe von Kontrolle — die ihren Aus-
druck insbesondere in Beschreibungen fand,
welche wir von Maschinen, nicht aber von
Lebewesen her kennen: Es sei nimlich zum
ersten Mal gelungen, so jedenfalls die Bot-
schaft, eine Lebensform nach unseren Planen

vollig neu zu konstruieren. Damit schien
gezeigt, dass es keine grundsitzliche Grenze
zwischen Leben und Technik gebe, dass es
uns nun moglich sei, Leben technisch bis ins
Letzte zu beherrschen und mithin den Unter-
schied von ,herstellen” und ,erzeugen auf-
zuheben. Ein Auto zu entwerfen und dann
zu bauen, oder eine Lebensform zu ent-
werfen und dann zu bauen, haben in dieser
Beschreibung etwas Wesentliches gemeinsam:
Wir beherrschen das Werk bis in die Einzel-
heiten. Aber haben wir es damit auch ver-
standen, durchdrungen und vollkommen
erklirt?

Dies jedenfalls ist die Antwort, die Craig
Venter in dem genannten Fernsehinterview
gab - durch die Schaffung kiinstlichen
Lebens wollte er die Regeln des Lebendigen
serlernen® Es ging ihm also (auch) darum,
Leben zu erkliren - und zwar durch die
Aneignung von Kontrolle.

Jedoch zeigen schon Beispiele aus dem
Alltag, dass das Verhiltnis von Kontrolle
und Erkldren nicht so einfach ist, wie es hier
unterstellt wird: wir kénnen beispielsweise
einen Hefeteig herstellen und dabei jeden
einzelnen Schritt so weit kontrollieren, dass
wir immer wieder ein standardisiertes Pro-
dukt erzielen. Doch haben wir damit auch
schon das ,,Aufgehen” des Teiges erklért, oder
was genau vor sich geht, wenn die Oberfliche
des Gebicks sich dunkel verfirbt? Ebenso
konnen wir ein Auto lenken, ohne dass wir
dazu die Energietransformation im Zylin-
der oder die Arbeitsweise und Funktion der
Nockenwelle verstehen miissen. Wir wer-
den das Verhiltnis von Standardisierung,
Kontrolle und Erkliarung spiter genauer
betrachten (» Kap.8 Modellbildung); hier
geniigt es festzuhalten, dass bestimmte For-
men von Kontrolle zwar notwendige Voraus-
setzung von Erklarung sind, aber noch keine
hinreichende.

Dasselbe zeigt sich, wenn wir bedenken,
dass seit etwa 10.000 Jahren Menschen durch
Haltung, Kultivierung und Ziichtung den Ver-
erbungsprozess anderer Lebewesen verdndern,
ndmlich von Haustieren und Nutzpflanzen,
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und dies in massiver Weise. Doch erst seit
etwa anderthalb Jahrhunderten beginnen wir
ansatzweise zu verstehen, was dabei eigent-
lich vor sich geht. Die Fahigkeit etwas zu ver-
dndern heifit fiir sich allein also noch lange
nicht, dass damit irgendetwas erklirt sei.
Zum Wesen einer Erklirung muss demnach
noch etwas hinzukommen. Was bei einer
echten Erklirung hinzukommt, ist Handeln,
das zu gezielten Verdnderungen fiihrt. Die
Verdnderungen werden nicht durch blindes
Herumstochern vorgenommen, sondern zuvor
wurde etwas iiberlegt, und aus diesen Uber-
legungen wurde die Erwartung abgeleitet,
dass, wenn man in dieser oder jener Form Ver-
anderungen vornehme, dann ein bestimmtes
Ergebnis zu erwarten sei.

Es ist dieses gezielte, von einem Verstind-
nis des Gegenstandes abgeleitete Handeln,
was wir wissenschaftliche Methode nennen.
Als Ergebnis dieses Handelns entwickeln wir
Erkldrungen, die wir zu Theorien zusammen-
fiigen. So entsteht das lebendige Gebiude,
das wir Wissenschaft nennen. Es ist eine
technische, also zutiefst kiinstliche Welt, und
wihrend wir das fiir unbelebte Gegenstinde,
seien es Molekiile (Chemie), Energie (Physik)
oder eben Maschinen (Technik) ohne grof}
nachzudenken als Herangehensweise akzep-
tieren, prallen in der Biologie zwei Welten
aufeinander, denn die Gegenstinde dieses
technischen Zugangs tragen eine Eigenschatft,
die wir mit ,Leben® bezeichnen und von der
wir annehmen, dass sie durch etwas, was
wir ,Natur® nennen, entstanden sei. Diese
»Natur“ wird meist in ihrem innersten Wesen
als der menschlichen Kunst (Technik) ent-
gegengesetzt verstanden.

Dieser Gegensatz zwischen ,natiirlich®
und ,technisch® ist keine akademische Spie-
lerei, sondern pragt die Art, wie wir wissen-
schaftlich mit ,Lebewesen® umgehen. Die
Spannung, von der Venter behauptete, er
habe sie aufgelost — namlich zur Seite der
Herstellung hin -, ist aber durchaus pro-
duktiv, denn von ihr lebt letztendlich dieses

Buch und tbrigens auch der Grof3teil der
modernen Biologie. Dabei miissen wir aber
bedenken, dass es unterschiedliche Formen
von Gegensitzen gibt. Gegensitze koénnen
einerseits absolut und ausschlieffend sein:
Die Wahrheit eines Satzes schliefit dessen
Falschsein aus. Gegensitze konnen aber
auch relativ sein: Fiir etwas Helles muss nicht
unbedingt gelten, dass es nicht dunkel ist; es
ist nur hell im Vergleich zu etwas anderem,
was uns dunkel erscheint. Wenn Technik und
Natur aber nicht absolute, sondern relative
Gegensitze darstellen, konnen wir die ,,Tech-
nik der Natur“ mit einem neuen Zugang ver-
stehen — wir kommen noch darauf zuriick.
Auf den Punkt gebracht gibt es zwei Wege,
wie wir einen Gegenstand wissenschaft-
lich bearbeiten konnen. Diese Wege lassen
sich tberspitzt mit beschreiben und erkliren
bezeichnen. Aber auch diese Begriffe bedeuten
keine Wertigkeit und kein Gegensatz, der sich
ausschlosse: Denn zwar gelangen wir ohne
genaue Beschreibung einer Erscheinung nie zu
einer guten Erkldrung, zugleich aber konnen
wir gute Beschreibungen nur anfertigen, wenn
wir zumindest ein Vorverstdndnis dessen haben,
was wir beschreiben wollen. Beschreibung und
Erklirung gehéren also eng zusammen und sind
haufig zwei Seiten derselben Medaille. Wenn
man die Medaille in die Hand nehmen mdchte,
wenn man eine Erscheinung verstehen will,
braucht man beide Seiten. Der Unterschied zwi-
schen beschreiben und erklaren hingt also vor
allem davon ab, von welcher Seite wir auf die
Medaille blicken. Dennoch geht Erklarung noch
einen Schritt iiber Beschreibung hinaus und
umfasst, wie im Folgenden kurz erldutert wird,
eine eigentlich technische Herangehensweise.

= Beschreiben oder erklaren?

Gerade im Vergleich zu einer voll entfalteten
Naturwissenschaft wie der Physik, die bis
heute Vorbildcharakter auch fiir andere,
jingere Disziplinen hat, fallt beim Blick auf
die Biologie vor allem die ungeheure Viel-
falt und Vielgestaltigkeit ihrer Gegenstinde
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und deren Beziehungen untereinander auf.
Die geschitzte Zahl von Arten, die unseren
Planeten bevélkern, wird fortwihrend nach
oben korrigiert — allein fiir die Landpflanzen
geht man inzwischen von etwa 400.000
Arten aus, fir Tiere vermutet man gar eine
Zahl im Bereich von mehreren bis vielen
Millionen. Es verwundert also nicht, dass in
der Geschichte der Biologie als Wissenschaft
die genaue Beschreibung und Klassifizierung
unterschiedlicher Lebensformen lange Zeit
im Mittelpunkt stand. Die Naturgeschichts-
schreibung, die bis in die Mitte des 19. Jahr-
hunderts die belebte Natur zum Gegenstand
hatte, wurde so zur Wissenschaft der vie-
len (und gelegentlich Staunen erregenden)
Einzelfille, deren Beschreibung sich hiu-
fig an der dufleren Erscheinung orientierte
(was wir etwa an den wunderschénen Dar-
stellungen Sybille Merians sehen kénnen).

Als Ergebnis dieser beschreibenden Bio-
logie entstanden umfangreiche Darstellungen,
in denen die Besonderheiten der unterschied-
lichen Lebensformen in Wort und Bild sehr
genau festgehalten sind — wie zum Beispiel die
Reisebeschreibungen von Autoren des 18. und
19. Jahrhunderts zeigen (etwa bei Georg Fors-
ter, Alexander v. Humboldt, aber auch noch
beim jungen Darwin). Wie sich Sommer- und
Wintergoldhdhnchen farblich und in ihrer
Lebensweise voneinander unterscheiden, wie
sie ihr Nest bauen, wie viele Eier sie legen
und zu welcher Zeit sie sich paaren - das
sind wichtige und wertvolle Informatio-
nen, die nicht nur erlauben, diese Lebens-
formen zu unterscheiden. Sie sind auch
bedeutsam, wenn man mit diesen Lebens-
formen nutzbringend umgehen will. Jeder
Landwirt, der sein Feld mit Pflanzenschutz-
mitteln behandelt, wird nur dann erfolgreich
sein, wenn dieser Behandlung sehr genaue
Beschreibungen der agrochemischen Ent-
wickler vorausgegangen sind. Beschreibungen
sind also wertvoll und bedeutsam.

Es wird jedoch oft tibersehen, dass fiir ein
wissenschaftliches, also nicht nur alltigliches Ver-
stehen von Gegenstinden auch Beschreibungen
eines anderen Typus gebraucht werden - sol-
che nimlich, die es erlauben, Annahmen, Ver-
mutungen und Erklirungen anzufertigen, zu
tiberpriifen, zu stiitzen und gelegentlich auch zu
widerlegen. Auch solche Versuche hat es in der
Vorgeschichte der Biologie (die ihren Namen
erst im Laufe des 19.Jahrhunderts erhielt)
immer schon gegeben. Als besonders wich-
tig haben sich dabei jene Ansitze erwiesen, die
explizit auf als sicher geltendes wissenschaft-
liches Wissen zuriickgriffen. Anfangs waren dies
vor allem die Mathematik (man denke nur an
die Formalisierungsversuche durch Linné) und
die Mechanik (ein Beispiel wire die durch Des-
cartes inspirierte sogenannte Jatromechanik des
18. Jahrhunderts). Spiter kamen vermehrt auch
weitere physikalische Disziplinen hinzu (etwa
Optik und Elektrik) bis hin zur Nutzung chemi-
schen und ingenieurstechnischen Wissens.

Auf dieser Grundlage war es moglich,
Lebewesen gezielt zu zerteilen und ihre Teile
zu beschreiben und zu strukturieren. Damit
konnte man die Art und Weise kldren, wie
Merkmale untereinander zusammenhéngen,
wie Arten voneinander abgegrenzt sind oder
wie sie sich auf ihre jeweilige Umgebung
beziehen. Solche Fragen und Antworten
liegen nicht offen zutage, sondern wer-
den durch bisweilen anstrengende geistige
Arbeit von uns entwickelt - ebenso wie die
Methoden und Werkzeuge, die wir fiir die
Beschreibungen, Préparationen und Mes-
sungen benétigen. Wer schon einmal nach
erfolgreicher Teilnahme an Bestimmungs-
iibungen durch die Natur gegangen ist, hat
sicher schon bemerkt, dass nun viel mehr
unterschiedliche Arten von Tieren und
Pflanzen wahrgenommen werden. Der Ver-
such, die Vielfalt von Formen zu ordnen und
einzuteilen, verdndert also unmittelbar die
Art, wie wir diese Vielfalt beschreiben.
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Schon die ersten iiberlieferten Formen
wissenschaftlicher Beschreibung griinden auf
Erklarungen: In seinem Versuch, die Viel-
falt der in der Natur gefundenen Formen
zu ordnen, formuliert Aristoteles einige
wenige Prinzipien und setzt diese dann ein,

sortiert also nicht nur, sondern bemiiht sich
darum, die besonderen Formen und Aus-
pragungen sowohl der belebten als auch
der unbelebten Natur zu erkldren. Grund-
lage dafir waren grundsitzliche Uber-
legungen zur Frage der Ursichlichkeit, die

in einem Vier-Ursachen-Schema miindeten
(B Abb. 1.1).

um danach die Einteilung vorzunehmen
(Das Aristotelische Vier-Ursachen-Schema). Er

HO o
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B Abb. 1.1  Anwendung des Vier-Ursachen-Schemas auf die Bildung von Anthocyanen in den Bliten der

Angiospermen. a Formursache: Anthocyane auf der Unterlippe des Fingerhuts werden in bestimmten Zellen der
Epidermis gebildet. Das Muster dieser sog. Saftmale ahmt Staubblatter nach. b Stoffursache: Anthocyane ent-
halten viele konjugierte Doppelbindungen, wodurch ein durch elektromagnetische Strahlung leicht anregbares
nt-Orbital entsteht. Dieses wird durch griines Licht der Wellenldange 535 nm optimal angeregt, wahrend rotes
Licht der Wellenldnge 660 nm nicht absorbiert werden kann. Dem an der Blite reflektierten Tageslicht fehlt
also der Griinanteil, und wir nehmen die Farbe ,rot” wahr. ¢ Wirkursache: Das Enzym Phenylalanin-Ammonium-
Lyase (PAL) desaminiert die Aminosaure Phenylalanin zu Zimtsaure, daraus werden iber mehrere enzymati-
sche Reaktionen die Lignine gebildet. Die Zimtsdaure kann aber auch Gber Zwischenstufen durch das Enzym
Chalcon-Synthase (CHS) zu einem Chalconring zusammengefiigt werden, woraus dann in weiteren Reaktionen
die gefdrbten Anthocyane entstehen. d Zweckursache: Das in den Bliiten des Salbeis gebildete Anthocyan hat
den Zweck, Hummeln anzulocken, die dann den Pollen auf andere Bliiten derselben Art tibertragen und so den
Genfluss der selbst ja unbeweglichen Pflanze sichern
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Das Aristotelische
Vier-Ursachen-Schema und seine
Bedeutung fiir die Biologie
In seinem Werk Physik geht Aristoteles
der Frage nach, was begriindetes Wissen
eigentlich bedeute und wie ein solches
Wissen Uber Naturgegenstande moglich
wird. Er kommt zur Schlussfolgerung,
dass wir etwas erst dann wirklich wissen,
wenn wir seine ,Ursachen” (aitiai)
kennen. Wissenschaft muss also die Frage
nach dem Warum (dia ti) stellen und
beantworten. Er stellt dann fest, dass es
vier Ebenen (tetrachds legetai) gibt, auf
denen man eine solche Warum-Frage
beantworten kann. Unter anderem
Uber den Vergleich mit Gebrauchs-
gegenstanden versucht er, diese vier
Ebenen klar zu machen. Beziehen wir
uns etwa auf eine silberne Pferdestatue,
dann kdnnen folgende sinnvolle Fragen
unterscheiden:
== Die Formursache (griech. eidos, lat. causa
formalis) wére Gestalt und Begriff einer
Statue, aber auch eines Pferdes.
== Die Stoffursache (griech. hyle, lat. causa
materialis) wére das Silber, aus dem die
Statue besteht, aber auch das ,Fleisch”
und die ,Knochen” des Pferdes.
= Die Wirkursache (griech. arche tes
kineseos, lat. causa efficiens) ware der
Bildhauer, der die Statue geschaffen hat,
aber auch die ,Elterntiere” des Pferdes.
== Die Zweckursache (griech. telos,
lat. causa finalis) ware die Absicht, das
Zimmer mit der Statue zu schmticken,
aber auch Pferd selber, welches als
geschlechtsreifes Tier wiederum durch
Fortpflanzung fiir die Erhaltung seines
genos sorgt.

Diese Auftrennung in vier Sichtweisen
mag uns auf den ersten Blick fremd
erscheinen: Denn fiir moderne
naturwissenschaftliche Erklarungen wird
vor allem die causa efficiens bemiht.

Damit werden zugleich die ,Warum”-
durch ,Wie“-Fragen ersetzt. Aber auch
die anderen Sichtweisen setzen wir
immer noch ein, wenn auch haufig, ohne
uns dessen bewusst zu sein. Gerade

in der Biologie ist die causa finalis

sehr wichtig, denn Organismen sind
zweckmafig gebaut, und es war bis zu
Darwins Buch On the Origin of Species sehr
schwierig bis unmdglich, die Entstehung
solcher ,zweckmafigen” Gebilde ohne
Zuhilfenahme metaphysischer Krafte oder
starker Analogien zu erklaren. Auch die
causa formalis spielt eine groRe Rolle -
namlich immer dann, wenn es um die
Ordnung von Molektlen oder Prozessen
in Raum und Zeit geht, zentrale Themen
von Zell- und Entwicklungsbiologie. Die
causa materialis wiederum spielt herein,
wenn wir chemische Eigenschaften von
Molekiilen heranziehen, um biologische
Phanomene zu erkldren. Die Zeiten des
dialektischen Materialismus, als man noch
postulierte, ,die Zelle kristallisiere aus der
Mutterlauge aus”, sind definitiv vorbei,
aber wenn wir die Vorgange bei der
Replikation auf chemische Eigenschaften
von Nucleinsduren wie etwa die Zahl

und Stabilitdt von Wasserstoffbriicken
zurlickfiihren, setzen wir genau diese
Sichtweise der causa materialis ein.
Aristoteles stellte die vier Ursachen nicht
ohne Absicht auch mit Blick auf von
Menschen geschaffene Gegensténde

dar, weil sich diese Ursachen hier

klarer voneinander trennen lassen als

bei Beispielen aus der Natur, wo sie
miteinander verschrankt sind.

Moderne Erklarungen berufen sich vor allem
auf Wirkursachen, seit den groflen Fort-
schritten der Molekularbiologie in der zwei-
ten Halfte des vergangenen Jahrhunderts stark
auch auf Stoffursachen. Fiir Aristoteles spielte
vor allem der Begrift der Funktion (also die
Zweckursache) eine zentrale Rolle, wobei die
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Struktur auf die Funktion abgebildet, also letzt-
lich vollstindig aus ihr erklart werden sollte.
Damit hatte er intuitiv eine wichtige Besonder-
heit der Biologie erfasst — lebende Organismen
erscheinen nidmlich in hohem Mafe zweckmiflig
aufgebaut. Die Entstehung dieser Zweckmiflig-
keit war lange Zeit eine der schwierigsten Fragen
in der Biologie und konnte eigentlich erst durch
die Selektionstheorie von Darwin und Wallace
auf eine rationale Grundlage gestellt werden.

Obwohl Aristoteles diesen Erkldrungsan-
satz nicht kennen konnte, sind einige seiner auf
der Basis der Zweckursache entwickelten Vor-
stellungen - etwa seine embryologischen Kon-
zepte - bis heute giiltig geblieben. Es sei freilich
nicht verschwiegen, dass die starke Gewichtung
der Zweckursache auch fiir einige Fehl-
deutungen und Missgriffe verantwortlich war -
namlich immer dann, wenn der Zweck faktisch
als Erkldrung fiir die Struktur von Organen auf-
tritt. So verfiigten wir etwa iiber Augen, weil wir
sehen, oder Beine, weil wir laufen, diesen Orga-
nen entsprechen also bestimmte, festgelegte
Funktionen, womit weder die Moglichkeit der
Umnutzung noch deren Transformation vor-
gesehen ist. Bezogen auf den Gesamtorganis-
mus und seine Einbindung in die Umgebung
ist damit aber schon die Méglichkeit der Ver-
anderung der Arten, in welche das Lebendige
geordnet ist, ein Problem: Denn es zeugt eben
das Pferd das Pferd, und der Mensch den Men-
schen. Ein evolutiondrer Wandel ist so von
vorneherein ausgeschlossen.

Gegeniiber Erklirungen in Physik und
Chemie, wo nur Wirk- und Stoffursachen als
Erklarungswege iiblich sind, spielen Zweck-
zuschreibungen in der Biologie aber eine
ebenso bedeutsame wie umstrittene Rolle
— was der funktionalen und letztlich der evo-
lutiondren Betrachtungsweise geschuldet ist.
Methodisch ist das durchaus sinnvoll, solange
man, auch sprachlich, darauf achtet, dass nicht
der Eindruck einer inneren Zielgerichtetheit
(Teleologie) entsteht (dazu unten mehr).

Die erste der Aristotelischen Ursachen,
die Formursache, war vor allem fiir die Ent-
wicklungsbiologie wichtig — wenn wir unter-
suchen, wie sich eine zundchst symmetrische

Zelle polarisiert, wie sich ein zundchst rundes
Ei zu einem Organismus mit verschiedenen
Koérperachsen entwickelt, oder wie aus der
rdaumlichen Ordnung verschiedener Zelltypen
ein iibergeordnetes Muster entsteht, dann geht
es letztlich um Erklarungen, die Form als Ursa-
che heranziehen, auch wenn dies selten offen
ausgesprochen wird.

Wie wir schon am Beispiel der Aristote-
lischen Naturbetrachtungen sehen kénnen,
fulen beschreibende Einteilung auf Prinzipien,
die nicht unabhéngig sind von Vermutungen,
Annahmen und Erklirungen. Die Biologie als
~Wissenschaft der vielen Einzelfille“ musste
also, um diese vielen Einzelfille sinnvoll
beschreiben zu konnen, immer auch erkldren.
Freilich blieb und bleibt das zumeist ungesagt
und verborgen - wie umgekehrt der direkte
Ubergang von Beschreibung zu Erklirung
regelmiflig zu Verkiirzungen und Fehlurteilen
fithrte. Doch selbst diese einfachen Formen
des Beschreibens sind schon durch eine pra-
parative Praxis gestiitzt — in diesem Fall war es
die der medizinischen Sektion nahestehende
Praparation, die bis in das 19.Jahrhundert
hinein fiir die Naturkunde bestimmend blieb.
Auch die blofle Autopsie erfolgt ndmlich nicht
ohne funktionale Annahmen, wie jeder weif3,
der schon einmal anatomische Préparate
angefertigt hat. Dem Prdparieren traten mit
zunehmender Entfaltung der Lebenswissen-
schaften auch weitere experimentelle Ansitze
an die Seite, die nach heutigen Standards
gelegentlich krude anmuten, die aber fiir die
Erarbeitung  gesetzlicher =~ Zusammenhinge
unerlédsslich waren - man denke etwa an die
galvanischen Experimente mit Froschen oder
an Pfeffers Untersuchungen der Osmose.

Dass trotz grofler Verschiedenheit die
unterschiedlichen Lebensformen allgemeinen
GesetzmifSigkeiten gehorchen, riickte erst deut-
lich spdter in den Brennpunkt der Aufmerk-
samkeit. Die Zelltheorie von Schwann und
Schleiden (1838) legte mit ihrer Aussage, dass
alles Leben aus dhnlich gestalteten Einheiten,
den Zellen bestehe, das Fundament dafiir, dass
man einerseits mit Blick auf die Physik, anderer-
seits unter Entwicklung eigener laborgestiitzter
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Zuginge damit begann, solche allgemeinen
GesetzmifSigkeiten des Lebens iiberhaupt zu
suchen. Die Verbindung von kausaler und
funktionaler Betrachtung fithrte dabei zu einer
neuen Disziplin, der Physiologie (fiir tierische
Organismen von Johannes Miiller und seiner
Schule vorangetrieben, wiahrend Wilhelm Pfef-
fer, Julius Sachs und andere die Pflanzenphysio-
logie begriindeten). Die Physiologie verstand
sich immer auch als quantitative Wissenschaft
und forderte so den Briickenschlag zur Phy-
sik. Auch fiir die beginnende Vererbungslehre
riickten spétestens seit Mendel Zahlen und
mathematische Beschreibungen in den Vorder-
grund. Auf der anderen Seite bewegte sich die
Chemie tiber die seit Wohlers Harnstoffsynthese
neu entstandene ,,organische“ Chemie und die
Entdeckung von ,,Enzymen® néher an die Bio-
logie heran. Diese Suchbewegungen fiihrten
zu drei Schlussfolgerungen, die fiir die stiirmi-
sche Entwicklung der Molekularbiologie in der
zweiten Hilfte des vergangenen Jahrhunderts
wegweisend waren:
== Auch fiir lebende Organismen muss es
Gesetze geben, die bei aller Verschieden-
heit der Lebensformen gleich oder
zumindest dhnlich sind.
== Diese Gesetze hidngen mit chemischen und
physikalischen Prinzipien zusammen.
== Diese Gesetze lassen sich in messbarer
oder zdhlbarer Form quantifizieren.

Solche Einsichten und die durch sie deutlich
gewordene Verbindung mit den Wissenschaften
des nicht Belebten lieflen auch die Morphologie
nicht unberiihrt - jene Disziplin also, die noch
am stirksten mit dem Formproblem verbunden
war. Weit iiber die blof§ vergleichenden Ansitze,
wie sie etwa durch Goethe und Lavater, aber
auch Haeckel, Dorn und Schindewolf verfolgt
wurden, fiithrte die Verbindung mit der Physio-
logie zu einem vertieften Formversténdnis, das
nach den Kriften und Prinzipien fragte, die
Formen erzeugen (etwa Gegenbauer, Uexkiill,
DArcy Thompson). Dieses tiefere Verstindnis
von Form fiihrte schliefSlich in Verbindung mit
Ingenieurswissenschaften und Architektur zu
Konstruktionsmorphologie und Bionik.

Der Blick auf diese Entwicklung der
Wissenschaft vom Leben bestérkt unsere Intui-
tion, eine Bestirkung, dass wir in diesem
Bereich der Biologie dem, was wir ,,Erklarung®
nennen, schon weit ndher gertickt sind. Was all-
gemeine Gesetzmifligkeiten von Lebensformen
anbelangt, erscheint auch der Unterschied
zur Physik nicht mehr so grofl: Wenn der Fall
eines Wiirfels wissenschaftlich behandelt wird,
erscheint es ja irrelevant, ob der Wiirfel griin
oder rot ist, ob er vor dem Experiment drei
Wochen auf einem Regal gelegen hat, und wer
den Wiirfel wann und wo gekauft hat. All diese
Details sind hier wohl nicht von Bedeutung.
Ahnlich ist es vielleicht nicht von Bedeutung,
ob eine mRNA, die in ein Protein translatiert
wird, nun vom Sommer- oder vom Winter-
goldhdhnchen stammt, obwohl sich diese bei-
den Arten in der Farbe ihres Scheitels deutlich
unterscheiden.

Beim Erkldren nehmen wir also jeden-
falls Verallgemeinerungen vor - in der Physik
ebenso wie in der Biologie. Freilich wirkt die
Gleichsetzung der Fallbewegungen eines roten
und eines griinen Wiirfels mit jener Bewegung,
die die Schleuderzunge eines Chamaéleons voll-
zieht, doch deutlich weniger irritierend als
die Abstraktionsleistung, die nétig ist, um die
Translation einer mRNA bei Sommer- und
Wintergoldhdhnchen (und womdglich die
eines Regenwurms) als gleichartigen Vorgang
zu betrachten. Es liegt auf der Hand, dass man
gerade bei diesem Abstraktionsschritt leicht
fehlgehen kann. Was, wenn man ein schein-
bar belangloses Detail als wichtig erachtet oder,
umgekehrt, wenn man einen wichtigen Unter-
schied als belangloses Detail missversteht? Man
wird bei einer véllig anderen Erklarung landen.

Gibt es einen Weg, wie man in der Biologie
»wichtig“ und ,,unwichtig” erkennen kann, um
auf diesem Wege giiltige Erklarungen zu fin-
den? Den gibt es durchaus: Vergleichen, dann
Abstrahieren und schliefilich Folgern.

=  Vergleichen, Abstrahieren, Folgern -
Schliisseltatigkeiten der Biologie

Lebensformen sind sehr vielfiltig, und diese

Vielfalt stellt eine grofle Herausforderung dar,
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wenn man Lebewesen beschreiben will. Selbst
Individuen einer Art sind unterschiedlich. Diese
Unterschiede sind manchmal so grof3, dass es
schwierig wird, diese Individuen als Angehoérige
derselben Art zu erkennen - die manchmal
schon weltanschauliche Mafle annehmenden
Debatten in der Taxonomie legen dafiir beredtes
Zeugnis ab. Unabhingig von den vielen Grenz-
fillen gelingt es uns in der Regel jedoch erstaun-
lich gut, etwa die vollig verschieden aussehenden
Hunderassen als Angehorige der Art Canis
lupus familiaris zu erkennen. Was wir hier -
zumeist unbewusst — vornehmen, ist ein Ver-
gleich: Wir stellen den Hund vor unseren Augen
gedanklich neben die anderen Vertreter die-
ser Art, die wir frither gesehen und als Hunde
erkannt haben, und wir betrachten im néchsten
Schritt, ob dieses Tier hinsichtlich bestimmter
Gesichtspunkte gleich ist oder eben nicht. Wenn
das Wesen vor uns haarig ist, bellende Laute
von sich gibt und mit dem Schwanz wedelt, so
werden wir zu dem Schluss kommen, dass es
sich um einen Hund handeln muss, auch wenn
seine Beine so kurz sind, wie wir es sonst nur
von Ratten kennen. Diese kurzen Beine werden
also von uns als weniger wichtig angesehen und
daher ausgeklammert — wir ,,sehen von ihnen
ab“ und genau darin liegt das mit ,, Abstrahie-
ren“ bezeichnete Vorgehen. Genauso, wie wir
bei den Wortern noir, black und niger von der
unterschiedlichen Schreibweise absehen, wenn
wir nach ihrer Bedeutung fragen — niamlich die
im Deutschen durch ,schwarz® ausgedriickte
»Farbe“ —, werden wir also von der konkreten
Auspragung eines Merkmals (etwa der Bein-
lénge) absehen, wenn wir sowohl Pudel als auch
Windhund als Exemplare von Canis bezeichnen.
Andererseits fithrt eine Ubereinstimmung in
einem bestimmten Merkmal nicht automatisch
dazu, dass wir zwei Lebewesen derselben
Gruppe zuordnen. Auch wenn die Beine eines
Windhundes ebenso lang sind wie die einer
Meeresspinne (Majidae), kimen wir dennoch
nicht auf die Idee, beide Tiere als ,,zur selben
Gruppe gehorig® zu betrachten.

Was ist hier eigentlich geschehen? Wir
haben auf erklirende Prinzipien zuriick-
gegriffen, um eine Abstraktion vorzunehmen.

Wir behandeln hierbei zwei Gegenstinde als
gleich in einer bestimmten Hinsicht:

A=B

Soll heiflen: A ist B gleich in Hinsicht auf
»X". Das ,x“ gibt den Gesichtspunkt an, unter
dem wir vergleichen und feststellen, dass
beide einander gleichen. Indem wir so ver-
fahren ,sehen wir ab“ davon, dass es sich
nicht um dieselben Dinge handelt - es liegen
ja eben zwei davon vor. Das , Absehen von
und das ,Hinsehen auf sind also die beiden
Seiten desselben Verfahrens: der Abstraktion.
Die beiden Gegenstinde kénnen also zugleich
einander gleich und ungleich sein. Hinsicht-
lich der von uns als relevant eingeschétzten
Gesichtspunkte Fell, Bellen, Schwanzwedeln
ist das Wesen vor uns den frither gesehenen
Hunden gleich, in puncto Stummelbeine aller-
dings nicht. Wir gelangen auf diese Weise zu
Typen von Lebewesen, denen wir die einzel-
nen Exemplare (als Reprasentanten) zuordnen.
Dies stellen wir auch genau so dar: durch ihre
Typenexemplare in naturkundlichen Samm-
lungen oder Bestimmungsbiichern.

Solche Vergleiche erlauben uns nicht nur,
das Wesen vor uns als Hund zu erkennen,
sie vermitteln uns gleichzeitig Wissen iiber
dieses Wesen, das wir gar nicht selbst empi-
risch tiberpriift haben: Da das Tier vor uns
ein Hund ist, und wir wissen, dass Hunde
Wirbeltiere sind, konnen wir folgern, dass im
Riicken dieses Wesens vor uns eine Wirbel-
sdule zu finden ist, in deren Innern wichtige
Nervenbahnen verlaufen. Wir wissen das,
obwohl wir den Hund vor uns gar nicht auf-
geschnitten haben. Dieses Wissen griindet
also nicht auf unsere konkrete Erfahrung
mit diesem Hund vor uns, sondern ist nicht-
empirisches Wissen — auch wenn es unstrittig
ist, dass unser Wissen iiber Hunde, deren
Wirbelsdule und die Ahnlichkeiten zu der
Wirbelsdule von Fischen nicht ,,ausgedacht®,
sondern empirisch erworben wurde (freilich
nicht von uns selbst am Beispiel des Hundes
vor unseren Augen).

Warum koénnen wir das? Wir nutzen
hier zwei logische Prinzipien, namlich die
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Symmetrie (wenn ,,A gleich B, dann gilt auch
»B gleich A) und die Transitivitit (wenn ,, A
gleich B* und ,,B gleich C% dann gilt auch
»A gleich C“). Das funktioniert deswegen,
weil der Begriff ,Hund“ dem Begrift ,Wirbel-
tier untergeordnet ist (Subordination). Die
umgekehrte Richtung ist nicht zwingend -
die Erkenntnis, dass das Wesen vor mir ein
Wirbeltier ist, erlaubt nicht zwingend den
Schluss, dass es sich um einen Hund handeln
muss. Das muss ich erst anhand anderer, fiir
Hunde charakteristische Merkmale (Fell, Bel-
len, Schwanzwedeln) empirisch tiberpriifen.

Es finden sich auch andere Vergleiche in
der Biologie, bei welchen aber etwas anders
argumentiert wird. So kénnen wir sicher sagen,
dass etwa der Arm eines Menschen kein Hebel
ist; er kann aber so beschrieben werden, als ob
er einer wire. Wir kénnen dann zum einen die
Hebelgesetze nutzen, um die Arbeitsweise (die
Funktion) einer Vertebraten-Vorderextremi-
tit mechanisch zu verstehen. Zugleich aber
konnen wir auch gewisse Eigenschaften der
Bauelemente dieser Extremitit folgern, die
vorliegen miissen, damit eine Hebelfunktion
tiberhaupt stattfinden kann (etwa was deren
Steifigkeit oder Elastizitdt anbelangt).

Die Unterscheidung von empirischem und
nichtempirischem Wissen ist schon deshalb
wichtig, weil gelegentlich hinter scheinbar
empirischen Fragen nichtempirische stehen -
ein schones Beispiel ist etwa die Frage nach
der Definition von Leben, die ein gut bio-
logisches, echt empirisches Problem zu sein
scheint, es aber nicht ist! Wir kommen im
Schlu8kapitel darauf noch zurtick.

Gerade im Vergleich zu einer ,klassi-
schen Naturwissenschaft wie der Physik fallt
auf, dass in der Biologie einerseits ein hohe-
res Maf$ von verallgemeinernder Abstraktion
und Typenbildung investiert werden muss.
Andererseits spielt selbst bei der Gewinnung
von Prinzipien das Vergleichen eine wichtige
Rolle. Um nédmlich interessante Abstraktio-
nen richtig vollziehen zu kénnen, werden
zwei Voraussetzungen bendtigt:

Eine klare und robuste Vorstellung
davon, wie ich in diesem unwegsamen
Geldnde einen Weg suche, nach

welchen Suchkriterien also ,wichtig®

und ,,unwichtig“ erkannt werden

konnen. Diese wissenschaftliche
Suchstrategie (Heuristik) gehort zum
Handwerkszeug einer jeden erklirenden
(sog. nomothetischen) Wissenschatt, die
Wissen um Gesetzméfligkeiten nutzt.
Diese Suchstrategie ist das, was der Begriff
Modellbildung eigentlich umschreibt, und
die auch auf die Gesetze abzielt, die wir
bei der Beschreibung und Strukturierung
lebendiger Korper nutzen konnen. Wie
und warum diese Suche so gestaltet

wird, wird im Schlussteil dieses Buches
behandelt.

Eine moglichst genaue und fundierte
Beschreibung des Vorgangs, den ich
erkldren mochte, am besten fiir die
Lebensform, fiir die ich diese Erklarung
anfertigen will. Je hochwertiger meine
Beschreibung, desto sicherer und préziser
kann ich die Suche nach einer Erkldrung
gestalten. Es gibt also keinerlei Grund,
tiber beschreibende (sog. idiografische
oder deskriptive) Wissenschaft die Nase zu
ritmpfen. Keine gute Erkldrung ohne gute
Beschreibung! Gute Wissenschaft braucht
beides.

Vergleichen und Abstrahieren sind nicht
nur zentrale Techniken, um die Vielfalt von
Lebensformen beschreibend ordnen zu kon-
nen, sie bilden auch die Voraussetzung,
um Biologie folgernd erkliren zu kénnen.
Zwar wissen wir oft intuitiv, was vergleich-
bar ist und was nicht, aber um von einem
unbestimmten ,,Bauchgefiithl“ zu einer ratio-
nalen Heuristik zu gelangen, brauchen wir
noch eine systematische Methode. Diese
Methode hat sich interessanterweise eben-
falls aus einem Vergleich entwickelt, nim-
lich dem Vergleich zwischen Maschinen und
Lebewesen.
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= Lebewesen als Maschinen: der Weg von
der Metapher zur Modellbildung als
zentraler Methode

Schon seit der Antike spielen Technikver-
gleiche eine wichtige Rolle bei der Erklirung
von Lebewesen, wobei sich die Antike
natiirlich auf klassische Maschinen wie
Hebel-, Seilzugkonstruktionen und Puppen,
aber auch auf andere kiinstliche Hervor-
bringungen wie den Hausbau oder sogar
die Haushaltung bezog. Auf der Grund-
lage solcher Vergleiche versucht Aristoteles
die Besonderheit lebendiger Organisation
zu erkldren und zugleich die Prinzipien zu
bestimmen, nach denen sich Belebtes von
Unbelebtem unterscheidet. Parallel zur
Rolle von Technik als Metapher fiir Lebe-
wesen entfalteten die technischen Diszipli-
nen auch unmittelbar einen groflen Einfluss
auf die Lebenswissenschaften. Maschinen-
bau, Elektrotechnik, Optik und vor allem
die Informatik stellten nicht nur neue und
immer ausgefeiltere Bilder, Modelle und
Vorstellungen fiir den erkennenden Ver-
gleich von biologischen Organismen zur Ver-
fiigung, sondern lieferten der Biologie auch
ganz konkret neue methodische Werkzeuge.
Die stiirmische Entwicklung der Molekular-
biologie der zweiten Hilfte des vergangenen
Jahrhunderts, die heute letztlich alle bio-
logischen Teildisziplinen gepragt hat, hatte
ohne dieses Fundament vermutlich nie statt-
finden kénnen.

Maschinen und Maschinentypen &nder-
ten sich also im Laufe der Geschichte, ja es
wurden ginzlich neue Typen hervorgebracht.
Dennoch blieb der Vergleich mit technischen
Systemen bis heute ein wichtiger Weg, um
Lebendiges verstehen und erkliren zu kon-
nen. Oder anders ausgedriickt: Der Bezug auf
Technik war fiir die Biologie iiber viele Jahr-
hunderte hinweg eine wichtige heuristische
Triebkraft. So finden wir in der neuzeitlichen
Auseinandersetzung zwischen Mechanizismus
und Vitalismus (s. unten) beide Elemente wie-
der, namlich zum einen den Technikvergleich,
zum anderen die Erkenntnis, dass Belebtes
und Unbelebtes grundsitzlich verschieden

seien. Aber erst mit dem Siegeszug der phy-
sikalischen Wissenschaften im 18.und der
Chemie im 19. Jahrhundert wurde von den
urspriinglich vielfiltigen Wegen der Erkldrung
(Das Aristotelische Vier-Ursachen-Schema)
der Schwerpunkt auf Kausalerklirungen
(Wirkursachen) gelegt. Die Frage danach,
ob es moglich sei, Bestandteile von lebenden
Organismen oder die Materialien, aus denen
sie aufgebaut sind, auch auf ,anorganische®
Weise hervorzubringen, erhielt zwar mit den
beeindruckenden Erfolgen der chemischen
Synthese eine erste Antwort. Die Debatte, ob
und in welcher Weise lebende Organismen auf
Chemie und Physik reduzierbar sind, dauert
dagegen auch heute noch an.

Ein Grund dafiir ist sicherlich die offen-
sichtliche Funktionalitit von lebenden
Organismen, die man, anders als einen
physikalischen oder chemischen Vorgang,
eben nicht allein {ber Kausalerklirungen
befriedigend erkliren kann. Vielmehr muss
man hierfiir auch Zweckursachen (,Wozu
ist es gut?“) heranziehen. Genau an dieser
Stelle werden die Vergleiche mit Maschinen
wieder wichtig — Maschinen sind ja offen-
sichtlich ,fiir etwas gut®, sie erfiillen einen
Zweck, und der heuristische Weg, eine bio-
logische Erscheinung durch einen Vergleich
mit einer passenden Maschine zu erkldren,
erlaubt daher nicht nur, den Vorgang zu ver-
bildlichen, sondern schligt gleichzeitig auch
noch die Briicke zur Funktion.

Nehmen wir als Beispiel die in Durch-
messer und Dicke kontrollierbare Linse im
Wirbeltierauge, dann kann deren Funktion
bestimmt werden als ,fokussiert Licht, das
die Hornhaut durchdringt, auf die Netzhaut®
Wenn wir dies nun mit der Linse in einem
Brennglas vergleichen, weil diese Lichtstrahlen
biindeln kann, ereignet sich nun zweierlei:
zum einen wird eine Struktur — die ,,Linse“ des
Auges - so beschrieben, dass sie eine Leistung
hervorbringt, nimlich die Beugung und Bre-
chung des Lichts. Zum zweiten wird explizit
auf eine technische Form verwiesen — Linsen
sind ja technische Gebilde und werden in Bril-
len, Lupen, Kameras oder Teleskopen verbaut.
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Wir stellen also eine Gleichheitsbeziehung
zwischen dem technischen Artefakt und der
biologischen Struktur her. Das geht weit iiber
die Linse als technisches Bild fiir das Auge
hinaus. Wir kénnen nun namlich die Gesetze,
die wir an technischen Linsen formuliert
haben (also den gesamten Bereich der geo-
metrischen und physikalischen Optik) einfach
auf das Auge iibertragen und damit dessen
Funktion beschreiben. Und diese Ubertragung
bringt uns auf ganz neue Gedanken - plotzlich
verstehen wir, warum ein etwas zu langer Aug-
apfel dazu fithrt, dass jemand kurzsichtig ist
oder warum dltere Menschen eine Lesebrille
bendtigen.

Dieser Gedankenweg (der historisch
nicht so zielgerichtet verlief) - die tech-
nische Linse als (zunichst funktionelles)
Bild fiir das Auge, die genauere und syste-
matische Betrachtung dieses Bilds und die
Riickiibertragung der an diesem Modell
gefundenen Gesetzmifligkeiten auf das ,Vor-
bild“ Auge - ist zur zentralen Methode der
modernen Biologie geworden. Genau dieser
Gedankenweg ist mit dem Begriff Model-
lierung gemeint (Phasen der Modellierung,
eine weitergehende Darstellung in » Kap. 8
Modellbildung).

Phasen der Modellierung

Das Wort Modell stammt aus dem
italienischen modello, womit eine Person
gemeint ist, die in der Malerei als Vorbild
dient. Aber schon in der Antike bezeichnet
modulus den Maf3stab, nach welchem

die Proportionen von Baugliedern

oder Baukorpern aufeinander bezogen
werden kénnen (etwa das Verhaltnis

von Saulenldnge und -durchmesser als
Grundmag fiir einen Tempel im dorischen
oder ionischen Stil). Damit ist nicht das
+Abbilden” die entscheidende Operation,
sondern die Erzeugung von Vorbildern und
MaBstaben, an denen letztlich etwas ,ins
MaR gebracht” wird. Wer modelliert, bildet
also durchaus auch ab — wesentlich aber,

indem er ,auf ein Mal bringt”. Dies geht Giber
den reinen Vergleich von Langen naturlich
weit hinaus. Damit ist auch gleichzeitig klar,
dass in der wissenschaftlichen Modellierung
immer auch etwas gemessen wird. Modelle
fihren also letztendlich in der einen oder
anderen Form zu Zahlen. Das ist wichtig,
denn die Qualitdt eines Modells wird auch
daran gemessen, wie genau die daraus
abgeleiteten Vorhersagen sind — und

dazu muss quantifiziert werden. Diese
etymologischen Wurzeln deuten schon an,
dass es nicht darum geht, etwas abzubilden,
sondern dass man mithilfe dieser Abbildung
in einem zweiten Schritt etwas vorhersagen
mochte. Der Karlsruher Physiker Heinrich
Hertz hat den Kern der Modellierung (1894)
in einer beriihmt gewordenen Passage so
dargestellt:

» ... erlaubt uns, zuklnftige
Erfahrungen vorauszusehen. Das
Verfahren ... ist dieses: Wir machen
uns innere Scheinbilder oder Symbole
der duBeren Gegenstdnde, und zwar
machen wir sie von solcher Art, dass
die denknotwendigen Folgen der
Bilder stets wieder die Bilder seien von
den naturnotwendigen Folgen ...

Entscheidend fuir den Erfolg einer
Modellierung ist nicht nur der
metaphorische Anfang (Adern sind wie
Leitungen, Knochen sind wie Hebel),
sondern vor allem auch das Gespur

bei der sogenannten Explikation dieser
anfanglichen Metapher. Denn hieraus
gewinnt man Schlussfolgerungen,

an welchen sich die Qualitat der
Modellierung tberprifen lasst (etwa
bezuglich der sich aus dem Modell
ergebenden Elastizitdt der GefaBwédnde
oder der Eigensteifigkeit der Knochen).
Der Weg von der bildlichen Darstellung
zum Werkzeug der quantitativen
Vorhersage erfolgt also in charakte-
ristischen Phasen, die mit Metapher,
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systematischer Explikation, Modellierung
und Vorhersage (Implikation) beschrieben
werden kdnnen und kurz am Beispiel des
Blutkreislaufs erldutert seien (B Abb. 1.2):
Ausgangspunkt der Modellierung

ist eine moglichst gute und genaue
Beschreibung eines Phanomens, hier etwa
des Verlaufs von Arterien und Venen

im menschlichen Korper (B Abb. 1.2a).
Achtung: In dieser Beschreibung sind
schon sehr viele Annahmen, bildliche
Vorstellungen und Uberlegungen
versteckt — der von Harvey erstmals
beschriebene Blutkreislauf lag namlich
nicht offen zutage, sondern musste

in einer Verbindung aus mihsamer
Beobachtung und fiir die damalige

Zeit recht verwegenen Uberlegungen
erschlossen werden. In einer Zeit, als das
Sezieren eines menschlichen Leichnams
noch verboten war und daher heimlich,
nachts, bei schummriger Beleuchtung
stattfinden musste, war es ein heroisches
Unterfangen, den Verlauf der Blutadern im
menschlichen Korper kartieren zu wollen.
Anhand eines oft blutigen und oft nicht
mehr vollstandigen (nicht ohne Grund
verfligten im Mittelalter die Scharfrichter
Uber die besten medizinischen
Kenntnisse) Korpers zu entscheiden, ob
sich Adern wirklich entsprachen oder nur
aufgrund individueller Abweichungen
oder der Umstande auf dem Richtplatz
zuféllig beieinanderlagen, war eine
groBBe wissenschaftliche Leistung, bei

der genaue Beobachtung, gute Intuition
beim Vergleichen, aber auch ziemlicher
Scharfsinn beim Schlussfolgern gefordert
waren. Die uns heute selbstverstandlich
erscheinende Vorstellung eines Kreislaufs
konnte Harvey ibrigens gar nicht
beobachten (an lebenden Menschen
kann man den Blutfluss in den Adern ja
gar nicht verfolgen, an Leichen kann man

zwar den Verlauf der Adern sehen, das
Blut flieBt aber nicht mehr). Harvey hat
diese Vorstellung aus einer logischen,
aber fir die damalige Zeit eigentlich
sehr kiihnen Uberlegung abgeleitet: Da
das Herz standig Blut durch den Korper
pumpt, mlssten gewaltige Mengen an
Blut erzeugt und gleichzeitig an anderer
Stelle verbraucht werden. Da Menschen
selbst beim Verlust kleiner Mengen

von Blut ihr Leben verlieren, muss die
Menge des Blutes andererseits begrenzt
sein. Diese Widerspriiche lassen sich zur
Deckung bringen, wenn man annimmt,
dass das Blut in einem geschlossenen
Kreislauf durch den Koérper wandert.

Im néchsten Schritt wird nun das
Phd@nomen (eigentlich die Beschreibung
dieses Phanomens) in ein Bild (Metapher)
Ubersetzt (B Abb. 1.2b). Typisch fir
diese Phase sind ,Das-ist-so-wie-
jenes“-Aussagen (,Der Blutkreislauf

des Menschen ist so wie ein in sich
geschlossenes System kommunizierender
Rohren”). Diese Abbildung ist vermutlich
der intuitivste Schritt bei der gesamten
Modellierung Giberhaupt. Ob die Wahl des
Bildes gelungen war oder nicht, erweist
sich ndmlich oft erst viel spater.
Merkwiirdigerweise ldsst man das
urspriingliche Phdnomen erst einmal
links liegen, wenn man die Metapher
gefunden hat. Der Anatom verldsst also
den Seziertisch und beschéftigt sich in
den ndchsten zwei Phasen gar nicht mit
den Adern in der vor ihm untersuchten
Leiche, sondern mit dem Verhalten der
kommunizierenden Réhren, die er als
Bild fiir die Adern herangezogen hat. An
diesen Rohren beobachtet und tberlegt
er, wie sich der Durchfluss verandert,
wenn die R6hre enger oder weiter ist,
was passiert, wenn mehr oder weniger
Druck angelegt wird oder wenn man
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statt flissigem Wasser zdhen Honig
durch die Rohre flieen lasst. Nattrlich
liest er auch nach, wie die alten Romer
ihre Wasserleitungen gebaut haben und
was die Physik Gber den Transport von
Flussigkeiten in Rohren herausgefunden
und diskutiert hat. Am Ende dieser am
Modell vorgenommenen systematischen
Explikation wird er erkennen, dass eine
doppelt so dicke Réhre nicht nur doppelt,
sondern mehr als zehnmal so viel Wasser
transportieren kann, dass der Transport
mit dem Druck zu- und mit der Zahigkeit
der Fllssigkeit abnimmt und dass der
Fluss durch eine lange R6hre deutlich
schwieriger zu bewerkstelligen ist als
durch eine kurze.

:@ -

Die in dieser systematischen Explikation
gefundenen GesetzmaBigkeiten lassen
sich nicht nur in Worten, sondern auch in
mathematischer Form beschreiben, und
damit ist der Ubergang zur Modellierung
vollzogen (B Abb. 1.2¢). Aus der Metapher
hat sich nun ein Modell entwickelt,

mit dem man tber mathematisches
Schlussfolgern Vorhersagen ableiten kann.
Etwa sagt das Gesetz von Hagen-Poiseuille
voraus, dass der Volumenfluss in der
vierten Potenz zunimmt, wenn der

Radius steigt. Daraus lasst sich ableiten,
dass (wohlgemerkt unter Annahme

eines geschlossenen Kreislaufs) eine

sich symmetrisch verzweigende Ader

zwei Tochter bildet, deren Radius um

c 2

dv _ ar*Ap

dt — 8nL

76 %,

76 %

O Abb. 1.2 Phasen der Modellierung am Beispiel des menschlichen Blutkreislaufs. a Stark vereinfachtes
Schema von Arterien (rot) und Venen (blau) im menschlichen Organismus, die nach Harvey einen geschlossenen
Kreislauf bilden. b Man stellt sich den Blutkreislauf ,so wie” ein System von Rohren vor (Metapher). Nun tberlegt
man sich, was in Réhren geschieht, wenn man sie etwa verengt oder erweitert (systematische Explikation). c
Nun folgt die Modellierung: Aufgrund von physikalischen Uberlegungen leitet man GesetzmaBigkeiten tiber
den Volumenfluss in Abhangigkeit von Druckabfall (Ap), Viskositat der Flissigkeit (n), Radius (r) und Lange (L)
der Rohre ab. Dabei stellt man fest, dass der Volumenfluss mit der vierten Potenz des Radius ansteigt. d Aus der
Modellierung lassen sich nun experimentell Uberprifbare Voraussagen (Implikationen) ableiten, etwa tiber die

Weite sich symmetrisch verzweigender Adern
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ein Viertel geringer ist (B Abb. 1.2d). Mit

dieser Ableitung (Implikation) des Modells

kann nun der Anatom an den Seziertisch
zurlickkehren und nachmessen, ob das
stimmt.

Dieser Kreislauf der Modellierung ist in

der Regel kein Kreislauf, sondern eine

Spirale, wobei die Prazision der Aussagen

bei jeder Runde zunimmt. Dennoch muss

man im Bewusstsein behalten, dass das

Modell in unserer Vorstellung durch die

Auseinandersetzung mit dem Gegenstand

unserer Forschung entsteht. Das Modell

Jist” nicht dieser Gegenstand. Herbert

Stachowiak hat diese Beziehung in seinen

beriihmt gewordenen drei Kriterien

von Modellen auf den Punkt gebracht

(Stachowiak 1973):

1. Abbildung: Ein Modell ist stets eine
Abbildung von etwas.

2. Verktirzung: Ein Modell erfasst nur jene
Attribute des Originals, die relevant
erscheinen.

3. Pragmatismus: Ein Modell ersetzt das
Original in Bezug auf etwas, fiir einen
bestimmten Zweck.

Wichtig ist dabei aber, dass jedes Modellieren
mit dem dritten Aspekt beginnt — es muss
schon bestimmt sein, was genau eigentlich zu
modellieren ist, bevor geeignete Vergleichs-
gegenstande gefunden werden kénnen.

Aber die aus dem Technikvergleich ent-
standene, systematische Suchstrategie zur
Erkldrung von Lebewesen entwickelte sich
noch weiter. Nachdem viele grundsitz-
liche Gesetzmafligkeiten von Lebewesen
beschrieben und erkldrt waren, oft sogar
in mathematischer Weise mit quantitati-
ven Beziehungen, wurde namlich eine neue
Stufe eingezogen. An die Stelle des techni-
schen Artefakts trat nun immer héufiger ein
schon genau bekanntes Lebewesen, von dem
man dann vergleichend fiir andere, weni-
ger bekannte Lebewesen Schlussfolgerungen

ableitete und an dem man, stellvertretend
fiir andere Lebewesen, bestimmte Gesetz-
mafligkeiten  untersuchte. Durch  diese
Weiterentwicklung war der Schritt von der
Modellbildung zu den Modellorganismen
vollzogen, und damit sind wir beim Thema
dieses Buchs angelangt.

1.1 Vom Lebewesen zum
Modellorganismus

= Vitalismus versus Physikalismus/
Mechanizismus

Der deutlich hohere Abstraktionsgrad und
die darauf aufbauende Formalisierung sind
nicht die einzigen Merkmale, die Physik und
Biologie trennen. Neben die Typenbildung
tritt das zweite Alleinstellungsmerkmal der
Zweckmafligkeit. Lebewesen erscheinen in
hohem Mafle funktional - sie konnen nur
tiberleben, weil sie in der Lage sind, Widrig-
keiten und Probleme zu {iberwinden und zu
l6sen. Darin scheint eine Art von ,,Intelligenz*
auf, die man im Fall eines Wiirfels vergeblich
sucht. Diese auf einen ,,Zweck® ausgerichtete
Organisation von Lebewesen prigte die Bio-
logie iiber lange Strecken ihrer Geschichte
und fithrte zu dem Versuch, die Eigenstindig-
keit von Biologie als Wissenschaft durch die
Annahme zu begriinden, dass in Lebewesen
eigene Gesetzmafligkeiten gilten, die nicht
durch die Gesetze von Physik und Chemie
zu erklaren seien, sondern iiber diese hinaus-
gingen. Auch wenn dieser sogenannte Vitalis-
mus aus heutiger Sicht ein Irrweg war, war er
fir die Entwicklung der Biologie fruchtbar,
weil er einen neuen Forschungsweg in Gang
setzte. Ziel dieses Forschungswegs war es, die
in der Biologie augenfillige Zweckmifigkeit
mit den Gesetzmifligkeiten der nichtbio-
logischen Naturwissenschaft in Einklang zu
bringen. Das bedeutet nicht, dass man letzt-
endlich Biologie als Spezialfall von Physik
und Chemie behandelt (sog. Physikalismus
oder wegen des Bezugs auf Maschinen auch
Mechanizismus). Der Versuch, die Meiose
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quantenphysikalisch (oder, um eine geringere
Fallhéhe zu nennen, proteinchemisch) zu
erkliren wire, obwohl theoretisch machbar,
nicht direkt fruchtbar, weil er eben nur Teile
der Meiose erkldren konnte, wahrend die gan-
zen funktionalen Aspekte (Folgen der Meiose
fiir die genetische Verschiedenheit und die
Wechselwirkung der Nachkommen mit ihrer
Umwelt) auflen vor blieben. Wir miissten also
schon ein Verstindnis des zu erklirenden
Vorganges (hier: Meiose) entwickelt haben,
um etwa eine proteinchemische Erklirung
anfertigen zu koénnen. Vitalismus und Phy-
sikalismus/Mechanizismus ~ scheinen also
Extrempositionen zu formulieren, die zwar
jeweils wahre Kerne enthalten, aber offenbar
ebenso spezifisch blinde Flecken.

Der wahre Kern des Vitalismus ist das
Augenmerk auf die Funktionalitdt von leben-
den Organismen, sein blinder Fleck liegt
darin, dass er ignoriert, dass die Gesetze von
Physik und Chemie natiirlich auch in leben-
den Organismen giiltig sind und den Rah-
men bilden miissen, um lebende Organismen,
ihren Aufbau, ihr Verhalten etc. zu erkldren.
In dieser Erkenntnis liegt der wahre Kern des
Physikalismus/Mechanizismus. Sein blinder
Fleck liegt wiederum darin, dass Funktionali-
tat weder in der Physik noch in der Chemie
vorkommen, und dass der Versuch, diese
Besonderheit von lebenden Organismen zu
ignorieren, daher keine wirkliche Erklarung
biologischer Phianomene erlaubt, weil diese
unvollstindig bleiben muss. Gibt es einen
»dritten Weg", der den Gegensatz von Vitalis-
mus und Physikalismus {iberwindet?

Die Biologie hat diesen Weg schon
langst eingeschlagen, aber dies ist nur weni-
gen bewusst. Dieser Weg, nach einem von
W.E. Ritter (1919) geprégten Begrift als Orga-
nizismus bezeichnet, richtet das Augenmerk
darauf, dass Lebewesen in vielschichtiger
und dynamischer Weise organisiert sind.
Als Grundeinheit des Lebens wird tblicher-
weise die Zelle angesehen, die sich ihrerseits
in funktionelle Einheiten wie Organellen und
Kompartimente untergliedert, die sich wie-
derum aus Komplexen von Makromolekiilen

aufbauen. In der anderen Richtung sind Zel-
len zu Geweben zusammengefasst, die sich
wiederum zu Organen zusammenschlie-
Ben, welche jeweils bestimmte Funktionen
erfiillen. Bei einem solch vielschichtigen Sys-
tem werden auf der Ebene des Ganzen neue
Eigenschaften und Gesetzmifligkeiten sicht-
bar, die sich auf der Ebene seiner Teile nicht
finden lassen, in den Worten von W.E. Ritter
(1919):

» Wholes are so related to their parts
that not only does the existence of
the whole depend on the orderly
cooperation and interdependence
of its parts, but the whole exercises a
measure of determinative control over
its parts.

Das ist nicht neu - schon Kant formulierte:

» Ineinem solchen Produkte der Natur wird
ein jeder Teil, so, wie er nur durch alles
Ubrige da ist, auch als um der anderen
und des Ganzen willen existierend, d.i. als
Werkzeug (Organ) gedacht.

Kant sieht diese natiirliche Zweckmifligkeit
eher als Eigenschaft unserer Beschreibung,
was wir in » Kap.8 Modellbildung noch im
Detail besprechen wollen. An dieser Stelle
genligt es, wenn wir uns klarmachen, dass
die Debatte um Physikalismus und Vitalis-
mus in die Irre fithrt, weil es in der Biologie
eigentlich gar nicht um Lebewesen geht, son-
dern um Organismen - und damit sind Lebe-
wesen gemeint, die als funktionale Einheiten
strukturiert und beschrieben wurden.

Die Begriindung fiir diese These wird in
> Kap.8 Modellbildung noch genauer dar-
gelegt werden. Hier zundchst einmal eine
stark verkiirzte Darstellung, die sich mit eini-
gen Gedanken von Ernst Mayr aus seinem
Buch This is Biology auseinandersetzt, weil
daraus auch recht schnell klar wird, warum
Modellorganismen fiir die Biologie so wich-
tig sind. Mayr beginnt damit, dass er erst
einmal klarstellt, dass es ,Leben” als ,Ding“
oder ,,Objekt“ gar nicht geben kann - allen-
falls gibt es eine Aktivitét, die ,Leben” heif3t:



1.1 - Vom Lebewesen zum Modellorganismus

» To elucidate the nature of this entity
called 'life’ has been one of the major
objectives of biology. The problem here
is that 'life’ suggests some ‘thing’ - a
substance or force — and for centuries
philosophers and biologists have tried to
identify this life substance or vital force, to
no avail. In reality, the noun ‘life’ is merely
a reification of the process of living. It
does not exist as an independent entity.
One can deal with the process of living
scientifically, something one cannot do
with the abstraction ‘life’.

Diese vorsichtige - und gelegentlich als
reduktiv verstandene - Auffassung von
»Leben® ist deshalb wichtig, weil sie eine ver-
steckte Mahnung enthilt, dass es ndmlich ein
Irrweg wire, die Besonderheit der Biologie
mit einer ,Lebenssubstanz® oder ,Lebens-
kraft“ begriinden zu wollen. Der Irrweg
besteht darin, dass sich Biologie gar nicht
damit befasst, ,was“ Leben ist, sondern ledig-
lich damit, ,wie“ Lebewesen sind; ,Leben"
bezeichnet damit nichts anderes als besondere
Form, in der Lebewesen tditig sind (ndmlich
indem sie z.B. wachsen, sich ernédhren, sich
bewegen, oder sich fortpflanzen). Die ,,Subs-
tanz“ (die Molekile) und die ,Krafte* (die
physikalischen Gesetze) konnen dafiir getrost
dieselben sein wie in der unbelebten Natur.
Biologie als eigenstindige Wissen-
schaft beruht also auf der Besonderheit von
»Leben® als Aktivitdt. Diese Aktivitit ent-
steht aus der Verbindung zahlreicher phy-
sikalisch-chemischer Prozesse man denke
etwa an die zahlreichen enzymatischen
Reaktionen, die gleichzeitig in einer Zelle
ablaufen und die natiirlich alle den Geset-
zen der Thermodynamik gehorchen, aber
auf eine ,geschickte® Weise miteinander
verkniipft sind, oder um es mit einem Bon-
mot von Manfred Eigen zu sagen ,Life does
not break the laws of physics, but it moves
along their borders”. Die Besonderheit von
»Leben® liegt also in biologischer Sichtweise
in dieser besonderen Art, in welcher diese

physikalisch-chemischen Prozesse verkniipft
und organisiert sind. Wenn man nun, von
der physiko-chemischen Beschreibung dieser
Prozesse ausgehend, zur Ebene des urspriing-
lichen Lebewesens in seiner Lebendigkeit
wieder zuriickkehrt, erkennt man auf der
Ebene dieser Gesamtheit Eigenschaften, die
auf der physiko-chemischen Ebene nicht
zu finden waren - diese werden héufig mit
Emergenz bezeichnet, um deren besonderen
Charakter zu markieren. Der Status solcher
Phinomene ist aber umstritten. Biologie als
Wissenschaft beschiftigt sich also damit, wie
diese physikalisch-chemischen Prozesse sich
so organisieren, dass dieses so entstandene
Ganze ,lebt“ (Mayr 1997):

)» The demise of vitalism, rather than leading
to the victory of mechanicism, resulted in a
new explanatory system. This new paradigm
accepted that processes at the molecular
level could be explained exhaustively by
physicochemical mechanisms, but that such
mechanisms played an increasingly smaller,
if not negligible, role at higher levels of
integration. There, they are supplemented
or replaced by emerging characteristics
of the organized systems. The unique
characteristics of living organisms are not
due to their composition, but rather to their
organization.

Eine biologische Definition von , Leben® ver-
suchen zu wollen, die iiber jene von Mayr
gegebene Liste wesentlich hinausreicht, ist
also ein vergebliches Unterfangen - jeden-
falls dann, wenn wir vermuten, dass sich der
Ausdruck ebenso auf Gegenstinde bezieht
wie z. B. ,Tisch® oder ,,Bar® Ersichtlich lasst
sich der Ausdruck ,Bar“ durch Vorfithren
von Beispielen und Gegenbeispielen ein-
fithren, indem wir im Zoo auf einen sol-
chen zeigen und ihn von dem Hund vor dem
Gehege oder dem Kamel im Nachbargehege
abgrenzen. Nur durch die Verwendung des
Artikels ,das Leben“ werden wir tiberhaupt
dazu verleitet, darunter einen Gegenstand
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wie andere zu verstehen. Am ehesten noch
scheint es sich im besten Sinne des Wortes
um einen abstrakten, hoherstufigen Aus-
druck zu handeln - so wie etwa ,Freiheit®
oder ,,Solidaritit“ Es ist freilich weit frucht-
barer, die nominale Verwendung ,,das Leben®
zu verlassen und das verbale ,leben® und das
attributive ,lebendig® anzuschauen, denn
dazu lasst sich nun Einiges mehr sagen. So
werden wir, wenn wir erldutern wollen, was
einer tut, der ,lebt, etwa darauf verweisen,
dass er vermutlich atmet, sich bewegt,
gelegentlich redet und wahrnimmt, vielleicht
etwas zu sich nimmt, wichst und sich gar
vermehrt. Verstehen wir nun den Nominal-
ausdruck ,das Leben® als zusammen-
fassenden Begriff solcher Titigkeiten, dann
koénnen wir damit durchaus auch definie-
ren, welche Gegenstinde lebendig sind: Es
sind eben solche, die alle oder einige dieser
Regungen oder Eigenschaften aufweisen.
Es ist damit auch moglich, biologisch tiber
lebendige Gegenstinde - Lebewesen - zu
reden, ndmlich indem wir aufzeigen, wie
die physikalisch-chemischen Prozesse orga-
nisiert sein miissen, damit der entstehende
Organismus ,lebt®. Wiederum ist der Unter-
schied von Lebewesen und Organismus
wichtig. Lassen wir also ,,das Leben® mal fiir
eine Zeit links liegen und schauen uns an,
was lebendige Organismen auszeichnet:
Entstanden, nicht gemacht. Zunéchst
einmal sind lebende Organismen in einem
evolutiondren Prozess entstanden. Das
klingt erst einmal trivial, ist es aber nicht.
Es bedeutet namlich, dass alle Vorformen
dieser Organismen zu jedem Zeitpunkt
dieser Geschichte funktional gewesen sein
miissen. Ein ,wegen Umbau geschlossen”
kann es in der Evolution nicht geben. Bei
einem technisch hergestellten Produkt ist
das nicht so. Die Vorstufe eines Autos auf
dem Montageband fahrt nicht, will noch
kein Motor verbaut ist. Wir erwarten dies
auch gar nicht, und es ist auch tiberhaupt
nicht notwendig, damit am Ende ein
fahrfihiges Auto entsteht. Zudem werden
Autos nicht durch Autos hervorgebracht:

Sowohl die Produktion als auch die
Reproduktion von technischen Gebilden
sind also grundlegend anders als bei
lebenden Organismen.

Offen und doch autonom. Lebende
Organismen nehmen stédndig Energie und
Materie aus ihrer Umgebung auf. Dadurch
konnen sie rdumlich und zeitlich begrenzt
dem zweiten Hauptsatz der Thermo-
dynamik widerstehen und eine Ordnung
aufbauen. Diese Ordnung ist nicht statisch,
sondern dynamisch - innerhalb weniger
Wochen tauschen sich fast alle Molekiile
unseres Korpers aus, und dennoch wird
wihrend dieser ganzen Zeit unser indi-
vidueller Kérper erhalten. Die Identitét
unseres Korpers lasst sich also von den
Molekiilen abtrennen, die durch ihn hin-
durchgehen. Diese Identitdt entsteht durch
die besondere Weise, in der der Fluss
dieser Molekiile durch unseren Kérper
organisiert ist. Hier wird etwas sichtbar,
was sich in seiner Eigenstidndigkeit (Auto-
nomie) selbst erhalten kann. Wohlgemerkt:
Diese Autonomie ist nicht dasselbe wie
Autarkie - alle lebenden Organismen
brauchen Energie und Materie von auflen
als notwendige Voraussetzung.
Selbststeuerung und
Selbsthervorbringung. Da die Umwelt
eines Organismus stindigem Wandel
unterworfen ist, miissen Organismen ihre
Autonomie gegeniiber Schwankungen
dieser Umwelt behaupten. Dies geschieht
durch eine Vielzahl von Regelkreisen,
wobei die Stirke eines bestimmten
Prozesses davon abhingt, wie aktiv die
anderen Prozesse sind, mit denen er
zusammenwirken muss. Ahnlich wie

der Thermostat einer Zentralheizung
durch Kopplung der Heizung an die
aktuell gemessene Temperatur eine mehr
oder minder konstante Situation erhilt,
sorgen in lebenden Organismen eine
Vielzahl von Riickkopplungen dafiir,

dass trotz Schwankungen der Umwelt

ein internes Gleichgewicht erhalten

wird. Achtung: die Autonomie eines
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Organismus darf man sich nicht als véllig
konstantes Gleichgewicht vorstellen - ein
Gleichgewicht stellt sich letztlich erst bei
dessen Tod ein. Vielmehr bedingt die
autonome Aktivitdt von Organismen, dass
sie selber um solche thermodynamischen
Gleichgewichte oszillieren.
ZweckmaBigkeit und kausale
Strukturierung. Die chemisch-
physikalischen Prozesse ,,in“ Organismen
unterscheiden sich nicht grundsitzlich
von denen in der unbelebten Natur (auch
wenn viele Molekiile wie Nucleinsduren,
Proteine, Lipide oder Zucker nur unter
Einfluss lebender Organismen gebildet
werden konnen, jedenfalls auf unserer
heutigen Erde). Organismen lassen

sich jedoch als zweckmiflig organisiert
verstehen, ndmlich so, dass dieser
Organismus wdchst und sich in mehr
oder minder dhnlichen Kopien vermehrt.
Diese Zweckmifligkeit war lange Zeit die
hirteste Nuss der Biologie und letztlich
der Grund fiir die Bliite des Vitalismus
im 19. Jahrhundert. Die Bedeutung von
Darwins Werk liegt vor allem darin,

dass er diese Zweckmaifligkeit ohne
Zuhilfenahme intelligenter Lebenskrifte
erklaren konnte. Lebende Organismen,
so beschrieben als seien sie fiir die
besonderen Bedingungen ihrer jeweiligen
Umwelt zweckmafliger organisiert als
ihre Konkurrenten, werden schneller
wachsen und sich haufiger vermehren

als diese Konkurrenten. Bei vielzelligen
Organismen wird die Zweckmaf3igkeit
jedoch auch in der Weise sichtbar, wie sie
sich im Verlaufe ihres Lebens in einem
gesetzmifig ablaufenden Prozess aus
einer einfachen, in der Regel einzelligen,
Vorstufe zu einem vielzelligen und
vielschichtigen Ganzen entwickeln.

Diese Liste ist natiirlich nicht abschlieflend;
sie wird vielmehr fiir verschiedene Typen von
lebenden Organismen unterschiedlich sein.
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= Warum sind Modellorganismen wichtig?
Vielleicht fragen wir uns an dieser Stelle ein-
mal, wie wir diese Aussagen tber lebendige
Organismen eigentlich gewonnen haben.
Die Antwort ist: So wie man in der Biologie
eben Erkenntnis gewinnt — indem man ver-
gleicht, abstrahiert und folgert. Dazu ver-
wendet man urspriinglich aus der Technik
entlehnte Modelle, an denen man sich klar-
macht, wie bestimmte Vorginge in lebendi-
gen Organismen ablaufen — man denke etwa
an die Modellierung des Blutkreislaufs als
geschlossenes System von Rohren (Phasen
der Modellierung). Wie oben schon beildufig
erwahnt wurde, hat sich die Biologie mit
fortschreitendem Wissen zunehmend von
solchen technischen Modellen gelost und
ist auf lebendige Organismen als Modell fiir
andere, weniger gut erforschte ibergegangen.
Solche Modellorganismen sind aus zwei
Griinden besonders interessant:
Sie sind selbst das Resultat einer funktio-
nalen Modellierung, viele dieser Organis-
men werden schon seit vielen Jahrzehnten
bearbeitet, manche ,,Klassiker wie der
Hithnchen-Embryo ja schon seit der
Antike. Diese Modellorganismen sind also
hinsichtlich gewisser Vorgénge oder Eigen-
schaften sehr gut bekannt und modelliert.
Diese Modellorganismen werden nun
dafiir herangezogen, Vorgéinge in anderen
Organismen zu modellieren, die entweder
weniger gut untersucht, schwieriger zu
halten oder experimentell nicht zugéanglich
sind. Dies schlieft tibrigens auch ethische
Beweggriinde ein, man denke nur an das
Thema Versuchstiere, die letztendlich Ver-
suche am Menschen ersetzen sollen.

Beide Aspekte werden in diesem Buch auf
die eine oder andere Weise im Zentrum ste-
hen. Fiir beide gilt aber das, was fiir andere
Modelle auch gilt: Modellorganismen sind
verkiirzte Abbildungen, die pragmatisch fiir
bestimmte Zwecke eingesetzt werden. Wenn
etwa Mus musculus domesticus fir gewisse
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Stoffwechselvorginge des Menschen Wissen
liefert, dass modellhaft relevant ist, muss dies
noch lange nicht heifSen, dass dasselbe auch
fiir die Springmause (Dipodidae) gilt, obwohl
auch diese ,Mduse“ sind. Umgekehrt kann
es sein, dass der Fadenwurm Caenorhabditis
elegans hilft, die Genetik des Alterns beim
Menschen zu verstehen, obwohl er noch
nicht einmal demselben Stamm zugeordnet
werden kann.

Wenn wir Modellorganismen erfolgreich
einsetzen wollen, miissen wir diese eisernen
Regeln befolgen:

Mache Dir klar, fiir welchen Zweck der

Modellorganismus eingesetzt werden soll

(Pragmatik).

Mache Dir klar, hinsichtlich welcher

Aspekte der Modellorganismus verglichen

werden soll (Verkiirzung).

Mache Dir klar, in welchen Aspekten

Modellorganismus und zu modellierender

Organismus dhnlich, aber nicht dquivalent

sind (Abbildung).

Es gibt hier ndmlich ganz verschiedene Zwe-
cke, und abhingig davon ist unsere not-
wendigerweise verkiirzte Betrachtung des
Modellorganismus zuldssig oder eben nicht:
Soll nur ein Standard fiir eine Beschreibung
geliefert werden (,Die Gastrulation der
Stabheuschrecke verlduft im Prinzip so wie
bei D. melanogaster”); soll eine Funktions-
erklairung gegeben werden (,In Analogie
zur Spaltéfinungs-Anlage bei A. thaliana
muss man davon ausgehen, dass auch die
Stomata-Anlagen beim Hirtentdschel durch
Diffusion eines hemmenden Peptids in
einem Mindestabstand gehalten werden®);
wird gar eine evolutiondre Ableitung gebildet
(»Die Kernhiille als wichtigstes Mikrotubu-
li-Organisationszentrum der Pflanzen kor-
respondiert funktionell und teilweise auch
molekular mit dem Spindelpolkorper, wie
er bei der Béckerhefe oder Aspergillus inten-
siv analysiert wurde); oder geht es um echt
exploratives Modellieren von Vorgiangen, die

wir noch kaum verstehen (,Auf der Suche
nach molekularen Komponenten, die fiir die
Kilteresistenz der Antarktischen Eissegge
verantwortlich sind, wurde die Antwort des
Transkriptoms von A. thaliana auf einen
Gefrierschock von -7°C und 2h Dauer
untersucht®).

Nur wenn wir verstehen, dass Modell-
organismen ein durch mithsame Modellie-
rung entwickeltes Werkzeug menschlicher
Forschung sind, welches fiir ganz unterschied-
liche Formen forschenden Handelns eingesetzt
wird, sind wir vor Irrwegen der Abstraktion
gefeit! Modellorganismen sind also nicht Lebe-
wesen, die uns in der ,freien Natur® iiber den
Weg laufen, sondern eigentlich Gebilde geis-
tiger und experimenteller Tatigkeit. Letztend-
lich wird also ,Natur“ durch ,Technik® und
»Kunst® ersetzt. Modellorganismen sind nicht
»natiirlich, sondern von Menschen ,,semi-tech-
nisch® erzeugt, ,,um* damit bestimmte Dinge
tun zu kénnen. Die Modellierung mithilfe eines
Modellorganismus ist damit eigentlich ein Sys-
tem, das aus mehreren Elementen besteht:

dem (wirklichen) Lebewesen (z. B. der

Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae),

dem experimentellen System (wozu neben

dem Lebewesen auch die benétigten Vor-

richtungen zur Messung und Kultivierung
gehoren),

dem Experimentator (der die Zwecke

der Modellierung formuliert und deren

Erreichung kontrolliert),

den Theorien und geistigen Konzep-

ten (,Modelle“), anhand derer die

Wechselwirkung zwischen Lebewesen,

Experimentalsystem und Experimentator

geordnet wird.

Modellorganismen umfassen daher immer
auch drei Ebenen von ,Geschichte®: Die bio-
logische Geschichte ihres Werdens (Phylogenie,
Ontogenie), die technische Geschichte ihrer
»Zurichtung® (Prdparation, Ziichtung, Stan-
dardisierung) sowie die reflexive Geschichte
ihrer Nutzung, um Erkldrungen anzufertigen
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(Theoriebildungen, Hypothesen, Diskussionen,
Widerlegungen).

1.2 Fiir welche Fragen sind
Modellorganismen zentral?

Nachdem die Biologie iiber Jahrhunderte
damit beschiftigt war, die Vielfalt von Lebens-
formen gliedernd (und damit auch erkldrend)
zu beschreiben, ging es in den letzten beiden
Jahrhunderten vor allem darum, hinter dieser
Vielfalt allgemeine Gesetzmafligkeiten zu fin-
den. Wichtige Ergebnisse dieser Suche waren
etwa die Erkenntnis, dass alles Leben in Zellen
organisiert ist (Zelltheorie von Schwann und
Schleiden), dass Eigenschaften von lebenden
Organismen vererbt werden koénnen, ohne
notwendigerweise wihrend der Lebensspanne
eines Individuums sichtbar zutage zu treten
(Theorie der dominant-rezessiven Vererbung
von Mendel), oder dass die Umsetzung der in
der DNA vererbten Information in Proteine
(und damit in sichtbare Merkmale) bei allen
lebenden Organismen nach demselben Code
erfolgt (das von Matthdi und Nirenberg ent-
wickelte Modell der ,,Codon-Sonne®).

Auf dieser Basis geht es in der modernen
Biologie vor allem darum, fiir die gefundenen
Basensequenzen die biologische Funktion zu
entschliisseln (Annotation), die Entwicklung
von Organismen im Verbund mit den rdum-
lich-zeitlichen Mustern der Genexpression
zu erklaren (Entwicklungsbiologie), die Ent-
stehung von Organismentypen in ihrem
geschichtlichen Zusammenhang zu verstehen
(Evolutionsbiologie) und schliellich neue
Methoden und Technologien zur Erforschung
und gezielten Manipulation von Lebewesen
zu testen (gerade auch in Hinblick auf medizi-
nische Forschung, an deren Ende letztendlich
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die therapeutische Behandlung von Menschen
steht). Fir diese vier Forschungsfelder sind
Modellorganismen ein zentrales Werkzeug
der Forschung.

= Zuordnung Gen und Funktion
Die Fortschritte in der Sequenzierungstechno-
logie ab den 90er-Jahren des vergangenen Jahr-
hunderts erlaubten es, die Genomsequenzen
zahlreicher Organismen zu lesen und in inter-
national vernetzten Datenbanken zuginglich
zu machen. Mit nur geringer Verzdgerung
wurden auch andere Biomolekiile im Hoch-
durchsatz untersucht und mit den Genom-
sequenzen verkniipft. Fiir Proteine lédsst sich
das aufgrund des genetischen Codes noch rela-
tiv einfach durch Ubersetzung bewerkstelligen.
Andere Biomolekiile sind jedoch nur indirekt
mit der Genomsequenz verbunden, weil sie
durch das Zusammenspiel verschiedener Pro-
teine umgesetzt oder verandert werden - fiir
das Metabolom ist die Zuordnung also alles
andere als trivial. Dasselbe gilt fiir andere
phénotypische Merkmale von Organismen,
wie etwa Wachstum, Gestalt oder Antwort auf
Signale aus der Umwelt. Letztendlich ist die
Ubersetzung einer Gensequenz in eine ent-
sprechende Aminosduresequenz fiir sich allein
genommen auch nicht sehr informativ, weil
man das Problem der Funktionszuordnung
(Annotation) nur verlagert hat. Solange ich
nicht weifl, was dieses Protein innerhalb
der organismischen Strukturierung und
Beschreibung bewirkt, nutzt mir das Wissen
um diese Sequenz erst einmal herzlich wenig.
Fir Studierende der Biologie wirkt
diese Aussage vielleicht befremdlich - man
konnte doch die Sequenz einfach iiber eine
BLAST-Analyse in gidngige Datenbanken wie
NCBI, EMBL oder Swiss-Prot einspeisen und
priifen, welche Hits zuriickgespielt werden,
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um dann nachschauen, was iiber die Funk-
tion dieser hinsichtlich ihrer Sequenz &hn-
lichen Proteine bekannt ist. Wenn man sich
das aber genauer durchdenkt, wird man fest-
stellen, dass wir mit diesem Vorgehen genau
gemifd der oben geschilderten Sequenz Ver-
gleichen, Abstrahieren, Folgern verfahren. Mit
anderen Worten: Hinsichtlich dieser Sequenz
ist das tber die BLAST-Analyse gefundene
Gen unserer Ausgangssequenz dhnlich, also
konnen wir daraus folgern, dass die Funktio-
nen beider Gene ebenfalls dhnlich sind. Da
es sich aber um verschiedene Organismen
handelt, miissen wir diese Ubereinstimmung
aus den ebenfalls mehr oder minder vor-
handenen Verschiedenheiten durch Abstrak-
tion gleichsam herausfiltern.

Wenn wir diesen fiir die moderne Bio-
logie alltiglichen Vorgang unter diesem
Blickwinkel betrachten, werden wir gleich
feststellen, worin die Begrenzungen lie-
gen: Je verwandter der Organismus ist, aus
dem die Information iber die Funktion
stammt, umso wahrscheinlicher ist es, dass
die Funktion meiner Ausgangssequenz eben-
falls ibereinstimmt. Was aber, wenn ich
etwas wirklich Neues gefunden habe und die
tiber BLAST-Analyse gefundene dhnlichste
Sequenz aus einem ganz anderen Organis-
mus stammt? Was, wenn es zwar dhnliche
Sequenzen gibt, aber keine Information dar-
tiber, welche Funktionen annotiert sind?
Was hilft mir die Aussage, dass der ndchste
bekannte Verwandte meines aus Weinreben
isolierten Proteins bei Homo sapiens mit der
Entstehung von Epilepsie in Zusammenhang
steht? Nicht besonders viel. Natiirlich kann
ich ein paar Jahre warten und hoffen, dass
in der Zwischenzeit ein Labor in China oder
USA weitere Verwandte meines Proteins aus
anderen Pflanzen findet und dessen Sequenz
nebst einer Aussage iiber die Funktion in
den Datenbanken ablegt, aber wenn ich die
Annotation jetzt und ohne fremde Hilfe vor-
nehmen will, komme ich offensichtlich mit
reiner Datenbankanalyse nicht wirklich wei-
ter. Hier riicken nun Modellorganismen

ins Zentrum, weil sich dort die Zuordnung
Gen-Funktion leichter vornehmen lésst.

Dabei gibt es zwei Wege - entweder
beginnt man bei der Funktion und arbeitet
sich zur Ebene des zugeordneten Gens vor
(Vorwirtsgenetik), oder man beginnt bei der
Gensequenz und manipuliert den Modell-
organismus, indem man die Expression des
fraglichen Gens entweder hochfihrt oder
ausschaltet und dann untersucht, welche
phinotypischen Anderungen diese Manipula-
tion zur Folge hat (reverse Genetik; Vorwarts-
und reverse Genetik).

Vorwarts- und reverse Genetik

Fir die Annotation von Genfunktionen
braucht man Wissen jenseits der
DNA-Sequenz, ndmlich Wissen, das an
einem lebendigen Organismus gewonnen
wurde. Haufig ist das nicht der Organismus,
aus dem das Gen stammt, sondern der
nachst verwandte Modellorganismus.
Welche Kriterien eine Lebensform zum
Modellorganismus pradestinieren, wird in
» Abschn. 1.3 noch ausfiihrlich erlautert.
Eines dieser Kriterien ist jedoch die
Méglichkeit, diesen Modellorganismus
genetisch zu manipulieren. Dies ist flr

die Annotation von entscheidender
Bedeutung, weil man hier eine Korrelation
von Genfunktion und Phanotyp
vornehmen muss. Dabei gibt es zwei
Situationen: Entweder ist die Expression
des fraglichen Gens inaktiviert und man
untersucht am Modellorganismus, welche
Funktionen nun ausgefallen sind (Loss of
Function). Es kann aber auch die Expression
des fraglichen Gens verstérkt sein oder das
Genprodukt so verdandert, dass es immer
aktiv ist (Gain of Function).

So wie ein Tunnel von zwei Richtungen
her gebohrt werden kann, gibt es bei der
Annotation auch zwei Suchstrategien

(8 Abb. 1.3):

Die erste Strategie, Vorwartsgenetik
(forward genetics), ist historisch alter
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Forward genetics
TAC TGG TAG CCC ..
Y W * p
.. TAC TGG TAC CCC ..
Y W Y P
b

B Abb. 1.3 Annotation von Genfunktionen liber Vorwarts- und reverse Genetik. a Der Weg vom Phanotyp (weiBes
Schaf) zu einer Mutation (hier ein vorzeitiges Stopcodon in einem Gen der Melaninbiosynthese) wird Vorwarts-
genetik (forward genetics) genannt. b Wenn man die befruchtete Eizelle eines weif3en Schafs durch Eintransformation
eines intakten Allels fiir dieses Melaninbiosynthese-Gen erfolgreich komplementieren kann, sodass ein schwarzes
Schaf entsteht, ware dies ein Beispiel fiir reverse Genetik (reverse genetics). Beide Wege stellen eine Verknlipfung
zwischen einem bestimmten Allel eines Gens und einem bestimmten Phanotyp (also der Funktion dieses Gens) her

(weil sie schon vor der Entwicklung Vergleich zu anderen Merkmalen, deren
von Techniken zur genetischen genetischer Ort schon bekannt ist, im
Transformation moglich war) und geht Lauf eines Kreuzungsgangs rekombiniert
von Mutanten aus, bei denen die Funktion und versucht den Ort des mutierten Gens
von Interesse verandert ist. Wenn man so genau wie moglich einzugrenzen.

nun herausfindet, welches Gen hier Klassische Beispiele fiir diesen Weg wéren
betroffen ist, hat man damit gleichzeitig die vielen Mutationen, die an Drosophila
die Funktion dieses Gens entschlisselt. mithilfe von Rontgenbestrahlung erzeugt
Der Weg vom Phanotyp einer Mutante wurden und, schon lange bevor DNA

zur Identifizierung des mutierten Gens als Erbsubstanz erkannt war, zu einer

ist haufig sehr lang und verlauft tiber recht préazisen genetischen Karte fir
genetische Kartierung. Man untersucht diesen Modellorganismus gefiihrt hatten.

also, wie das Merkmal der Mutante im Ein Beispiel fiir einen erfolgreichen
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Vorwartsgenetik-Ansatz ware die
Entschlisselung des fiir den pflanzlichen
Phototropismus verantwortlichen
Photorezeptors, Phototropin (» Kap. 5
Arabidopsis). An diesem Beispiel kdnnen
wir Ubrigens auch sehr schon sehen,

dass man auch bei Vorwdirtsgenetik beim
letzten Schritt Sequenzinformation
bendtigt, ndmlich dann, wenn unter

den zumeist mehreren Genkandidaten

in einem feinkartierten Genlocus das
verantwortliche Gen identifiziert und
danach durch Komplementation der
Mutante gezeigt wird, dass eine intakte
Version dieses Gens hinreichend ist, um
die betroffene Funktion wieder zu heilen.
Die zweite Strategie, reverse Genetik,
gehtin der Gegenrichtung vor - am
Anfang steht also eine Gensequenz, deren
Funktion unbekannt ist. Man erzeugt nun
einen transgenen Organismus, bei dem
dieses Gen beispielsweise unter Kontrolle
eines konstitutiven Promotors exprimiert
wird (Gain of Function). Alternativ kann
man Uber mehrere Verfahren wie RNai
oder targeted knock-out die Expression
dieses Gens unterbrechen (Loss of
Function). Bei Organismen, wo eine
derart gezielte genetische Manipulation
(noch) nicht méglich oder bei denen die
genetische Transformation schwierig
oder unmdglich ist (es wird gerne
vergessen, dass dies fiir die Mehrzahl von
Organismen zutrifft), wird haufig auch
mit Mutantenkollektionen gearbeitet.

Bei solchen Kollektionen sind durch
ungerichtete Insertion eines Markers
unterschiedliche Gene inaktiviert. Da man
die Sequenz des Markers kennt, kann
man nun relativ einfach die flankierende
Sequenz erschlieBen und damit
feststellen, in welches Gen dieser Marker
eingebaut wurde. Da diese Mutanten-
kollektionen Uber 6ffentlich zugdngliche
Datenbanken durchsucht werden kénnen,
kann man also fiir das jeweilige Gen

von Interesse nach der entsprechenden
Mutante suchen und sich diese dann
bestellen, um daran zu analysieren, wie
sich diese Mutante vom entsprechenden
Wildtyp unterscheidet. Ein Beispiel

fur dieses Vorgehen waren etwa die
Tos17-Retrotransposon-Kollektionen, die
fur die funktionelle Genomik von Reis von
zentraler Bedeutung sind (» Kap. 6 Reis).

Die ganze Information tiber die Annotation von
Genen, die in den heute so viel genutzten Daten-
banken offentlich zur Verfigung steht, ist letzt-
lich iber solche Verfahren erzeugt worden. Aber
trotz der inzwischen kaum noch iiberschaubaren
Informationsflut in diesen Datenbanken sind
noch viele Genfunktionen unbekannt. Selbst bei
den gingigsten Modellorganismen ist immer
noch etwa ein Viertel der proteincodierenden
Gene nicht annotiert, was tiber den Zusatz hypo-
thetical protein oder unknown function markiert
wird. Natiirlich umfasst Annotation inzwischen
auch automatisierte Schritte. Kein Mensch
gibt die zahllosen vorausgesagten Protein-
sequenzen in die BLAST-Suchmaske ein und
wartet darauf, welche Listen dhnlicher Proteine
ausgegeben werden. Dies geschieht gewohn-
lich tiber automatisierte Suchalgorithmen, die
dann auch mehr oder minder benutzerfreund-
liche, gefilterte Information zuriickgeben. Frei-
lich, am Ende dieser automatisierten Phase folgt
dann eine ,manuelle” Bewertung der Informa-
tion, und diese benétigt letztlich biologische
Erfahrung, muss also von Menschen mit Exper-
tise geleistet werden. Bei dieser Bewertung und
Einordnung fliefit auch die Einschéitzung mit
ein, inwiefern die aus dem Modellorganismus
stammende Information tiber die Funktion des
fraglichen Gens tibertragbar ist.

= Verstandnis von Entwicklung

Wihrend bei der Annotation von Gen-
funktionen die genetische Zuganglichkeit von
Modellorganismen im Vordergrund steht,
kommt es bei der Nutzung fiir entwicklungs-
biologische Fragen vor allem darauf an, die
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Entwicklung gut beobachten und experimen-
tell manipulieren zu kénnen. Eines der altes-
ten Modellorganismen, das Hiithnchen, war
schon von Aristoteles eingefithrt worden und
spielt bis heute eine wichtige Rolle, obwohl
dieser Modellorganismus bis heute nicht gut
transformierbar ist. Entscheidend war hier
die Moglichkeit des ,Fensterns®, wobei man
das befruchtete Ei vorsichtig an einer Stelle
offnet und so durch dieses Fenster zusehen
kann, wie sich im Dotter um das als roter pul-
sierender Punkt sichtbare Herz (den sprich-
wortlichen ,springenden Punkt®) herum ein
Embryo herausbildet.

Viele unserer entwicklungsbiologischen
Konzepte sind durch Arbeiten an Amphibien
entwickelt worden, obwohl die meisten der
hier maf3geblichen Modellorganismen wie der
Krallenfrosch oder der Bergmolch bis heute
genetisch nicht besonders gut erschlossen sind
(» Kap.7 Xenopus). Mutantenkollektionen,
wie sie fiir die Annotation von Genfunktionen
so wichtig sind, gibt es hier ebenso wenig wie
effiziente Transformationsmethoden, ohne
die reverse Genetik kaum denkbar ist, wobei
man dies zumindest teilweise durch alter-
native Verfahren, wie die sogenannten Mor-
pholinos, umgehen kann (» Kap.7 Xenopus).
Entscheidend fiir die Auswahl von Amphi-
bien als Modell war vor allem die Moglichkeit,
Embryogenese auflerhalb des miitterlichen
Organismus verfolgen zu kénnen, ohne den
Prozess durch die Beobachtung zu sehr zu
storen. Gleichzeitig kann man hier Teile des
Embryos entnehmen oder gar verpflanzen
und dann beobachten, wie sich die Ent-
wicklung verdndert. Durch Verwendung
unterschiedlich  pigmentierter Embryonen
kann man auflerdem leicht feststellen, ob sich
das verpflanzte Gewebe orts- oder herkunfts-
gemdfd entwickelt. Schon im ersten Drittel
des vergangenen Jahrhunderts entstanden so
detaillierte Karten, in denen einzelnen Regio-
nen des Eis bestimmte Entwicklungsschicksale
zugeschrieben werden konnten (interessanter-
weise geht es auch hier, dhnlich wie bei der
Annotation, um eine Zuordnung).
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= Verstandnis von Evolution
Es gehort zu den Merkwiirdigkeiten der
Wissenschaftsgeschichte, dass die Biologie in
den zwei Jahrtausenden nach Aristoteles eine
im Wesentlichen zutreffende Klassifizierung
hervorbringen konnte, die zwar viele Lebens-
formen in ihrer Funktion und Individual-
entwicklung richtig zu schildern vermochte,
aber nicht erkldren konnte, worauf diese
Ahnlichkeiten zwischen Lebewesen ihrer-
seits beruhen. Diese Tatsache verliert jedoch
etwas von ihrer Merkwiirdigkeit, wenn wir
bedenken, dass die Ahnlichkeit von Eltern
und Nachkommen sehr leicht zur Annahme
fithrt, dass der Typus eines Lebewesens
unverdnderlich sei. Schon Aristoteles wies ja
mit seinem Satz anthropos anthropon ginna
darauf hin, dass noch immer ein Mensch
vom Menschen stamme, ebenso wie ein
Frosch vom Frosch - und noch keiner von
uns hat je ein Sdugetier aus einem Vogelei
kriechen sehen (mit der Ausnahme der
mythischen Helena, deren Mutter Leda aller-
dings von einem Schwan begattet wurde).
Der Gedanke, dass Lebewesen einander
ahnlich sind, weil sie von gemeinsamen Vor-
fahren abstammen, liegt fiir uns also auf der
Hand. Damit ist jedoch noch nicht gesagt,
dass sich die Typen ineinander umwandeln
kénnen. Neben der Ahnlichkeit von Eltern
und Nachkommen waren aber auch nicht-
biologische Faktoren dafiir verantwortlich,
dass die Konzeption einer Verwandlung
von Arten zundchst nicht ernsthaft verfolgt
wurde: Uber viele Jahrhunderte lang stand
dieser Gedanke ndmlich in der Kritik, weil er
der kirchlichen Lehre von der Schopfungs-
geschichte widersprach. Andererseits fehlte
den auch vor der Grundlegung der moder-
nen Evolutionstheorie durchaus schon dis-
kutierten Ideen zu einer Transformation
von Arten nicht nur jegliche empirische
Evidenz, sondern vor allem auch ein iiber-
zeugendes Konzept, wie Transformation und
Fortpflanzung zusammengefithrt werden
konnten. Noch Kant weist in der Kritik der
Urteilskraft darauf hin, dass Transformation
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(generatio heteronyma) zwar nicht wider-
spriichlich sei - und insofern denkmdoglich;
dass sich aber in der Erfahrung dafiir kein
Beleg finde.

Auch das Konzept der Homologie, das
sich spater zusammen mit weiteren paldonto-
logischen, geologischen und o6kologischen
Einsichten zu einem zentralen Pfeiler der
Evolutionstheorie entwickelte, entstammte
urspriinglich einer nichtevolutiondren An-
schauung. Als Homologie bezeichnen wir
Ahnlichkeiten im Aufbau von Organismen,
die nicht auf gleiche Nutzung, sondern auf
Abstammung von gemeinsamen Vorfahren
zuriickzufithren sind. Arme und Vogel-
fliigel sehen zwar unterschiedlich aus, sit-
zen jedoch an entsprechenden Stellen des
Wirbeltierkorpers (Homologiekriterium  der
Lage), Wirbeltierzahn und Haifischschuppe
erfiilllen zwar unterschiedliche Funktionen,
sind aber hinsichtlich ihrer Feinstruktur und
vieler zelluldrer und chemischer Details so
ahnlich, dass es schwer vorstellbar wird, dass
sie unabhingig voneinander genau auf die-
selbe Weise entstanden sein konnten (Homo-
logiekriterium der spezifischen Qualitit), der
Huf eines Pferdes ldsst sich auf den ersten
Blick nicht mit der fiinflingrigen Hand der
Wirbeltiere in Beziehung bringen, aber fossile
Funde im Pariser Becken erlaubten es Georges
Cuvier, zahlreiche Zwischenformen zu fin-
den, die belegen, dass die modernen Pferde
auf ihrem Mittelfinger gehen, wihrend die
anderen Finger zunehmend reduziert wurden
(Homologiekriterium der Kontinuitit). An
diesen Kriterien konnen wir schon erkennen,
dass bei der Konstruktion von Homologien
sehr intensiv auf das ,typisch biologische®
Verfahren des Vergleichens zuriickgegriffen
wird.

Es ist bemerkenswert, dass Cuvier trotz
dieser Kontinuitdt nicht sehen konnte oder
wollte, dass die modernen Pferde durch eine
Verwandlung solcher fiinflingriger Formen
entstanden sein miissen. Er betonte die Kon-
stanz der Bauformen, weil jede Veridnderung
mit groflerer Wahrscheinlichkeit eher schad-
lich als niitzlich sein sollte. Die von ihm

selbst an eindriicklichen Beispielen (etwa
den fossilen Elefantenformen im Pariser
Becken) gezeigte Verschiedenheit von fos-
silen und heute lebenden Typen erkldrte er
so, dass eine Serie von lokalen Katastrophen
zum Aussterben von Formen fithrte, wonach
neue Formen einwanderten. Aufgrund seiner
vehementen Verteidigung der Artkonstanz
wird er bis heute als Kronzeuge fiir krea-
tionistische Theorien herangezogen. Er selbst
vermied als Verfechter der Aufklirung einen
solchen Bezug auf gottliche Schopfungsakte.

Homologiekonzepte werden auch heute
noch fiir phylogenetische Rekonstruktionen
genutzt. Dabei spielen Modellorganismen
eine wesentliche Rolle, und zwar sowohl als
Systeme, an denen man Daten gewinnt fiir
die Konstruktion der eigentlichen Stamm-
biume, wie auch deren Deutung {iber
evolutionsbiologische Szenarien.

Freilich miissen wir uns im Klaren dariiber
sein, dass ,Merkmale® nicht voraussetzungs-
frei sind. Homologien fallen nicht vom
Himmel, sie miissen mithsam und mit viel
Erfahrung erschlossen werden. Selbst wenn
man Sequenzen homologisiert, muss erst ein-
mal tiber eine sogenannte Alinierung der Nuc-
leotide festgestellt werden, welche Bereiche
der verglichenen Sequenzen sich iiberhaupt
entsprechen. Das ,,Merkmal® (etwa Nucleo-
tid 283 in Exon 3 von Kinesin 1) wird erst
dadurch zum ,Merkmal, dass wir die Position
innerhalb der Sequenz genau zuordnen koén-
nen. Das klingt ein wenig nach einem Zirkel-
schluss und ist es zu einem gewissen Grade
auch. Auf dieses Problem hat schon Her-
wig hingewiesen, in dem er lapidar feststellte
(O. Hertwig, zitiert nach Weingarten 1992):

» Die Homologie soll auf gemeinsamer
Abstammung beruhen, die gemeinsame
Abstammung wird aber erst aufgrund der
Homologien erschlossen; also liegt ein
vollendeter methodischer circulus vitiosus
vor.

Obwohl sie weder genetisch zuginglich
sind noch hinsichtlich ihrer Embryonalent-
wicklung experimentelle Vorteile bieten,
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sind die fossilen Pferde der Cuvier’schen
Reihe dennoch wichtige Modellorganismen
gewesen, weil sich an ihnen durch Vergleich
wichtige allgemeine Regeln evolutiondren
Wandels erkennen und untersuchen lie-
Ben. Inzwischen haben vor allem die unter
dem Begriff Next Generation Sequencing
populdren methodische Fortschritte in
der DNA-Analyse die anfangs recht enge
Auswahl ,entschliisselter Genome stark
erweitert. Freilich meint hier der Begriff
»entschliisselt® nur, dass die gesamte Sequenz
der DNA erfolgreich ausgelesen wurde.
Von einer wirklichen ,Entschlisselung®
kann eigentlich erst die Rede sein, wenn
die Annotierung abgeschlossen ist (was
streng genommen noch fir keinen ein-
zigen Modellorganismus bewiltigt wurde).
Trotz dieser Einschrinkung ldsst sich der-
zeit beobachten, dass nun zahlreiche lange
Zeit vernachldssigte Modellorganismen auch
auf molekularer Ebene betrachtet werden
konnen, und dies erdffnet der Evolutions-
forschung vollig neue Wege. Dabei zeigt
sich, dass fiir evolutionsbiologische Frage-
stellungen ein bisher noch nicht genanntes
Kriterium in den Vordergrund tritt: Vielfalt
von rezenten Varietaten.

Eine Organismengruppe, von der wir viele
unterschiedliche Formen kennen, ldsst sich
deutlich einfacher in einen phylogenetischen
Zusammenhang einordnen als eine Gruppe,
von der nur noch eine Art als sogenanntes
lebendes Fossil untersucht werden kann. Der
Grund liegt darin, dass es deutlich einfacher
ist, Gemeinsamkeiten zu erkennen und die
Abwandlungen von diesen Gemeinsamkeiten
vergleichend zu erkldren, wenn das Feld mit
vielen Zwischenformen gut aufgeldst ist.
Wenn nur eine einzige Form bekannt ist, ist
der Abstraktionsgrad deutlich hoher und man
gelangt recht schnell zu sehr spekulativen Aus-
sagen, weil Zwischenformen angenommen
werden missen, fiir die keine wirklichen
Belege mehr angefiihrt werden kénnen.

Evolutionsbiologische Modellorganismen
sind daher typischerweise Gruppen, bei
denen eine bestimmte phylogenetische
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Entwicklung méglichst vollstindig und in
anndhernd gleichmifliger Folge durch noch
lebende (und damit einer molekulargene-
tischen Untersuchung zugédngliche) For-
men belegt ist. Berithmt geworden sind
etwa die Volvocales, eine Gruppe der Griin-
algen, wo man von einzelligen Formen wie
Chlamydomonas bis hin zu Formen mit ech-
ter Vielzelligkeit wie der Kugelalge Volvox
verschiedene Stufen einer Zelldifferenzierung
anschauen kann. Es sei hier erwéhnt, dass
Chlamydomonas unabhidngig von dieser
evolutionsbiologischen Sichtweise als gene-
tisches Modell sehr intensiv erschlossen
wurde, was die molekulare und mechanisti-
sche Untersuchung dieser Volvox-Reihe stark
beférdert hat. Auch fiir andere, zunéchst als
genetische Modelle untersuchte Organis-
men ldsst sich derzeit eine dhnliche Ent-
wicklung beobachten - Wildarten der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster sind
inzwischen ebenso in den Fokus geriickt wie
verschiedene domestizierte und wilde Suf3-
griser, die man nun mithilfe der Modell-
pflanze Reis auch molekulargenetisch besser
erschlieSen kann (» Kap. 6 Reis).

= Testen von Technologien und Methoden
Bei der Annotierung ebenso wie bei ent-
wicklungsbiologischen und evolutionsbiologi-
schen Fragestellungen dienen Modellorganismen
vor allem dazu, neue Erkenntnisse zu gewin-
nen. Dabei darf nicht vergessen werden, dass sie
auch eine wichtige methodische Rolle spielen.
Die meisten heute in der Biologie gebrauch-
lichen Methoden wurden letztendlich mithilfe
von Modellorganismen entwickelt. Dies gilt,
allerdings aus unterschiedlichen Griinden, fiir
den gesamten Bereich der Molekularbiologie,
aber auch fiir den Grofiteil der medizinischen
Forschung.

In dem Jahrhundert zwischen 1850 und
1950 gelang es, die Regeln der Vererbung
auf eine rationale (letztlich mathemati-
sche) Grundlage zu stellen. Nach wie vor
blieb jedoch die klassische Ziichtung iiber
Erzeugung von genetischer Variabilitit im
Verbund mit Selektion der einzige Weg,
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wie man Vererbung manipulieren konnte.
Nachdem man verstanden hatte, wie DNA
als Erbsubstanz zu wirken vermag, wurde
es moglich, die Umsetzung der genetischen
Information in Merkmale zu untersuchen
und natiirlich auch direkter zu verdndern.
Der Weg vom Gen zum Merkmal ist am
kiirzesten, wenn man Enzyme als Beispiele
heranzieht. Damit wurden Bakterien und
Hefen zu den wichtigsten Modellorganis-
men der jungen Molekularbiologie. Die ver-
héltnismaflig geringe Komplexitit erlaubte
es, den phinotypischen Effekt einer geneti-
schen Manipulation leicht verstehen zu kon-
nen, der kurze Generationszyklus machte
es moglich, schon am néchsten Morgen
zu sehen, welche Wirkung die genetische
Manipulation vom Vortag zur Folge hatte,
und die bei diesen Organismen auch in der
Natur ausgeprigte Neigung, fremdes geneti-
sches Material aufzunehmen und ins eigene
Genom zu integrieren, erlaubte nicht nur
binnen kurzer Zeit den Weg vom Gen zum
Phin zu verstehen, sondern auch, diesen
Weg technisch fiir eigene Zwecke zu ver-
andern. Die Bedeutung von Laborstimmen
von Escherichia coli (es wird gerne vergessen,
dass diese ,kiinstlich hergestellten Stimme
in der Natur, also dem menschlichen Darm,
gar nicht mehr iiberlebensfahig wiren) oder
Backerhefe als Modellorganismen ist also
tiberwiegend technischer Natur, und das ist
bis heute so geblieben: Zahlreiche Metho-
den der modernen Biologie greifen auf diese
Modellorganismen als technische Systeme
zuriick. Wenn wir unser Insert von Inter-
esse in ein Plasmid einfiigen und iiber Nacht
hochwachsen lassen, wenn wir den Inter-
aktionspartner eines Proteins {ber einen
Yeast wo Hybrid Screen suchen oder wenn
wir ein Protein von Interesse rekombinant
exprimieren, dann nutzen wir dafiir einen,
oft sogar mehrere dieser mikrobiellen
Modellorganismen, und das ist ein so selbst-
verstandlicher Bestandteil des biologischen
Alltags geworden, dass den meisten vermut-
lich nicht einmal bewusst ist, dass sie gerade

einen Modellorganismus in ihr Reaktionsge-
fafd hinein pipettieren.

Auch die medizinische Forschung greift
intensiv auf Modellorganismen zuriick, um
Methoden oder Techniken zu testen. Hierbei
geht es jedoch weniger um eine bessere tech-
nische Zuginglichkeit, sondern um ethische
Fragen: Ziel der medizinischen Forschung ist
letztendlich ja die erfolgreiche Behandlung
von Menschen, und dies stellt besonders hohe
Anforderungen an Sicherheit und Verlésslich-
keit der Methodik. Neue Methoden an Men-
schen zu entwickeln verbietet sich vor allem
deshalb, weil hier Personen als Mittel zum
Zweck missbraucht wiirden. Modellorganis-
men, die dem Menschen zwar vergleichbar,
aber nicht mit Personalitdt ausgestattet sind,
erlauben einen Ausweg aus diesem Dilemma.
Haufig werden fiir die medizinische For-
schung daher Sduger (vor allem Miuse, fiir
chirurgische Zwecke hiufig auch Schweine)
eingesetzt, um hier die Entstehung von
Krankheiten studieren oder neue Methoden
der Therapie ausprobieren zu koénnen. Erst
wenn hier ein recht hoher Grad an Vorher-
sagbarkeit und Kontrolle erreicht ist, wird
es moglich, diese neuen Techniken an Men-
schen zu erproben, und auch dies zunichst in
einem sehr begrenzten Rahmen als klinische
Studie mit Freiwilligen. Wie bei allen ande-
ren Vergleichen der Biologie stellt sich hier
die Frage nach der Ubertragbarkeit. Wenn es
darum geht, hohere kognitive Funktionen des
menschlichen Gehirns zu verstehen oder zu
therapieren, kann es schwierig sein, so etwas
an Labormidusen zu untersuchen, bei denen
diese kognitiven Funktionen gar nicht vor-
kommen. Andererseits muss man sich bei
Versuchen mit hoheren Primaten fragen (las-
sen), ob hier ethische Grenzen iibertreten
werden. Nicht ohne Grund werden solche
Forschungen in Deutschland durch gesetz-
lich geregelte Abldufe streng gepriift. Fir
viele Fragestellungen, die vor allem zelluldre
Aspekte betreffen, konnen inzwischen auch
zelluldre Modelle genutzt werden, und diese
Entwicklung wurde durch die Méglichkeit,
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induzierte pluripotente Stammzellen zu
erzeugen und daraus sogenannte Organoide
zu ziichten, weiter vorangetrieben. Fiir andere
Erscheinungen, die nur auf einer héheren
Organisationsebene untersucht werden kon-
nen, werden aber auch in der Zukunft Ver-
suche mit Sdugern als Modellorganismen
nicht zu vermeiden sein. Dies betrifft nicht
nur die schon erwdhnten Leistungen des
Gehirns, sondern auch ganzheitliche Pha-
nomene wie Blutkreislauf, viele Aspekte der
Immunitét, aber auch Schmerzwahrnehmung.

1.3 Kriterien und Begrenzungen
von Modellorganismen

Bei dem kurzen Uberblick iiber die wichtigs-
ten Einsatzgebiete von Modellorganismen
wurde immer wieder klar, dass Modellorganis-
men aufgrund bestimmter Besonderheiten
ausgesucht wurden (» Abschn.1.2). Dabei
sollte man nie vergessen, dass Modellorganis-
men zumeist in einem historischen Prozess
entstanden sind, sodass, wie bei anderen his-
torischen Prozessen auch, personliche Ent-
scheidungen oder Vorlieben hineinspielen:
Der Seeigel hat sich vielleicht auch deshalb als
wichtiges Modell der Entwicklung (an dem
Boveri die Chromosomentheorie der Ver-
erbung entwickeln konnte) etablieren kénnen,
weil es in Neapel eine gut ausgestattete zoo-
logische Meeresstation gab, wo viele wichtige
Personlichkeiten der gerade entstandenen Ent-
wicklungsbiologie oft (und wegen der schénen
Landschaft auch gerne) Station machten. Trotz
dieser Zufilligkeiten gibt es dennoch einige all-
gemeine Kriterien, die fiir viele Modellorganis-
men gelten. Diese lassen sich leicht ableiten,
wenn wir uns ein Szenario vor Augen fiihren,
bei dem ein Phénomen in einem experimentell
nur schwer zugénglichen Organismus auftritt:
Wahrend Korpergrofle, Wachstum und Le-
bensspanne des Menschen begrenzt sind, kon-
nen Mammutbdume {iber ihre ganze Lebenszeit,
die bis zu 3000 Jahre betragt, wachsen und
so die enorme Grofle von beinahe 100 m er-
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reichen. Auch wenn dieser Baum enorm span-
nende und wichtige Forschungsfragen aufwirft,
wire er dennoch nur denkbar schlecht geeignet,
diese Fragen experimentell zu untersuchen. Ein
Experiment, dessen Ergebnis frithestens von
der eigenen Enkelgeneration beobachtet werden
kann, wire wenig praktikabel, und aufgrund
der enormen Grofle dieses Versuchsobjekts
wiirde man hinsichtlich Laborgrofle, Personal-
ausstattung und Materialmengen schnell an die
Grenzen des Machbaren stof3en.

Was tun? Durch anatomischen Vergleich
einer Vielzahl von Pflanzen konnte man abs-
trahieren, dass alle Pflanzen an ihren bei-
den Polen {iiber Bildegewebe (Meristeme)
wachsen. Diese Meristeme bleiben das ganze
Pflanzenleben lang aktiv, weil die sich tei-
lenden Zellen immer wieder durch ein
sogenanntes ruhendes Zentrum nachgeliefert
werden. Die Frage, wie der Mammutbaum
seine gewaltige Grofle erreichen kann, lésst
sich also herunterbrechen auf die Frage, wie
die Stammzellen im ruhenden Zentrum daran
gehindert werden, sich so wie die anderen
Zellen des Meristems durch Teilung zu ver-
brauchen. Eine zweite Frage wire dann, wie
die Teilung der Stammzellen - abhingig von
der Menge durch Differenzierung in Organe
~verbrauchter Zellen - so moduliert wird,
dass das Meristem dauerhaft erhalten bleibt.
Aufgrund der (abstrahierten) Uberein-
stimmung in Bau und Wachstum der Pflan-
zen muss ich also nicht notwendigerweise
den fiir einen experimentellen Zugang nicht
geeigneten Mammutbaum heranziehen, um
meine Frage zu stellen, sondern kann im
Grunde jede andere Pflanze, die nach dem-
selben Prinzip wiéchst, untersuchen. Um die
Signale zu identifizieren, die das ruhende
Zentrum steuern, bietet sich vor allem ein
genetischer Ansatz an. Bei einer Mutante, der
die hemmenden Signale fehlen, wiirde sich
das ruhende Zentrum schnell verbrauchen,
und das Meristem wire endlich, weil sich alle
Zellen schnell in Organe (etwa Blitter) diffe-
renzieren. Bei einer Mutante, der die fordern-
den Signale fehlen, wiirden hingegen keine
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Organe gebildet, und das Meristem wiirde im
Laufe der Entwicklung anschwellen. Genetik
beruht auf Generationszyklen - je kiirzer die
Generationszeiten, umso schneller ldsst sich
das Experiment auswerten. Aus diesem Grund
wurde die Frage nach dem ruhenden Zentrum
an der Modellpflanze Arabidopsis untersucht
und beantwortet (> Kap. 5 Arabidopsis).

Wenn wir nun wiederum von diesem Bei-
spiel abstrahieren, lassen sich {ibergeordnete
Kriterien fiir Modellorganismen leicht erschlie-
flen (wobei kein Modellorganismus alle
diese Kriterien in gleicher Weise erfiillt; wie
in » Abschn.1.2 dargestellt, stehen je nach
Anwendungsbereich unterschiedliche Kriterien
im Vordergrund):

Modellorganismen lassen sich gut im Labor
anziehen und vermehren Modellorganismen
werden zu Modellorganismen, weil sie expe-
rimentell gut zugénglich sind. Ein nur auf
den ersten Blick triviales Kriterium; denn
daraus folgt: Ein Organismus, den ich nicht
im Labor in einer kontrollierten Weise
anziehen und vermehren kann, ist experi-
mentell nicht gut zugénglich. Selbst bei klas-
sischen Modellorganismen entscheidet dieser
Punkt tber Wohl und Wehe des Experi-
ments. Die meisten Experimente scheitern
nicht aufgrund falscher Annahmen oder
fehlerhafter Gerite, sondern schlicht und
ergreifend daran, dass die untersuchten
Modellorganismen nicht in dem Zustand
sind, in dem man das Experiment iber-
haupt verniinftig durchfithren kann. Pflan-
zen, die unregelmiflig gewachsen sind,
machen es unmdglich, eine Wachstums-
dnderung aufgrund einer Mutation {ber-
haupt sehen zu kénnen, Miuse, die aufgrund
schlechter Erndhrung nur ein schwaches
Immunsystem aufweisen, werden auf die
immunmodulierende  Substanz, die ich
testen mochte, gar nicht reagieren kon-
nen, Hefezellen, die aufgrund eines fehler-
haft angesetzten Mediums nur langsam
wachsen koénnen, zeigen mir bei einem
Yeast Two Hybrid Screen eine Interaktion
nicht an und produzieren damit ein falsch

negatives Resultat. Die Halterung und Vor-
bereitung eines Modellorganismus fiir ein
Experiment erfordert nicht nur, dass man
die Bedingungen standardisiert hat, son-
dern auch, dass man diesen Modellorganis-
mus vorher so genau untersucht hat, dass
man prizise feststellen kann, in welchem
Zustand er sich tberhaupt befindet. Diese
Vorbereitungen sind {ibrigens gut investiert -
viele Methoden der modernen Biologie sind
kostspielig, und ungewollte experimentelle
Variabilitdt aufgrund von ungentigend stan-
dardisierter oder suboptimaler Kultivierung
oder Haltung oder Hilterung ist vermut-
lich einer der Hauptgriinde fiir gescheiterte
Experimente.

Modellorganismen  pflanzen sich  schnell
fort Vor allem fiir genetische Untersuchungen
ist die Generationsdauer entscheidend. Fiir die
Annotierung von Genen waren und sind daher
vor allem einzellige Systeme wichtig — natiir-
lich gibt es Genfunktionen, die in einzelligen
Modellen gar nicht vorkommen, und hier bleibt
nichts anderes iibrig, als vielzellige Organis-
men zu nutzen. Aber auch dann gewinnen
selbst kleine Unterschiede in der Generations-
zeit an Bedeutung. Die Auswahl von Arabidop-
sis thaliana als Modell fiir die hoheren Pflanzen
(» Kap.5 Arabidopsis) war im Wesentlichen
der extrem kurzen Generationsdauer von nur
sechs Wochen geschuldet, dasselbe gilt fiir
andere genetische Modelle wie Drosophila, Hefe
(» Kap.3 Hefe) oder Caenorhabditis. Es gibt
natiirlich auch Modellorganismen, die deutlich
langere Generationszyklen aufweisen, aber diese
Organismen werden dann hiufig fiir andere
Anwendungen eingesetzt. Beispiele wéren etwa
die Transplantation von Embryonalgewebe
im Rahmen von entwicklungsbiologischen
Untersuchungen (Xenopus, » Kap.7 Xenopus)
oder genetische Mausmodelle fiir menschliche
Krankheiten.

Modellorganismen lassen sich gut beob-
achten Die Moglichkeit, ein Hithnerei zu
fenstern und so die Entwicklung des Emb-
ryos zu beobachten, stand Pate fiir den ersten
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historisch belegten Modellorganismus, das
Hithnchen des Aristoteles. Aber auch noch
heute ist dies ein wichtiges Kriterium geblieben.
Der Zebrafisch als Modell fiir die Wirbeltier-
entwicklung hat sich auch deshalb durchsetzen
konnen, weil sich mithilfe von fluoreszieren-
den Markern die gesamte Entwicklung des
weitgehend transparenten Embryos unter dem
Mikroskop fiiber alle Raumdimensionen hin-
weg verfolgen lasst. Die Moglichkeit, etwas gut
beobachten zu kénnen, hingt natiirlich mit
dem Kriterium der leichten Kultivierbarkeit
zusammen. Ein Organismus, der nur unter gro-
en Miihen zur Fortpflanzung gebracht werden
kann, entzieht sich damit auch weitgehend der
Beobachtung.

Modellorganismen sind genetisch gut zugang-
lich Vor allem fiir die Annotierung geneti-
scher Funktionen {iber reverse Genetik ist die
Transformierbarkeit von Modellorganismen
ein zentrales Kriterium. Beispielsweise setzte
sich Arabidopsis vor allem auch deshalb als
pflanzliches Modellsystem durch, weil man
hier tiber schlichtes Eintauchen der Bliiten
in eine Suspension von Agrobacterium recht
gute Transformationsraten erzielt, was bis-
lang bei keiner anderen Pflanze funktioniert
(» Kap.5 Arabidopsis). Fiir Vorwirtsgenetik
sind dagegen umfangreiche und gut charak-
terisierte Mutantenkollektionen von zentraler
Bedeutung, in der Regel mit hoch aufgeldsten
genetischen Karten und Genomsequenzen.
Lange vor der Entdeckung der DNA als Erb-
substanz und lange vor der Mboglichkeit
genetischer Transformation trugen die von
Morgan iiber Rontgenstrahlung erzeugten
Mutantenkollektionen dazu bei, dass sich
Drosophila melanogaster als Modellorganis-
mus etablieren konnte. Es sei hier aber noch
angemerkt, dass genetische Zuginglichkeit
nicht fiir alle Modellorganismen gleicher-
maflen von Bedeutung ist — gerade fiir den
Bereich der Entwicklungsbiologie wurde
und wird hédufig mit Modellorganismen
gearbeitet, die nicht gut transformierbar sind
oder fiir die nur wenige Mutanten zur Ver-
fiigung stehen. Hier sind oft andere Kriterien
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wichtiger: Liasst sich die Embryonalent-
wicklung gut beobachten? Kann man leicht
Gewebe von einer Region des Embryos in
eine andere verpflanzen? Haufig konnte fiir
diese schon lange etablierten Modellorganis-
men erst in verhaltnismafig jiingerer Zeit ein
genetischer Zugang eroffnet werden, etwa im
Zuge von Genomprojekten.

Modellorganismen sind physiologisch gut
charakterisiert Dieser Punkt wird gerne
tibersehen, weil dies keine Eigenschaft des
Organismus selbst ist, sondern eher mit
der Geschichte seiner Modellierung zu tun
hat, also streng genommen ein Ergebnis der
Arbeit mit diesem Organismus darstellt. Ob
eine Annotierung gelingt oder nicht, hingt
ganz entscheidend davon ab, ob man den
beobachteten ~Phdnotyp bei Aktivierung
oder Inaktivierung der entsprechenden Gen-
funktion tiberhaupt deuten kann. Es wiére naiv
anzunehmen, dass jedem Gen nur eine Funk-
tion zukommt. In der Regel treten eine ganze
Reihe von Effekten auf (Pleiotropie), die oft
so komplex sind, dass es sehr schwierig wer-
den kann, dieses Wirkungsgefiige zu durch-
schauen. Die Aufgabe einer Annotation wird
damit recht umfassend - es geht letztlich nicht
nur darum, die Funktion eines einzelnen Gens
zu ergriinden, sondern das gesamte dynami-
sche Geflecht seiner Wechselwirkungen. Je
mehr man tber das Zusammenwirken ver-
schiedener Funktionen in einem Organismus
weifl, umso genauer und umfassender kann
man verstehen, wie sich dieses Zusammen-
wirken verdndert, wenn ein bestimmtes
Gen aus- oder hochschaltet wird. Fir die
meisten gingigen Modellorganismen gibt
es eine reiche und detaillierte Literatur, wo
tiber viele Jahrzehnte hinweg die Physio-
logie beschreibend und erkldrend charakte-
risiert wurde. Dieses Wissen ist ungeheuer
wertvoll - selbst die umfassendste Hoch-
durchsatzanalyse, ganz gleich ob auf Ebene
von Genomik, Transkriptomik, Proteomik
oder Metabolomik, bleibt vollkommen wert-
los, wenn man nicht mithilfe dieser physio-
logischen Charakterisierung die beobachteten
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Muster interpretieren kann. An diesem Bei-
spiel ldsst sich iibrigens sehr gut erkennen,
dass ein Modellorganismus eben nicht eine in
der Natur vorkommende Lebensform ist. Ein
Modellorganismus ist diese Lebensform im
Verbund mit der gesamten an dieser Lebens-
form vorgenommenen Forschungsarbeit.

Modellorganismen werden von Vielen unter-
sucht Dieses Kriterium mag auf den ersten
Blick merkwiirdig erscheinen; denn es wirkt
vollkommen von der jeweiligen Lebens-
form abgelost und betrifft eigentlich nur die
menschliche Tatigkeit mit dieser Lebensform.
Ist eine Lebensform nicht aus sich selbst her-
aus zum Modellorganismus pridestiniert? Ja
und nein - natiirlich ist E. coli als molekular-
biologischer ~ Modellorganismus  geeignet,
weil diese Zellen sehr einfach fremde DNA
aufnehmen und weitergeben, genauso wie
die Transparenz des Zebrafischembryos
ideale Bedingungen fiir die Beobachtung der
Embryogenese anbietet. Andererseits hangt
die Erkenntnis, die ich an diesem Modell-
organismus gewinnen kann, entscheidend
davon ab, welche Werkzeuge fiir diesen
Organismus zur Verfiigung stehen, wie gut
seine Physiologie charakterisiert wurde und
wie weit sein Genom schon annotiert ist.
In anderen Worten: Der Modellorganismus
wird umso ertragreicher, je mehr Forschungs-
arbeit zuvor schon investiert wurde. Und dies
hat nichts, aber auch gar nichts mit der Bio-
logie dieser Lebensform zu tun, sondern ist
letztendlich eine rein kulturelle (technische)
Komponente. Es geht hier also um die Netz-
werke derjenigen, die sich mit diesem Modell-
organismus befassen. Dies hat zum einen
ganz pragmatische Facetten: Eine Mutanten-
kollektion zu erstellen und in einer offent-
lich zuginglichen Datenbank abzulegen ist
zundchst einmal eine sehr aufwendige, auf-
reibende und auch ein wenig langweilige
Aufgabe, die mit viel Routinetitigkeiten und
einfach sehr viel repetitiver Arbeit einhergeht.

Wer dies tut, hat selbst zundchst wenig Nut-
zen davon. Der Nutzen entsteht erst in dem
Moment, wenn jemand mit einer bestimmten
Fragestellung  diese = Mutantenkollektion
durchsucht. Plotzlich wird dann die zuvor vol-
lig uninteressante Mutantenlinie XY2345 zum
hoch spannenden Forschungsgegenstand, bei
dem das Gen fiir Cyclin Bl ausgefallen ist,
sodass man nun die Bedeutung von Cyclin B1
fiir die Entwicklung der Maus studieren kann.
An dieser Uberlegung wird schnell klar, dass
ein Modellorganismus eigentlich ein soziales
Projekt einer bestimmten Forschungsgemein-
schaft ist. Je grofler diese Gemeinschaft, umso
einfacher lassen sich solche gemeinsamen
Werkzeuge wie Datenbanken und Kollektio-
nen verwirklichen. Solche Einfliisse sozia-
ler Géngigkeit kennt man auch aus anderen
Beziigen unter dem Begriff Network Payoff
- wenn sich ein bestimmtes Rechner-Be-
triebssystem durchsetzt, heifit das nicht not-
wendigerweise, dass es das Beste der auf dem
Markt erhaltlichen Systeme ist (hdufig gerade
nicht), es heif3t schlicht, dass es das System ist,
das von den meisten genutzt wird, sodass der
Austausch von Informationen mit der grofien
Mehrheit einfach zu bewerkstelligen ist. Selbst
der spannendste und von seinen biologischen
Eigenschaften her ideale Organismus wird
nicht zu einem guten Modellorganismus,
wenn es nicht gelingt, ein entsprechendes
Netzwerk aufzubauen.

Grenzen der Ubertragbarkeit Bei der Arbeit
mit Modellorganismen greifen wir immer
wieder auf den Vergleich als zentrale Methode
zuriick. Damit das nicht auf den Holzweg
fithrt, miissen wir uns immer wieder fragen,
inwieweit das, was wir hier vergleichen, tiber-
haupt vergleichbar ist. Solange ich eng mit-
einander verwandte Organismen vergleiche,
ist das verhéltnisméafig unproblematisch - die
Schlussfolgerung, dass ein beim Hirtentdschel
gefundenes Gen dieselbe Funktion ausiibt
wie sein beim Modell Arabidopsis ausfithrlich
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untersuchtes Homolog, erscheint solide, vor
allem, wenn die Sequenzen ein hohes Maf} an
Ubereinstimmung zeigen.

Héufig werden jedoch Vergleiche iiber
grofle  evolutiondre Distanzen hinweg
gezogen. Dies hat oft methodische Griinde.
Beispielsweise ist es ein gingiger Ansatz,
Signalproteine zu finden, indem man eine
Hefemutante, bei der diese Signalfunktion
fehlt, mit einer cDNA-Bank aus dem
Organismus von Interesse transformiert
und dann nach Klonen sucht, bei denen die
Funktion wiederhergestellt wurde. Ein typi-
sches Beispiel war die Identifizierung eines
Osmosensors aus Arabidopsis, der durch
einen  solchen  Komplementationsscreen
einer osmosensitiven Hefemutante gefunden
wurde. Die Mutante war nicht in der Lage,
in Gegenwart von Kochsalz zu wachsen,
sodass sich vor diesem Hintergrund die
funktionell komplementierten Klone leicht
aufspiiren lieflen. Dies war erfolgreich, weil
die zelluldren Mechanismen der Osmore-
gulation evolutiondr sehr alt und daher zwi-
schen verschiedenen Organismen vermutlich
konserviert sind. Weniger sinnvoll wire ein
entsprechender Ansatz, wenn man etwa den
Blaulichtrezeptor von Arabidopsis auf diesem
Wege suchen wollte, diese Funktion tritt bei
der Hefe einfach nicht auf.

Problematischer als solche Fille, bei
denen bestimmte Funktionen einfach feh-
len und der entsprechende Ansatz daher
von vorneherein gar nicht infrage kommt,
sind solche Fille, wo es eine scheinbare
funktionelle Ubereinstimmung gibt, die
aber nicht auf Homologie, sondern auf Kon-
vergenz beruht - diese Thematik wurde oben
schon im Zusammenhang mit der Rolle von
Modellorganismen fiir die Evolutionsbiologie
diskutiert. Dieses Problem tritt relativ hdu-
fig auch bei der Arbeit mit Modellorganis-
men auf und ist dort weniger leicht zu
erkennen, weil evolutionire Uberlegungen
nicht im Brennpunkt stehen. Die Schwierig-
keit der funktionellen Zuordnung hat damit
zu tun, dass unterschiedliche Lebensformen
bei aller grundsitzlichen Gemeinsamkeit
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auch ganz unterschiedliche

Strategien
entwickelt haben, um ihr Uberleben zu
sichern. Diese Unterschiede sind oft sehr

tiefgreifend und betreffen sogar zellulire
Details. Dieser Punkt ldsst sich beispielhaft
am Cytoskelett demonstrieren: Aufgrund
ihrer photosynthetischen Lebensweise sind
Pflanzen dazu gezwungen, ihre Oberfliche
nach auflen zu vergroflern, wihrend tieri-
sche Lebensformen in der Regel ihre Ober-
flichen nach innen vergréflern, um so ihre
Beweglichkeit zu erhalten (man denke an
die Mikrovilli im Darm oder die Alveolen
der Lunge). Als Konsequenz dieser archi-
tektonischen Randbedingung haben Pflan-
zen feste Zellwinde entwickelt, was zur Folge
hat, dass sie unbeweglich sind. Dies spiegelt
sich in funktionellen, organisatorischen und
molekularen Unterschieden des Cytoskeletts
wider - wihrend die Actinfilamente bei tie-
rischen Zellen vor allem mit Zellbewegung
befasst sind, haben sie bei Pflanzenzellen
ganz andere, teilweise neue Funktionen, bei-
spielsweise die Steuerung des Phytohormon-
transports, iibernommen. Dabei wurden
bisweilen sogar neuartige Proteine ent-
wickelt, hdufig aber auch Proteine, die auch
bei tierischen Zellen vorkommen, in einen
ganz neuen funktionalen Kontext geriickt.
Wenn ich beim Vergleichen diesen funktiona-
len Kontext ignoriere, werde ich zu falschen
Schliissen gelangen. Bildlich ausgedriickt: Die
Worte des Lebens stimmen oft iiberein, aber
jede Lebensform hat ihre eigene ,Gramma-
tik“. Diese ,Grammatik“ muss ich kennen,
wenn ich die Bedeutung der Worte verstehen
will. Gerade beim Vergleich iber grofle evo-
lutiondre Distanzen hinweg muss also der
jeweilige funktionalen Kontext sehr sorgfaltig
betrachtet werden, um sinnvolle Schluss-
folgerungen ziehen zu kénnen.

Besonders tiickisch sind Fille, wo dieser
funktionale Kontext auch zwischen nahe ver-
wandten Organismen unerwartet grof} ist. So
etwas kommt gar nicht so selten vor und hat
damit zu tun, dass die Lebensformen, die zu
Modellorganismen weiterentwickelt wurden,
ja nicht im Labor entstanden sind, sondern
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als Ergebnis eines natiirlichen Evolutions-
prozesses. Sie sind also an eine bestimmte
okologische Situation angepasst und unter-
scheiden sich hinsichtlich dieser Anpassung
von verwandten Organismen, die eben an
andere 6kologische Gegebenheiten angepasst
sind. Diese Anpassung betrifft hdufig gerade
die Eigenschaften, die eine Lebensform zum
Modellorganismus  priddestinieren.  Viele
der in der Genetik eingesetzten Modell-
organismen sind aus Okologischer Sicht
sogenannte r-Strategen, die auf ein punktuel-
les Nahrungsangebot mit einer schnellen und
effizienten Fortpflanzung reagieren (also auf
maximales Populationswachstum hin opti-
miert sind). Hefe, Arabidopsis, Drosophila
oder Caenorhabditis sind klassische Beispiele
fiir solche Modellorganismen. Dies bedeutet
aber auch, dass die Entwicklung dieser
Organismen auf schnelle Reproduktion hin
optimiert ist und daher nicht notwendiger-
weise modellhaft fiir die entsprechende
Gruppe verlduft. Beispielsweise ist die stereo-
type Zelldifferenzierung in der Embryo-
genese von Arabidopsis zwar ungemein
praktisch, wenn es darum geht, die Funktion
der hier beteiligten Transkriptionsfaktoren
zu annotieren, sie ist aber fiir die mit hoher
Entwicklungsplastizitdt ausgestatteten Pflan-
zen eher untypisch und vermutlich als Folge
der Therophytenstrategie von Arabidopsis zu
deuten. Wie in » Kap.5 zu dieser Modell-
pflanze noch ausgefithrt wird, bedurfte es
recht ausgefallener Laser-Ablationsexperi-
mente, um zu zeigen, dass sich hinter dieser
Stereotypie der ,,Modellpflanze® eigentlich
doch dieselben, eher flexiblen Mechanis-
men verbergen, wie sie bei anderen Pflanzen
typisch sind.

Schliefllich sollte noch ein Problem
bedacht werden, dass aus der besonderen
Form von Kontrolle besteht, die wir als Stan-
dardisierung angesprochen haben. Auf der
einen Seite ist diese notwendig: Nur wenn
wir das Material sehr gut kennen, sein Ver-
halten unter definierten Bedingungen
beurteilen und dieses Verhalten expe-
rimentell hervorrufen konnen, sind wir

iberhaupt in der Lage, kausale oder funk-
tionale Abhiéngigkeiten sicher zu identi-
fizieren. Auf der anderen Seite bedeuten
aber Kontrolle und Standardisierung immer
auch Ausschluss: Wir lassen eine bestimmte
Varianz nicht mehr zu und erhalten damit
zusehends ein System, das fiir mein Experi-
ment ideal ist, dem aber andererseits ,,in der
Natur“ nichts mehr entspricht. Wir forschen
also in einer dialektischen Spannung: Auf
der einen Seite brauchen wir artifizielle und
bewusst artifiziell gemachte Organismen, um
in einem experimentellen Zusammenhang
Erkldrungen zu gewinnen; auf der anderen
Seite wollen wir diese Erklarung irgendwann
auch auf natiirliche Vorgdnge anwenden.
Diese Dialektik aus Erkldrungsstirke und
Anwendungsstirke kann zu Fehlurteilen
Anlass geben, insbesondere dann, wenn wir
das Labor filschlicherweise mit der Natur
selber identifizieren.

1.4 ldee und Aufbau des Buchs

In dieser Einfithrung versuchten wir dar-
zulegen, was die Besonderheit der Biologie
im Gegensatz zu den anderen Naturwissen-
schaften ausmacht und warum Vergleichen
fiir biologische Forschung so wichtig ist.
Daraus haben wir abgeleitet, warum Modell-
organismen zu einer (vielleicht sogar der)
zentralen Methode der modernen Biologie
geworden sind, und dann beispielhaft die
wichtigsten Anwendungen dieser Methode
geschildert. SchliefSlich haben wir noch die
Kriterien bestimmt, die beim Weg von einer
natiirlich entstandenen Lebensform zum
Modellorganismus entscheidend sind und
auch noch auf die Begrenzungen und Fall-
stricke bei der Arbeit mit Modellorganismen
hingewiesen.

Diese allgemeinen Uberlegungen werden
nun in den folgenden Kapiteln an konkre-
ten Beispielen im Detail entwickelt. Es kann
hier nicht darum gehen, alle Organismen,
die momentan in der Biologie als Modelle
bearbeitet werden, darzustellen, vielmehr
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soll beispielhaft (gewissermaflen als Modell)
gezeigt werden, wie sich mithilfe von Modell-
organismen biologische Erkenntnis gewin-
nen und anwenden ldsst. Dabei wird schnell
klar werden, dass hierfiir eine vielschichtige,
integrierte  Betrachtungsweise = notwendig
ist. Was in den ersten Semestern der meis-
ten Biologie-Curricula oft als voneinander
getrennte Themenbereiche gelehrt wird, muss
hier miteinander verkniipft und vernetzt
werden. Das Buch eignet sich also nicht nur
dafiir, eine zentrale Methode der modernen
Biologie zu verstehen, sondern zwingt auch
dazu, die Grenzen der einzelnen Disziplinen
(Zellbiologie, Histologie, Morphologie, Bio-
chemie, Molekularbiologie, Genetik, Botanik,
Zoologie) zu iiberschreiten und einen ganz-
heitlichen Zugang zur modernen Biologie zu
gewinnen.

Um diese Ziele umzusetzen, ist das Buch
in zwei Teile gegliedert:

Steckbriefe von Modellorganismen In einer
evolutiondr inspirierten Reihung (Prokaryoten,
Pilze, Pflanzen, Tiere) werden zunachst Steck-
briefe gingiger Modellorganismen dargestellt.
Nach einem kurzen Uberblick wird dargestellt,
fir welche Art von Forschung der jewei-
lige Organismus eingesetzt wird und welche
Griinde hier eine Rolle spielen. Nachdem auf
methodische Ansdtze und Besonderheiten bei
der Arbeit mit diesem Modellorganismus ein-
gegangen wurde, werden wichtige Aspekte
seiner Biologie, vor allem auch die Stationen
im Lebenszyklus geschildert und auch klas-
sische Beispiele vorgestellt, wo die Arbeit mit
diesem Modell die Biologie entscheidend
vorangebracht hat. Nach einem Blick auf ver-
wandte Organismen, die ebenfalls als Modell-
organismen eingesetzt werden, schliefit jeder
Steckbrief mit einer kritischen Betrachtung
der jeweiligen Limitierungen und Fallstricke
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und einer Liste mit Quellen zur weiteren Ver-
tiefung.

Wissenschaftstheoretischer Hintergrund zur
Modellbildung In den Lebenswissenschaften
wird den wissenschaftstheoretischen Grund-
lagen oft weniger Aufmerksamkeit geschenkt
als in anderen Disziplinen wie etwa der Phy-
sik. Da wir es in der Biologie mit sehr viel-
schichtigen und komplexen Phinomenen zu
tun haben, kommt es daher haufig zu Fehl-
interpretationen oder suboptimal konzipierten
Ansitzen. Gerade in der Medizin wimmelt es
von ,, falschen Kausalititen®, die dann in die fal-
sche Richtung fithren. Daher ist es gerade auch
fir den Umgang mit Modellorganismen wich-
tig, dass tiber die wissenschaftstheoretischen
Grundlagen reflektiert wird und nicht nur aus
»dem Bauch heraus® agiert. Im zweiten Teil des
Buchs wird daher versucht, einige der wich-
tigsten Grundsédtze zu vermitteln.
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Kapitel 2 - Bakterien

Uberblick fiir schnelle Leser

Bakterien sind die Modellorganismen
schlechthin. Viele Bakterien kdnnen gut
in Kultur gehalten werden, sie wachsen
schnell und es ist einfach, genetische
Experimente zu machen. Fast alle Gene
und Proteine eukaryotischer Organismen
haben ein prokaryotisches Homologes,
fur viele eukaryotische Proteine wurden
bakterielle Homologe untersucht, die
sich fuir biochemische Untersuchungen
meist besser eignen. In diesem Kapitel
wird zundachst darauf eingegangen, wie
in der Evolution Pro- und Eukaryoten
zusammenhdngen. Dann wird kurz der
Aufbau der bakteriellen Zellwand und
der Unterschied zu eukaryotischen
Zellwanden behandelt. Danach werden
funf Beispiele angesprochen, in denen
Bakterien als Modelle fiir allgemeine
Prozesse in Pro- und Eukaryoten
eingesetzt wurden. Im ersten Beispiel
geht es um bakterielle Chemotaxis, die
sehr gut bei Escherichia coli untersucht
ist. Diese gilt als Modell fiir requlatorische
Prozesse, die nicht Gber differenzielle
Genaktivierung gesteuert werden. Bei der
Chemotaxis wird geradlinige Bewegung
und Richtungsanderung durch Taumeln
kombiniert. An der Signaltransduktion
der Chemotaxis sind Rezeptoren,
Histidin-Kinasen und Respons-Regulatoren
beteiligt, die Adaptation erfolgt liber die
Methylierung der Rezeptorproteine. Im
zweiten Beispiel wird auf die Entdeckung
der Cellulose-Synthase eingegangen.
Cellulose ist ein wirtschaftlich wichtiges
pflanzliches Produkt, das Enzym fiir die
Cellulose-Biosynthese war aber lange
Zeit unbekannt. Erst nachdem die Gene
fur bakterielle Cellulose-Synthasen

in Acetobacter und Agrobacterium
sequenziert werden konnten, gelang
auch die Identifizierung des pflanzlichen
Gens in Baumwolle. Als drittes Beispiel
dient die Infektion von Pflanzen

durch Agrobacterium fabrum. Dieses
Bodenbakterium schleust Gene in Pflanzen
ein und verursacht so Tumore, die
wiederum Substanzen produzieren, die
vom Bakterium verwertet werden. Dieser
Prozess ist molekular sehr gut verstanden.
Viele Erkenntnisse zur Infektion, zur
Hormonwirkung bei Pflanzen und zur
Genetik lieBen sich daraus ableiten.

Im vierten Beispiel geht es um die
Verwendung bakterieller Photorezeptoren
als Modellproteine. Fiir alle bekannten
eukaryotischen Photorezeptoren

gibt es Homologe in Bakterien oder
Archaebakterien. Die vielfaltigen
Lichtreaktionen sind in Bakterien weniger
gut untersucht als in Eukaryoten, aber

die bakteriellen Photorezeptoren

lassen sich einfacher untersuchen.

Diese gelten als Modellproteine fiir
biophysikalische Messungen, um zum
Beispiel lichtinduzierte Anderungen der
Proteinkonformation aufzukladren. Hier
werden die Photorezeptoren Bacterio-
rhodopsin, Phytochrom und Photolyasen
besprochen. Im fiinften Teil geht es um
die Photosynthese, den biologischen
Prozess, in welchem Sonnenlicht

zur Biosynthese genutzt wird, die
Grundlage allen Lebens. Cyanobakterien
dienen als Modellorganismen fir die
oxygene Photosynthese. Da pflanzliche
Plastiden Gber die Endosymbiose aus
Cyanobakterien hervorgegangen sind, gibt
es eine gute Ubereinstimmung zwischen
diesen Gruppen von Organismen.

2.1 Warum Bakterien als Modelle?

Der genetische Code, die Replikation, Tran-
skription und Translation oder Genregulation
wurden an Bakterien entdeckt und danach fiir
Eukaryoten bestdtigt bzw. erweitert. Bakterien
haben fiir die Forschung viele Vorteile: Sie
haben kleine Zellen, sie konnen sehr schnell ver-
mehrt werden, es lassen sich einfach Mutanten
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herstellen, homologe Rekombination ist einfach,
ihr Genom ist kleiner als die der Eukaryoten, die
Prozesse sind einfacher, es muss keine Kompar-
timentierung beriicksichtigt werden usw.

Viele Bakterien werden untersucht, weil sie
Krankheiten bei Pflanzen, Tieren und Men-
schen auslosen. Die Entwicklung von Anti-
biotika ist von zentralem medizinischem
Interesse. Wenn man die molekularen Prozesse
einer Infektion aufklért, lassen sich Angriffs-
punkte finden, die Infektion zu hemmen. Oft
ist mit einer Infektion ein Transfer patho-
gener Substanzen zur Wirtszelle verbunden, in
welchen Typ-I- bis Typ-VI-Sekretionssysteme
involviert sind. Solche Untersuchen haben
modellhaften Charakter, weil man die Erkennt-
nisse auf andere Bakterien tibertragen kann. In
diesem Kapitel werden Beispiele besprochen,
die von allgemeiner Bedeutung fiir Bakterien
sind oder die dazu gefithrt haben, dass noch
unverstandene Prozesse bei Eukaryoten gezielt
untersucht werden konnten.

Bakterienzellen sind typischerweise 1-5 pm
grof3, also deutlich kleiner als typische euka-
ryotische Zellen, und sind rund oder langlich
geformt. Somit konnen die meisten Zellen in
einem normalen Lichtmikroskop erkannt wer-
den, wihrend fiir Detailstrukturen entweder
Elektronenmikroskopie oder hochauflgsende
Lichtmikroskopie herangezogen werden muss.
Die Zellen kommen entweder einzeln vor oder
sind in Filamenten hintereinander verkettet. Es
gibt Cyanobakterien wie Fischerella, die ver-
zweigte Filamentstrukturen ausbilden, aber
komplexere Gewebe, ein zentrales Merkmal
der Eukaryoten, kénnen Bakterien nicht aus-
bilden. Vermutlich sind nur Zellen mit Zell-
kern und/oder weiteren Zellkompartimenten
fir die Ausbildung von echten Geweben
geeignet.

Da es keine Organelle gibt, ist der Zell-
aufbau der Bakterien viel einfacher als der der
Eukaryoten. Bei photosynthetischen Bakte-
rien findet man Endomembranen, Thylakoide,
die als Einfaltungen der Plasmamembran
betrachtet werden. Ribosomen haben eine
Grofle von 70S gegeniiber den 80S-Ribosomen
im Cytoplasma der Eukaryoten (8 Abb. 2.1).
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Zunichst sollen die Stellung der Bakterien im
Stammbaum des Lebens sowie ein paar all-
gemeine Merkmale von Bakterien dargestellt
werden. Die Sequenzen der ribosomalen
RNA bieten die Grundlage fiir Studien zur
Verwandtschaft aller Organismen unter-
einander, weil Ribosomen in allen Zellen vor-
handen sind und weil die Sequenzen fiir grofie
Abstinde gut genug konserviert sind. Wenn
wir Stammbdume betrachten, die auf der Basis
dieser 16S- bzw. 18S-rRNA (prokaryotische
bzw. eukaryotische Homologe) entstanden
sind, wird klar:
Es lassen sich drei Doménen des Lebens
unterscheiden: Eukaryoten, Archae-
bakterien und Bakterien.
Archaebakterien und Eukaryoten bilden
eine Schwestergruppe und sind demnach
enger verwandt. Allerdings sehen die
Verwandtschaftsverhiltnisse anders aus,
wenn andere Sequenzen zugrunde gelegt
werden. Oft ergibt sich dann eine engere
Verwandtschaft zwischen Eukaryoten und
Bakterien. Eukaryoten enthalten scheinbar
ein Gemisch aus archaebakteriellen und
eubakteriellen Genen.
Die bakteriellen Sequenzen sind unter-
einander sehr viel verschiedener als
die Sequenzen der Eukaryoten (Tiere,
Pflanzen, Algen, Protisten, Pilze) oder der
Archaebakterien untereinander.

Phylogenetisch betrachtet gibt es vielfiltige
Zusammenhinge zwischen prokaryotischen
und eukaryotischen Genen. Das Verstind-
nis dieser Zusammenhinge ist besonders
dann wichtig, wenn wir Bakterien als Modell-
organismen fiir Eukaryoten heranziehen:

Das Genom der eukaryotischen Urzelle geht
auf Bakterien- und Archaebakterien-Genome
zuriick. Die genauen Verhiltnisse werden
noch diskutiert. Es ist nicht einfach zu rekons-
truieren, wie die erste eukaryotische Zelle
vor 1,8 Mrd. Jahren entstanden ist. Entweder
gab es eine Fusion aus einer archaebakteriel-
len und einer eubakteriellen Zelle, oder eine
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B Abb. 2.1 Stammbaum
der ribosomalen RNA, 165-
bzw. 185-Untereinheiten.
Die Zuordnung zu Doméne
und Gruppe ist fur jede

Art angegeben. Die Farbe
der Verbindungen steht

fur die Zugehorigkeit zur
Doméne, Cyanobakterien und
Plastiden sind hellblau bzw.
griin dargestellt

991~ Vibrio parahaemolyticus Bacteria y-Proteobacteria
Vibrio vulnificus Bacteria y-Proteobacteria
Vibrio cholerae Bacteria y-Proteobacteria
P i Bacteria y-P
Photorhabdus luminescens Bacteriam Bacteria y-Proteobacteria
Buchnera aphidicola Bacteria y-Proteobacteria
Wigglesworthia glossinidia Bacteria y-Proteobacteria
Candidatus Blochmannia floridanus Bacteria y-Proteobacteria
ilus ducreyi Bacteria y teria
ilus i Bacteria y-Proteobacteria
Pasteurella multocida Bacteria y-Proteobacteria
90 I~ Xanthomonas campestris Bacteria y-Proteobacteria

Coxiella burnetii Bacteria y-Proteobacteria
Nitrosomonas europaea Bacteria B-Proteobacteria
Neisseria meningitidis Bacteria B-Proteobacteria
Chromobacterium violaceum Bacteria B-Proteobacteria
Bordetella pertussis Bacteria B-Proteobacteria
Bordetella bronchiseptica Bacteria B-Proteobacteria
74’ Bordetella parapertussis Bacteria B-Proteobacteria
Caulobacter vibrioides Bacteria o-Proteobacteria
Agrobacterium fabrum Bacteria o-Proteobacteria

izobit i Bacteria o.-Pr¢ ia
Brucella suis Bacteria a-Proteobacteria
99" Brucella melitensis Bacteria o-Proteobacteria
Desulfovibrio vulgaris Bacteria 8-Proteobacteria
Geobacter sulfurreducens Bacteria 8- Proteobacteria
‘ampylobacter jejuni Bacteria &- Proteobacteria
Wolinella succinogenes Bacteria e- Proteobacteria
Helicobacter hepaticus Bacteria e- Proteobacteria
Chlorobaculum tepidum Bacteria Chlorobi
Porphyromonas gingivalis Bacteria Bacteroidetes
Bacteroides i icron Bacteria Bacteroit
Mycoplasma gallisepticum Bacteria Tenericutes
Fusobacterium nucleatum Bacteria Fusobacteria
Clostridium acetobutylicum Bacteria Firmicutes
Clostridium tetani Bacteria Firmicutes.
Clostridium perfringens Bacteria Firmicutes
Lactobacillus johnsonii Bacteria Firmicutes
Enterococcus faecalis Bacteria Firmicutes
Oceanobacillus iheyensis Bacteria Firmicutes
Listeria monocytogenes Bacteria Firmicutes
Bacillus halodurans Bacteria Firmicutes
Bacillus anthracis Bacteria Firmicutes

Q
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70’ Bacillus subtilis Bacteria Firmicutes
Fibrobacter succinogenes Bacteria Fibrobacteres
Streptomyces coelicolor Bacteria Actinobacteria
26 Corynebacterium glutamicum Bacteria Actinobacteria
Corynebacterium efficiens Bacteria Actinobacteria
Corynebacterium diphtheriae Bacteria Actinobacteria
Mycobacterium bovis Bacteria Actinobacteria
Mycobacterium tuberculosis Bacteria Actinobacteria
Mycobacterium leprae Bacteria Actinobacteria
29" Mycobacterium avium Bacteria Actinobacteria
42 Dehalococcoides mccartyi Bacteria Chloroflexi
Gloeobacter violaceus Bacteria Cyanobacteria
42 991 Ceratodon purpureus Chloroplast
Arabidopsis thaliana Chloroplast
Oscillatoria acuminata Bacteria Cyanobacteria
Nostoc sp. PCC7120 Bacteria Cyanobacteria
8 is sp. PCC6803 C ia

Chlamydia pneumoniae Bacteria Chlamydiae
5 [ Chlamydia trachomatis Bacteria Chlamydiae
o5 Chlamydia muridarum Bacteria Chlamydiae

Deinococcus radiodurans Bacteria Deinococci
Thermus thermophilus Bacteria Deinococcus-Thermus
Gemmata obscuriglobus Bacteria Planctomycetes
Halobacterium salinarum Archaea Euryarchaeota
Methanosarcina acetivorans Archaea Euryarchaeota
Archaeoglobus fulgidus Archaea Euryarchaeota
Nanoarchaeum equitans Archaea Nanoarchaeota

pernix Archaea Th protei

Cyanobakterien
und Plastiden

Archae-
bakterien

Giardia lamblia Eukaryota Excavata

Lei major yota Excavata
Dic ium discoi Eukaryota
falciparum Eukaryota Alveolata
Homo sapiens Eukaryota Vertebrata
-Pan troglodytes Eukaryota Vertebrata
Gallus gallus Eukaryota Vertebrata

Danio rerio Eukaryota Animalia

Drosophila melanogaster Eukaryota Insecta
Eremothecium gossypii Eukaryota Fungi
Saccharomyces cerevisiae Eukaryota Fungi
Schizosaccharomyces pombe Eukaryota Fungi
Aspergillus niger Eukaryota Fungi

Magnaporthe oryzae Eukaryota Fungi

Ustilago maydis Eukaryota Fungi
Cryptosporidium hominis Eukaryota Alveolata
Thalassiosira pseudonana Eukaryota Diatomea

- ,— Ch/amydomoflas reinhardtii Eukaryota Chlorophyceae

is thaliana Eukaryota
Oryza sativa Eukaryota Spermatophyta
Ceratodon purpureus Eukaryota Bryophyta
65 — Ginkgo biloba Eukaryota Spermatophyta
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B Tab.2.1 Zeitraume der Evolution

Vor Mrd. Jahren

Entstehung der Erde 4,54
Erste Bakterien 3,5
Erste Cyanobakterien 3

Entstehung der Eukaryoten 1,8

Endosymbiose der Plastiden 1,5

archaebakterielle Zelle wurde von einer eubak-
tierellen Zelle als Endosymbiont aufgenommen
(B Tab. 2.1; Lopez-Garcia und Moreira 2015).

Dann wurden von einer eukaryotischen
Zelle a-Proteobakterien als Endosymbionten
aufgenommen, die sich in der Wirtszelle zu
Mitochondrien entwickelt haben. Nur etwa
25 Gene der vermutlich mehreren tausend Gene
des Endosymbionten sind in Mitochondrien
verblieben, die anderen Gene sind entweder ver-
loren gegangen oder in den Zellkern gewandert.

Eine Linie, aus der sich die Pflanzen
und Algen entwickelt haben, hat ein Cyano-
bakterium als Endosymbionten aufgenommen.
Dieser Endosymbiont hat sich zu den Plastiden
aller Pflanzen und Algen entwickelt. Von den
mehreren tausend Genen des Endosymbionten
sind etwa 150 in den Plastiden verblieben,
die anderen sind entweder in den Zellkern
importiert worden oder verloren gegangen.

Das gesamte Genom einer eukaryoti-
schen Zelle hat demnach drei oder vier pro-
karyotische Wurzeln: Ein Archaebakterium,
ein nicht genau spezifizierbares Eubakterium,
ein a-Proteobakterium sowie (bei Pflanzen
und Algen) ein Cyanobakterium. Dies ist
der Grund dafiir, dass sich zu beinahe jedem
eukaryotischen Gen bzw. Protein ein pro-
karyotisches Pendant findet.

2.3 Zellmembranen und Zellwand

Der Aufbau der Plasmamembran ldsst sich
durch das typische Bilayermodell beschreiben:
In einer Lipiddoppelschicht sind verschiedene
Transmembranproteine eingelagert. Auflerhalb
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dieser Membranen befindet sich die Zellwand
aus Murein. Diese setzt sich aus Polymerketten
aus alternierenden N-Acetylglucosamin- und
N-Acetylmuraminséure-Einheiten, 3-1-4-ver-
kntipft, zusammen. Die Ketten sind iiber kurze
Peptide, die an N-Acetylglucosamin héngen,
kovalent verkniipft. Die Bakterienzellwand
unterscheidet sich damit prinzipiell von den
Zellwinden der Pflanzen oder Pilze, deren
Strukturen durch die Hauptkomponenten Cel-
lulose bzw. Chitin vorgegeben werden. Diese
bestehen zwar auch aus $3-1-4-verkniipften
Polymeren, mit Glucose bzw. N-Glucosamin
als Untereinheiten. Allerdings gibt es bei die-
sen eukaryotischen Zellwandpolymeren keine
kovalenten Querverkniipfungen; die Poly-
mere werden {iber Wasserstoffbriicken unter-
einander stabilisiert. Es scheint, als ob die
geringe Grofle der Bakterienzelle die kovalente
Querverkniipfung méglich und noétig macht.

Dabei unterscheidet sich der Aufbau der
Zellwand grampositiver und gramnegativer
Bakterien deutlich voneinander. Bei ersteren ist
die Zellwand dicker und kompakter, und Tei-
chonsduren konnen eingelagert sein, die Quer-
vernetzung besteht aus mehr Aminosiduren
(B Abb. 2.2). Letztere besitzen eine diinnere
Zellwand und eine zusitzliche Membran
aulerhalb dieser Zellwand. Diese Membran
entspricht nicht dem Idealbild einer Bilayer-
membran, sie ist reich an Lipopolysacchariden
und relativ permeabel gegeniiber kleinen Subs-
tanzen.

2.4 Bakterielle Chemotaxis

Die Chemotaxis von Bakterien, speziell die
des Modellbakteriums Escherichia coli, ist ein
molekular sehr gut untersuchtes System. Man
kann die Chemotaxis als Modell fiir viele bak-
terielle Regulationsprozesse betrachten, kann
aber auch Vergleiche mit der Chemotaxis
eukaryotischer Zellen anstellen, die anders
funktioniert. ,Taxis“ bedeutet gerichtete freie
Bewegung, ,chemo“ bedeutet, dass chemi-
sche Substanzen die Richtung vorgeben, in
die sich die Bakterien bewegen. Je nach Art
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O Abb. 2.2 Bakterielle Zellwand, Beispiele fir Anordnung der Kohlenhydratketten und Quervernetzung mit
Peptiden einer gramnegativen (a) und einer grampositiven Zellwand (b); in (c) ist gezeigt, wie mehrere Ketten

einer gramnegativen Zellwand verknupft sind

konnen sich die Zellen mit bis zu 200 ym s~

schwimmend fortbewegen. Bei positiver Che-
mototaxis, ausgelost durch Néhrsubstanzen,
schwimmt das Bakterium von einer niedrige-
ren zu einer hoheren Konzentration, bei nega-
tiver Chemotaxis, ausgelost durch schadigende
Substanzen, bewegt es sich von hoheren zu
niedrigeren Konzentrationen. Die Zellen sind
allerdings zu klein um die Richtung, in der die
Substanz vorliegt, ohne Weiteres zu orten. Die
Richtungserkennung konnte iiber einen intra-
zelluliren Konzentrationsgradienten zwischen
vorderer und hinterer Seite erfolgen. Aller-
dings ist dieser Konzentrationsgradient wegen
der kleinen Grofle der Zellen sehr klein. Wenn
sich eine Zelle 1 mm entfernt von der Quelle
einer Substanz befindet, unterscheiden sich
bei einer Zellgrofle von 1 pm die Konzentra-
tionen zwischen vorne und hinten um 0,2 %

(B Tab. 2.2). Dieser Unterschied geht vermut-
lich im Rauschen unter und kann somit nicht
von der Zelle als Information genutzt wer-
den. Tatsichlich haben sich auch in der Evo-
lution andere Mechanismen entwickelt, um
Konzentrationsgradienten wahrzunehmen.
Dies geschieht durch stindige Bewegung
und einen zeitlichen Vergleich der Stoff-
konzentrationen. Durch einen Regelkreis
ermittelt die Zelle kontinuierlich, ob die
Stofftkonzentration zu- oder abnimmt und
passt sich an den Konzentrationsbereich
an (@ Abb.23). Die Richtung der hoéheren
Substratkonzentration kann durch dieses Prin-
zip wesentlich besser erkannt werden, weil die
relevanten Konzentrationsunterschiede grofler
sind (B Tab.2.2). Die Bakterien erkaufen sich
diese Moglichkeit mit dem Energieverbrauch,
der mit der stindigen Bewegung verbunden ist.
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B Tab.2.2 Abschatzung flr Konzentrations-
unterschiede, die fiir Chemotaxis relevant
sein kénnen. Die Uberlegungen gehen von
einer 1-mm-Entfernung zwischen Vorder-
seite des Bakteriums und dem Ursprung der
Substanz und einem Bakteriendurchmesser
von 1 um aus. AuBBerdem wird vereinfachend
angenommen, dass die Konzentration mit dem
Quadrat der Entfernung abnimmt. Wenn sich
das Bakterium mit einer Geschwindigkeit von
50 pm s~' von der Substanz weg bewegt, gilt
die hintere Spalte

Nach 1s

Vorne Hinten

Ent-
fernung
zur
Subs-
tanz

T mm 1,001 mm 1,05 mm

Quadrat 1 mm? 1,002 mm?2  1,1025 mm?2
der Ent-

fernung

Unter- 10 %

schied

ot
1

0,2 %

-

B Abb. 2.3 Schema fiir Chemotaxis. Die anziehende
Substanz ist in Rot dargestellt. Das Bakterium

andert oft seine Richtung, wenn die Konzentration
wahrend der Bewegung sinkt, und selten, wenn die
Konzentration steigt

Es gibt mehrere Arten von Bewegung bei
Bakterien. Die Chemotaxisbewegung wird
durch Flagellen vorangetrieben. Flagellen sind
fadenformige Fortsitze, die sich bei Bakterien
in verschiedener Anzahl pro Zelle finden. Fla-
gellen werden aus Fla-Protein-Untereinheiten
aufgebaut, die sich der Linge nach auflerhalb
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der Zelle aneinanderreihen und an deren Zell-
ende mit einem Flagellummotor verbunden
sind. Unmittelbar hinter dem Motor befindet
sich ein Knick in der Flagelle (B Abb. 2.4). Der
Motor sorgt fiir standige Rotation der Flagelle,
die Energie fiir diesen Antrieb stammt aus
dem Protonengradienten, der bei normalen
Stoffwechselbedingungen entlang der Plasma-
membran ausgebildet wird. Proteorhodopsin
ist ein Transmembranprotein, welches im Licht
Protonen aus der Zelle pumpt. Dieses Pro-
tein wurde in E. coli exprimiert. Mit solchen
transgenen Zellen kann man die Rolle des
Protonengradienten eindriicklich schildern.
Durch Hemmung der Atmung der Bakterien
durch Azid wird die Rotation des Flagellums
gestoppt, wenn man Licht anschaltet, dreht
sich die Flagelle wieder (Walter etal. 2007).
In dem Artikel von Walter et al. wird auch ein
Video veréffentlicht, in dem zu sehen ist, wie
die Flagelle sich in Licht dreht (besser gesagt,
die Zelle rotiert, weil die Flagelle am Subst-
rat verankert ist), wihrend im Dunkeln keine
Rotation erfolgt (» http://www.pnas.org/con-
tent/suppl/2007/01/25/0611035104.DC1).

Wie funktioniert nun die Regulation der
Chemotaxis? Die geradlinige Bewegung eines
Bakteriums wird immer wieder durch Tau-
meln unterbrochen, welches in einer zufilligen
Richtungsanderung  resultiert. ~Wenn das
Bakterium auf eine anziehende Substanz zu
schwimmt, wird das Taumeln abgeschaltet
oder reduziert. Wenn es sich weg von der
anziehenden Substanz bewegt, taumelt es ofter
(B Abb.2.3). In der Summe resultiert dieses
mehr oder weniger Taumeln in einer Bewegung
zur anziehenden Substanz hin, auch wenn jedes
Taumeln die Bewegungsrichtung zufallig andert.
Taumeln wird bei E. coli durch CheY ausgel0st,
einen Respons-Regulator, der mit dem Pro-
tein FliM interagieren kann. FliM ist ein Teil
der Flagellenbasis (8 Abb.2.4), und durch die
Interaktion mit CheY wird eine Richtungs-
anderung der Rotationsrichtung der Flagelle
ausgelost. Der Respons-Regulator CheY kann
an einem Aspartat-Rest phosphoryliert werden,
die Interaktion mit FliM erfolgt in der phos-
phorylierten Form. Der Phosphatrest wird von
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Mot-Proteine
FliM-Proteine

O Abb. 2.4 Schema der Flagellenbasis

CheA auf CheY iibertragen. CheA ist eine His-
tidin-Kinase, die in ihrer Aktivitdt durch einen
membranstdndigen Rezeptor, ein Methylaccep-
ting Chemotaxis Protein (MCP), moduliert wird.
Die MCPs sind Transmembranproteine, die an
der Auflenseite der Membran ein bestimmtes
Substrat erkennen, welches Chemotaxis steuert.
Auf der Innenseite der Membran wird die
Aktivitdit der CheA-Histidin-Kinase durch
Bindung einer anziehenden Substanz redu-
ziert. In diesem Fall liegt weniger CheY in der
phosphorylierten Form vor, und das Taumeln
lasst nach. Die Signalkaskade verlduft also fol-
gendermaflen: anziehende Substanz — bin-
det an MCP — inaktiviert CheA — CheY ist
weniger phosphoryliert — weniger Interaktion
mit FliM — weniger Taumeln (8 Abb.2.5).
Diese Signalkaskade reicht alleine allerdings
nicht aus, weil sich bei der Bewegung auch die
Konzentration der Substanz dndert. Es konnte
daher entweder eine Sattigung erreicht werden,
bei der ein Mehr an Substanz nicht in einem
Weniger an Phosphorylierung resultiert, oder
das Bakterium kénnte in einem Bereich niedri-
ger Konzentration keine Konzentrationsunter-
schiede mehr erkennen. Die Erkennung des
Gradienten erfordert daher eine Anpassung

AuBere Membran

Zellwand

Innere Membran

C-Ring

an Substratkonzentrationen. Diese Anpassung
wird durch Methylierung und eine Riick-
kopplungsschleife des MCP-Rezeptors erreicht
(B Abb.25). Durch die Methyl-Transferase
CheR wird MCP kontinuierlich an Glutamat-
Resten methyliert. Diese Modifikation bewirkt,
dass MCP unempfindlicher wird bzw. mehr
Substrat braucht, um eine Reaktion hervor-
zurufen. Wenn durch Binden eines Substrats
CheA inaktiviert wird, fithrt dies auch dazu,
dass der Respons-Regulator CheB dephosphor-
yliert wird (im Grundzustand wird CheB wie
CheY durch CheA phosphoryliert). CheB hat
eine Methylesterase-Funktion, im phosphor-
ylierten Zustand wird das MCP demethyliert.
CheB und CheR bestimmen also antagonis-
tisch den Methylierungszustand von MCP.
Bei hoher Substratkonzentration wird MCP
wenig oder gar nicht demethyliert, es liegt in
stark methyliertem Zustand vor und ist demzu-
folge gegeniiber dem Substrat wenig empfind-
lich, bei niedrigen Substratkonzentrationen ist
es genau umgekehrt. Das System passt sich so
dem Konzentrationsbereich an, in dem es sich
befindet. Da es sich bei der Anpassung um eine
langsamere Reaktion handelt als bei der Regula-
tion des Taumelns, sind die Bakterien trotz der
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Rezeptor
Methylaccepting Chemotaxis Protein

+CH,

Methyltransferase

=l

~CH

Histidin-Kinase
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Methylase
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Flagellen-Protein
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Methylaccepting Chemotaxis Protein
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B Abb. 2.5 Schematische Darstellung der Regulation der bakteriellen Chemotaxis. Links ist die Situation ohne
auBere Stimulation dargestellt, rechts in Gegenwart einer anziehenden Substanz (runde Symbole). Schwarze
Pfeile zeigen die Ubertragung von Phosphat an, griine Pfeile Methylierung oder Demethylierung von MCP (Met-
hylaccepting Chemotaxis Protein). Durch die Interaktion von CheY-P mit FliM wird Taumeln ausgel&st

Anpassung in der Lage, auf steigende oder sin-
kende Konzentrationen zu reagieren.

2.5 Cellulose-Synthase wurde
in Bakterien entdeckt

Die Zellwinde der Bakterien bestehen zwar
aus Murein, viele Bakterien konnen aber
auch das Polymer Cellulose synthetisieren.
Cellulose bildet die Hauptkomponente der
Zellwand von Pflanzen und Algen und stellt
einen sehr wichtigen Rohstoff fiir den Men-
schen dar. Bei Bakterien wird Cellulose eben-
falls in den extrazelluliren Raum exkretiert,
nicht jedoch in die Zellwand eingebaut, son-
dern fiir die Ausbildung von Biofilmen oder
fir den Kontakt zu anderen Zellen wie zum
Beispiel zu Pflanzenzellen bei der Infektion
durch Agrobacterium fabrum benutzt. Wie
man heute weifi, ist das Cellulose syntheti-
sierende Enzym, die Cellulose-Synthase, bei
Bakterien und Pflanzen homolog. Es handelt
sich um ein Transmembranprotein mit acht
Transmembran-Helices, welches auf der cyto-
plasmatischen Seite UDP-Glucose als Substrat

bindet, wihrend nach auflen Cellulose-Fibril-
len abgegeben werden. Die Gene fiir Cellu-
lose-Synthasen waren lange Zeit unbekannt.
Das lag unter anderem daran, dass es nicht
gelang, die Cellulose-Synthese der Pflanzen
in vitro nachzuvollziehen. Damit war der
biochemische Weg tiber die Reinigung des
Enzyms verbaut. Auflerdem gelingt es nicht,
Mutanten von Pflanzen zu isolieren, die keine
Cellulose synthetisieren. Solche Mutanten
wiren letal. Die Enzymaktivitit der bakte-
riellen Cellulose-Synthase konnte jedoch
auch invitro etabliert werden. Die ersten
Studien wurden mit Acetobacter xylinum und
Agrobacterium fabrum durchgefiihrt. Nach
anfinglichen Schwierigkeiten wurde klar, dass
eine l6sliche Zellsubstanz zugegeben werden
muss. Diese Substanz wurde als cyclisches
di-GMP identifiziert. Wie sich spiter zeigte,
ist c-di-GMP ein wichtiger Second Messenger
fir Bakterien, der bei Stress aktiviert wird
und unter anderem Biofilm-Bildung auslost
(8 Abb. 2.6).

Die Aktivierung der Cellulose-Synthase
war die erste molekulare Wirkung, die fiir
c-di-GMP gefunden wurde.
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B Abb. 2.6 Cyclisches di-GMP, ein wichtiger Second Messenger bei Bakterien

Wie wurden die bakteriellen Cellulose-
Synthase-Gene identifiziert? Ein weiterer Vor-
teil der Bakterien besteht darin, dass diese
sehr gut ohne Cellulose leben kénnen. Man
kann daher ohne Probleme Mutanten iso-
lieren, die keine Cellulose mehr synthetisie-
ren. Solche Mutanten wurden von A. xylinum
und A. fabrum durch Einsatz der mutagenen
Substanz Ethylmethansulfat bzw. mithilfe von
Transposonen hergestellt. Bei A. xylinum sind
cellulosefreie Mutanten an der flachen, glatten
Wuchsform der Kolonien zu erkennen, bei A.
fabrum wurde Cellulose mithilfe von Calcofluor
white nachgewiesen. Calcofluor white lagert sich
in Cellulose ein und lésst sich tiber Fluoreszenz
nachweisen. Nach Untersuchung mehrerer
tausend Mutanten konnten einige identifiziert
werden, die keine Cellulose produzieren.
Durch Komplementation wurde dann das Gen
fir Cellulose-Synthase identifiziert (Matthysse
et al. 1995). Dazu wurde eine Cosmid-Bank fir
A.-xylinum- oder A.-fabrum-DNA in Mutan-
ten eintransformiert. Cosmide sind phagen-
basierte Vektoren, in die man bis 40 kDa grofie
DNA-Fragmente einbringen kann. Markierung
mit Streptomycin- bzw. Tetracyclin-Resistenz
erlaubte die Isolierung der Transformanden.
Die Identifizierung von Linien, die Cellulose

synthetisieren, erfolgte bei A. xylinum iiber das
Aussehen der Kolonie und bei A. fabrum tiber
Calcofluor white. Ein Cosmid aus A. fabrum
konnte in allen fiinf Komplementations-
gruppen (also in fiinf genetisch verschiedenen
Mutanten) Cellulose-Synthese ermdglichen.
Letztendlich konnten die bscABCD- (die
Bezeichnung fiir A. xylinum) bzw. cel ABC- (die
Bezeichnung fiir A. tumefaciens) Operone mit
vier bzw. drei Open Reading Frames identifiziert
und sequenziert werden. Auf der Grundlage
von Sequenzhomologien und weiteren bio-
chemischen Versuchen wurde vermutet, dass
bscA bzw. celA fiir Cellulose-Synthase codiert
und die anderen Sequenzen fiir andere Funk-
tionen notwendig sind.

Mit den bscA-/celA-Sequenzen war es
dann moglich, die pflanzlichen Cellulose-
Synthase-Gene zu identifizieren. Da ein
direkter Nachweis iiber Southern Blot oder
Northern Blot zu unspezifisch war und
keine pflanzlichen Genomsequenzen vor-
lagen, musste ein Weg gefunden werden, um
Cellulose-Synthase-Sequenzen anzureichern.
Eine solche Anreicherung ist bereits durch
die Natur in Form von reifenden Baumwoll-
samen gegeben. Bei diesen Samenfasern wird
die Produktion anderer Zellwandpolymere
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am Ende der Wachstumsphase gestoppt, und
die Zellen produzieren fast reine Cellulose.
Die Syntheserate fiir Cellulose steigt wihrend
der Entwicklung einer Faser um den Faktor
100 an. In diesem Endstadium wurde eine
cDNA-Bank hergestellt. Dazu wird mRNA
isoliert und durch Reverse Transkriptase in
DNA umgewandelt; diese wird in Plasmide
eingebracht und in E. coli kloniert. Unter
250 Klonen, die sequenziert wurden, waren
zwei mit einer Homologie zu den bakteriel-
len celA-Sequenzen. Durch anschliefSende
Northern und Southern Blots konnte gezeigt
werden, dass die Expression mit der Produk-
tion von Cellulose wihrend der Entwicklung
der Samenfasern zeitlich korreliert und dass
mindestens zwei Cellulose-Synthase-Gene
in Baumwolle vorhanden sind. Die aus der
DNA-Sequenz  abgeleitete =~ Aminosédure-
sequenz deutet darauf hin, dass das Protein
acht Transmembran-Helices besitzt, so wie die
bakteriellen Homologe. Die nachfolgenden
Studien bestétigten dann die Funktion des
Proteins als Cellulose-Synthase. Mittlerweile
ist die Struktur einer bakteriellen Cellulo-
se-Synthase aufgekldrt, bei welcher sogar die
Bildung der Cellulose-Fibrillen nachvollzogen
werden kann (8 Abb. 2.7).

2.6 Infektion durch
Agrobacterium fabrum

Der Transfer von Genen von Agrobacterium
fabrum zu Pflanzen kann als Modell fiir viele
biologische Prozesse betrachtet werden. Die
Infektion wird zum Beispiel durch Phenole,
die von der verwundeten Stelle einer Pflanze
abgegeben werden, induziert. Hier ist wie
bei der Chemotaxis eine Histidin-Kinase
involviert. Damit hat die Signalperzeption und
-weiterleitung Ahnlichkeit mit der Chemo-
taxis und zahlreichen anderen Kaskaden, die
Zwei-Komponenten-Systeme beinhalten. Die
Infektion hat Gemeinsamkeit mit der Kon-
jugation, dem Transfer von Plasmiden in
andere bakterielle Zellen. In beiden Fillen
werden Typ-IV-Sekretionssysteme benutzt,
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um die Zellbarrieren zu iiberwinden. Durch
die Infektion werden lediglich zwei Gene fiir
Auxin und ein Gen fiir Cytokinin eingebracht;
Auxin und Cytokinin zusammen bewirken die
Induktion des Tumorwachstums. Dies ldsst
Schlussfolgerungen fiir die Phytohormon-
Biosynthese in der Pflanze zu. Dass ein
Genprodukt fiir die erhohte Cytokinin-
Produktion ausreicht, bedeutet nicht, dass die
spezifische Biosynthese von Cytokinin durch
ein Enzym katalysiert wird. Die anderen
Enzyme sind konstitutiv in der Pflanzenzelle
vorhanden. Die beiden Genprodukte IaaM
und JaaH synthetisieren Indol-3-essigsdure
(indole-3-acetic acid, IAA) aus Tryptophan. Es
wurde kontrovers diskutiert, ob IAA auch in
der (nichtinfizierten) Pflanze aus Tryptophan
synthetisiert wird. Mehrere solcher Stoft-
wechselwege sind mittlerweile nachgewiesen.
Allerdings sind in der Pflanze mindestens
drei Enzyme fiir die IAA-Synthese notwendig.
Agrobacterium fabrum hat also einen Weg
gefunden, diesen Biosyntheseweg abzukiirzen.

Voraussetzung fiir den Gentransfer ist
das Vorhandensein des Ti-Plasmids (Tumor-
induzierendes Plasmid). Auf diesem Plas-
mid liegen Virulenzgene, die T-DNA, die in
die Pflanze transferiert wird, sowie Gene fiir
den Opin-Metabolismus. Der Gentransfer
wird induziert durch phenolische Substan-
zen wie Acetosyringon oder Kohlenhydrate,
die von der verwundeten Pflanze in den
Boden abgegeben werden. Damit wird in
Agrobacterium fabrum die Histidin-Kinase
VirA stimuliert, die wiederum ihr Phosphat
auf den Respons-Regulator VirG tbertrigt.
VirG ist ein Transkriptionsfaktor, der im
phosphorylierten Zustand die Expression der
Vir-Gene stimuliert (8 Abb.2.8). Uber neu-
synthetisierte Cellulose und cyclische $3-1-2-
Glucane wird der Kontakt zwischen Bakterien
und Pflanzenzelle verfestigt, rat-Mutanten von
Arabidopsis, bei denen Zellwandkomponenten
defekt sind, werden schlechter infiziert.

VirD2 ist eine Relaxase, die an der left
border und right border der T-DNA einen der
beiden DNA-Striange durchtrennt und damit
die Bildung von Einzelstrang initiiert. Das
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B Abb. 2.7 Struktur der Cellulose-Synthase-Untereinheiten BcsA (grau) und BesB (blau) von Rhodobacter
sphaeroides. In Magenta ist die wachsende Cellulosekette zu sehen. Die Membran ist durch die grauen Symbole
gekennzeichnet, links davon ist innerhalb der Zelle. (PDB Code 5EIY; unter diesem Code sind Koordinaten in
der Protein Data Bank - PDB; » https://www.rcsb.org/ - frei zuganglich abgelegt, diese konnen z. B. mit dem

Programm Pymol grafisch dargestellt werden)

VirD2-Protein verkntipft sich kovalent mit der
Einzelstrang-T-DNA und begleitet diese bis in
den Zellkern der Pflanze (B Abb.2.8). VirB-
Proteine bilden einen Pilus von der Art des
Typ-4-Sekretionssystems, durch welchen die
DNA in die Pflanzenzelle eingeschleust werden
kann. Parallel dazu werden auch VirE2-Proteine
eingeschleust, die in der Pflanzenzelle an die
Einzelstrang-DNA binden und diese schiit-
zen. Freie Einzelstrang-DNA wiirde schnell
abgebaut, weil sie von Viren stammen konnte.
VirD2 wie auch VirE (bakterielle Proteine!) ent-
halten Kerntranslokationssequenzen, sodass
die DNA einfach in den Zellkern der Pflanze

gelangen kann. Wie die DNA in das Pflanzen-
genom eingebaut wird, ist noch nicht genau
bekannt. Der Einbauort ist zufillig. In der
pflanzlichen DNA entsteht ein Doppelstrang-
bruch, und das pflanzliche Reparatursystem
baut die T-DNA ein.

Es gibt verschiedene Ti-Plasmide und
verschiedene T-DNAs. Im  bestuntersuch-
ten C58-Ti-Plasmid befinden sich auf der
T-DNA acht Gene. Dabei sind die Gene fiir
laaH und laaM, die in der Pflanze die Syn-
these von IAA aus Tryptophan katalysieren, ein
Gen fir Isopentenyl-Transferase, das Enzym
fir Cytokinin-Biosynthese, zwei weitere Gene
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O Abb. 2.8 Gentransfer von Agrobacterium fabrum in die Pflanzenzelle. Die Schritte links von der senkrechten
Linie laufen in Agrobacterium ab, rechts davon in der Pflanzenzelle. Der Transfer der T-DNA in den Zellkern
erfolgt aufgrund von Kerntranslokationssequenzen auf VirD2 und VirE2, der Einbau bedingt einen Doppelstrang-

bruch im pflanzlichen Genom

fur Tumorwachstum und ein Gen fiir die
Octopin-Dehydrogenase. Octopin wird durch
einen enzymatischen Schritt aus Pyruvat und
Arginin synthetisiert (8 Abb.2.9). Von den
zwanzig proteinogenen Aminosduren hat Argi-
nin den hochsten Stickstoffanteil. Pyruvat nimmt
im Stoffwechsel eine zentrale Stellung ein und
ist in ausreichenden Mengen verfiigbar. Andere
Ti-Plasmide codieren fiir ein Enzym, welches
Nopalin synthetisiert(8 Abb. 2.9). Auch hier
wird wieder Arginin als Substrat verwendet, das
zweite Substrat ist a-Ketoglutarat. Fiir Octopin
bzw. Nopalin gibt es in der Pflanze keine wei-
tere Verwendung. (Octopin kommt allerdings
in groflen Konzentrationen im Muskelgewebe
wirbelloser Tiere wie z.B. Oktopus vor, daher
der Name.) Diese Substanzen werden aus
den Tumorzellen ausgeschieden und in den
Boden sezerniert. Agrobacterium besitzt auf
dem Ti-Plasmid ein weiteres Gen fiir Octopin-
Dehydrogenase oder Nopalin-Dehydrogenase.
Das Enzym arbeitet auch in umgekehrter Rich-
tung, damit konnen aus den Opinen Arginin,
Pyruvat bzw. a-Ketoglutarat freigesetzt werden.

Als Resultat der Infektion kann sich
Agrobacterium folglich mit Produkten aus
dem Stickstoff- und Kohlenstofthaushalt
der Pflanze versorgen. Der Fluss von ,orga-
nischem Stickstoff“ verlduft in diesem Fall
anders herum als bei den mit Agrobacterium
eng verwandten Rhizobien. Rhizobien kénnen
mit Pflanzen (v. a. Leguminosen) in Symbiose
leben, entweder in Wurzelknollchen oder in
den Stingeln. Diese Symbiose erlaubt es den
Pflanzen indirekt, molekularen Stickstoft zu
verwerten. Die Bakterien konnen mithilfe
von Nitrogenasen atmospharischen Stickstoft
zu NH; reduzieren, dieses wird in Glutamin
eingebaut und von der Pflanze verstoffwech-
selt. Im Austausch fiir die Stickstoffreduktion
erhalten die Bakterien von der Pflanze zum
Beispiel Malat, womit sie ihren Energie-
haushalt aufrechterhalten kénnen. Zwei vollig
verschiedene Arten der Bakterien - Pflanze
Interaktion sind also bei den eng miteinander
verwandten Rhizobien (B Abb.2.1) verwirk-
licht. Beide Interaktionen sind wirtschaft-
lich von groflem Interesse, einmal wegen der
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O Abb. 2.9 Die Synthese von Nopalin (a) bzw. Octopin (b) durch infizierte Pflanzenzellen

Moglichkeit, Gene in Pflanzen einzubringen,
einmal wegen der Griindiingung, die als
Ersatz fiir das energieaufwendige Haber-
Bosch-Verfahren eingesetzt werden kann.

2.7 Bakterielle Photorezeptoren
als Strukturmodelle

Von vielen eukaryotischen Photorezeptoren
gibt es homologe Proteine in Prokaryoten.
Dies bestitigt die obere Feststellung, dass
alle eukaryotischen Gene aus Prokaryoten
abstammen. Es gibt allerdings in beiden Rich-
tungen Ausnahmen. In biochemischer und
biophysikalischer Hinsicht sehr gut unter-
sucht sind die untereinander homologen
prokaryotischen Proteine Bacteriorhodopsin,
Sensory-Rhodopsin und Halorhodopsin. Diese
Transmembranproteine besitzen Retinal als

Chromophor und fungieren entweder als licht-
betriebene Protonenpumpen oder als Photo-
rezeptoren fiir Phototaxis, also die Steuerung
der Bewegung zum Licht hin oder vom Licht
weg. Bacteriorhodopsin gilt neben dem Myo-
globin als eines der bestuntersuchten Proteine
tiberhaupt. Die meisten Untersuchungen wur-
den mit Bacteriorhodopsin aus dem halophilen
Halobacterium salinarum (einem Archaebak-
terium) durchgefiihrt. Halobacterium lasst sich
wegen seiner Salztoleranz (5 M NaCl) einfach
in steriler Kultur halten. Bacteriorhodopsin
wird in den Archaebakterien in solchen Men-
gen synthetisiert, dass Salzlagunen dadurch
purpurrot aussehen. Durch einen Licht-
blitz wird eine schnelle Isomerisierung des
Bacteriorhodopsin-Chromophors induziert, dies
bewirkt Konformationsinderungen im Protein,
die in einem Protonentransfer von innen nach
auflen resultieren. Dieser Protonengradient
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kann zur Energiegewinnung genutzt werden.
Es handelt sich also um eine einfache Photo-
synthese. Bei den strukturell verwandten
Sensory-Rhodopsin-Molekiilen handelt es sich
um Proteine, die iiber eine Histidin-Kinase an
die Signaltransduktion der Flagellen andocken.
Diese Koppelung erlaubt eine Phototaxis-
Bewegung zum Licht hin oder vom Licht weg.

Bacteriorhodopsin  homologe Proteine
kommen in vielen Archaea, Bakterien, Algen
und Pilzen vor. Auch in zahlreiche Meeres-
bakterien kommen solche Proteine vor, die
hier auch Proteorhodopsin genannt werden
(» Abschn.2.4). Das Rhodopsin im Auge der
Tiere ist nicht mit Bacteriorhodopsin ver-
wandt, obwohl beide Gruppen von Proteinen
sieben Transmembran-Doménen und einen
Retinal-Chromophor besitzen. Umgekehrt
kommen keine Rhodopsin-Homologe in Bak-
terien vor. Moglicherweise sind Rhodopsin
und Bacteriorhodopsin trotz der geringen
Ahnlichkeit aus einem gemeinsamen Vor-
fahren entstanden, und Rhodopsin hat sich
in der Evolution als GPCR so weit von seinen
Waurzeln entfernt, dass eine Gemeinsamkeit
nicht mehr durch Computer-Algorithmen zu
erkennen ist.

Eine weitere Gruppe von Photorezeptoren
oder photorezeptordhnlichen Proteinen sind
die Photolyasen und Cryptochrome. Diese
besitzen ein FAD als Chromophor; Licht-
absorption leitet eine sogenannte Photoreduk-
tion ein, bei welcher FAD vom oxidierten in
den reduzierten oder semi-reduzierten Zustand
tibergeht. Cryptochrome steuern zahlreiche
Prozesse bei Tieren und Pflanzen, wiahrend
die verwandten Photolyasen DNA-Schéiden
reparieren. Sie benétigen dazu ebenfalls Licht,
welches die Ubertragung eines Elektrons von
FAD zur geschidigten DNA initiiert und so
die Reparatur einleitet. Von Photolyasen und
Cryptochromen liegen zahlreiche Kristall-
strukturen vor, die meisten von bakteriellen
Proteinen. In zwei Fillen ist es auch gelungen,
DNA-Protein-Kokristalle von  Photolyasen
zu vermessen. Damit ist die Interaktionsstelle
klar, und man kann den Weg des Elektrons
von FAD zur DNA nachvollziehen. Ebenfalls
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lie3 sich der Weg der Elektronen wihrend der
Photoreduktion nachvollziehen. Im typischen
Fall fungieren drei Tryptophan-Reste, die in
bestimmten Gruppen von Cryptochromen und
Photolyase konserviert sind, als Elektronen-
tibertrdger. Alle Photolyasen besitzen einen
Antennen-Chromophor wie MTHF oder
8-HDE

Agrobacterium fabrum besitzt zwei Photo-
lyasen, PhrA und PhrB. PhrA wurde iiber
die Genomsequenz identifiziert, es handelt
sich hier um einen Vertreter der Klasse-
III-CPD-Photolyasen. Die Kristallstruktur
zeigt, dass der Antennenchromophor von
PhrA, MTHE an einer anderen Stelle im
Protein sitzt als bei anderen Photolyasen. Da
Klasse-III-CPD-Photolyasen eng verwandt
sind mit pflanzlichen Cryptochromen, lag die
Vermutung nahe, dass auch die pflanzlichen
Cryptochrome einen Antennenchromophor
an dieser Stelle binden.

PhrB wurde nicht als photolysehomologes
Protein gefunden, dafiir ist die Homologie zu
gering, sondern tiber Transposon-Mutagenese,
bei der nach Mutanten mit verdnderter Licht-
regulation der Bewegung gesucht wurde. Die
Mutante, in der das Transposon im 3'-Bereich
des Gens inserierte, zeigte einen wenig aus-
geprégten Lichteffekt, der Wildtyp einen stark
ausgeprigten. Dies deutet auf eine Rolle als
Photorezeptor hin, und tatsichlich wurde fiir
ein verwandtes Protein, CryB, in einem ver-
wandten Bakterium, Rhodobacter sphaeroides,
eine solche Photorezeptor-Funktion nach-
gewiesen.  Biochemische  Untersuchungen
brachten andere interessante Aspekte zum Vor-
schein: Zunéchst zeigte sich, dass PhrB einen
Eisen-Schwefel- (Fe-S-)Cluster enthilt. Dann
wurde die Kristallstruktur ermittelt, anhand
derer die vier Fe-S bindenden Cystein-Reste
identifiziert werden konnten (8 Abb.2.10).
Auflerdem zeigte sich, dass PhrB einen neuen
Antennenchromophor enthilt, 6,7-Dimethyl-
8-ribityllumazin (DMRL). Danach kam die
eigentlich interessante Entdeckung: PhrB kann
(6-4)-Photoprodukte reparieren, es ist eine
(6-4)-Photolyase. Agrobacterium fabrum ent-
hélt somit zwei verschiedene Photolyasen, die
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B Abb. 2.10 Die erste bakterielle (6-4)-Photolyase,
PhrB aus Agrobacterium fabrum. Die Proteinstruktur
istin einem transparenten Modus dargestellt. Der
Fe-S-Cluster ist rechts (Kugelmodus), FAD in der Mitte
und 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin (DMRL) links. Der
Elektronentransfer verlauft Gber zwei Tryptophan- und
einen Tyrosin-Rest, diese sind in Orange dargestellt
(PDB Code 4DJA)

beide Arten von UV-Schidden der DNA repa-
rieren konnen. Bis zu dieser Entdeckung war
die Meinung verbreitet, dass (6-4)-Photolyasen
nur in Eukaryoten vorkommen. Tatsdchlich
sind die eukaryotischen und prokaryotischen
(6-4)-Photolyasen phylogenetisch nur entfernt
miteinander verwandt. Die Fe-S-BCP-Proteine
stehen an der Basis der Evolution der Photolya-
sen und Cryptochrome.

Eine weitere Gruppe von weit verbreiteten
Photorezeptoren sind die Phytochrome.
Diese wurden aufgrund ihrer ,Photorever-
sibilitat® vergleichsweise frith in Pflanzen
entdeckt: 1959 erfolgte der erste Nachweis
von Phytochrom in Pflanzen. Photoreversi-
bilitat bedeutet, dass zwei verschiedene For-
men vorliegen, die durch Licht beliebig oft
ineinander tberfithrt werden konnen. Die
beiden Formen, Pr und Pfr, absorbieren hell-
rotes bzw. dunkelrotes Licht. Daher bewirkt
eine Bestrahlung mit Hellrot, dass Pr in Pfr
konvertiert, eine Bestrahlung mit Dunkel-
rot, dass Pfr in Pr konvertiert. In der Pflanze
ist Pfr die aktive Form, und durch geschickte
Bestrahlung lassen sich Effekte in Pflanzen
entweder an- oder abschalten.

Lange Zeit blieben bakterielle Phyto-
chrome unentdeckt; es herrschte die Meinung
vor, diese Proteine wiren in Eukaryoten ent-
standen. Im Jahr 1997, mit der Sequenzierung
des ersten cyanobakteriellen Genoms von
Synechocystis PCC 6803, wurde das erste bak-
terielle Phytochrom entdeckt. Dank der zahl-
reichen Bakterien-Genomsequenzen kennt
man inzwischen deutlich mehr bakterielle
Phytochrome als pflanzliche (8 Abb.2.11).
Kurz nach der Entdeckung der Phytochrome
in Bakterien wurden auch Pilz-Phytochrome
gefunden und charakterisiert.

Die Evolution der Phytochrome ergab
auch interessante Anderungen in den Eigen-
schaften der Proteine. Man geht davon aus,
dass urspriingliche Phytochrome Biliverdin als
Chromophor verwenden. Die kovalente Bin-
dung des Biliverdins erfolgt tiber ein Cystein
im N-terminalen Bereich des Proteins. Dieses
Cystein ist in der Gruppe der Biliverdin binden-
den Phytochromen konserviert. Dazu gehéren
mit Ausnahme der cyanobakteriellen Phyto-
chrome alle bakteriellen Phytochrome sowie
die Pilz- und Heterokonten-Phytochrome. Die
cyanobakteriellen Phytochrome benutzen Phy-
cocyanobilin. Dieser Chromophor wird an
ein Cystein in der sogenannten GAF-Domaine
gebunden, an Position 250 bis 330. Auch die-
ses Cystein ist in der entsprechenden Gruppe
konserviert. Pflanzliche Phytochrome besitzen
einen Chromophor, der &hnlich aufgebaut ist
wie Phycocyanobilin, das sogenannte Phytoch-
romobilin (P®B), sowie die gleiche Chromo-
phor-Bindestelle. Es ist daher naheliegend
anzunehmen, dass pflanzliche Phytochrome -
iiber die Endosymbiose des Plastiden - von
Cyanobakterien abstammen. Phylogenetische
Analysen, die von verschiedenen Arbeits-
gruppen durchgefiithrt wurden, kommen aller-
dings zu unterschiedlichen Ergebnissen. In
manchen Fillen wird dieser Ursprung bestétigt,
in anderen Fillen widersprechen die Stamm-
baume einer cyanobakteriellen Herkunft.
Natiirlich kann nur eine dieser Varianten richtig
sein. Weitere Griinde sprechen dafiir, dass die
Cyanobakterienherkunft richtig ist, diese Hypo-
these hat sich allerdings in der Wissenschaft
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Phytochrome) geben den vermuteten Verlauf der Phytochrom-Evolution an. Der Domaneaufbau fiir exemplari-
sche Phytochrome ist schematisch durch waagrechte Balken dargestellt. PCM (Photosensory Core Module) steht
flr PAS-GAF-PHY-Tridomane. HK steht fiir Histidin-Kinase, HWE-HK fur eine bestimmte Art von Histidin-Kinase
und RR fiir Respons-Regulator; PP der Pflanzenphytochrome steht fiir PAS-PAS-Doméne. Die Chromophor-
Bindestelle ist durch einen senkrechten Strich dargestellt. Die PCM der Pflanzen, aber nicht der Heterokonten
(Braunalgen, Diatomeen etc.), ist iber Plastiden-Endosymbiose einem Cyanobakterium entsprungen. Die Histi-
din-Kinase-Domane der Pflanzenphytochrome hat vermutlich einen anderen Ursprung, der Zeitpunkt der ver-
muteten Fusion ist im Stammbaum angegeben. Heterokonten und mehrere Algengruppen gehen auf sekundare
Endosymbiose mit Rotalgen oder Griinalgen zuriick. Rotalgen, Griinalgen, Pflanzen sowie eine weitere Gruppe
gehoren zu den Archaeplastida. Diese Details sind im Stammbaum nicht angegeben

noch nicht durchgesetzt. Pilzphytochrome
stammen vermutlich direkt von den Bakterien
ab, die zur Bildung der eukaryotischen Zelle
fithrten. In Cyanobakterien gibt es dariiber hin-
aus auch eine andere Gruppe von Biliprotein-
sensoren, die mit den Phytochromen verwandt
sind, aber einen anderen Doméanenaufbau
haben, die sogenannten Cyanobakteriochrome.
Diese decken zusammen mit den Phytochro-
men das gesamte Spektrum sichtbaren Lichts
ab. Echte bakterielle Phytochrome sind licht-
regulierte Histidin-Kinasen. Die Signaltrans-
duktion dhnelt daher der von VirA oder CheA.

Auch bakterielle Phytochrome wurden als
Modellproteine fiir die Phytochromstruktur
eingesetzt. Zurzeit sind Strukturen von elf
verschiedenen bakteriellen PCM und einem
pflanzlichen PCM bekannt. PCM steht fiir
photosensorisches  Chromophormodul, das
ist der N-terminale Teil des Proteins, in dem
der Chromophor eingebaut wird und in wel-
chem die Photoreversibilitit verankert ist.
In den Strukturen fehlen die C-terminalen
Histidin-Kinasen, weil es bisher noch nicht
gelungen ist, Phytochrome in ihrer gesam-
ten Lange zu kristallisieren. Trotzdem ist es
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B Abb. 2.12 Photosensorisches Chromophormodul
(PCM) von Deinococcus-radiodurans-Phytochrom. Eine
Pr- und eine Pfr-Struktur wurden tberlagert. Wichtige
Unterschiede sind in Griin fur Prund in Magenta fur
Pfr dargestellt. Die lange Helix, die sich durch das

Bild zieht, ist im Pr-Zustand gebogen und streckt

sich im Pfr-Zustand. Im Bereich der ,Zunge” (oben im
Bild) findet man im Pr-Zustand B3-Faltblatter und im
Pfr-Zustand zwei Helices, d. h. die Sekundarstruktur
andert sich. Diese Anderungen sind vermutlich gleich
fur alle Phytochrome (PDB Codes 4Q0J und 5C5K)

inzwischen moglich, nachzuvollziehen, wel-
che lichtinduzierten Anderungen in der PCM
ablaufen. Die zentralen Anderungen sind in
(8 Abb.2.12) zu sehen, wo eine Pr- und eine
Pfr-Struktur tiberlagert wurden. Dariiber hinaus
eignen sich bakterielle Phytochrome wegen der
groflen Mengen, die man exprimieren und rei-
nigen kann, sehr gut fiir biophysikalische Unter-
suchungen wie Ultrakurzzeitspektroskopie oder
Schwingungsspektroskopie. Einige Methoden
wurden fiir pflanzliche und bakterielle Phyto-
chrome eingesetzt, und es zeigte sich meist, dass
die Vorginge vergleichbar sind.

2.8 Cyanobakterien als Modelle
fur Photosynthese

Ein wichtiger Schritt in der Evolution war die
Endosymbiose der Cyanobakterien, die zur
Entstehung der Plastiden geftihrt hat - so sind
die ersten photosynthetischen Eukaryoten ent-
standen. Aus diesen Algen entwickelten sich
tiber Jahrmillionen unter anderem die Land-
pflanzen. Cyanobakterien, Algen und Pflanzen
nutzen Sonnenlicht zur Synthese von Biomasse

und zur Produktion von Sauerstoff. Sie stellen
die energetische Grundlage des Lebens auf
der Erde dar. Fiir uns Menschen als Landlebe-
wesen sind die Landpflanzen am wichtigsten,
daher wird in Lehrbiichern meist die Photo-
synthese von Pflanzen ausfiihrlich dargestellt,
wihrend andere Arten von Phytosynthese
mehr am Rande erwdhnt werden. Der Beitrag
bakterieller Modellorganismen zum Verstind-
nis der Photosynthese kann jedoch nicht als
wichtig genug erachtet werden.

Die Plastiden-Endosymbiose liegt 1,5 Mrd.
Jahre zurtck. Trotzdem verlduft die Photo-
synthese der Pflanzen sehr dhnlich wie die
der Cyanobakterien (B Tab.2.3). Dariiber
hinaus kann man auch die Photosynthese
der Cyanobakterien auf eine evolutionire
Fusion verschiedener Bakterien, die anoxy-
gene Photosynthese betrieben, zuriickfithren.
Die Untersuchungen, zum Beispiel an Purpur-
bakterien, tragen daher ebenfalls zum Ver-
stindnis der Photosynthese insgesamt bei.

Alle Arten von Photosynthese basieren auf
lichtgetriebenem Elektronentransport. Daran
ist ein Protonentransport gekoppelt, welcher
eine Energiegewinnung ermoglicht. Dieses
Prinzip von Energieumwandlung hat sich in
der Evolution durchgesetzt und erhalten. (Eine
weitere Art der Energieumwandlung iber
das oben erwdhnte Bacteriorhodopsin ver-
lduft Giber einen direkten Protonentransport,
ist aber wenig effektiv.) Von den Pigmenten
der Photosynthesekomplexe ist allerdings nur
ein kleiner Teil direkt am Elektronentrans-
port beteiligt, wihrend der groflere Teil die
absorbierte Energie an benachbarte Pigmente
weitergibt. Sowohl beim Elektronentransport
als auch bei der Energieiibertragung spielt der
Abstand zwischen den beteiligten Molekiilen
eine zentrale Rolle. Fiir den Elektronentrans-
port wird dies am Beispiel eines Lichtschalters
deutlich: Nur wenn der Abstand zwischen den
Kontakten klein genug ist, kann Strom, also
Elektronen, fliefen. Bei biologischen und che-
mischen Systemen liegen Abstinde zwischen
Elektronendonor und Acceptor zwischen 4
und 20 A, Redoxpotenziale der beiden Kom-
ponenten sind natiirlich ebenfalls wichtig. Der
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B Tab. 2.3 PSlund PSIl, Photosystem 1 und 2; PC, Plastocyanin

Cyanobakterien
Art der Photosynthese  Sauerstoff

Pigmente

Chlorophyll a, Carotinoide (manche

Plastiden der Pflanzen
Sauerstoff

Chlorophyll a und b, Carotinoide

Cyanobakterien besitzen Chlorophyll

b)

Elektronentransport

Antennen

Chromophoren

CO, Fixierung
Oxygenase (RubisCO)

Energietransfer zwischen beteiligten Chromo-
phoren hingt von deren spektraler Uber-
lappung, ihren chemischen Eigenschaften
sowie ihrer Ausrichtung und dem Abstand
zwischen beiden ab. Energietransfer in der
Photosynthese verlduft als Forster-Energie-
transfer, wenn die Abstinde so klein sind,
dass es zur elektronischen Kopplung der bei-
den Molekille kommt, gilt das Prinzip des
sogenannten Dexter-Energietransfer. Bei dem
Forster-Energietransfer sinkt die Effizienz
der Ubertragung mit der sechsten Potenz des
Abstands zwischen Donor und Empfinger.

Die Formeln fiir Energietransfer zwischen
benachbarten Pigmenten bei Forster-Energie-
transfer lauten:

RS RS
ker = kp r_g = s

‘L'D-r6

kgT, Rg o« k2 = (cosfpa — 3cosbp cos@A)2

Abstinde zwischen Molekiilen lassen sich
natiirlich nicht ohne Weiteres bestimmen.
Die Elektronenmikroskopie ist in der Regel
noch zu ungenau um kleine Molekiile zu
erkennen, und biophysikalische Methoden
zur Abstandsbestimmung kénnen sehr auf-
wendig sein. Die zuverldssigste Methode ist
die Rontgenkristallstrukturanalyse, die ein
3D-Bild der Elektronendichten liefert, woraus

Wasser - PS Il - Cytb6f-Komplex - PC
oder Cytochrom — PS | - NADP

Phycobilisomen aus Phycoery-
thrin, Phycocyanin u. a. mit Bilin-

Ribulosebisphosphat-Carboxylase/

Wasser - PS Il - Cytb6f-Komplex —
PC-PS|-NADP

LHCI und Il (Light-Harvesting-
Chlorophyll-Komplexe) mit
Chlorophyll a und b

RubisCO, bei C4-Pflanzen ist die
PEP-CO vorgeschaltet

sich natirlich auch Abstandsinformation
ableiten lasst. Auf der Basis der 3D-Struk-
tur lassen sich die Pigmente ansprechen, die
am Energietransfer beteiligt sind, und von
denen unterscheiden, die an der Elektronen-
tibertragung beteilig sind. Vor der Auflésung
der Struktur konnte man nicht eindeutig
sagen, welche Faktoren am Elektronen-
transfer beteiligt sind, daher sind in Lehr-
biichern diese Molekiile noch mit Zeichen
abgekiirzt, die nichts mit den Molekiilnamen
zu tun haben (z.B. A A; A; im Photosys-
tem 1). Die Aufkldrung einer 3D-Struktur ist
unter Umstidnden ebenfalls sehr aufwendig.
Bis man einen Proteinkristall erhilt, konnen
mehrere Jahre bis Jahrzehnte vergehen, die
Bestimmung der Struktur bendtigt weitere
Zeit. In diesem Bereich ergibt sich die Ver-
wendung von Modellorganismen automatisch.

Die erste Struktur eines Photosynthese-
komplexes, ein Reaktionszentrum aus Rho-
dopseudomonas viridis, wurde von Hartmut
Michel, Johann Deisenhofer und Robert
Huber 1985 publiziert (Deisenhofer etal
1985). Rhodopseudomonas ist ein Purpur-
bakterium, welches anoxygene Photosynthese
betreibt, also keinen Sauerstoff produziert.
Photosynthesekomplexe ~ sind ~ Membran-
proteinkomplexe, und die Kristallisation von
Membranproteinen ist deutlich schwieriger als
die 16slicher Proteine. Wegen der Bedeutung
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dieser Kristallstruktur fiir das Verstdndnis der
Photosynthese erhielten Michel, Deisenhofer
und Huber 1988 den Nobelpreis fiir Chemie.

Die oxygene Photosynthese der Cyano-
bakterien, Pflanzen und Algen arbeitet
mit zwei Photosystemen, PSI und PSIL
Das Zusammenwirken beider Photosys-
teme ist notwendig, um das positive Redox-
potenzial der Wasserspaltung zu iiberwinden.
Die Photosysteme PSI und PSII wurden
aus Thermosynechococcus elongatus, einem
thermophilen Cyanobakterium, kristallisiert.
Diese Strukturauflosung wurde iiber viele
Jahre verbessert. Inzwischen liegen auch Struk-
turen von pflanzlichen Photosystemen vor,
aber viele zentrale Erkenntnisse zur oxygenen
Photosynthese gehen auf die cyanobakteriellen
Photosysteme zuriick (8 Abb. 2.13; PDB Code
1JBO fiir PS T und 3ARC fiir PSII).

Beide Photosysteme enthalten zahlreiche
Chlorophyllmolekiile und andere Pigmente,
wie zum Beispiel Carotinoide (8 Tab.2.4).
Zwei zentrale Chlorophylle haben die Funk-
tion, Elektronen zu {ibertragen. Diese Chloro-
phylle haben immer eine spezielle Anordnung
zueinander, deshalb werden sie auch als Spe-
cial Pair bezeichnet. Thre Tetrapyrrolringsys-
teme sind parallel zueinander ausgerichtet und
die m-Elektronensysteme gekoppelt. Dadurch

ist die Absorption dieser Chlorophylle zum
Langwelligen verschoben. Freies Chloro-
phyll hat ein Absorptionsmaximum bei etwa
660 nm, wahrend das Absorptionsmaximum
des Special Pair im PS1II bei 680 nm und das
im PST bei 700 nm liegt, dies wird durch die
Bezeichnungen P680 bzw. P700 zum Ausdruck
gebracht.

Die anderen Chlorophylle im PST oder
PSII tibertragen ihre Energie auf die zentra-
len Chlorophylle. Die Abstinde zwischen den
Chlorophyllen im PSI und PSII liegen bei
10 A bis maximal 22 A.

Der Elektronentransfer innerhalb der
Photosysteme soll hier kurz nachgezeichnet
werden. Die Wasserspaltung und Bildung von
Sauerstoft ist bereits eine endogene Funktion
des PSII, man kann sogar in PS-II-Kristallen
die Bildung von Sauersoff nachweisen. Die
Wasserspaltung findet am Mangan-Cluster auf
der lumenalen Seite statt. Die Elektronen wer-
den auf einen Tyrosin-Rest der D2-Untereinheit
iibertragen und gelangen von dort auf das Spe-
cial Pair P680. Dieses ist der eigentliche Motor
des PS-II-Elektronentransfers. Lichtabsorption
(oder Energietransfer) bringt ein Elektron
des Special Pair in den angeregten Zustand, es
wird auf den Elektronenakzeptor Phiophytin,
ein Chlorophyll ohne zentrales Mg2+—Atom,

O Abb. 2.13 Cyanobakterielle Photosysteme Il (a) und | (b). Chlorophylle sind griin, Carotinoide blau dar-
gestellt. Fe-S-Cluster des PS | sind durch orange/ockerfarbige Kugeln dargestellt. Der Mangan-Komplex im PS 1|
(hier entsteht der Sauerstoff) ist durch rote und violette Kugeln dargestellt (PDB Codes 1JBO und 3ARC)
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B Tab. 2.4 Cofaktoren der cyanobakteriellen PS I und PS Il (Anzahl)

Chlorophyll A
PSI 96
PSII 36

tibertragen. Aufgrund der Symmetrie des Spe-
cial Pair und der beiden Phiophytin-Molekiile
im PSII gibt es zwei mogliche parallele Wege
des Elektronentransfers. Schliellich flieffen
die Elektronen auf das endogene Plastochinon
A, welches Elektronen auf das zweite, mobile
Plastochinon B iibertrigt. Dieses kann die
Tasche des PSII verlassen und die Elektronen
an den ndchsten Komplex, den Cytochrom-
b6-f-Komplex iibertragen. Von diesem Kom-
plex werden Elektronen mithilfe von Plasto-
cyanin auf PST iibertragen. Bei Cyanobakterien
kann bei Cu?*-Mangel das Plastocyanin, ein
Cu**-Protein, durch Cytochrom b ersetzt
werden, bei Pflanzen gibt es diese Moglich-
keit nicht. Im PST gelangen die Elektronen
auf das Special Pair P700 und werden aus dem
angeregten Zustand zundchst auf ein weiteres
Chlorophyll A0 iibertragen. Als Zwischeniiber-
trager fungieren Phyllochinon-Molekiile, die die
Elektronen auf die Eisen-Schwefel-Cluster tiber-
tragen. Von diesen flieflen die Elektronen auf
der stromalen Seite auf Ferredoxin, welches im
typischen Fall NADP zu NADPH reduziert.

Die Photosynthese der Cyanobakterien
kann nicht nur wegen der Strukturaufkldrung
wichtige Erkenntnisse liefern. Viele Cyano-
bakterien lassen sich gut transformieren, man
kann ortsgerichtete Mutagenese durchfithren
und damit die Funktion einzelner Amino-
sduren untersuchen. Es gibt auflerdem Pro-
zesse bei Cyanobakterien, die man bei Pflanzen
nicht findet. Als zusétzliche Antennen besitzen
Cyanobakterien Phycobiliproteine, die an das
PSII binden. Es gibt Cyanobakterien, die sich

Carotinoide Wichtige weitere
Cofaktoren
22 2 Phyllochinone
3 Eisen-Schwefel-Cluster
12 1 Phdophytin

12 Carotinoide
1 Mangan-Cluster

tiber die Farbe der Phycobiliproteine an die
Farbe der Lichtumgebung anpassen, ein Pro-
zess, der chromatische Adaptation genannt
wird. Warum haben Pflanzen diese Moglich-
keit verloren?

2.9 Fazit

Aus zahlreichen Griinden sind Bakterien
sehr gut als Modellorganismen geeignet. Sie
liefern nicht nur Erkenntnisse iiber die Bio-
logie der Prokaryoten, sondern tragen auch
zum Verstdndnis der Eukaryoten-Biologe bei.
Eukaryoten sind aus Prokaryoten entstanden.
Letztere hatten deutlich mehr Zeit, sich zu
diversifizieren. Auf den ersten Blick sieht die
Welt fiir den Menschen aus wie eine Welt
der Pflanzen und Tiere. In phylogenetischen
Stammbaumen lédsst sich aber erkennen, dass
bakterielle Gene und Proteine um einiges
vielfaltiger sind als die der Eukaryoten. Es
steckt also noch deutlich mehr Potenzial in
den Prokaryoten, als man auf den ersten Blick
vermuten wiirde.

Ubersicht

Es gibt 5 - 1039 bakterielle Zellen auf der
Erde, sie besitzen eine grof3ere Biomasse
als Tiere und Pflanzen zusammen.

Im menschlichen Korper gibt es 10-mal
mehr Bakterienzellen als menschliche
Zellen.
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Trailer

Die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae wird

von vielen Wissenschaftlern als DER Modell-

organismus fiir eukaryotische Zellen schlechthin

angesehen. Hefe verbindet das Beste aus zwei

Welten:
Als einzelliger Mikroorganismus wachst
sie schnell und unkompliziert, und
die Funktion von Genen kann durch
gezielte Genomverdanderungen (reverse
Genetik) wie auch durch Mutagenese
(Vorwarts-Genetik) untersucht werden.
Trotz eines kompakt aufgebauten
Genoms mit nur 6600 Genen sind viele
grundlegende zelluldre Prozesse zwischen
Hefe und komplexer aufgebauten
héheren Eukaryoten konserviert, sodass
die mit Hefe gewonnenen Erkenntnisse
direkt Gbertragen werden kénnen;
exemplarisch wird in diesem Kapitel die
Aufklérung des sekretorischen Wegs
beschrieben.

Hefe stellt sich aber auch immer wieder
als Pionierorganismus fir die Entwicklung
neuer Technologien dar. So wurden viele der
Methoden, die unter den Uberbegriffen Pro-
teomics, Genomics, Transcriptomics, Meta-
bolomics zusammengefasst sind, mit Hefe
entwickelt oder an Hefe als proof of principle
angewendet.

3.1 Wofiir wird Saccharomyces
cerevisiae eingesetzt?

Der Ascomycet Saccharomyces cerevisiae, die
Backerhefe, Weinhefe, Sprosshefe, oder ein-
fach Hefe, wird seit der Antike beim Backen
und Brauen eingesetzt; die &ltesten belegten
Funde von Bier stammen aus der Zeit von
3500-2900 v. Chr. aus dem heutigen Iran.
Im Laufe der Jahrtausende haben sich bei
den verschiedenen Anwendungen spezielle
Hefen der Gattung Saccharomyces etabliert;
eine Hefe, die zum Backen verwendet wird,
unterscheidet sich genetisch deutlich von

einer Brauhefe. Teile unserer heutigen Brau-
hefe, Saccharomyces carlsbergensis, stammen
von einer Hefe aus Patagonien ab, die schon
bei sehr niedrigen Temperaturen aktiv ist.
Diese Hefe wurde wahrscheinlich im 15. Jahr-
hundert von den Seefahrern eingeschleppt,
und tiiberlebte in den kiihlen Kellern der
Brauereien, wo sie mit der heimischen Hefe
wverschmolz® und ein Brauen bei niedrigen
Temperaturen ermoglichte.

Hefen werden grofitechnisch auch bei
der Produktion von Bio-Kraftstoff (Ethanol)
verwendet, fiir die Absorption von Schwer-
metallen, oder, in reiner Form, als pro-
biotische Nahrungsergédnzung.

Die ersten mikroskopischen Beobachtungen
an Hefen stammen von Antoni van Leeu-
wenhook aus Leiden von 1680, und auf den
Zusammenhang zwischen Hefen und alko-
holischer Girung schloss Cagnaird-Latour
1835. Als experimenteller Organismus wurde
S. cerevisiae um 1935 eingefithrt und entwickelte
sich schnell zu dem eukaryotischen Modell-
organismus schlechthin. Wie ist diese Populari-
tat zu erkldren? Hefe verbindet das Beste aus
zwei Welten: Sie ldsst sich einfach und schnell
wie ein Bakterium kultivieren, hat aber alle
Eigenschaften einer eukaryotischen Zelle. Hefe-
zellen teilen sich unter optimalen Bedingungen
alle 90 min, das heif3t, es lassen sich grofie Men-
gen in kurzer Zeit anziehen. Ahnlich wie Bak-
terien konnen sie in Fliissigmedien angezogen
werden, in kleinen Schiittelkolben oder in Fer-
mentern mit mehreren tausend Litern Volumen.

3.2 Vorteile von Saccharomyces
cerevisiae als eukaryotischer
Modellorganismus

Die Miihelosigkeit, mit der sich Hefe im
Labor anziehen ldsst, macht natiirlich keinen
Modellorganismus aus. David Botstein und
Gerald Fink, zwei Pioniere der Hefeforschung,
haben 1988 in der Fachzeitschrift ,Science®
die Bedeutung von Hefe als Modellorganis-
mus sehr treffend formuliert:
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)»  Wir sind der Meinung, dass die
Leistungsfahigkeit der Hefe-
Molekularbiologie als Modell fiir
die Biologie aller Eukaryoten in der
Leichtigkeit begriindet liegt, mit der die
Zusammenhdnge zwischen Genstruktur
und Proteinfunktion hergestellt werden
konnen (Ubers. des Autors).

Worin ist der Enthusiasmus dieser beiden -
zugebenerweise als Hefeforscher vielleicht ein
wenig befangenen - Forscher begriindet?

Der grofle Vorteil des Hefesystems liegt
letztlich in der ,Leichtigkeit” begriindet, mit
der das Genom gezielt verdndert werden kann.

Bereits 1977 gelang es Gerry Fink
gemeinsam mit seinen Studenten Albert
Hinnen und James Hicks, S. cerevisiae mit
rekombinanten DNA-Molekiilen zu trans-
formieren; Hefe war der erste eukaryotische
Organismus, in den Fremd-DNA eingefiigt
werden konnte (interessanterweise war das
fiur das Bakterium Escherichia coli auch erst
1973 durch Stanley Cohen und seine Mit-
arbeiter gelungen). Damit war der Grund-
stein fir die sogenannte reverse Genetik
gelegt: Die Moglichkeit, ein Gen in einem
Organismus (Hefe) gezielt zu verdndern,
um damit die Funktion des Proteins, das
von dem Gen codiert wird, zu studieren.
Das funktioniert prinzipiell auch in ande-
ren Organismen, aber nicht mit der enor-
men Effizienz wie bei S. cerevisiae: Wie wir
spater sehen werden, liegt die Rate, mit der
rekombinante DNA-Molekiile iiber homo-
loge Rekombination gezielt an eine bestimmte
Region im Genom eingefiigt werden koénnen,
bei fast 100 %. In der Praxis werden mit einem
Mikrogramm DNA eines Vektors mehrere
tausend Hefetransformanten erzielt, und fast
alle enthalten die DNA an derselben, vor-
bestimmten Stelle: Solche Transformations-
und Rekombinationsfrequenzen werden in
anderen Modellorganismen nicht anndhernd
erreicht. Da die Transformation in der Regel
mit haploiden Hefezellen durchgefiihrt wird,
konnen die Auswirkungen der eingefiigten
Veranderung auf die Zelle sofort erkannt

65

werden, da es, anders als bei diploiden
Organismen, keine Komplementation durch
eine weitere, intakte Genkopie gibt.

Hefe hat den typischen Zellaufbau einer
eukaryotischen Zelle. Die Zellwand besteht
aus Glucanen, Mannanen und Proteinen,
und damit unterscheidet sie sich natiirlich
von pflanzlichen und tierischen Zellen. Hefe-
zellen besitzen als Eukaryoten einen Zellkern
und einen Nucleolus; auch der sekretori-
sche Weg ist typisch fiir Eukaryoten mit dem
endoplasmatischem Retikulum, dem Golgi-
Apparat und sekretorischen Vesikeln. Hefen
besitzen Peroxisomen fiir den oxidativen
Abbau und Mitochondrien zu Atmung. Viele
dieser Strukturen sind in ihrer Funktion und
ihrem Aufbau denen der hoéheren eukaryo-
tischen Zellen sehr &hnlich, sodass Experi-
mente, die mit Hefe durchgefiihrt werden, viel
zum Verstdndnis der zelluldren Strukturen der
eukaryotischen Zelle per se beitragen.

Grade fir die Analyse von Prozessen wie
der mitochondrialen Atmungskette ist Hefe
besonders geeignet, da Hefe bei Ausfall der
Atmungskette (was fiir die meisten Zellen letal
wire) tiber den weniger effizienten anaeroben
Abbau von Nihrstoffen (Garung) Energie
gewinnen kann. Die entsprechenden Mutan-
ten sind leicht zu erkennen, da sie aufgrund
des geringeren Energiegewinns deutlich lang-
samer wachsen und deshalb kleiner (petit)
bleiben.

3.3 Biologie und Entwicklung von
Saccharomyces cerevisiae

3.3.1 Lebenszyklus von
Saccharomyces cerevisiae

Obwohl Hefe ein einzelliger Organismus
ist, gibt es drei verschiedene spezialisierte
Zelltypen: haploide a und o Zellen, und die
diploiden a/a-Zellen. Sowohl die beiden hap-
loiden als auch die diploiden Zelltypen koén-
nen sich durch Sprossung mitotisch teilen und
produzieren dadurch klonale (genetisch iden-
tische) Nachkommen. Die beiden haploiden
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Zelltypen zeichnen sich durch unterschied-
liche Kreuzungstypen, a und o, aus, die mit-
einander zur diploiden a/a-Zygote fusionieren
konnen. Die a/a-Zellen teilen sich mitotisch,
unter Hungerbedingungen kénnen die Zellen
aber die Meiose durchlaufen, wodurch wie-
der insgesamt vier haploide Zellen (zwei von
jedem Kreuzungstyp) entstehen. Die Zellen,
die sogenannten Ascosporen, stellen Dauer-
formen dar und besitzen eine schiitzende
Sporenhiille; die vier Ascosporen, die durch
ein meiotisches Ereignis entstehen, bleiben
dabei in einer Hiille, dem Ascus, gemeinsam
eingeschlossen (8 Abb. 3.1a).

Der Vorteil dieser verschiedenen Zelltypen
fiir den Experimentator liegen auf der Hand:
die haploiden Zellen eigenen sich hervor-
ragend zur phénotypischen Analyse von
Mutationen; der Phénotyp eines mutierten
Gens wird nicht durch eine weitere Genkopie
komplementiert und wird direkt ausgeprigt.
Gleichzeitig ist es moglich, mit Hefezellen
klassische  Kreuzungsexperimente  durch-
zufithren, um zum Beispiel verschiedene
Mutanten miteinander zu kreuzen und so
Doppelmutanten zu erzielen, oder um nach
einer Mutagenese Komplementationsgruppen
zu bestimmen (s. » Abschn. 3.4.4).

Die a- und o-Zellen produzieren beide
unterschiedliche Peptidpheromone, tber wel-
che die Zellfusion eingeleitet wird (8 Abb. 3.1b):
a-Zellen sekretieren den 12 Aminosduren lan-
gen a-Faktor, a-Zellen den 13 Aminosduren
langen a-Faktor. Mit Pheromonen bezeichnet
man generell Signalmolekiile, die zur Kommu-
nikation zwischen Organismen dienen, wihrend
Hormone als Signalmolekiile in einem multi-
zelluldren Organismus fungieren. Die Phero-
mone werden von den a- und a-Zellen durch
spezifische Rezeptoren erkannt, die zur Klasse
der G-Protein-gekoppelten 7-Transmembran-
rezeptoren (GPC-Rezeptoren) gehéren; dieser
Rezeptortyp ist bei Eukaryoten weit verbreitet
und spielt eine Rolle bei einer Vielzahl von
Signaltransduktionssystemen, beispielsweise bei
Licht- Geruchs- und Geschmacksreizen, aber
auch bei die Perzeption von Hormonen oder
Neurotransmittern. Die beiden GPC-Rezeptoren

der Hefe, Ste2p und Ste3p, wurden bereits 1985
durch die Analyse von sterilen Mutanten identi-
fiziert; wenn die Rezeptoren nicht funktionell
sind, konnen die Hefen sich nicht mehr sexuell
fortpflanzen, da sie ihren Partner nicht mehr
erkennen koénnen. Ste2p und Ste3p waren die
ersten Gene fiir GPC-Rezeptoren, die je in einem
Organismus kloniert wurden. Seitdem fungiert
S. cerevisiae als wegbereitendes experimentelles
System fiir die Untersuchung der GPC-Rezeptor-
initiierten Signalwege, deren Steuerung und
Vernetzung.

Die Pheromonrezeptoren sind mit tri-
meren G-Proteinen assoziiert; Pheromon-
bindung fithrt zur Dissoziierung der o- und
B,y-Untereinheiten; die membrangebundenen
B,y-Proteine rekrutieren Ste5, das als ,,Gertist*
fiir Stellp, Ste7p und Fus3p fungiert; die drei
Proteine bilden eine sogenannte MAP-Kina-
se-Kaskade, eine bei allen Eukaryoten hoch
konservierte Signalkaskade, die zur Phosphor-
ylierung von weiteren regulativen Proteinen
fithrt, die letztlich die Kreuzungsreaktion
steuern.

Die wechselseitige Bindung der Phero-
mone an die Rezeptoren fithrt dazu, dass
beide Zellen den Zellzyklus in der G1-Phase,
bevor die DNA repliziert wird, anhalten;
dadurch wird sichergestellt, dass bei der Zell-
fusion und der damit verbundenen Fusion
der beiden Zellkerne (Karyogamie) die Zel-
len genau einen Chromosomensatz aus den
beiden ,Elternzellen® erhalten. Durch die
Pheromonstimulation werden auch alle Fak-
toren induziert, die fiir die Zellfusion und
die Kernfusion notwendig sind. Initiiert wird
der Prozess, indem die beiden Kreuzungs-
partner aufeinander zuwachsen, sie bilden den
sogenannten ,,Shmoo“ als Folge einer polari-
sierten Zellwand-Neusynthese (B Abb.3.1b).
Nach dem Kontakt der beiden Zellen kommt
es zuerst zur Zellfusion und dann zur Fusion
der beiden haploiden Zellkerne im Kontakt-
bereich der fusionierten Zellen. Von diesem
Bereich bildet sich durch Knospung dann
auch die erste Tochterzelle der Zygote, die
sich durch mitotische Zellteilungen weiter
vermehren kann. Tatsdchlich findet man in
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B Abb. 3.1 alLebenszyklus der Hefe Saccharomyces cerevisiae. Haploide Hefezellen (Kreuzungstyp MATa oder
MATa) kénnen sich durch Sprossung teilen. Hefezellen mit unterschiedlichem Kreuzungstyp konnen fusionieren
und bilden nach der Fusion eine diploide Zelle. In der Natur findet man fast ausschlie3lich diploide Zellen, die
sich ebenfalls durch Sprossung vermehren. Unter bestimmten Bedingungen (wenn nicht genug Néhrstoffe zur
Verfligung stehen) entstehen aus einer diploiden Zelle durch zwei meiotische Teilungen vier haploide Sporen,
die gemeinsam in einer Hiille, dem Ascus, eingeschlossen sind. Die Sporen kdnnen wieder zu haploiden Spross-
zellen auskeimen. b Fusion von haploiden Hefen mit verschiedenem Kreuzungstyp (a und ). Die Verschmelzung
von Zellen mit unterschiedlichem Kreuzungstyp wird durch Peptidpheromone, die von den a und a-Zellen
sekretiert werden, eingeleitet. Die Zellen bilden im Pheromongradienten einen sogenannten ,Shmoo”, wachsen
aufeinander zu und verschmelzen letztlich. c Die Pheromone binden an fiir das jeweilige Pheromon spezifische,
membranstandige Rezeptoren. Diese 7-Transmembranrezeptoren sind mit trimeren G-Proteinen assoziiert;
durch die Bindung dissoziieren die a- und B,y-Untereinheiten; die membrangebundenen B,y-Proteine rekru-
tieren Ste5p, das als ,Gerust” fur Ste11p, Ste7p und Fus3p fungiert; die drei Proteine bilden eine sogenannte
MAP-Kinase-Kaskade, eine bei allen Eukaryoten hoch konservierte Signalkaskade, die zur Phosphorylierung von
weiteren regulativen Proteinen fiihrt, welche die Kreuzungsreaktion steuern. (a Verandert nach Steensels et al.
2014; b und c verandert mit freundlicher Genehmigung Dr. Pryciak, University of Massachusetts Medical School)
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der Natur (auf Friichten, Pflanzen und ande-
ren zuckerhaltigen Substraten) ausschlief3-
lich diese diploide Form; eigentlich ist Hefe
damit ein diploider Organismus, und das
nicht ohne Grund: In der diploiden Phase
konnen Mutationen effizient iiber homo-
loge Rekombinationsereignis mit der zweiten
Kopie des entsprechenden Chromosoms repa-
riert werden. Wire Hefe haploid, bestinde
diese Reparaturmoglichkeit nicht, Mutationen
in essenziellen Genen wiirden zwangsldufig
héufig zum Tod der Zelle fiihren.

Die Sporenbildung der diploiden Hefe-
zellen wird initiiert, wenn die Zellen

keine verwertbare Stickstoffquelle und

gleichzeitig nur unzureichende Mengen

oder schlecht verwertbare Kohlenstoft-

quellen zur Verfiigung haben.

Unter diesen Bedingungen wird die Meiose
induziert, und die haploiden Kerne werden
in den Sporen verpackt (B Abb.3.1a). Die
Sporenbildung bendtigt eine ungewohn-
liche Zellteilung, bei der die Tochterzellen im
Cytoplasma der Mutterzelle gebildet werden.
Dabei werden zwei neue zelluldre Struktu-
ren gebildet: neue Membran-Kompartimente
innerhalb des Cytoplasmas, aus denen sich die
Plasmamembran der Sporen entwickelt, und,
daran anschlieflend, die Bildung der Sporen-
zellwand, die die Spore vor Umwelteinfliissen
schiitzt. Warum werden diese Dauerformen
ausgerechnet unter ,Mangelbedingungen”
gebildet? Es wird vermutet, dass die Hefe,
wenn die verwertbaren Nahrstoffe auf einer
Frucht, ihrem bevorzugten Lebensraum, ver-
braucht sind, die Dauerformen benutzt, um
durch Insekten an neue Standorte gebracht zu
werden. Tatsachlich ist Hefe die bevorzugte
Nahrung von Fruchtfliegen, und im Gegen-
satz zu den normalen Hefezellen kénnen die
Hefe-Ascosporen den Verdauungstrakt der
Insekten passieren und so verbreitet werden.
Eine weitere Frage ist, warum die Bildung der
Dauerformen an die Meiose gekoppelt ist; hier
wird diskutiert, dass die Insekten-Vektoren
dazu beitragen, die genetische Vielfalt der
Hefe zu erhalten, da Hefe in der Lage ist, den

Kreuzungstyp zu wechseln (aus einer a-Zelle
wird eine a-Zelle und umgekehrt) und damit
fahig ist, die Neukombination des genetischen
Materials durch sexuelle Vermehrung zu
»umgehen®. Die Verbreitung durch Insekten
nach der Meiose und der damit verbundenen
raumlichen Trennung der Sporen wiirde wie-
der zu einer stirkeren Durchmischung fithren.

Die Ascosporen keimen unter geeigneten
Bedingungen und bilden wiederum hap-
loide Zellen (8 Abb.3.1a). Werden die Zel-
len nicht getrennt, verschmelzen hiufig die
ausgekeimten Zellen sofort wieder, teilweise
schon im Ascus, um wieder die diploide
Zygote zu bilden. Im Labor koénnen die Zel-
len mit einem Mikromanipulator getrennt
werden, und die vier Meioseprodukte kon-
nen individuell auf die Vererbung bestimmter
Gene getestet werden. Durch sexuelle Kreu-
zung verschiedener Hefemutanten ist es auch
leicht méglich, unterschiedliche Mutationen
miteinander zu kombinieren und Hefen mit
multiplen Mutationen schnell und effektiv zu
generieren.

Mit dem Mechanismus, der zur Ver-
dnderung des Kreuzungstyps fiithrt, werden
wir uns in » Abschn. 3.3.3 beschiftigen.

3.3.2 Ausprdgung des
Kreuzungstyps

Die a- und a-Hefezellen sind morphologisch
nicht zu unterscheiden, und wir wissen ja
inzwischen, dass der Unterschied in der Aus-
pragung der a- und o-Pheromone und der
dazu passenden Rezeptoren liegt. Man konnte
demnach vermuten, dass a-Zellen die Gene
fir das a-Pheromon und den Rezeptor fiir
das a-Pheromon besitzen, und a-Zellen ent-
sprechend a-Pheromon und den a-Rezeptor.
Tatsdchlich besitzen beide Zelltypen jedoch
beide Rezeptorgene und beide Pheromongene,
die, je nach Zelltyp, entsprechend exprimiert
werden.

Die iibergeordnete Kontrollinstanz, die
entscheidet, welche Pheromon-Rezeptor-
Kombination exprimiert wird, sind die
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Kreuzungstyp- oder MAT-Loci MATa und
MATo. Beide MAT-Loci codieren fiir Trans-
kriptionsfaktoren vom Homeodoménentyp,
der MATa-Locus codiert dabei fiir die a1
und a2 Proteine, MATa codiert fiir die Pro-
teine a1l und a2. Interessanterweise konnte bis
heute fiir das a2-Protein keine Funktion nach-
gewiesen werden. Zusammen mit Mcmlp,
einem weiteren Transkriptionsfaktor, der
auferhalb der MAT-Loci codiert wird, werden
die fiir die verschiedenen Zelltypen der Hefe
spezifischen Gene durch eine kombinatori-
sche Kontrolle der Faktoren reguliert.

In den haploiden a-Zellen und o-Zellen
werden  generell haploidspezifische ~ Gene
exprimiert, darunter der in den haploiden Zel-
len exprimierte Regulator Rmelp, der Repres-
sor of Meiosis, der die Meiose in haploiden
Zellen verhindert. Zusdtzlich dazu werden
in den a-Zellen die a-spezifischen Gene (wie
das a-Pheromongen und der Rezeptor fiir das
a-Pheromon) und in den a-Zellen entsprechend
die a-spezifischen Gene exprimiert (8 Abb. 3.2).
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Die Homeodomdne der MAT-Proteine ist
eine konservierte Domédne bei Transkriptions-
faktoren, die héufig eine wichtige Rolle
bei Entwicklungsprozessen spielen, benannt
nach den ,homeotischen® Mutanten in der
Fruchtfliege Drosophila  melanogaster; ~ die
antennapedia-Mutation (im  Antennapedia-
Homeobox-Transkriptionsfaktor) fithrt dazu,
dass die Fliegen statt der Fiihler ein zusétzliches
Beinpaar besitzen. Das Proteinmotiv wurde
1984 in der Arbeitsgruppe des Schweizer Ent-
wicklungsbiologen Walter Gehring identifiziert
(McGinnis etal. 1984), und im gleichen Jahr
auch im «a2-Protein identifiziert (Shepherd
etal. 1984); im folgenden Jahr konnte dann in
der Arbeitsgruppe von Ira Herskowitz gezeigt
werden, dass es sich bei den Proteinen aus den
MAT-Loci um Transkriptionsfaktoren han-
delt (Johnson und Herskowitz 1985), wie es
schon 1974 von MacKay und Manney postu-
liert worden war. Auch bei der funktionellen
und mechanistischen Analyse dieser wichtigen
Klasse von eukaryotischen Regulatorgenen,

al/a2-Heterodimer reprimiert
a1-Gen, aber nicht 02-Gen

Zellt a-Zelle a-Zelle a/a-Zelle
yp (haploid) (haploid) (diploid)
a o a o
MAT-Locus — —— —l—
Transkriptions-
faktoren
al Mcm1 al o2 Mcm1 al Mcm1 02
| | J
Zielgene: “ "
a-spezifisch — H AN — H AUS — H AUS
a-spezifisch — H AUS —' H AN — H AUS
haploid- —— AN —— AN = l l H AUS
spezifisch

B Abb. 3.2 Kombinatorische Genregulation durch die MAT-Loci zur Kontrolle des Zelltyps. Erlduterungen im

Text
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und speziell bei der Kombinatorik von ver-
schiedenen Transkriptionsfaktoren bei der
Genregulation, hat S. cerevisiae eine wichtige
Rolle gespielt.

In den a-Zellen hat a1 eigentlich keine
Funktion: Die a-spezifischen Gene werden
durch Mcmlp induziert. Da der Aktivator
fiir die a-spezifischen Gene fehlt, werden sie
nicht exprimiert. Die haploidspezifischen
Gene brauchen hingegen keinen Aktivator fiir
die Expression und sind daher eingeschaltet
(8 Abb. 3.2).

In den a-Zellen assoziiert das a2—Protein
mit Mcmlp, wodurch die Mcmlp-abhingige
Expression der a-spezifischen Gene verhindert
wird; zusétzlich induziert Mcmlp gemeinsam
mit a2 an die Promotoren der a-spezifischen
Gene, wodurch diese aktiviert werden.

Nach der Fusion der haploiden Zellen
zu diploiden Zellen haben wir nun beide
Kreuzungstyp-Loci in einer Zelle vereint vor-
liegen, was dazu fithrt, dass die Proteine bei-
der Kreuzungstypen in neuen Kombinationen
miteinander interagieren kénnen. So fiihrt
der Komplex aus al und a2 dazu, dass das
al Gen (aber nicht das a2-Gen) im a-Locus
abgeschaltet wird. Da al dadurch nicht mehr
exprimiert wird, konnen die a-spezifischen
Gene nicht mehr durch al/Mcmlp induziert
werden. Mcm1p/a2 reprimieren weiterhin die
a-spezifischen Gene. Die neue Kombination
aus o2 und al reprimiert die haploidspezi-
fischen Gene, und die Zelle exprimiert nun
die diploidspezifischen Gene.

3.3.3 Kreuzungstypwechsel

Wie bereits erwihnt, koénnen Hefen ihr
,Geschlecht spontan wechseln, wobei der
Wechsel des Kreuzungstyps durchaus nach
jeder Zellteilung erfolgen kann. Damit sind
Hefen homothallisch, das heif3t, sie kon-
nen sich geschlechtlich ohne einen weiteren
Sexualpartner fortpflanzen (im Gegensatz
zu heterothallischen Pilzen, die immer einen
Sexualpartner mit einem anderen, stabilen
Kreuzungstyp brauchen). Hefe besitzt neben

dem eigentlichen MAT-Locus zusitzlich
rechts (HMRa) und links (HMLa) noch
jeweils einen Locus mit a- und a-Genen, die
jedoch im Gegensatz zu denen der mittle-
ren ,Kassette” nicht exprimiert werden. Eine
spezifische Nuclease (HO, spezifisch fiir die
homothallischen Hefen) erkennt ein speziel-
les Motiv an der Grenze der mittleren, akti-
ven Kassette und schneidet dort die DNA,
was die homologe Rekombination mit einer
der beiden inaktiven Kassetten (und damit
den Transfer) initiiert; dabei wird préferen-
ziell die ,ungleiche® Kassette transferiert,
das heif3t eine aktive a-Kassette wird mit der
a-Kopie ausgetauscht, und umgekehrt. Die
beiden inaktiven Kopien bleiben nach der
Rekombination erhalten (8 Abb. 3.3).

Welchen Vorteil haben Hefezellen davon,
wenn sie den Kreuzungstyp wechseln kénnen?
Die Sporulation fithrt zu haploiden Zellen,
und Mutationen in essenziellen Genen, die
in der diploiden Zelle durch ein Dominant/
rezessiv-Verhdltnis komplementiert wurden,
konnen nach der Meiose zum Tod der hap-
loiden Zellen fithren. Aber selbst wenn nur
eine Zelle tiberlebt, konnen die Nachkommen
dieser einen Zelle nach Kreuzungstypwechsel
wieder fusionieren und die Zygote bilden.

Bei Hefe-Laborstimmen ist der Kreuzungs-
typwechsel in der Regel unerwiinscht. Die
allermeisten Hefe-Laborstimme haben daher
ein nichtfunktionelles HO-Gen, wodurch die
Stabilitdt der haploiden Stimme sichergestellt
ist. Zellen, die die HO-Endonuclease nicht ent-
halten, kénnen den Kreuzungstyp nicht mehr
wechseln.

3.4 Methodische Ansatze

3.4.1 Hefetransformation

Das urspriinglich im Labor von Gerry Fink
entwickelte Protokoll zur Transformation
von Hefezellen verwendet Hefeprotoplasten,
das heifSt Hefezellen, bei denen die Zell-
wand enzymatisch entfernt wurde. Zuerst
wurde dafiir ein Extrakt aus Schnecken-Darm
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O Abb. 3.3 a Wechsel des Kreuzungstyps in einem heterothallischen Hefestamm. b Die Endonuclease HO
induziert eine Rekombination zwischen der zentralen, aktiven MAT-Kassette und einer der flankierenden,
abgeschalteten MAT-Kassetten. Dabei wird bevorzugt eine MAT-Kopie mit einer verdanderten Spezifitat aus-
gewechselt, sodass es zum Kreuzungstypwechsel kommt. (Verdndert nach Steensels et al. 2014)

(snail gut extract) verwendet; inzwischen wer-
den Enzymgemische verwendet, die von Pilzen
(oft Trichoderma-Spezies) gewonnen werden,
die auf anderen Pilzen parasitieren und deren
Zellwand abbauen kénnen. Fiir den Abbau der
Zellwand miissen die Hefen osmotisch stabi-
lisiert werden (meist mit Sorbitol), die eigent-
liche Transformation erfolgt nach Zugabe
der DNA durch die Inkubation mit Polyet-
hylenglycol (PEG) und einem Hitzeschritt.
Man nimmt an, dass PEG die Anheftung der
DNA an die Zellmembran vermittelt; vermut-
lich wird die DNA tiber Endosomen durch die
Zellmembran aufgenommen. Allerdings sind
die Details genauso wenig bekannt wie die
Mechanismen, iiber die die DNA den Zellkern
erreicht und dann (iiber die Kernporen) in den
Zellkern transportiert wird.

1983 wurde dann von Hisao Ito und sei-
nen Mitarbeitern ein Protokoll veroffentlicht,
mit dem die Hefezellen mit intakter Zell-
wand transformiert werden konnen. Dabei
werden die intakten Zellen mit Lithiumacetat
behandelt; fiir die Transformation ist weiter-
hin PEG absolut notwendig. Mit optimierten

LiAc-Methoden ist es durchaus moglich,
mehr als 1-107 Hefetransformanten pro pug
transformierter DNA zu erhalten.

DNA in Hefezellen einzufiihren ist offen-
sichtlich recht einfach, und tragt definitiv zu
»der Leichtigkeit, mit der die Zusammen-
hénge zwischen Genstruktur und Protein-
funktion hergestellt werden kann“ (Botstein
und Fink 1988) bei. Aber fast wesentlicher
ist die auflergewohnliche Effizienz der Hefe-
zellen, die transformierte DNA iiber homo-
loge Rekombination ins Genom an eine genau
vorherstimmbare Position zu integrieren.

Voraussetzung fiir die homologe Rekom-
bination ist, dass die homologen Bereiche an
den Enden der linearen transformierten DNA
liegen. In @ Abb.3.4 haben wir einen Hefe-
vektor (Vektoren bezeichnen DNAs, mit denen
ein Organismus transformiert werden kann),
der zwei verschiedene Hefegene besitzt: das
URA3-Gen und das HIS3-Gen. Transformiert
werden sollen Hefezellen, die Mutationen in
den endogenen ura3- und his3-Genen besitzen,
wodurch diese Zellen nicht mehr in der Lage
sind, auf einem Medium ohne Zugabe von
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B Abb. 3.4 Homologe Rekombination bei der Transformation mit integrativen Hefevektoren. Die homologen
Enden eines linearisierten Plasmids bestimmen den Integrationsort im Genom: Haben die Enden Homologien
zum URA3-Gen, integriert der Vektor fast ausschlie8lich im ura3-Gen; homologe Bereiche zum HIS3-Gen hin-

gegen flhren zur Integration in diesen Locus

Histidin und Uracil zu wachsen. Wie wir gleich
sehen werden, sind solche ,,Auxotrophiemar-
ker® bei den Laborhefen weit verbreitet und
werden generell zur Selektion der Zellen, die
die transformierte DNA aufgenommen haben,
verwendet. In diesem speziellen Fall wird die
Transformation der Hefezellen dazu fiihren,
dass die Zellen auf einem histidin- und uracil-
freien Medium wachsen konnen. Allerdings
konnen wir die Integration der transformierten
DNA vorherbestimmen: Schneiden wir den
urspriinglich zirkuldren Vektor mit einem
Restriktionsenzym innerhalb des URA3-Gens,
wird die DNA mit hoher Effizienz in den geno-
mischen ura3-Locus integrieren.

Schneiden wir hingegen mit einem
Restriktionsenzym innerhalb des HIS3-Gens,
wird die DNA in den genomischen his3-Locus
integrieren.

Bei Hefe hat man sich geeinigt, das Wild-
typ-Gen kursiv mit drei Grof8buchstaben
zu schreiben (URA3), Mutationen, die zum
Verlust der Funktion fithren, mit kleinen
Buchstaben (ura3), Proteine werden nicht

kursiv, mit nur einem Grofibuchstaben und
einem nachgestellten ,,p“ bezeichnet (Ura3p).

Die Integration der DNA in die Chromo-
somen des Empfingerorganismus fithrt zu
stabilen Transformanten; in &hnlicher Form
(allerdings mit sehr unterschiedlichen Effizien-
zen, speziell bei der homologen Rekombination)
ist dieser Transformationsmodus fiir viele
Organismen etabliert.

Fir die homologe Rekombination sind
nur sehr kurze Bereiche in der Groflenord-
nung von 50 Basenpaaren notwendig. Stan-
dardméflig werden Deletionen von Genen in
Hefe mit Konstrukten durchgefiihrt, bei denen
ein selektionierbarer Marker rechts und links
von 50 Basenpaaren homologer DNA flankiert
wird; solche Konstrukte lassen sich leicht iiber
PCR-Reaktionen herstellen, die homologen
Bereiche werden dabei tiber die beiden Primer
eingefiihrt.

In der Regel haben die Hefe-Laborstimme
neben den bereits erwdhnten wra3- und
his3-Mutationen noch weitere Mutationen, die
in @ Tab. 3.1 aufgefiihrt sind. Ein Hefestamm,
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B Tab. 3.1
Selektionsmarker fiir Hefe

Auxotrophiemarker
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Marker fir die Transformation von Hefeplasmiden

Gen Enzym Selektion
HIS3 Imidazolglycerolphosphat-Dehydrogenase Histidin
LYS2 a-Aminoadipat-Reduktase Lysin

LEU2 -Isopropylmalat-Dehydrogenase Leucin
TRP1 Phosphoribosylanthranilat-lsomerase Tryptophan
URA3 Orotidin-5-phosphat-Decarboxylase Uracil

Dominante Marker

NAT Nourseothricin-Acetyltransferase Nourseothricin
KAN Aminoglycosid-Phosphotransferase G418
HYG Hygromycin-Phosophotransferase Hygromycin

der fiinf unterschiedliche Mutationen enthilt,
kann entsprechend mit fiinf verschiedenen
Plasmiden transformiert werden. Zusitz-
lich zu den Auxotrophiemarkern gibt es eine
Reihe von dominanten Markergenen, die
dhnlich wie bei bakteriellen Transformations-
systemen zu Resistenz gegen bestimmte
Antibiotika fiithren, auf die Transformanten
dann selektioniert werden konnen. Haufig
wird das bakterielle Kanamycin-Resistenz-
gen verwendet, das {iber einen Hefepromotor
exprimiert wird und die Resistenz gegen das
Antibiotikum G418 vermittelt.

Hefen konnen, &dhnlich wie Bakterien,
auch mit autonom replizierenden Plasmi-
den transformiert werden. Diese Plasmide
integrieren nicht in die chromosomale DNA,
sondern replizieren autonom im Zellkern
(8 Abb. 3.5).

Die sogenannten YEp-Plasmide (yeast
episomal plasmids) enthalten den Replikations-
ursprung  (ARS, autonomously  replicating
sequence, Startpunkt fiir die DNA-Replika-
tion) der 2-pm-DNA, einem natiirlich in fast
allen Hefestammen présenten Hefeplasmid.
Die YRp-Plasmide (yeast replicating plasmids)
enthalten ARS-Sequenzen die von den Hefe-
chromosomen stammen. Beide Plasmide

werden als High-copy-Plasmide bezeichnet,
die Kopiezahlen zwischen 50 und 100 Kopien
pro Zelle erreichen kénnen. Dabei ist zu
beachten, dass auch bei diesen Plasmiden die
Replikation an den Zellzyklus gekoppelt ist,
also letztlich nur vor der Zellteilung ablauft.
Die Hefeplasmide verbleiben allerdings bei
der Zellteilung préferenziell im Zellkern der
Mutterzelle; die Tochterzelle geht ,leer” aus,
und die Plasmide in der Mutterzelle werden
verdoppelt. Erst ab relativ hohen Kopiezahlen
bekommt die Tochterzelle bei der Zellteilung
auch ein Plasmidmolekiil ab, dessen Kopiezahl
sich dann auch wieder schrittweise bei jeder
Zellteilung erhoht. Entsprechend diesem Ver-
teilungsmodus sind die Plasmide sehr instabil
und konnen in den Zellen nur unter perma-
nentem Selektionsdruck propagiert werden.
Die gleichmiflige Verteilung der Plas-
mide bei der Zellteilung kann durch die Pra-
senz eines Zentromers (CEN) zusitzlich zum
ARS-Bereich sichergestellt werden. Diese
YCp-Plasmide (yeast centromere plasmids)
sind deutlich stabiler, allerdings wird durch
den  symmetrischen  Verteilungsmodus
auch die Kopiezahl reduziert: Die Plasmide
werden typischerweise in einer Kopie pro-
pagiert. Der letzte Typ von Plasmiden, die
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Integrative Plasmide

HIS3

Insert

Replizierende Plasmide

HIS3 HIS3 HIS3
2 um Insert Insert Insert
ORI ARS ARS
CEN
Multiple Kopien, Multiple Kopien, Einzelkopie,
instabil instabil stabil
Artifizielle Chromosomen, YAC
TEL HIS3 Insert ARS CEN  TEL
-

Einzelkopie, stabil, GroBe kann 1.000.000 bp tberschreiten

B Abb. 3.5 Hefe-Transformationsvektoren. Integrative Plasmide werden iber homologe Rekombination

(B Abb. 3.4) stabil ins Genom integriert. Autonome Replikation von Plasmiden wird durch einen Replikations-
ursprung ermdglicht: ARS-Sequenzen haben chromosomalen Ursprung, 2-pym-ORI-Sequenzen stammen von
naturlich vorkommenden Hefeplasmiden (2-um-Plasmide) ab. ARS- und 2-um-Plasmide haben multiple Kopien,
sind aber instabil. Enthalten die Plasmide zuséatzlich ein Zentromer (CEN), wird die Kopiezahl auf ca. eine Kopie
pro Zelle reduziert, und die Plasmide sind deutlich stabiler, das heif3t sie gehen auch ohne Selektionsdruck
nichts sofort verloren. Durch zuséatzliche Telomerbereiche an den Enden linearer Plasmide entstehen artifizielle
Hefe-Chromosomen (yeast artificial chromosomes, YACs), in die sehr gro3e DNA-Fragmente (liber eine Million

Basenpaare) integriert werden kdnnen

YACs (yeast artificial chromosomes) sind
linear und besitzen, zusitzlich zu den CEN-
und ARS-Bereichen, Telomere (TEL), die die
Replikation der Enden von Chromosomen
ermoglichen. Mit YACs konnen sehr grofle
DNA-Bereiche (mehrere 100.000 Basenpaare)
kloniert und in den Hefezellen propagiert
werden.

Zwei der bei der Selektion von Trans-
formanten verwendeten Marker, ura3 und
ade2, haben noch zusitzliche Eigenschaften,
die bei verschiedenen Screeningverfahren
(» Abschn.3.4.4) eingesetzt werden konnen.
Die Transformation eines ura3-Hefestammes

mit einem frei replizierenden YRp-Plasmid,
das das URA3-Gen tragt, fithrt dazu, dass die
Transformanten auf uracilfreiem Minimal-
medium wachsen konnen; wir konnen also
auf die Prisenz des Plasmids selektionieren.
Zellen, die ein funktionelles URA3-Gen ent-
halten, sind jedoch sensitiv gegen das Anti-
biotikum 5-Fluororotsaure (5-FOA). 5-FOA
wird durch URA5p/URA10p zu 5-Fluoro-
rotmonophosphat ~ umgesetzt (8 Abb. 3.6),
das dann durch URA3p zu 5-Fluoruracil-
monophosphat und durch weitere Enzyme zu
5-Fluoruracil-triphosphat umgesetzt wird; letz-
teres ist ein potenter Inhibitor der DNA- und
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Orotsdure

5-Fluororotsaure
(5-FOA)

Hefezelle Plasmid

URA3 - Wachstum kein Wachstum
ura3 - kein Wachstum Wachstum
ura3 URA3 Wachstum kein Wachstum

B Abb. 3.6 Gegenselektion des URA3-Gens mit 5-FOA. 5

Ura-Minimal-Medium 5-FOA-Medium
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Ura5p Orot- Ura3p Uracil- Uracil- Uracil-
—_— B —_— )
Ural0p monophosphat monophosphat diphosphat triphosphat
Ura5p  5-Fluororot- Ura3p  5-Fluoruracil- 5-Fluoruracil- 5-Fluoruracil-
_— —— ) )
Ural0p monophosphat monophosphat diphosphat triphosphat
Uracil 5-Fluoruracil

5-Fluoruracil: Inhibition der
DNA- und RNA-Synthese

-Fluororotsdure (5-FOA) wird durch Ura5p/Ura10p zu

5-Fluororotmonophosphat umgesetzt, das dann durch Ura3p zu dem toxischen 5-Fluoruracil-monophosphat
umgesetzt wird. Haben die Zellen kein funktionelles URA3-Gen, unterbleibt die Umsetzung, und die Zellen tber-

leben, vorausgesetzt, es wird Uracil zugesetzt

RNA-Synthese und fithrt zum Absterben der
Zellen. Mit 5-FOA ist somit eine Gegenselektion
auf den Verlust der URA3-Plasmide moglich:
Die Zellen iiberleben auf den 5-FOA-Selek-
tionsplatten nur, wenn sie die Plasmide ver-
loren haben.

Das ADE2-Gen wird, wie wir gesehen haben,
als Selektionsmarker verwendet, kann aber
zusatzlich als ,,Farbmarker® verwendet werden.

Hefezellen, die die ade2-Mutation tra-
gen, sind rot; durch die Mutation kommt es
zur Akkumulation von Phosphoribosylami-
noimidazol (AIR), welches normalerweise
von Ade2P metabolisiert wird. AIR selber
ist zwar farblos, wird aber in den Hefezellen,
wenn sie aerob wachsen, zu einem roten Pig-
ment oxidiert. Werden die Zellen mit einem
(instabilen) YRp-Plasmid mit dem ADE2-Gen
transformiert, werden die Zellen weifS. Lasst
man den Selektionsdruck weg (indem die

Hefen auf Medium mit Adenin plattiert wer-
den), geht das YRp-ADE2-Plasmid leicht ver-
loren, die Nachkommen sind wieder rot; als
Folge erscheint die Kolonie ,sektoriert”: Die
roten Sektoren entstehen aus den Hefezellen,
die das Plasmid verloren haben, die Zellen der
weiflen Sektoren besitzen das Plasmid noch.

3.4.2 Deletionsmutanten in Hefe:
ein GroB3projekt fiir die
Hefe-Community

1996 wurde das komplette Genom der Bécker-
hefe publiziert. Basierend auf der Sequenz
wurden mehr als 6000 offene Leserahmen
(ORFs) identifiziert; vier Jahre spéter war
immer noch fir etwa 30 % der ORFs keine
Funktion bekannt. In einem beispiellosen
Gemeinschaftsprojekt von insgesamt 13
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verschiedenen Hefe-Arbeitsgruppen wurde
das Saccharomyces Genome Deletion Project
konzipiert, mit dem Ziel, einen mdoglichst
vollstindigen Satz von Hefedeletionsstim-
men zu erzeugen; dadurch sollte es mog-
lich sein, den ORFs durch phinotypische
Analyse der Mutanten eine Funktion zuzu-
ordnen. Insgesamt wurden vier verschiedene
Mutantenkollektionen — generiert: haploide
Zellen der beiden Kreuzungstypen, homo-
zygote, diploide Zellen fiir alle nicht essen-
ziellen Gene sowie heterozygote diploide
Zellen, in denen fiir die essenziellen Gene
nur einer der beiden Genkopien ausgeschaltet
wurde. Wie bereits beschrieben, reichen bei
Hefe bereits kurze homologe Bereiche fiir die
gezielte Integration ins Genom. Dadurch war
es moglich, die Gendeletionen (jeweils vom
ATG-Startcodon bis zum Stopcodon) tiber
eine PCR-basierte Methodik durchzufiihren,
bei der die Gene durch eine dominantes
Kanamycin-Resistenzgen zu Selektion ersetzt

Hefe- Hefe-
DNA DNA

| Resistenzgen |

| | Hefe-Gen |

Chromosomale

Hefe-DNA Hefe-DNA

Homologe
Rekombination

Chromosomale

Chromosomale  Deletierte Allele mit
Hefe-DNA Barcode-Markierung

lmﬂﬂ]l UPTAG .]]]]]]]I DOWNTAG

Hefe-DNA

Chromosomale

wurden. Zusitzlich wurde jede Mutante mit
einer oder zwei 20mer-Sequenz(en) markiert,
die letztlich wie ein Barcode die eindeutige
Identifizierung jeder ~Mutante erlauben
(8 Abb. 3.7a). Die Anwesenheit der Barcodes
kann durch Hybridisierung mit einem hoch-
dichten Oligonucleotidarray nachgewiesen
werden, wodurch es moglich ist, die Phéno-
typen von vielen Mutantenstimmen parallel
zu analysieren.

Die barcodierten Stimme ermdglichen
die Beurteilung des Wachstumsverhaltens
einzelner Klone in einer gemeinsamen Kultur
aller Hefedeletionsmutanten. Prinzipiell wer-
den alle Mutanten gemeinsam in einer Kultur
angezogen, die dann bestimmten Selektions-
bedingungen ausgesetzt wird. Abhéngig vom
deletierten Gen werden die Zellen besser
oder schlechter mit den Bedingungen klar-
kommen. Nach einer definierten Zeit wer-
den die Zellen geerntet, die DNA extrahiert
und tber eine PCR-Reaktion spezifisch die

b

Verschiedenen
Deletionsstimme
mit Barcode

Wachstum unter selek-
tiven Bedingungen;
Wachstum BLAU deut-

Cx;;%?scé, lich verringert
(&= [@=]
s DNA-Extraktion,
.l]]l][[ll PCR zur Amplifika-
tion aller UPTAGS
=

Quantifizierung der
verschiedenen UPTAGs
z. B. durch MicroArrays

B Abb. 3.7 Das Hefegenom-Deletionsprojekt. a Schema zur Generierung genspezifischer Deletionen, die mit
einem Barcode aus UPTAGS und DOWNTAGS versehen werden. b Die spezifischen Tags erlauben die Identi-
fizierung von einzelnen Deletionsmutanten, die unter spezifischen Bedingungen (z. Bsp. Hitzestress) Selektionsvor-

oder Nachteile haben
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Barcode-Sequenzen amplifiziert. Die Konzen-
tration der einzelnen Barcode-Sequenzen kann
dann iiber die Hybridisierung mit einem Oli-
gonucleotidarray (DNA-Chip) nachgewiesen
werden. Das Hybridisierungssignal gibt dann
an, wie gut die einzelnen Mutanten gewachsen
sind: Wenn die Signale im Vergleich zu einer
Referenz, die vor der Kultur unter selektiven
Bedingungen genommen wurde, unverandert
sind, bewirkt die Mutation keine Wachstums-
nachteile unter selektiven Bedingungen;
Wachstumsdefizite zeigen sich entsprechend
in einer Abnahme (oder im Verlust) des
Hybridisierungssignals (8 Abb. 3.7b).

Das sogenannte Drug-induced Haploinsuf-
ficient Profiling (HIP) ist ein Assay, bei dem
die heterozygote Mutantenkollektion ver-
wendet wird, um Zielgene fiir Arzneimittel zu
identifizieren. Der HIP-Assay basiert auf die-
ser Beobachtung: Wenn in einer heterozygoten
Mutante durch die Mutation die Gendosis
eines Arzneimittelzielgens verringert ist, kann
dies zu einer erhohten Arzneimittelempfind-
lichkeit fithren. Der Assay ist komplett ,vor-
urteilslos“ und erfordert keine Vorkenntnisse
tiber den Wirkmechanismus einer Ver-
bindung; allerdings ist es notwendig, dass die
untersuchte Verbindung das Zellwachstum
verdndert. Daher eignet er sich besonders
zur Identifizierung von Zielgenen mit
Indikationen in der Onkologie oder mit einer
Funktion als Antimykotika. Die Robustheit
dieses Assays wurde durch die Identifizierung
der Targets bereits gut charakterisierter Ver-
bindungen, aber auch von Verbindungen mit
unbekannten Targets demonstriert. Beispiels-
weise konnte die Lanosterol-Synthase als Ziel-
protein fir die Wirkung von Molsidomin,
einem potenten Vasodilatator, der seit Jahr-
zehnten zur Behandlung von Angina pectoris
Verwendung fand, identifiziert werden.

3.4.3 Reverse Genetik

Durch gezielte Deletion in haploiden Hefezellen
kann die Funktion des entsprechenden Gens
direkt beziiglich Morphologie, Verdnderungen
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im Metabolismus, Wachstum, Verdnderungen
in Bezug auf externe Stimuli (Pheromone,
Nihrstoffe etc.), oder beziiglich Veranderungen
im zellularen Aufbau (Mitochondrien, Vaku-
olen, Nuclei etc.) charakterisiert werden. Sol-
che revers-genetischen Ansdtze haben viel
zum funktionellen Bezug zwischen Gen und
Funktion der codierten Proteine beigetragen.
Doppel-, Triple- oder Quadruple-Mutanten
kénnen durch die Verwendung mehrerer Mar-
ker bei der Transformation sukzessiv hergestellt
werden; alternativ kénnen durch die Kreuzung
von Mutanten (oder Doppelmutanten) Nach-
kommen mit den gewiinschten Genotypen
erzeugt werden. Dadurch ist es méglich, ver-
schiedene Gene in funktionelle Zusammen-
hinge zu stellen: Wenn unabhéngige Mutanten
in Gen A und Gen B denselben Phénotyp
haben und die Doppelmutante in A und B den
gleichen Phénotyp zeigt, kann man davon aus-
gehen, dass beide Gene in einem funktionellen
Zusammenhang stehen, zum Beispiel in einem
gemeinsamen Stoftwechselweg oder Signalweg
liegen. Falls die Gene unabhéngig voneinander
zum selben Phénotyp fithren, sollte sich dieser
in Doppelmutante verandern, meist verstirken.
Durch die revers-genetischen Ansétze ldsst sich,
vereinfacht gesagt, die Frage beantworten, wel-
che Funktion ein bestimmtes Gen im Organis-
mus hat.

3.4.4 Vorwarts-Genetik

Wenn wir uns aber fiir die Frage interessie-
ren, welche Gene fiir ein bestimmtes bio-
logisches Phdanomen eine funktionelle Rolle
tibernehmen, welche Gene in einem funktio-
nellen Zusammenhang stehen, liegt die Stdrke
des Hefesystems in Mutantenscreens. Die
Vorteile das Systems liegen auf der Hand: Als
einzelliger Organismus lassen sich grof3e Men-
gen Mutanten auf engem Raum (in der Regel
auf Agarmedien-Platten), und, bedingt durch
die schnelle Verdopplungsrate, in kurzer Zeit
zu durchsuchen (screenen), und durch die
einfachen Chromosomensitze in haploiden
Zellen zeigt sich direkt der Phénotyp. Eine
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Herausforderung fiir den Hefegenetiker ist es
nun, sich eine Methode auszudenken, mit der
Zellen mit dem angestrebten Phéanotyp leicht
identifiziert werden konnen; es kann durch-
aus vorkommen, dass nur eine Zelle unter
einer Million die gewiinschte Mutation trigt.
Im einfachsten Fall kénnen die Mutanten auf
entsprechenden Medien gescreent (durch-
sucht) werden. Wenn wir uns fiir Mutanten
interessieren, die einen Defekt in der Synthese
in der Purin-Biosynthese haben (um den
Purin-Stoftwechselweg zu untersuchen), kon-
nen wir nach Mutanten suchen, die nicht mehr
in der Lage sind, auf einem Nihrmedium
ohne Adenin zu wachsen. Praktisch wird das
so durchgefiihrt, dass die Mutanten auf einer
Medienplatte mit Adenin so ausplattiert wer-
den, dass gut trennbare Einzelkolonien ent-
stehen (B Abb.3.8). Diese Kolonien werden
dann mittels eines Samtstempels auf eine
Medienplatte ohne Adenin iiberstempelt;
dort konnen dann Mutanten mit einem
Defekt in der Synthese von Adenin nicht mehr
wachsen.

In der Regel erzielt ein solcher Muta-
geneseansatz eine Vielzahl von Mutanten, die
alle den gleichen Phénotyp zeigen (in unse-
rem Fall konnen sie nicht mehr auf adenin-
freiem Medium wachsen). Die erste Frage,
die sich stellt, ist, ob es Mutanten gibt, in
denen dasselbe Gen betroffen ist, bzw. ob in
unterschiedlichen Mutanten verschiedenen
Gene mutiert sind. Da Hefe ja einen sexuel-
len Zyklus hat, ist es relativ einfach, festzu-
stellen, ob Mutanten zu einer sogenannten
Komplementationsgruppe (die Mutanten sind
im selben Gen betroffen) gehéren oder nicht
(s. auch Die Identifizierung des sekretorischen
Wegs in Hefe).

Dazu werden die Mutanten (Kreuzungstyp
MATa) mit einem kompatiblen (Kreuzungstyp
MATa) Wildtyp-Stamm gekreuzt (8 Abb. 3.8b);
wenn die resultierenden diploiden Zellen auf
adeninfreiem Medium wachsen konnen, kann
man folgern, dass die Mutationen rezessiv sind,
das heif3t der Phénotyp durch eine Kopie des
Wildtyp-Allels komplementiert werden kann.
Durch Sporulation der diploiden Zellen erhélt

man die verschiedenen Mutanten sowohl
im MATa- als auch im MATa-Hintergrund,
wodurch im néchsten Schritt verschiedene
Mutanten gegeneinander gekreuzt werden kon-
nen. Wenn die diploiden Zellen aus einer Kreu-
zung den Mutantenphénotyp auspriagen (kein
Wachstum auf adeninfreiem Medium), miissen
beide Mutanten im selben Gen getroffen sein;
liegen die Mutationen in verschiedenen Genen,
kénnen die mutierten Gene durch die jewei-
ligen Wildtyp-Allele komplementiert werden,
und die Zellen wachsen auch auf adeninfreiem
Medium (B Abb.3.8b). Fiir Hefe konnten so
elf verschiedene Komplementationsgruppen
in adeninbediirftigen Mutanten identifiziert
werden.

Als Nichstes stellt sich natiirlich die Frage,
welches Gen in einer Mutante betroffen ist.
Hier ermdglichen die autonom replizierenden
Hefeplasmide mit der verbundenen hohen
Transformationsfrequenz  eine  exzellente
Méglichkeit, die mutierten Gene durch Kom-
plementation zu identifizieren, grade wenn
die Mutationen einen selektierbaren Phénotyp
haben.

Bei unserem Beispiel wiirde eine Mutante
in Medium mit Adenin angezogen und mit
einer genomischen Plasmidbank (autonom
replizierend) transformiert. Solch eine Plas-
midbank besteht aus YRp-Plasmiden, in die
genomische Fragmente aus einem Hefe-Wild-
typ-Stamm kloniert wurden, und zwar so,
dass das gesamte Genom mit allen Genen
statistisch abgedeckt ist (8 Abb.3.8). Wenn
nun einer der Transformanden ein Plasmid
mit der Wildtyp-Kopie des mutierten Gens
enthalt, kommt es zur Komplementation, das
heif3t die Funktion des mutierten Gens wird
durch die Genkopie auf dem Plasmid iiber-
nommen. Im Falle der adeninbediirftigen
Mutanten lassen sich die komplementierten
Mutanten leicht selektieren: Im Gegensatz zur
urspriinglichen Mutante sind sie in der Lage,
wieder auf adeninfreiem Medium zu wachsen.

YRp-Plasmide konnen leicht aus den Hefe-
zellen isoliert werden, und das komplemen-
tierende Gen kann im Idealfall durch direkte
Sequenzierung des Inserts bestimmt werden.



79
3.4 - Methodische Ansatze

a
Platt|eren auf Medium / \ Stempeln auf Medium r/ .
= mitAdenin | " _ﬁ T OHNEAdenin R .
/ \\"
b mutA wWtA mutB wtB
mATa ¢ MATa MATa T MATa
N\ / N 4
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Mutation in verschiedenen Genen:
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O Abb. 3.8 Vorwaérts-Genetik. a Screening auf Mutanten im Adeninstoffwechsel; b Kreuzung zur Analyse der
verschiedenen Komplementationsgruppen; ¢ Identifizierung der Mutation durch Transformation und Komple-
mentation mit einer Genbank
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Durch die Weiterentwicklung der Sequen-
ziertechniken ist es moglich, Kkostengiinstig
ganze Genome zu sequenzieren, im Besonderen,
wenn schon ein Genom als Vorlage fiir die
Assemblierung der Sequenzen vorhanden
ist. Es wire also ohne Weiteres moglich, das
Genom einer Mutante zu sequenzieren und im
Vergleich zur Sequenz des Wildtyp-Stammes
zu schauen, welches Gen eine Mutation tragt.
Dabei ist allerdings zu bedenken, dass eine
Mutagenese zu einer Vielzahl von Mutatio-
nen im Genom fithrt. Die Schwierigkeit ist
dann, die Mutation zu finden, die tatsich-
lich mit dem Phénotyp verbunden ist, was
durchaus langwierig sein kann. Die ,klassi-
sche“ Komplementationsanalyse hat also auch
im Zeitalter der Next-Generation-Sequencing-
Techniken durchaus noch Bedeutung.

Die Identifizierung des sekretorischen
Wegs in Hefe

Ein hervorragendes Beispiel fiir die Effizienz
von Screens in Hefe ist die Identifizierung
von Komponenten, die fiir die Sekretion
von Proteinen notwendig sind, durch
Peter Novick und Randy Schekman (1979),
Novick et al. (1980); Randy Schekman
erhielt fur diese Arbeiten 2013 den
Nobelpreis fiir Medizin (zusammen mit
James Rothman und Thomas Stidhof).

Die Idee von Novick und Schekman

war, temperatursensitive Mutanten

zu erzeugen und dann zu testen,

ob die Mutanten in der Lage sind,

saure Phosphatase bzw. Invertase zu
sekretieren, zwei sekretierte Enzyme,
deren Funktion sehr leicht auf Festmedien
getestet werden kann, und zwar durch
einen Farbtest (Aktivitdt der Phosphatase)
bzw. durch die Fahigkeit, auf Saccharose
zu wachsen (Hefe kann Saccharose nicht
direkt aufnehmen, das Disaccharid muss
erst durch die sekretierte Invertase zu
Fructose und Glucose gespalten werden).
Was sind nun temperatursensitive (ts-)
Mutanten? In haploiden Zellen wiirde

die Mutation in einem essenziellen Gen
natlrlich zwangslaufig zum Tod der Zellen
fuhren. Eine ts-Mutation flihrt dazu, dass
die Funktion des codierten Proteins bei
der sogenannten permissiven Temperatur
erhalten bleibt, wahrend das Protein bei
der restriktiven Temperatur nicht mehr
funktionell ist, zum Beispiel dadurch, dass
das Protein nicht mehr richtig gefaltet ist
oder abgebaut wird.

Novick und Schekman mutagenisierten
Hefezellen mit einem chemischen
Mutagen, Ethylmethylsulfonat (EMS),
plattierten die mutagenisierten Zellen

auf Festmedien aus und inkubierten die
Zellen bei 22 °C, sodass Einzelkolonien
sichtbar wurden. Die Kolonien wurden
dann mit einem Samtstempel auf neue
Medienplatten tGbertragen und bei 37 °C
inkubiert. Durch Vergleich der Platten
wurden 87 Kolonien von 1600 identifiziert,
die nicht mehr in der Lage waren, bei

37 °C zu wachsen. Von diesen 87 waren
dann letztlich zwei nicht mehr in der
Lage, Invertase und saure Phosphatase

zu sekretieren. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen von Mutantenzellen, die

bei 37 °C inkubiert wurden, zeigte

eine Zunahme von intrazelluldren
membrangebundenen Vesikeln, bei denen
durch histochemische Férbung gezeigt
werden konnte, dass sie die akkumulierte
saure Phosphatase enthalten. Die Zahl der
Vesikel nahm bei permissiver Temperatur
wieder ab, und die akkumulierten Enzyme
wurden sezerniert. Damit waren die
ersten beiden Mutanten identifiziert, bei
denen die Sekretion von Proteinen nicht
mehr moglich ist; gleichzeitig wurde die
Theorie bestatigt, dass Vesikel bei der
Sekretion von Proteinen involviert sind.
Diese Vorarbeiten waren die Grundlage
fur den eigentlichen Screen, mit dem 23
verschiedene, sekretionsrelevante Gene
identifiziert werden konnten: Novick und
Schekman stellten namlich fest, dass die
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Hefezellen durch die Akkumulation der
Vesikel einen hohere Dichte besitzen,
wodurch es moglich war, die Mutanten
durch eine Dichtegradientenzentri-
fugation, mit der Zellen aufgrund ihrer
Dichte aufgetrennt werden kénnen,

von Wildtyp-Zellen zu separieren. Durch
diesen ,Trick” mit der Dichtegradienten-
zentrifugation gelang es, 188 neue
Mutanten anzureichern. Durch Kreuzung
mit kompatiblen Wildtyp-Zellen erhielt
man die verschiedenen Mutanten im
MATa- und im MATa-Hintergrund,

und durch die anschlieBende
Komplementationsanalyse konnten die
urspriinglichen 188 Mutanten auf 23
Komplementationsgruppen, respektive
23 unterschiedliche, betroffene Gene,
eingegrenzt werden. In den folgenden
Jahren wurde die Funktion dieser
Sec-Gene aufgeklart; die Arbeiten kdnnen
als das Fundament fiir unser Verstandnis
des sekretorischen Wegs, nicht nur in
Hefezellen, gelten.

James Rothman, der gemeinsam mit
Randy Schekman den Nobelpreis erhielt,
konnte Jahre spater zeigen, dass die
Proteinmaschinerie fiir den Transport
von Vesikeln, die er unabhangig in
Hamsterzellen gefunden hatte, von

zur Hefe homologen Genen codiert
wird. Diese Entdeckung ebnete

den Weg fiir Hefe als Modell zum
Studium menschlicher genetischer
Erkrankungen mit Defekten im zelluldren
Proteintransport, wie speziellen Formen
von Diabetes und Hamophilie.

Auch in biotechnologischen
Anwendungen finden die Entdeckungen
von Schekman und Novick Verwendung;
so wurden Hefen speziell fiir die Sekretion
von heterologen Proteinen optimiert.
Mit solchen Hefestammen wird heute
ein GroBteil des weltweit eingesetzten
Insulins und Hepatitis-B-Impfstoffs
gewonnen.
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3.4.5 Suppressorscreens

Durch Weiterentwicklungen der ,einfachen®
Mutageneseansitze, wie sie zur Identi-
fizierung der Sec-Gene des sektretorischen
Wegs gefithrt haben, konnen zwei Gene in
denselben oder einen verwandten funktionel-
len Kontext gesetzt werden. Solche Screens
haben einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung
grundlegender Dbiologischer Prozesse wie
zum Beispiel der Regulation des Zellzyklus
geleistet.

Unter einer Suppressormutation versteht
man eine Mutation in einem Gen, die den
Phénotyp eines zweiten mutierten Gens auf-
hebt oder supprimiert (8 Abb.3.9a). Durch
eine erste Mutagenese wird ein bestimmter
Mutantenphénotyp erzielt, und durch eine
zweite Mutagenese wird dieser Mutanten-
phanotyp wieder riickgingig gemacht. Vor-
stellbar ist, dass durch die erste Mutation die
Struktur eines Proteins so verdndert wird,
dass es mit einem Interaktionspartner nicht
mehr interagieren kann. Durch die zweite
Mutation wird dann die Struktur des Inter-
aktionspartners so verdndert, dass die beiden
Proteine wieder miteinander interagieren
koénnen (Interaktionssuppression). Durch die
erste Mutation konnte auch ein bestimmter
Stoftwechselweg  blockiert werden, und
durch die zweite Mutation konnte ein alter-
nativer Stoffwechselweg aktiviert werden
(Bypath-Suppressor; @ Abb. 3.9b).

CDC?7 codiert eine Kinase mit einer Funk-
tion bei der Initiation der DNA-Replikation.
Cdc7p modifiziert den MCM-Komplex, der aus
sechs Proteinen besteht, die fiir die Initiation
und Progression der DNA-Synthese notwendig
sind. Eine spezifische Mutation in MCM5 mit
dem Namen bobl supprimiert die letale Muta-
tion von cdc7; wahrscheinlich wird durch die
bobl-Mutation eine Konformationsinderung
im MCM-Komplex induziert, die normaler-
weise erst durch die Modifikation durch die
Cdc7-Kinase erfolgt (Hardy et al. 1997).

Eine weitere Moglichkeit zur Suppression
ist, eine Mutation nicht durch eine weitere
Mutation zu supprimieren, sondern durch
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a 1. Mutagenese

2. Mutagenese

Wildtyp ——— Mutante —— Wildtyp-Phanotyp

b Dosis-Suppressor: rettet durch erh6hte Kopiezahl
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(Protein ist
destabilisiert)
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das defekte Protein)
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Interaktions-Suppressor: Mutation des Interaktions-
partners ermoglicht wieder Bildung eines Komplexes
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Mutante
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E4 B4 (49

Bypass-Suppressor: Mutation wird durch Offnung eines
alternativen Stoffwechsel- oder Signalwegs supprimiert

Wildtyp-Signalweg

Mutante
(Signalweg ist blockiert)
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(alternativer Signalweg)
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O Abb. 3.9 Suppressormutanten erlauben, Mutanten in denselben oder einen verwandten funktionellen Kon-
text zu setzen. a Unter einem Suppressor versteht man eine Mutation, die die phanotypische Expression eines
weiteren mutierten Gens unterdriickt. b Erklarung der Funktionsweise von Suppressormutationen

die Erhohung der Kopiezahl eines Proteins
(Multikopiesuppression, @ Abb.3.9b). Dazu
werden die Mutanten mit einer YEp-Genbank
transformiert. Wie wir bereits gesehen
haben, replizierende YEp-Plasmide mit einer
hohen Kopienzahl; durch die erhéhte Gen-
dosis kommt es zu einer verstirkten Protein-
expression der auf den Plasmiden codierten
Gene. Vorstellbar ist, dass durch die erste Muta-
tion das codierte Protein unstabil und dadurch
nicht mehr funktionell ist. Durch die erhdhte

Expression eines Interaktionspartners, der
durch die Interaktion die Stabilitdt, und damit
die Funktion, des ,,Mutantenproteins“ wieder
herstellt, kommt es dann zur Suppression des
Phianotyps. Mit dieser Methodik wurden wich-
tige Komponenten der Zellzyklusregulation
identifiziert.

CDC28 codiert in Hefe fiir eine Kinase,
die als ,Masterregulator® fiir die Progression
sowohl des mitotischen als auch des meio-
tischen Zellzyklus notwendig ist. CDC28 ist
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ein essenzielles Gen; temperatursensitive
cdc28%-Mutanten konnen bei 22 °C wachsen,
nicht aber bei 37 °C. cdc28%-Mutantenzellen
wurden nun mit einer YEp-Genbank trans-
formiert; dadurch wurden die ersten G1-Cyc-
line, Clnlp und Cln2p, in Hefe identifiziert
(Hadwiger et al. 1989). G1-Cycline regulieren
zellzyklusabhéngig die Substratspezifitit (und
damit die Funktion) der CDC28-Kinase. Wie
sich herausstellte, haben CLNI und CLN2 red-
undante Funktionen; CLNI kann die Funk-
tion von CLN2 tibernehmen, und umgekehrt.
Durch einen ,einfachen* Mutantenscreen
hitten somit weder CLNI noch CLN2 identi-
fiziert werden konnen, da sich der Phanotyp
erst zeigt, wenn beide Gene mutiert sind.

3.4.6 Synthetisch-letale Screens

Auch durch die sogenannten synthetisch-
letalen Screens koénnen Funktionszusammen-
hinge von Genen hergestellt werden. Die Idee
bei synthetisch-letalen Mutationen ist, dass
die Mutation eines Gens (A™%) nicht letal
ist, genauso wenig wie die Mutation in einem
zweiten Gen, B™. Erst die Doppelmutation
Amut Bmut st ein letales Ereignis fiir die Zellen.
O Abb.3.10 gibt einige Erkldrungsmoglich-
keiten fiir die Funktionszusammenhinge von
synthetisch-letalen Genen.

Die Screens zur Identifizierung solcher
synthetisch-letaler Genkombinationen sind
recht komplex aufgebaut.

Ausgangsstamm ist ein Hefestamm mit der
Mutation im Gen A (A™%), zusitzlich besitzt
der Stamm die ura3-Mutation zur Selektion
(und Gegenselektion) von Plasmiden und die
ade2-Mutation (in diesen Zellen akkumuliert
durch die ade2-Mutation AIR, und die Zel-
len sind rot). Dieser Stamm wird mit einem
autonom replizierenden YRp- (oder YEp-)
Plasmid transformiert, das den URA3-Mar-
ker, das ADE2-Gen und eine zusitzliche
Wildtyp-Kopie von Gen A tragt. Die Trans-
formanten konnen auf Medium ohne Uracil
wachsen (URA3), und die Zellen sind weifd
(ADE2). Diese Zellen werden mutagenisiert,
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a— -x# —) -XQ
AA zB< x

AAAB
Lebensfahig Lebensfahig

Letal
B
- Lebensfihig

A Bmut
) Lebensfihig

Lebensfahig

b A

Amut B
‘ Lebensfahig
Amut Bmut
) Letal
O Abb. 3.10 Interpretation von synthetisch letalen

Interaktionen. a Die Mutationen fiihren zum Aus-

fall der Funktion der Gene (Null-Allele): Mutanten

in A oder B werden durch einen alternativen Weg
Lgerettet”; erst wenn beide Wege mutiert sind, kommt
es zur Letalitat. b Die Mutationen fiihren zu einer
reduzierten Funktion der Proteine: A und B sind Kom-
ponenten eines gemeinsamen Weges; solange die
Funktion nur eines der beiden Proteine beeintrachtigt
ist, sind die Zellen lebensfahig; reduzierte Funktion
beider Proteine ist letal

mit dem Ziel, Gen B, den synthetisch-letalen
»Partner von Gen A, zu identifizieren. Falls
eine Zelle nun eine zusitzliche Mutation in
Gen B enthilt, kann die Zelle trotz der leta-
len Kombination A™Y B™ {iberleben, da es
ja noch eine zusitzliche Kopie von Gen A auf
dem Plasmid gibt und B™"* alleine ja nicht letal
ist. Allerdings darf das Plasmid nicht verloren
gehen: ohne die Komplementation durch Gen
A wirden die Zellen sterben. Genau das macht
man sich nun bei dem Screen zunutze: Nach
der Mutagenese zieht die Zellen auf Medien-
platten ohne Uracil an (Selektion auf das Plas-
mid), und stempelt die Kolonien dann auf
Medienplatten mit 5-FOA. 5-FOA ist fiir Zel-
len, die das Plasmid mit dem URA3-Gen tra-
gen, toxisch; um zu {iberleben, MUSSEN die
Zellen das Plasmid verlieren (Gegenselektion).
Zellen, die das Gen A auf dem Plasmid nicht
bendtigen, verlieren entsprechend die Plasmide
und konnen so auf 5-FOA-Medium wachsen;
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durch den Plasmidverlust sind die Kolonien
rot. Zellen, die die gesuchte Mutation im Gen
B tragen, kénnen das Plasmid hingegen nicht
verlieren, da, ohne die zusitzliche Kopie von
Gen A auf dem Plasmid, die Zellen Amut
Bmut sind, und das ist ja ein letales Ereignis.
Entsprechend konnen die Zellen auf 5-FOA
Medium nicht wachsen: entweder sie sterben,
weil sie das Plasmid verlieren (Amut Bmut),
oder sie sterben, weil sie das Plasmid behalten
(5-FOA sensitiv durch den URA3-Marker)
(8 Abb.3.11).

Interessante Mutanten konnen durch die
Transformation mit einer Genbank charak-
terisiert werden: Die Mutanten, die ein Plas-

O URA3
A
2
S
e
X
3,
o
ade2 ura3 2
B ————
Ats B
— ———
ADE2
O URA3
A
ade2 ura3 -
induzierter
Ats Bmut Plasmidverlust
durch Selektion
auf 5-FOA
ADE2
O URA3
A
ade2 ura3 _
Ats B
—EN— .
O Abb. 3.11

ade2

Ats B
—  ——f—

mid mit einer komplementierenden DNA
enthalten, sind nicht mehr von dem Plasmid
mit Gen A abhingig, entsprechend konnen
die komplementierten Mutanten iber ihr
Wachstum auf 5-FOA Medium identifiziert
werden. Die Gene konnen dann durch Isolie-
rung und Sequenzierung der Plasmid-DNA
identifiziert werden.

Synthetisch-letale  Interaktionen haben
einen weiteren wichtigen Beitrag zum Ver-
stindnis des Sekretionswegs in Hefe geleistet.
Wir haben bereits die Screeningmethode zur
Identifizierung der Gene, die fiir die Sekre-
tion per se notwendig sind, kennen gelernt.
Wie aus B Abb.3.12 ersichtlich, wurde der

ADE2

O URA3

A
ade2

Mutagenese

ura3

Ats B
—— .

Mutation synthetisch-letal

Zellen sterben:

« OHNE Plasmid, da A fir das
Uiberleben notwendig ist

« MIT Plasmid, da URA3 mit
FOA letal ist

Mutation nicht
synthetisch-letal
Zellen ohne Plasmid
iberleben

ura3

Screen auf synthetisch letale Interaktionen. Erlduterung im Text
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Vps33, 34
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Schritt Funktion Anzahl Gene

1 Translokation zum Golgi 23
2 Reifung im ER 16
3 Vesikel-Knospung 12
4 Vesikel-Fusion 18
5 Transport zum Golgi 1
6 Fusion mit Plasmamembran 30
7 Ruickgewinnung 20
8 Vakuoléres Targeting 16
9 Endozytose 20
10 Endosom 7

Total 173

0 Abb. 3.12

/
Vps1,10 Golgi
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Ufe1, Arf1 7
1 O 4
Sec61, 62, /
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Pcp12
Chcl
Ck1 8

5

Gleicher Schritt ~ Untersch. Schritte ~ Keine Sekretion
6 0 0
10 0 0
11 3 3
11 13 13
2 9 9
43 13 13
15 9 9
6 6 6
12 12 12
0 3 3
116 68 68

Identifizierung der sekretorischen Mutanten, Einteilung von synthetisch-letalen Interaktionen in

funktionelle Gruppen. (Abb. verandert nach Hartman et al. 2001)

Hefesekretionsweg in zehn verschiedene
biochemische Schritte unterteilt. Fast die Halfte
aller synthetisch-letalen Wechselwirkungen,
die fiir die sekretionsrelevanten Gene identi-
fiziert wurden, betriftt Gene innerhalb einer
dieser funktionellen Kategorien, etwa ein Vier-
tel betrifft Gene zwischen den verschiedenen
Schritten, und ein Viertel betrifft zusétzlich
Gene, die nicht an der Sekretion beteiligt sind
(Zusammengefasst bei Hartman et al. 2001).

3.5 Hefe als ,Pionierorganismus”

2011 schrieben Botstein und Fink in einem
Artikel tiber die Rolle von Hefe als Modell-
organismus im 21. Jahrhundert:

) Hefe hat sich von einem fiihrenden Modell
fur die eukaryotische Zellbiologie zu einem
Pionierorganismus entwickelt, durch den
es moglich war, vollig neue Fachrichtungen
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wie ,Funktionelle Genomik” und
,Systembiologie” zu entwickeln. Die
neuen Fachrichtungen betrachten nicht
die Funktionen von einzelnen Genen und
Proteinen, sondern konzentrieren sich
darauf, wie diese zusammenwirken und
zusammenarbeiten, um Eigenschaften
von lebenden Zellen und Organismen zu
determinieren (Ubers. des Autors).

3.5.1 Entschliisselung des
Hefegenoms

Hefe war der erste eukaryotische Organis-
mus, dessen Genom vollstindig entschliisselt
wurde. An diesem Pionierprojekt waren welt-
weit mehr als 600 Wissenschaftler beteiligt.
Seine Anfinge nahm das Projekt 1989 mit
einem EU-Konsortium, verdffentlicht wurde
die Sequenz im April 1996. Die erste publi-
zierte Sequenz der 16 Chromosomen eines
haploiden Stammes umfasste mehr als zwolf
Millionen Basenpaare, die erste Annotation
(Vorhersage der codierenden Sequenzen)
ergab 5885 proteincodierende Sequenzen.
Aktuell (2019) geht man von 6604 Genvor-
hersagen aus, von denen 5177 experimentell
verifiziert sind. Mit der Sequenzierung des
Genoms wurden nicht nur die Techniken
zur DNA-Sequenzierung und zur Assem-
blierung der Sequenzen weiter entwickelt,
sondern auch die bioinformatischen Metho-
den zur Genvorhersage und zur Annotation,
dem Prozess, bei dem einem Gen moglichst
viel Information zugeordnet wird. Heutzu-
tage sind Datenbanken wie die Saccharomyces
Genome Database (SGD) eine wichtige Res-
source nicht nur fiir Wissenschaftler, die mit
Hefe als Organismus arbeiten. Beispielsweise
gibt es fiir mehr als 4100 menschliche Gene
orthologe Gene in der Bickerhefe, und fiir
viele dieser Gene ist die Funktion konserviert.
Um etwas tiber ,,mein“ Gen im Menschen zu
erfahren, empfiehlt es sich durchaus, sich die
Funktion des entsprechenden homologen
Gens in Hefe anzuschauen (Skrzypek etal.
2018). Die SGD bietet umfassende integrierte

biologische Informationen fiir Saccharomyces
cerevisiae, kombiniert mit Such- und Analyse-
Werkzeugen, um die gesammelten Daten zu
analysieren, um funktionelle Beziehungen
zwischen den Sequenzen und Genprodukten
in Hefe, anderen Pilzen, aber auch in héheren
Eukaryoten herzustellen. Zu den integrierten
Informationen gehoren die Sequenz, Informa-
tionen iber das codierte Protein (Funktion,
konservierte Proteindoménen), der Phénotyp
von Deletionsmutanten, Interaktionen des
Proteins, Genregulation und Genexpression
unter den verschiedensten Bedingungen und
letztlich die wichtigste Literatur.

3.5.2 Netzwerke: Protein-Protein-
Interaktionen

Mit welchen Methoden kann ein Gen oder
Protein funktionell charakterisiert werden?
Zum einen konnen wir natirlich, wie wir
gesehen haben, einiges vom Phénotyp der ent-
sprechenden Mutante ableiten. Aber alleine
der Phénotyp reicht nicht, die Prozesse, an
denen ein Gen oder Protein involviert ist,
detailliert zu beschreiben und zu verstehen.
Zusitzliche Informationen wie die Lokalisie-
rung des Proteins in der Zelle, die Expression/
Regulation des Gens unter verschiedenen
Bedingungen oder die Interaktionen des Pro-
teins mit anderen Proteinen (eventuell in
einem Proteinkomplex) sind in der Regel not-
wendig, um die Funktion eines einzelnen Gens
oder Proteins zu verstehen. Zum Verstandnis
komplexerer Vorginge kann man allerdings
die einzelnen Komponenten schlecht isoliert
betrachten; die verschiedenen zelluliren Pro-
zesse sind miteinander verzahnt, beeinflussen
sich gegenseitig, beruhen aufeinander.

An Hefe wurden zahlreiche Techniken
entwickelt (und erfolgreich verwendet), die
darauf abzielen, Gene und Proteine einer
Zelle in der Gesamtheit zu beschreiben bzw.
abzubilden. So wurden fast alle offenen
Leserahmen des Hefegenoms mit dem Gen fiir
das Griin fluoreszierende Protein fusioniert,
wodurch es moéglich ist, fiir jedes Protein die
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Lokalisierung in der Zelle (und damit auch
potenzielle Interaktionen) zu bestimmen.

Das von Stanley Fields und Ok-kyu Song
(1989) entwickelte Hefe-zwei-Hybrid-System
(veast two-hybrid system) beruht auf der
Interaktion von zwei Proteinen, von denen
das eine an die DNA-Bindedoméne des
GAL4-Transkriptionsfaktors (BD), das andere
an die Transaktivierungsdoméne (AD) von
GALA4 fusioniert wird. Isoliert haben AD und
BD keine Funktion; wenn die beiden fusionier-
ten Proteine allerdings interagieren, wird ein
funktioneller ~Transkriptionsfaktor gebildet,
der dann in der Lage ist, Reportergene zu akti-
vieren, deren Aktivitit entweder durch Far-
bassays oder iiber Wachstumsassays detektiert
werden kann (@8 Abb. 3.13a). Das System wird
sehr erfolgreich eingesetzt, um Interaktions-
partner fiir Proteine zu identifizieren, und
zwar sowohl im heterologen System (beispiels-
weise die Interaktoren fiir ein menschliches
Protein) als auch im homologen System (Inter-
aktionen der Hefeproteine untereinander).

In einem systematischen Ansatz wurden
samtliche offenen Leserahmen von Hefe auf
autonom replizierenden Plasmiden a) mit der
BD-Domine und b) der AD-Domine von
GAL4 fusioniert. Die BD-Plasmide wurden
in Hefen mit dem a-Kreuzungstyp, die AD-
Plasmide in Hefen mit dem o-Kreuzungstyp
transformiert (Ito et al. 2001). Durch die Kreu-
zung von a- und a-Zellen kommen zwei Pro-
teine in einer Zelle zusammen; wenn die beiden
Proteine interagieren, wird das Reportergen
aktiviert (8 Abb.3.13b) Durch die systemati-
sche Kreuzung aller AD-Fusionen mit allen
BD-Fusionen konnte ein Netzwerk von Protein-
Protein-Interaktionen aufgestellt werden; das
Netzwerk erlaubt es, Proteinkomplexe zu defi-
nieren und bestimmten zelluliren Funktionen
zuzuordnen Uetz et al. (2000) (B Abb. 3.13¢).

Ein komplementdrer Ansatz zur globalen
Identifizierung von Proteinkomplexen bedi-
ent sich einer biochemischen Methode, der
Co-Immunprazipitation. Prinzipiell wird dabei
ein Gen mit einem kurzen Epitoptag versehen,
wortiber das Protein mit hochspezifischen
immobilisierten Antikorpern aufgereinigt werden
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kann. Die sogenannte TAP- (tandem affinity puri-
fication-)Tag-Methode ist eine Weiterentwicklung
der Co-Immunprazipitation, bei der die Proteine
mit einem Doppeltag versehen werden, das zwei
sukzessive Prazipitationen unter sehr schonen-
den Bedingungen erlaubt. Dadurch ist es mog-
lich, mit einem getagten ,Koderprotein® den
Proteinkomplex, mit dem das Protein assoziiert
ist, hochspezifisch aufzureinigen. Die Proteine
der gereinigten Komplexe koénnen anschlieflend
durch massenspektroskopische Methoden identi-
fiziert werden. Auch dieser Ansatz wurde in gro-
Bem Stil durchgefithrt: Insgesamt wurden tiber
1700 Gene mit dem TAP-Tag fusioniert, fast 600
Proteinkomplexe aufgereinigt und deren Kompo-
nenten identifiziert (Gavin et al. 2002). Insgesamt
konnten durch den Ansatz 232 verschiedene
Multiproteinkomplexe identifiziert werden, 344
Proteinen konnte aufgrund der Interaktion eine
neue zellulire Funktion zugewiesen werden
(darunter 231, fiir die keine Funktion bekannt
war). Im Gegensatz zu den auf bindren Inter-
aktionen beruhenden Komplexen, die iiber das
Hefe-zwei-Hybrid-System beschrieben worden
sind, entsprechen die TAP-Tag-Komplexe tatséch-
lich den Komplexen, wie sie in der Zelle vorliegen.
Beide Ansitze sind komplementir zu sehen und
erlauben es, letztlich ein globales Netzwerk von
Protein-Protein-Interaktionen aufzustellen, das
nicht nur einzelne, funktionelle Komplexe defi-
niert, sondern auch die Interaktion zwischen ver-
schiedenen Komplexen aufzeigt (8 Abb. 3.14).

3.5.3 Netzwerke: Geninteraktion

Die Methodik des synthetisch-letalen Screen-
ings haben wir ja schon kennengelernt. Anstelle
die genetische Interaktion fiir ein bestimmtes
Gen iiber einen Screen zu bestimmen, kann
die Methodik auch systematisch eingesetzt
werden, zumal bereits Kollektionen der aller-
meisten Hefegene im MATa- und MATa-
Hintergrund zur Verfiigung stehen. Durch
systematische (robotisch unterstiitzte) Kreu-
zung der verschiedenen Mutanten wurden
5,4 Mio. haploide Doppelmutanten hergestellt
(Tong etal. 2001). Wenn die Doppelmutante
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O Abb.3.13 Das Hefe-zwei-Hybrid-System. a Prinzip der Rekonstitution eines aktiven Transkriptionsfaktors,
wenn die Bait- und Prey-Proteine miteinander interagieren. b Globale Interaktionsanalyse von Proteinen durch
Kreuzen von Hefestdmmen, die Bait-Plasmide tragen, mit Hefestimmen, die Prey-Plasmide tragen. ¢ Bindres
Netzwerk von Protein-Protein-Interaktionen zur Darstellung von Proteinkomplexen. (c verandert nach Ito et al.
2001)
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O Abb. 3.14 TAP-Tag zur systematischen Aufreinigung von Proteinkomplexen durch Co-Immunprézipitation.
a Das TAP-Tag ermoglicht die Aufreinigung tiber zwei sukzessive Immunprazipitationen lber ein Protein-A-Tag
und ein Calmodulin-Bindeprotein-Tag. b Die TAP-Tags werden iber homologe Rekombination mit den 3'-Enden
der Hefegene fusioniert. ¢ Die Immunprazipitation mit verschiedenen TAP-Tag-markierten Proteinen aus dem
gleichen Komplex liefert ein fast identisches Muster bei der gelelektrophoretischen Auftrennung der koprézipi-
tierten Proteine
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eine Abweichung von der durch die Phéno-
typen der Einzelmutanten erwarteten Fitness
aufzeigt (im Extremfall synthetische Letalitit),
spricht man von einer digenen Interaktion.
Uber die digenen Interaktionen kann eine
funktionelle ,,genetische Landschaft der Zelle
berechnet werden, bei der Gene aus denselben
biologischen Prozessen bzw. Stoftwechselwegen
zusammenliegen; dadurch kann auch fiir Gene
mit unbekannter Funktion eine funktionelle
Zuordnung vorgenommen werden.

3.5.4 Netzwerke: Genexpression
und Regulation

Funktion und Vernetzung der verschiedenen
zelluldren Prozesse sind nicht statisch, son-
dern hoch dynamisch und werden durch
eine Vielzahl externer und interner Signale
beeinflusst. Auch bei der Entwicklung der
Methoden zur globalen Analyse von regulati-
ven Netzwerken hat Hefe eine Vorreiterrolle
gespielt. 1997 wurde von DeRisi und Mit-
arbeitern der erste Microarray fiir die globale
Genexpressionsanalyse vorgestellt: Auf einer
Glasmatrix waren (robotisch) Sonden fiir
alle Hefegene aufgebracht worden, und die
Expression aller Hefegene konnte simultan
durch Hybridisierung von markierter cDNA
quantifiziert werden. In den darauffolgenden
Jahren wurden fiir Hefe die Genexpression
zum Beispiel wihrend der Meiose oder wih-
rend der verschiedenen Stadien des Zell-
zyklus bestimmt; die Methodik konnte aber
auch 1:1 auf andere Organismen iibertragen
werden und hat das Feld der Genexpressions-
analyse revolutioniert. Die Microarrayanalyse
wurde in den letzten Jahren durch die Weiter-
entwicklung von Hochdurchsatz-Sequenzier-
techniken durch RNA-Seq verdringt, bei der
die RNA (exakter, die cDNA) einer Zelle in
einem Umfang sequenziert wird, der eine
quantitative und qualitative Aussage der
Abundanz der einzelnen Transkripte zulésst.
Parallel zur Weiterentwicklung der Tech-
nik wurden auch Methoden entwickelt, die

erhobenen Daten zu analysieren, wie die
Clusteranalyse von Eisen etal. (1998). Gene,
die {iber verschiedene Experimente ein dhn-
liches Expressionsmuster zeigen, werden zu
Gruppen (Clustern) zusammengefasst. Gene
in einem Cluster zeigen hédufig funktionelle
Zusammenhinge auf. Durch die Vielzahl
von Experimenten mit Hefemutanten, Ent-
wicklungsprofilen, Reaktion auf Umwelt-
bedingungen, Reizen, Substanzen ist es
wiederum moglich, Netzwerke aufzustellen.

Eine Herausforderung ist es, die Infor-
mation aus den verschiedensten genom-
weiten Untersuchungen (wobei wir nur
wenige kennengelernt haben) zu integrieren
und zugidnglich zu machen. Viele der bio-
informatischen Methoden fiir die Integration
genomweiter funktioneller Analysen sind mit
Daten, die anhand von Hefezellen erhoben
wurden, entwickelt worden, und konnen in
modifizierter Form fir andere Organismen
verwendet werden.

Eine der groflen Herausforderungen in der
Biologie ist es, das Zusammenspiel von Genen
und Proteinen in einer Zelle zu verstehen,
wie sie auf die Vielzahl von externen Reizen,
Umweltbedingungen reagieren, den Meta-
bolismus entsprechend verdndern, die zellu-
lire Homoostase aufrechterhalten, Zellteilung
und sexuelle Entwicklung steuern. Gene und
Proteine werden nicht mehr isoliert, sondern
als Teil des Ganzen verstanden und unter-
sucht. Auch fiir diese Systembiologie ist Hefe
anhand der aufgezeigten Vorteile als experi-
mentelles System nicht mehr wegzudenken.
Wir werden nach wie vor viel von diesem klei-
nen Einzeller lernen.
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Uberblick fiir schnelle Leser

Filamentose Pilze spielen eine enorm wich-
tige Rolle in der Natur. Gemeinsam mit
Bakterien sind sie mafgeblich am Abbau
organischen Materials beteiligt und zeich-
nen sich insbesondere durch den Abbau von
Polymeren wie Cellulose und Lignin aus. Sie
sind also unersetzlich, um den Kohlenstoff-
fluss auf der Erde zu garantieren. Neben die-
ser Rolle im Nahrstoffkreislauf spielen Pilze
aber auch eine wichtige Rolle als symbionti-
sche Lebenspartner der meisten Landpflanzen
(Mykorrhiza). Einige Pilze, wie die Rost- und
Brandpilze, leben dagegen auf Kosten ande-
rer Pflanzen, sind pathogen und verursachen
weltweit enorme Ernteausfélle, die in der
Vergangenheit zu Hungersnoten gefiihrt
haben. Auch Tiere und der Mensch kdénnen
von einigen Pilzen befallen werden. Dazu
gehdren harmlosere Nagelmykosen, aber auch
meist todlich verlaufende systemische Pilz-
infektionen. SchlieBBlich werden Pilze schon
seit Tausenden von Jahren in der Lebens-
mittelherstellung (Schimmelkdse, Sojasauce)
eingesetzt, dienen seit ca. hundert Jahren
zur industriellen Herstellung der gesamten,
weltweit verwendeten Citronensdure und
werden vielféltig in der modernen Biotechno-
logie (Penicillinherstellung) verwendet. Alle
genannten Aspekte werden in vielen Labo-
ratorien sowohl an Universitdten als auch
in der Industrie mit modernsten Methoden
analysiert, um zum Beispiel Pilze in der nach-
haltigen Landwirtschaft einzusetzen, Enzyme
zu produzieren, neue Antibiotika und Antimy-
kotika zu entwickeln oder neue, pharmako-
logisch wirksame pilzliche Sekundédrmetabolite
zu entdecken. Daneben werden Pilze in der
Grundlagenforschung als Modelle eingesetzt,
um allgemeine eukaryotische Funktionen wie
den Zellzyklus, die Funktion des Cytoskeletts
oder die Ausbildung von Polaritat zu studieren.
Das Reich der Pilze ist also sehr vielseitig
und extrem artenreich. Dabei sind nicht
alle Arten gleichermaBen gut fiir die Arbeit

im Labor geeignet, da viele Pilze sehr langsam
wachsen, oder genetisch recht instabil sind.
Die modernen molekularbiologischen Metho-
den erfordern auBerdem eine leichte Trans-
formierbarkeit und, wenn mdoglich, einen
sexuellen Vermehrungszyklus, um genetische
mit molekularen Methoden kombinieren
zu konnen. Ein Pilz, fir den diese Parameter
zutreffen, ist Aspergillus nidulans. Dieser Pilz
wdchst bei 37 °C ausgehend von einer ein-
zigen Spore innerhalb von 2 Tagen zu einer
centgroBen Kolonie heran, die ebenfalls
wieder asexuelle Sporen bildet (8 Abb. 4.1).
Die Sporen sind einkernig und haploid und
damit hervorragend fiir Mutageneseexperi-
mente geeignet. Neben dem asexuellen Ent-
wicklungszyklus kann sich A. nidulans auch
mit anderen Stammen paaren und besitzt
einen sexuellen Zyklus. Das Genom wurde
bereits 2005 komplett sequenziert, und
viele moderne molekularbiologische, bio-
chemische und zellbiologische Methoden
stehen fur die Analysen zur Verfiigung. Der
Stoffwechsel von A. nidulans ist ebenfalls
sehr interessant, da neben Penicillin viele
andere Sekunddrmetabolite gebildet werden.
Aspergillus nidulans hat mit A. fumigatus einen
pathogenen, mit A. niger und A. oryzae zwei
industriell sehr bedeutsame Verwandte. Dem-
entsprechend werden viele Aspekte der Pilz-
biologie mit A. nidulans als Modellorganismus
untersucht. So wurde der Organismus durch
die Analyse des Zellzyklus, die Entdeckung
von y-Tubulin, die Untersuchung der Steue-
rung von Entwicklungsvorgdangen sowie die
Analyse des Sekundarstoffwechsels bekannt.
Bei einigen der genannten Aspekte wie der
Analyse zellbiologischer Vorgdnge spielen die
Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae oder die
Spalthefe Schizosaccharomyces pombe fiih-
rende Rollen, aber andere Phdnomene wie die
Bildung von Sekunddrmetaboliten sind auf
filamentdse Pilze beschrankt und werden des-
halb in A. nidulans und anderen Produzenten
sehr erfolgreich analysiert.
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B Abb. 4.1

Foto einer Agarplatte, die mit Aspergillusnidulans-Kolonien bewachsen ist. Aus jeder Spore ist nach

zwei Tagen Inkubation bei 37 °C eine centgrof3e Kolonie gewachsen, die bereits wieder viele Millionen asexuelle,

griine Sporen gebildet hat

4.1 Der Aufbau der Zelle

Das vegetative Wachstum von A. nidulans
erfolgt durch Hyphen, réhrenartige, lang-
gestreckte Zellen, die sich kontinuierlich an
der Spitze verlingern (8 Abb.4.2). Wenn die
Zellen eine bestimmte Lénge erreicht haben,
wird in einigem Abstand von der Spitze eine
Querwand eingezogen, die in der Mitte einen
Porus offen lasst. So bleiben die Tochterzellen
durch eine Cytoplasmabriicke verbunden
und werden deshalb als Zellkompartimente
bezeichnet. Altere Kompartimente wach-
sen nicht mehr, kénnen aber lokal eine neue
Wachstumszone generieren, was zu einer
Verzweigung fithrt. Die Gesamtheit der ver-
zweigten Hyphen bezeichnet man als Mycel.
Da die Kompartimente durch den Porus ver-
bunden bleiben, spricht man von einem Syn-
cytium. Die Einheit des Cytoplasmas birgt
die Gefahr, dass bei einer Verletzung der
Hyphe das Cytoplasma ,auslauft® Das wird
durch ein spezielles Organell, den Woro-
ninkorper, verhindert. Dieses Organell wird

aus einem Peroxisom gebildet, das vor allem
mit einem einzigen Protein gefiillt ist. Dieses
Protein wird in so groflen Mengen im Pero-
xisom angehduft, dass es auskristallisiert und
damit eine stabile Struktur bildet. Die Woro-
ninkorper sind mit den Septen assoziiert und
verschlielen bei Verletzung eines Nachbar-
kompartiments den Porus wie der Stopfen in
einer Badewanne.

Die Hyphen von A. nidulans — wie die der
meisten anderen Pilze - sind von einer dicken
Zellwand umgeben. Die Zellwand besteht aus
verschiedenen Zuckerpolymeren mit unter-
schiedlichen Anteilen und enthilt als charakte-
ristische Komponente Chitin. Im Falle von A.
nidulans besteht die Zellwand zu 60 % aus ver-
schiedenen Glucanen, 30 % Galactomannanen
und ca. 7% Chitin. Die Zellwidnde der Pilze
sind damit komplexer zusammengesetzt als die
Zellwiande der Pflanzen (Cellulose) oder Bakte-
rien (Peptidoglycan). Da viele der Polymere in
anderen Organismen — vor allem bei héheren
Eukaryoten - nicht vorkommen, ist die Zell-
wand-Biosynthese ein Ziel fiir Antimykotika
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Vakuolen

Mitochondrien

Uberlagerung

B Abb. 4.2 Aufbau der Hyphen von A. nidulans. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Schnitten der
Kompartimente: a Zellkern, b mehrere Mitochondrien wurden angeschnitten, sodass die inneren Membran-
systeme sichtbar sind, c die Zellwand, das Septum mit einem zentralen Porus und einige (stark kontrastierte)
Woroninkorper auf jeder Seite des Septums, d Immunogoldfarbung eines Mannoproteins von A. nidulans. Die

kleinen schwarzen Punkte sind die Goldpartikel, die gut in der Zellwand sichtbar sind. e-h Darstellung von Zell-
kernen, Mitochondrien und Vakuolen in lebenden Kompartimenten. Die Zellkerne wurden mit Rot fluoreszieren-
dem Protein (DsRed) angefdrbt, die Mitochondrien mit Griin fluoreszierendem Protein (GFP) und die Vakuolen
mit einem Farbstoff. Die Uberlagerung der Bilder zeigt die Anordnung der Organellen zueinander. Die Zellkerne
sind sehr gleichmafig verteilt. Die Mitochondrien bilden ein tubuléres Netzwerk und sind an der Hyphenspitze

konzentriert. (a, b und c entstammen dem Lehrbuch Munk: Mikrobiologie, Spektrum Verlag; d wurde ent-

nommen aus Jeong et al. 2004)

(ahnlich Penicillin, das in die bakterielle Pep-
tidoglycansynthese eingreift). So wurden in
den 1970er-Jahren die ersten Echinocandine
(Lipopeptide) bei der Analyse von pilzlichen
Sekundarmetaboliten entdeckt. Seitdem wur-
den mehrere semisynthetische Analoga wie zum
Beispiel Caspofungin (auf dem Markt zugelassen
seit 2001) oder Anidulafungin (seit 2006) ent-
wickelt, die heute gegen Pilzinfektionen ein-
gesetzt werden. Echinocandine hemmen die
Glucan-Synthase und werden auch als Penicil-
line der Antimykotika bezeichnet.

Ein weiterer Unterschied zu hoheren
Eukaryoten besteht in der Zusammenset-
zung der Cytoplasmamembran. Wiahrend die

Phospholipiddoppelschicht bei Tieren durch
Cholesterol und bei Pflanzen durch Phy-
tosterol implementiert wird, enthalten pilz-
liche Membranen Ergosterol. Dieser wichtige
Unterschied bietet einen Angriffspunkt fir
das Antimykotikum Voriconazol, das in die
Ergosterol-Biosynthese eingreift.

Die Kompartimente von A. nidulans ent-
halten in der Regel mehrere Zellkerne, viele
Mitochondrien, das ER, einen Golgiapparat,
mehrere ungleich grofle Vakuolen und viele
Arten von sekretorischen oder endocyto-
tischen Vesikeln. Damit enthalten Pilz-
kompartimente wie hoéhere Eukaryoten die
volle Ausstattung von Organellen.
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4.2 Wachstum

Das Wachstum von A. nidulans erfolgt an der
Spitze, die sich bei optimalen Wachstums-
bedingungen in jeder Minute um 0,3-1,0 pm
verlangert. Dies erfordert zum einen die Ver-
groflerung der Zellmembran, und zum ande-
ren auch ein ,,Aufweichen® und den Neueinbau
von Zellwandkomponenten. Beides wird durch
einen kontinuierlichen Fluss sekretorischer
Vesikel gewihrleistet, die Chitin-Synthasen
und andere Zellwand-Biosyntheseenzyme ent-
halten, andererseits natiirlich auch zur Mem-
branvergroflerung beitragen (8 Abb. 4.3). Die
Vesikel werden im endoplasmatischen Reti-
kulum gebildet, von wo sie zum Golgiapparat
zur Modifikation der Enzyme gelangen. Der
Golgiapparat ist anders als bei hoheren Euka-
ryoten nicht ein einziges Kompartiment,
sondern in einem Hyphenkompartiment
befinden sich viele sogenannte Golgidquiva-
lente. Nach der Proteinmodifikation im Golgi
werden wiederum Vesikel gebildet, die dann
zu einer besonderen Struktur an der Spitze der
Hyphe transportiert werden. Diese im Phasen-
kontrastmikroskop als ,Korperchen® sicht-
baren Strukturen werden als ,Spitzenkorper®
bezeichnet. Elektronenmikroskopische ~Auf-
nahmen zeigen, dass es sich dabei um eine
Akkumulation von Vesikeln, aber auch von
Cytoskelettelementen handelt. Die genaue
Zusammensetzung und Organisation ist noch
unbekannt, aber interessanterweise besteht die-
ses Organell offensichtlich aus verschiedenen
Populationen von Vesikeln. Wihrend Chitin-
Synthasen in sehr kleinen Vesikeln (ca. 60 nm
im Durchmesser) transportiert werden, die
im Innern des Spitzenkdrpers zu finden
sind, wurde eine Untereinheit einer Glucan-
Synthase in gréfleren Vesikeln in einem dufe-
ren Ring des Spitzenkorpers lokalisiert. Diese
Zone wurde als ,,Spitzenring® bezeichnet. Von
beiden Strukturen werden die Vesikel iiber
das Actincytoskelett mithilfe von Myosin-
motoren entlang von Actinfilamenten bis
zur Membran transportiert, wo sie schlie3-
lich fusionieren und ihren Inhalt nach auflen
abgeben. Berechnungen haben ergeben, dass
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6-20 Vesikel pro Sekunde fusionieren miissen,
um das Wachstum zu erkldren. Deshalb spielt
auch die Endocytose eine Rolle im polaren
Wachstum der Pilze. Zum einen wird iiber-
schiissige Membran wieder internalisiert, zum
anderen werden aber auch membranstindige
Proteine wieder aufgenommen und dann
abgebaut oder wieder zur Membran zuriick-
gebracht. Wiahrend die Rolle von Actin fiir
den Vesikeltransport und damit das Wachstum
essenziell ist, ist die Rolle von Mikrotubuli und
deren assoziierten Motoren etwas komple-
xer. Zum einen tragen sie zum Langstrecken-
transport der Vesikel hin zum Spitzenkérper
bei, wenn Hyphen sehr schnell wachsen, und
sind auch fiir die Teilung und die Verteilung
der Zellkerne essenziell, zum anderen sind
sie aber auch fiir die Richtung des Wachs-
tum wichtig. Sie transportieren sogenannte
Zellendmarkerproteine, die an der Hyphen-
spitze durch einen Prenylrest in der Memb-
ran verankert werden. Wenn das erste Protein
angekommen ist, rekrutiert sich ein ganzer
Proteinkomplex, zu dem dann auch Formin,
eine Actin-Polymerase, gehért. Durch die
Anordnung der Zellendmarkerproteine an der
wachsenden Spitze wird also die Positionie-
rung des Actincytoskeletts erreicht. Umgekehrt
regulieren die Zellendmarkerproteine auch
die Mikrotubuli. Mikrotubuli wachsen am
sogenannten Plus-Ende durch Anlagerung
von of-Tubulindimeren. Die Anlagerung wird
durch eine Tubulin-Polymerase begiinstigt, die
am Ende des Tubulus sitzt. Wenn die Mikro-
tubulienden den Cortex in der Hyphenspitze
erreichen, wird die Aktivitit der Polymerase
durch Interaktion mit einem Zellendmarker-
protein gedrosselt. Dadurch wird gewéhrleistet,
dass die Mikrotubuli nicht entlang des Cortex
weiterwachsen und in der Folge von der Spitze
riickwiérts wachsen wiirden. Eine interessante
Frage betrifft die Aufrechterhaltung der Zel-
lendmarkerprotein-Komplexe, obwohl sehr
viele Vesikel mit der Membran fusionieren und
dadurch die Zellendmarkerprotein-Komplexe
verdringen. Neueste Experimente haben
gezeigt, dass das tatsichlich passiert, dass die
Komplexe aber nur temporir aufrechterhalten
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O Abb. 4.3 Polares Wachstum. a Schema einer Hyphenspitze mit den Organellen, den Cytoskelettelementen,
dem Spitzenkorper und den Zellendmarkern; b Zellendmarker sind flir das gerichtete Wachstum wichtig. Die
mikroskopischen Bilder zeigen Hyphen eines Wildtyps und einer teaA- und einer teaR-Mutante. Die Mutanten
wachsen zickzackférmig oder in Kurven (Bilder nach Takeshita et al. 2008); c Schema der Vesikelfusion an der
Hyphenspitze. Das elektronenmikroskopische Bild zeigt die Anhdufung der Vesikel im Spitzenkérper nahe der
Membran. (Nach Munk, Mikrobiologie, Spektrum Verlag)
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und kontinuierlich neue an der Spitze gebildet
werden.

= Spitzenkdrper und Wachstum nur an der
Hyphenspitze
In den Zwanzigerjahren des letzten Jahr-
hunderts entdeckte H. Brunswick an der
Spitze der Hyphen der Basidiomyceten
Coprinus durch Farbung eine Struktur. In
den Finfzigerjahren, als die Phasenkontrast-
mikroskopie in der Biologie eingefithrt
wurde, wurde die Struktur in Polystictus
von Manfred Girbardt (Universitit Jena)
als stark lichtbrechend beschrieben. Da die
Struktur immer an der wachsenden Spitze
zu erkennen war, wurde sie als Spitzen-
korper bezeichnet und mit dem polaren
Wachstum in Verbindung gebracht. In
spateren Versuchen gelang es mit Laser-
pinzetten, den Spitzenkdrper in der Zelle
auf eine Seite zu dringen. Prompt ver-
lingerte sich die Hyphe fortan an dieser
Stelle. So konnte man mdandrierend wach-
sende Hyphen erzeugen. Nach Einfithrung
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der Transmissionselektronenmikroskopie in
das Forschungsfeld wurde klar, dass es sich
beim Spitzenkérper um eine Ansammlung
von Vesikeln handelt. Man geht davon aus,
dass der Spitzenkorper eine Transitstation
fiir Vesikel ist, die im Cytoplasma gebildet
werden und Enzyme enthalten, die fiir die
Zellwand-Biosynthese  bendétigt — werden.
Tatsdchlich konnten Chitin-Synthasen im
Spitzenkorper nachgewiesen werden.

In einem zweiten Ansatz wurde 1969
elegant nachgewiesen, dass das pilzliche
Wachstum tatsdchlich vor allem an den
Hyphenspitzen stattfindet (8 Abb. 4.4). Salo-
mon Bartnicki-Garcia, damals an der Uni-
versity of Riverside in Kalifornien, fiitterte
wachsende Kulturen von Mucor rouxii mit
tritiummarkiertem  N-Acetyl-D-glucosamin
und fiithrte anschliefflend eine Autoradio-
graphie der Hyphen durch. Dadurch konnte
er zweifelsfrei zeigen, dass neues, radio-
aktives Zellwandmaterial nur an der Hyphen-
spitze eingebaut wird (Bartnicki-Garcia und
Lippman 1969).

O Abb. 4.4 Klassisches Experiment zum Nachweis des Spitzenwachstums in Mucor rouxii. Ausgekeimte Sporen
von M. rouxii wurden wahrend des Wachstums mit radioaktiv markiertem N-Acetylglucosamin fiinf Minuten
inkubiert, sodass neu gebildete Zellwand (Chitin und Chitosan) markiert wurde. Die Markierung ist vorwiegend
an der Spitze zu sehen. Das Bild wurde freundlicherweise von S. Bartnicki-Garcia (Ensenada, Mexiko) zur Ver-
fiigung gestellt. (s. auch Bartnicki-Garcia und Lippman 1969)
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4.3 Analyse des Cytoskeletts

A. nidulans besitzt wie alle anderen Eukaryoten
Mikrotubuli und Actin. Intermediirfilamente,
wie man sie bei hoheren Eukaryoten findet,
fehlen hingegen. Im Gegensatz zur Bécker-
hefe, bei der Mikrotubuli auferhalb der Mitose
nur von geringer Bedeutung sind, besitzt A.
nidulans ein ausgeprégtes Mikrotubulicytoske-
lett, das aus mehreren langen Biindeln besteht,
die longitudinal ausgerichtet sind. Die Bil-
dung erfolgt von den Mikrotubuli organisie-
renden Zentren (MTOCs) an den Zellkernen
(Spindelpolkérper; @ Abb.4.5). Diese Zent-
ren sind noch nicht im Detail untersucht, sind
aber vermutlich wie bei der Bickerhefe aus
einer Vielzahl verschiedener Proteine aufgebaut

Outer
plaque

Spindel Central

plaque

-

Inner
Keim- plaque
schlauch
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(mehr als 19 in S. cerevisiae). Der Protein-
komplex ist in die Zellkernmembran eingebettet
und besteht aus mehreren Lagen, einem inne-
ren Plaque, der die Mitosespindel bildet, einem
zentralen Plaque, der fiir die Verdopplung des
Komplexes benotigt wird, und einem &ufe-
ren Plaque, der Mikrotubuli in das Cytoplasma
polymerisiert. Neben diesen Zentren wurden in
A. nidulans weitere MTOCs an den Septen ent-
deckt. Sie besitzen einige zentrale Proteine der
Spindelpolkérper, aber sind vermutlich doch
unterschiedlich aufgebaut, da sie keine Mitose-
spindeln bilden miissen und auch nicht in eine
Zellkernmembran eingebettet sind. Die genaue
Zusammensetzung wird derzeit untersucht.

Die Mikrotubuli dienen als Schienen
fiir viele Transportvorginge. So werden sie

Cytoplasmatische

Mikrotubuli
7-TuRC,
GepC ApsB Spa18
Sepk /Cdc31
Ndc - ShA
{ [ K Half
) ¢ LbEilE al SPB
G kille | ( bridge
_./ g
PcpA Kernhdille und
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B Abb. 4.5 Darstellung der Mikrotubuli-organisierenden Zentren (MTOCs) in A. nidulans. Die mikroskopischen
Bilder zeigen einen Keimling, in dem Tubulin mit GFP und das Spindelpolkérper- (SPB-)Protein ApsB mit Rot flu-
oreszierendem Protein (RFP) markiert wurden (a). Im Keimling laufen die Mitosen synchron ab, sodass hier zwei
Mitosespindeln zu sehen sind. b Eine Mitosespindel am Ende der Mitose. Die SPBs bilden auch astrale Mikro-
tubuli. ¢ Ein MTOC am Septum (sMTOC). Hier wurde Tubulin mit RFP markiert und ApsB mit GFP. Die Hyphen
messen ca. 3 um im Durchmesser. Die Schemen illustrieren den Aufbau der Spindelpolkérper und der septalen

MTOCs. (Bilder nach Zhang et al. 2017)
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fir die Verteilung der Zellkerne bendtigt
oder auch fiir den Transport von exo- oder
endocytotischen Vesikeln. Wie oben bereits
erwihnt, transportieren sie auch die Zellen-
markerproteine an die Spitze der wachsenden
Hyphe, bestimmen somit die Organisation des
Actincytoskeletts und damit die Wachstums-
richtung. Actin findet man in zwei Formen,
als kurze Filamente an der Hyphenspitze und
als sogenannte Actinplaques am Cortex ent-
lang der Hyphe.

4.4 Zellbiologie

Die Geschichte der Zellbiologie von A.
nidulans ist untrennbar mit Ron Morris und
seinen Schiillern an der Rutgers University,
USA, verbunden. Als Mediziner hat R. Morris
zu Beginn seiner Karriere einen ungewdhn-
lichen Schritt gewagt, ndmlich die Unter-
suchung des eukaryotischen Cytoskeletts
in A. nidulans mit genetischen Methoden.
Zur damaligen Zeit war die Zellbiologie eine
beschreibende ~ Wissenschaft.  Mikrotubuli
konnten visualisiert und Prozesse wie die
Mitose beschrieben werden. Nachdem es R.
Morris gelungen war nachzuweisen, dass A.
nidulans Tubulin enthalt, hat er eine Reihe
von Mutanten erzeugt, bei denen mikro-
tubuliabhdngige Prozesse gestort waren.
Die Mutanten wurden in den Folgejahren
molekularbiologisch analysiert und haben zu
einem tieferen Verstindnis der Mitose und
der Zellkernwanderung beigetragen sowie zur
Entdeckung von y-Tubulin gefiihrt.

Die molekularbiologische Analyse des
Cytoskeletts und deren Funktionen wur-
den durch die Isolierung von Mutanten ein-
geleitet. Da es sich oft um essenzielle Gene
handelt, hat R. Morris einen Mutantenscreen
nach temperatursensitiven (ts) Stimmen vor-
genommen (B Abb.4.6). A. nidulans-Sporen
wurden mutagenisiert, bei 30 °C zu Kolonien
heranwachsen gelassen und anschlieflend
durch Replikaplattierung nach Stimmen
gesucht, die nicht mehr bei 42°C wach-
sen konnen (B Abb.4.8). Durch eine zweite
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Analyse der ts-Mutanten hinsichtlich der
Zellkerne wurden drei Mutantenklassen iso-
liert. Staimme, bei denen die Zellkerne bei
restriktiver Temperatur keine Mitose durch-
fithren konnten, wurden mit never-in-mitosis,
nim, bezeichnet. Dann gab es Stimme, die
zwar noch Mitose initiierten aber nicht voll-
endeten. Diese Mutanten wurden block-
in-mitosis, bim, genannt. Schliefllich hat R.
Morris eine Klasse von Mutanten isoliert,
bei denen die Mitose ungestort ablief, die
Zellkerne sich aber nicht verteilt haben,
nuclear-distribution, nud (8 Abb.4.7). Die
Mutanten wurden zunichst klassisch ana-
lysiert. Durch Kreuzung mit Wildtypstimmen
wurde gezeigt, dass der beobachtete Phéno-
typ auf die Mutation eines einzelnen Gens
zuriickgefithrt werden kann. Durch Kreuzung
von Mutanten mit identischem Phanotyp
konnten verschiedene Gene definiert werden,
zum Beispiel nudA, nudE, bimC, bimE, nimA.
Durch Herstellung von diploiden Stdammen
wurde gezeigt, dass die Mutationen rezessiv
waren. Die anschlieflende molekulare Analyse
und Klonierung der Gene durch Komplemen-
tation hat ergeben, dass zum Beispiel nudA
fir Dynein codiert. Dadurch wurde Dynein
in A. nidulans entdeckt. bimC codiert fiir ein
Kinesin, das in der Mitose wichtig ist. Die-
ses Kinesin war namengebend fiir die bimC-
Klasse der Kinesin-Motorproteine.

4.5 Die Entdeckung von y-Tubulin

Wenn komplexe Vorginge analysiert werden
sollen, an denen viele Komponenten beteiligt
sind, kann ein Mutageneseansatz ein erster
Schritt zur molekularen Analyse sein. Aus-
gehend von ersten Genen und Proteinen wer-
den dann meist weitere Komponenten wie
zum Beispiel interagierende Proteine isoliert.
Dabei ist eine Suppressoranalyse eine gene-
tische Maoglichkeit, solche interagierenden
Proteine zu identifizieren. Das hat zur Ent-
deckung von y-Tubulin gefithrt. R. Mor-
ris hatte bei der Analyse von Tubulin eine
Reihe von Mutanten isoliert, die gegeniiber




102 Kapitel 4 - Aspergillus nidulans als Modellsystem fiir filamentdse Pilze
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O Abb. 4.6 Temperatursensitive Zellkernwanderungsmutante von A. nidulans. Die obere Reihe zeigt Kolonien
eines Wildtyps und einer nuclear-distribution-Mutante, in der das Motorprotein Dynein mutiert ist. Wahrend der
Wildtyp bei 32 °C und bei 42 °C wachsen kann, ist das Wachstum der Mutante bei 42 °C gehemmt. In der unteren
Reihe sind mikroskopische Bilder von ausgekeimten Sporen der Stdimme zu sehen. Im Wildtyp wurden die Zell-

kerne mit GFP, in der Mutante mit DAPI gefarbt

einem Fungizid (Benomyl), das Tubulin
angreift, resistent waren. Das entsprechende
Gen wurde benA genannt und codiert fiir
B-Tubulin. Diese Stamme waren nicht nur
gegeniiber Benomyl resistent, sondern auch
temperatursensitiv. Das lief3 vermuten, dass
die Mutation nur eine kleine Anderung im
Protein und keinen Komplettausfall betraf.
Vermutlich wurde durch den Austausch einer
Aminosdure die Konformation des Proteins
leicht verandert. Diese Mutante wurde ver-
wendet, um erneut eine Mutagenese durch-
zufiihren und nach Stimmen zu suchen, bei
denen die erste Mutation aufgehoben wurde
(B Abb.4.8). Durch genetische Analyse
wurden Stdmme ausgeschlossen, bei denen
die Mutation revertiert war oder bei denen

innerhalb von benA eine zweite Mutation zum
Ausgleich der ersten Mutation fithrte (intra-
genischer Suppressor). Die verbleibenden Sup-
pressorstimme sollten eine Mutation in einem
anderen Gen tragen (extragenischer Suppres-
sor). Die molekulare Analyse ergab, dass in
einem der Suppressorstimme o-Tubulin ver-
andert war. In einem anderen Stamm wurde
ebenfalls ein Gen identifiziert, das fiir ein
Tubulin codierte. Allerdings war die Ahnlich-
keit sowohl zu anderen a- als auch zu ande-
ren B-Tubulinen mit je ca. 60 % nicht sehr
hoch. Deshalb handelte es sich offensichtlich
um eine neue Tubulinklasse, y-Tubulin. Das
Protein wurde danach in allen Eukaryoten
gefunden. Es stellt eine zentrale Komponente
von Mikrotubuli organisierenden Zentren dar.
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B Abb. 4.7 Schema der Isolierung von temperatursensitiven Mutanten. (Nach Fischer 1999)

4.6 Mutantenscreen
mit anschlieBender
Genomsequenzierung

Die Analyse von Mutanten stellt eine hervor-
ragende Moglichkeit dar, biologische Phéno-
mene molekularbiologisch zu untersuchen
und neue Komponenten zu finden. Alternativ
wird heute sehr hiufig ein revers-genetischer
Ansatz verfolgt, in dem bereits bekannte Gene
in anderen Organismen analysiert werden.
Dadurch kann nur selten etwas ganz Neues
entdeckt werden. Die genetische Analyse hat
allerdings den Nachteil, dass die Mutanten-
analyse sehr aufwendig ist und teilweise meh-
rere Jahre in Anspruch nehmen kann. Die
heutigen Sequenziermethoden, mit denen
komplette Genomsequenzen schnell und
okonomisch entschliisselt werden kénnen,
fithren allerdings zu einer Renaissance der

Mutageneseansitze. In A. nidulans konnen
sehr leicht Mutanten erzeugt werden. Durch
einfache Kreuzungsversuche koénnen die
Mutanten schnell klassifiziert werden, sodass
der beobachtete Phinotyp auf die Mutation
eines Gens zuriickgefiihrt werden kann und
nicht aus der Kombination mehrerer Muta-
tionen resultiert. Die primédren Mutanten
enthalten allerdings viele tausend Mutatio-
nen, von denen die meisten stumm sind. Um
durch eine Genomsequenzierung dennoch
nur die entscheidende Mutation zu finden,
bedient man sich eines Tricks: Die Mutante
wird mit einem Wildtyp gekreuzt und wieder
eine Mutante mit dem beobachteten Phéno-
typ von den Nachkommen ausgewihlt. Diese
wird dann erneut mit einem Wildtyp gekreuzt
und ca. 20 Nachkommen mit dem Mutanten-
phénotyp ausgewdhlt. Alle 20 Stimme sollten
also die gleiche Mutation tragen (8 Abb. 4.9).
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O Abb. 4.8 Eine Suppressoranalyse, um interagierende Proteine zu finden. Durch solch einen Screen wurde

y-Tubulin entdeckt. (Entnommen aus Fischer 1999)

Durch die Kreuzung mit dem Wildtyp haben
aber alle Stimme verschiedene Mutatio-
nen verloren, je nachdem, welche Chromo-
somen oder Chromosomenstiicke von der
Mutante oder vom Wildtyp stammen. Wenn
jetzt genomische DNA aller 20 Stimme ver-
eint, gemeinsam sequenziert und mit der
Wildtyp-DNA Sequenz verglichen wird, sollte
idealerweise nur eine Mutation in allen Reads
vorkommen (die DNA wird durch viele Mil-
lionen kleine Reads sequenziert, sodass jede
Stelle des Genoms viele Male in den kleinen
Sequenzen vertreten ist). Wenn jetzt das ent-
sprechende Gen in einem Wildtyp deletiert
wird oder die gleiche Mutation in einen Wild-
typ eingefiihrt wird, wie sie in der Sequenzie-
rung bestimmt wurde, sollte der Stamm den
gleichen Mutantenphinotyp aufweisen wie
die urspriingliche Mutante. Die gesamte Pro-
zedur kann in wenigen Monaten durchgefiihrt
werden.

4.7 Konidiophorenbildung als
Beispiel eukaryotischer
Entwicklungsbiologie

Ein faszinierender Aspekt der Biologie von A.
nidulans — wie der meisten Pilze - ist die Bil-
dung verschiedener Sporen. Wenn A. nidulans
in Flassigkultur geziichtet wird, verldngern
und verzweigen sich die Hyphen und bilden
Mycelbéllchen. Wenn der Pilz allerdings auf
eine Agaroberfliche aufgebracht wird und die
Hyphen mindestens 20 h vegetativ gewachsen
sind, beginnt ein komplexes Differenzierungs-
programm, in dessen Verlauf Tausende von
asexuellen Sporen (Konidien) gebildet wer-
den. Die Sporen werden an Sporentragern
(Konidiophoren) generiert und dienen der
Verbreitung des Pilzes zur Eroberung neuer
Habitate. Wenn die Differenzierung eingeleitet
wurde, wird zunichst aus einem Hyphen-
kompartiment ein Stielchen in den Luftraum
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B Abb. 4.9 Bestimmung einer Mutation im Genom durch Genomsequenzierung. Ein haploider (n) Wildtyp
(WT) wird durch UV-Licht mutagenisiert (mut), wodurch Tausende von Mutationen im Genom entstehen.

Eine Mutante, zum Beispiel eine Entwicklungsmutante, wird selektiert, und die Phanotyp verursachende
Mutation soll bestimmt werden. Um die Zahl der Hintergrundmutationen, also der Tausenden Mutationen,

die nicht den Phanotyp verursachen (stumme Mutationen oder Mutationen in anderen Genen), zu reduzieren,
wird die Mutante mit einem Wildtypstamm gekreuzt. Dadurch wird die Phdanotyp verursachende Mutation
maoglicherweise mit Chromosomen aus dem Wildtyp zusammengebracht (Neu- und Rekombination). Die
Wildtypchromosomen enthalten keine Mutationen (griin). Die Kreuzung eines Stammes mit der Mutation kann
nochmals wiederholt werden. Aus den Nachkommen werden dann mehrere Mutanten (hier sechs) und mehrere
Wildtypstamme (hier auch sechs) ausgewahlt, die genomische DNA jeweils der Mutanten und der Wildtypen
gemischt und sequenziert. Die Phanotyp verursachende Mutation sollte in allen Reads der Mutanten-DNA
auftauchen
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gebildet (B Abb. 4.10). Nachdem sich das Stiel-
chen ca. 70 um verldngert hat, hért das polare
Wachstum auf und das Stielchen schwillt am
Ende zu einem Vesikel an. Von dort werden
in einem Knospungsvorgang 50-70 primire
Sterigmata oder Metulae gebildet, die jeweils
zwei bis drei sekundére Sterigmata oder Phia-
liden bilden. Diese sind die sporenbildenden
Zellen und generieren alle zwei Stunden eine
neue Spore (Konidium), sodass die sich ver-
lingernde Kette von Sporen (bis zu 100) nach
oben geschoben wird. Die jiingste Spore fin-
det sich also an der Basis. Die Komplexitit
des Vorgangs wird bei genauerer Betrachtung
ersichtlich. Zwei wesentliche Unterschiede
der sich differenzierenden Kompartimente
im Vergleich zu vegetativen Kompartimen-
ten sind sofort offensichtlich. Wéihrend das

Entwicklungszeit (h)

15 Sporenreifung wet

Genkaskade
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vegetative  Spitzenkompartiment unendlich
wachsen kann, haben die Stielchen, Metulae
und Phialiden eine definierte Lange. Wih-
rend vegetative Kompartimente und auch das
Stielchen mehrere Zellkerne enthalten, ent-
halten Metulae, Phialiden und Sporen nur
jeweils einen Zellkern. Wiahrend der Zell-
zyklus in den Metulae in nach zwei Mito-
sen gestoppt wird, wird der Zellzykus in den
Phialiden beschleunigt, aber die Zellkern-
teilung wird jetzt an die Cytokinese gekoppelt,
sodass jede Spore einen Zellkern erhilt. In
den Sporen verbleiben die Zellkerne in der
G1-Phase. Molekulare Untersuchungen haben
ergeben, dass viele hundert Gene wihrend
der asexuellen Sporenbildung im Vergleich zu
vegetativem Mycel unterschiedlich exprimiert
werden. Dabei spielen Transkriptionsfaktoren

| O I white — Konidien
Metulae- o
10 und abascus — yellow ’/I Phialiden
Phialidenbildung : — Met_ulae
I rodletless Vesikel

5 Vesikelbildung
bristle

T

fluffy

h

0 Induktion Signale

Stiel

B Abb. 4.10 Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Konidiophorentwicklung und Schema der
Genkaskade, die die Entwicklung steuert. (Nach Fischer und Timberlake 1995)
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Mutagenese von Sporen von A. nidulans zur Isolierung von Entwicklungs- und Pigmentmutanten.

a und b Sporen werden mit UV-Licht bestrahlt und auf Agarplatte ausplattiert. b Die verdnderten Kolonien
sind leicht auf der bewachsenen Agarplatte zu erkennen. Die Pfeile zeigen auf gelbe Pigmentmutanten. c
Zusammenstellung einiger Entwicklungsmutanten. (Nach Kriiger et al. 1997)

eine wichtige Rolle, die differenziell exprimiert
werden und die Expression vieler anderer
Gene steuern. Viele der Gene wurden durch
Mutagenese und anschlieffende Komplemen-
tation entdeckt. Durch UV- oder chemische
Mutagenese wurden dazu viele Entwicklungs-
mutanten erzeugt (8 Abb. 4.11). Dabei wurde
zundchst darauf Wert gelegt, dass das vege-
tative Wachstum nicht beeintrachtigt, son-
dern die Entwicklung spezifisch wihrend
eines Zeitpunktes der Entwicklung gestort
ist. So wurde zum Beispiel eine Mutante iso-
liert, die das Entwicklungsprogramm noch
einleitete, bei der die Konidiophorenbildung
aber auf der Stufe der Stielchen blockiert war.
Da die Kolonieoberflichen deshalb aussahen,
als hatte der Pilz Borsten, wurde die Mutante
Bristle-Mutante genannt. Das entsprechende
Gen, brlA, wurde durch Komplementation mit
einer Wildtypgenbank kloniert und codiert
fir einen Zn-Finger-Transkriptionsfaktor. Wie
nachfolgende Untersuchungen zeigten, kontrol-
liert dieses Gen viele andere Regulatoren und
Gene, die fiir die Konidiophorbildung benétigt
werden. Es ist ein sogenannter Masterregulator.
Die Analyse vieler weiterer Mutanten und die
anschlieflende detaillierte Untersuchung der
Interaktionen hat ein komplexes Bild der Ent-
wicklungsregulation ergeben. Eine zentrale
Kaskade von Entwicklungsregulatoren steuert
Gene fiir die Pigment-Biosynthese, aber auch
zum Beispiel Gene zur Steuerung des Zell-
zyklus im Konidiophor.

4.8 Entwicklungsmutanten von A.
nidulans

Die Analyse der asexuellen Entwicklung ist vor
allem mit zwei Namen verkntipft, John Clutter-
buck (Glasgow University, UK) und William
E. Timberlake (Athens University, USA). J.
Clutterbuck hat Ende der 1960er-Jahre mit der
Isolierung und klassischen Charakterisierung
einiger Entwicklungsmutanten den Grund-
stein fiir eine moderne Analyse gelegt. Die
molekulare Analyse, die auch die parallele Ent-
wicklung vieler molekulargenetischer Metho-
den wie zum Beispiel der Transformation
erforderte, wurde wesentlich von W. E. Tim-
berlake vorangetrieben. Viele der Schiiler die-
ser Labors haben die Thematik bis heute weiter
verfolgt und mit ihren Forschungen zu einem
detaillierten Verstdndnis der Entwicklungsbio-
logie von einfachen Eukaryoten beigetragen.

4.9 Sexuelle Entwicklung und
Genetik von A. nidulans

Viele Schimmelpilze bilden &hnliche asexu-
elle Sporentriager wie A. nidulans. Daneben
ist A. nidulans aber auch in der Lage, sexuelle
Sporen (Ascosporen) zu bilden. Diese Sporen
werden in Fruchtkorpern (Cleistothecien)
gebildet und dienen vor allem der Uber-
dauerung ungtinstiger Umweltbedingungen.
Die Fahigkeit zur sexuellen Sporenbildung
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hat unter anderem zur weiten Verbreitung des
Pilzes in der Forschung gefiihrt. Die gleichen
Eigenschaften, vegetative und sexuelle Ver-
mehrung, findet man auch in der Bécker- und
der Spalthefe oder auch in Drosophila. Die
sexuelle Entwicklung wird durch die Fusion
zweier Hyphen eingeleitet. Dabei kommen
Zellkerne verschiedener Individuen in einem
Kompartiment zusammen und bilden ein
Heterokaryon. Die Zellkerne verschmelzen
zunéchst nicht, sondern der heterokaryotische
Zustand kann lange aufrechterhalten wer-
den, sodass das heterokaryotische Mycel zu
Kolonien heranwiéchst und stabil vermehrt
werden kann. Wenn die sexuelle Entwicklung
eingeleitet wird, entstehen zunichst spezielle,
sehr dickwandige Zellen, die sogenannten
Hiille-Zellen (8 Abb. 4.12). Sie bilden kleine,

™~
==

==
Asco-
spore

sexuell

Kleistothecium

Hulle-Zelle
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nestartige Strukturen, in deren Innerem dann
sich eine hakenformige Hyphe bildet. Sie ent-
wickelt sich zur Ascusmutterzelle und enthilt
jeweils einen Zellkern von jedem Kreuzungs-
partner. Die beiden Zellkerne verschmelzen
schliefflich, um direkt im Anschluss durch
Meiose vier neue Zellkerne zu generieren.
Diese teilen sich nochmals mitotisch und
werden durch Abgrenzung des Cytoplasmas
und Bildung von stabilen Zellwdnden in die
Ascosporen verpackt. Die acht Ascosporen
sind also wieder haploid. Nach Abschluss
der Ascosporenbildung teilt sich jeder Zell-
kern jeweils noch einmal mitotisch, sodass
reife Ascosporen immer zwei identische Zell-
kerne enthalten. Die Ascosporen konnen
jahrzehntelang im Boden tiiberdauern, um
dann bei giinstigen Nahrstoftbedingungen

B Abb.4.12 Bei guter Nahrstoffversorgung bilden Hyphen innerhalb von 20 h asexuelle Konidophoren mit
Tausenden von Konidien. Die Konidiophore stehen dicht an dicht auf der Kolonieoberfliche, sodass die gesamte
Kolonie griin erscheint. Bei Nahrstoffmangel bildet der Pilz sexuelle Kleistothecien, in denen durch Meiose
Ascosporen entstehen. Die Entscheidung zwischen den beiden Entwicklungswegen wird auch durch Licht

beeinflusst. Wird eine Kolonie im Licht inkubiert, erscheint sie aufgrund der Konidiosporen griin, wéchst sie im
Dunkeln, werden vorwiegend sexuelle Kleistothecien gebildet, sodass die Kolonie gelblich erscheint. Flr den
sexuellen Zyklus ist kein Kreuzungspartner erforderlich, da A. nidulans ein homothallischer Pilz ist. Die Agarplat-
ten wurden zentral beimpft und eine Woche bei 37 °Cim Licht (oben) oder im Dunkeln (unten) inkubiert. (Nach
Kriiger et al. 1997)
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wieder auszukeimen. Im Labor kann der
sexuelle Zyklus innerhalb von zwei Wochen
abgeschlossen werden. Dadurch kénnen die
Eigenschaften der Elternstimme neu kombi-
niert werden, sodass die sexuelle Vermehrung
ein wichtiges Mittel bei der Stammbherstellung
und der molekularen Analyse von Phianomen
darstellt.

In den 1970er-Jahren war die Generierung
von Mutanten und deren anschliefende gene-
tische Analyse ein wichtiges Forschungsgebiet.
So wurden nicht nur die Zellbiologie und
die asexuelle Entwicklung von A. nidulans,
sondern auch viele Stoffwechselwege sowie
deren Regulation untersucht. Durch Aus-
wertung von Dreifaktorkreuzungen wurden
detaillierte genetische Karten des Genoms
erstellt (B Abb. 4.13). Diese Information war
bei der Sequenzierung des Genoms von gro-
fler Bedeutung, sodass eine physikalische
Genkarte anhand der genetischen Genkarte
erstellt und das Genom sehr schnell assemb-
liert werden konnte. Die Genomsequenz der
acht Chromosomen von A. nidulans wurde
2004 zundchst in einem Industrieunter-
nehmen, dann aber auch mit o6ffentlichen
Mitteln entschlisselt. Das Genom umfasst
ca. 30 Mbp und codiert fiir ca. 9500 Gene. Die
Gene sind relativ kompakt angeordnet und
enthalten in der Regel ein bis mehrere kleine
Introns.

Die Genomsequenzierung hat neben einem
groflen Fundus an Wissen auch erhellt, warum
A. nidulans auch ohne einen zweiten Partner
sexuelle Strukturen bilden kann. Dieses Pha-
nomen bezeichnet man als Homothallismus.
Im Menschen sind es die Geschlechtschromo-
somen, die den Unterschied der beiden
Geschlechter ausmachen. Bei Pilzen ist die
Situation zunidchst weniger komplex, da nicht
ganze Chromosomen, sondern nur einzelne
Gene, die Paarungsgene, unterschiedlich sind.
Die Gene liegen im Chromosom an gleicher
Stelle, unterscheiden sich aber komplett in
der Sequenz. Im Falle von A. nidulans wur-
den beide Paarungsgene in einem Individuum
gefunden. Deshalb kann die sexuelle Ent-
wicklung auch mit nur einem Individuum
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ablaufen. Das wirft die Frage nach dem Sinn
des Prozesses auf, da ein wesentlicher Punkt
der sexuellen Vermehrung, namlich die Neu-
kombination von Eigenschaften offensicht-
lich wegtfillt. Bei dieser Betrachtung miissen
allerdings zwei Aspekte beriicksichtigt wer-
den. Zum einen enthdlt ein Individuum sehr
viele Zellkerne, in denen sich unterschiedliche
Mutationen ereignen konnen, sodass diese
Eigenschaften doch neu kombiniert werden
kénnen. Auflerdem gelten die sexuellen Sporen
als Uberdauerungsorgane von A. nidulans.

Nachdem die Genome vieler anderer
Schimmelpilze entschliisselt wurden, hat sich
gezeigt, dass viele der bisher als rein asexu-
elle Pilze (Fungi imperfecti) klassifizierten
Spezies ebenfalls die Paarungsgene enthalten.
Sorgfiltige Kreuzungsversuche haben dann
tatsichlich zur Entdeckung von sexuellen
Strukturen in Pilzen wie A. fumigatus (patho-
gen) oder Penicillium chrysogenum (Penicillin-
produzent) gefiihrt.

Da A. nidulans in der Lage ist, mehrere Ent-
wicklungsprogramme durchzufiihren, stellt sich
die Frage nach der Regulation der Prozesse.
Es sind sowohl innere als auch duflere Fakto-
ren, die bestimmen, ob der asexuelle oder der
sexuelle Zyklus eingeschlagen wird. Ein wich-
tiger Parameter ist der Erndhrungszustand des
Mycels. Die Cleistothecien sind mit ca. 500 um
Durchmesser relativ grofle Strukturen, die
gebildet werden, wenn die Nahrstoffe limi-
tierend sind, das heifit wenn der Pilz hungert.
Um unter diesen Umstdnden aber geniigend
Energie fiir die Bildung der Cleistothecien
bereitstellen zu kénnen, benétigt der Pilz
Reservestofte, die er wihrend des vegetativen
Wachstums angehéuft hat. Als Néhrstoffreserve
verwendet er neben Glycogen die Kohlen-
hydrate der Zellwand. Wihrend des vegetativen
Wachstums wird iiberschiissiger Kohlenstoft in
Form von Zellwandpolymeren abgelagert, die
dann bei der Einleitung des sexuellen Zyklus
unter anderem durch die Induktion einer Glu-
canase und eines Hexose-Transporters, der die
freigesetzte Glucose aufnimmt, zur Verfiigung
gestellt werden. Als duferer Parameter spielt
die Kohlendioxydkonzentration eine Rolle.
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4 B Abb. 4.13 Kreuzungsanalyse. a Kolonien zweier Stamme wachsen nebeneinander, bis sich die Hyphen
beriihren. b Kleine Agarblockchen werden aus dem Grenzbereich entnommen und c auf eine neue Agarplatte
Ubertragen. Beide Elternstdmme sind auxotroph (paba = p-Aminobenzoesaure und pyro = Pyridoxalphosphat),
sodass sie nicht auf Minimalmedium wachsen kdnnen. Wenn die Hyphen allerdings fusioniert sind und ein
Heterokaryon bilden, kénnen sie auf Minimalmedium (ohne p-Aminobenzoesadure und Pyridoxalphosphat)
wachsen. d Nach einer Woche sind neben den griinen und wei3en Konidiophoren auch Kleistothecien ent-
standen. e Ascosporen von einem Kleistothecium wurden ausplattiert. Es entstehen griine und weil3e Kolonien,
aber auch gelbe Stamme. Die gelben Stamme zeigen die Neuverteilung der Chromosomen in der Meiose an.
Wenn ein Stamm die weil3e und die gelbe Mutation tragt, erscheint der Stamm weif3. Das war beim weif3en
Elternstamm der Fall. Wenn er nur die gelbe Mutation tragt, erscheint er gelb. f Griine und weif3e Kolonien wur-
den auf Agarplatten ibertragen, die paba und pyro enthalten (obere Reihe). Hier sollten alle Kolonien wachsen.
Die gleichen Kolonien wurden auch auf Agarplatten nur mit paba Gibertragen (Mitte). Hier kdnnen pyro-auxo-
trophe Mutanten nicht wachsen. Die untere Reihe zeigt das Wachstum der gleichen Kolonien auf Agarplatten
nur mit pyro, sodass hier paba-auxotrophe Stamme nicht wachsen kénnen. Durch Auszédhlen der Kolonien kann
auf die Verteilung der Mutationen geschlossen werden. g Schema der Neuverteilung der Gene. h Schema der
Rekombination und Neuverteilung. Die Haufigkeit der Rekombination kann aus den Phanotypen der Kolonien
(Farbe und Auxotrophie) errechnet werden und ergibt den relativen Abstand von zwei Markern auf einem
Chromosom. Das pyro-Gen liegt auf Chromosom IV und ist hier nicht dargestellt. (Entnommen aus Sievers et al.

1997)

Der sexuelle Zyklus wird bevorzugt bei einem
etwas erhohten CO,-Partialdruck eingeleitet.
Dem Wechsel zwischen Wachstum im Subs-
trat und Wachstum auf dem Substrat ist A. nidu-
lans in der Natur vermutlich hdufig ausgesetzt,
dieser hat weitreichende Konsequenzen nicht
nur hinsichtlich der Entwicklungsvorgange.
Viele Parameter konnen unter den beiden
Bedingungen stark variieren. So kann das Mycel
auf der Oberfliche im Tagesverlauf starken
Temperaturschwankungen oder Feuchtigkeits-
unterschieden ausgesetzt sein, wahrend diese
Schwankungen im Boden oder im Substrat oft
weniger drastisch sind (8 Abb.4.14). Asper-
gillus nidulans und andere Pilze konnen sich
an viele Wachstumsbedingungen anpassen,
benétigen aber natiirlich etwas Zeit. Das konnte
der Grund dafiir sein, dass Pilze Lichtrezeptoren
besitzen und damit auf Licht reagieren. In der
Regel besitzen Pilze Blaulichtrezeptoren. Die-
ses System besteht im Wesentlichen aus einem
Transkriptionsfaktor, der Flavin als Chromo-
phor gebunden hat. Durch Lichteinstrahlung
andert der Transkriptionsfaktor seine Aktivitit,
was zur Regulation vieler hundert Gene fiihrt.
Daneben besitzt A. nidulans — und einige weitere
Pilze — auch Phytochrom als Rotlichtrezeptor.
Phytochrom war urspriinglich nur aus Pflanzen

bekannt, wurde aber vor einiger Zeit auch in
Bakterien und Pilzen entdeckt. Aspergillus nidu-
lans kann also blaues und rotes Licht wahr-
nehmen und in differenzielle Genexpression
ibersetzen. Die genaue Signalverarbeitung und
-weiterleitung wird noch untersucht.

4.10 Sekundarstoffwechsel
und neue industrielle
Anwendungsmaoglichkeiten

Viele Pilze zeichnen sich durch einen aus-
gepragten Sekundirstoffwechsel aus. Als
Sekundarstoffwechsel bezeichnet man Stoft-
wechselwege, die nicht fiir das Uberleben
(unter Laborbedingungen) notwendig sind.
Dazu gehoren so bekannte Substanzen wie
Penicillin, dessen Funktion in der Natur
vermutlich darin besteht, Bakterien in der
Umgebung zu hemmen und damit Konkur-
renten um die vorhandene Nahrung zu kon-
trollieren. Bei Substanzen wie Aflatoxin und
anderen sogenannten Mykotoxinen fillt die
Erklarung schwerer, da fiir den Pilz keine
offensichtlichen Vorteile gegeben sind. Es
konnte sein, dass einige Substanzen einen
Frafischutz darstellen, aber meistens ist die
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O Abb.4.14 Molekulare Analyse der Lichtregulation und der Sterigmatocystinbildung in A. nidulans. a Phyto-
chrom ist ein wichtiger Lichtsensor, der das Signal Gber den HOG-Signalweg in den Zellkern leitet. Licht gilt als
friher Indikator von Stressbedingungen an der Bodenoberflache. b Die Gene fiir die Sekundarmetabolitbildung
sind haufig in Genclustern angeordnet. Ein gut untersuchtes Beispiel ist die Aflatoxin-Biosynthese (A. nidulans
bildet Sterigmatocystin). Im Cluster ist ein Regulator codiert (AfIR), der fiir die Expression aller anderen Gene im
Cluster verantwortlich ist. Dadurch ist eine koordinierte Expression méglich
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natiirliche Funktion unbekannt. Dennoch
sind die Molekiile von groflem Interesse, da
sie antimikrobielle Eigenschaften haben kon-
nen oder pharmakologisch wirksam sind und
gegen Entziindungen oder gegen Krebs ein-
gesetzt werden. Viele Medikamente gehen
auf Naturstoffe zuriick, sodass nach wie vor
versucht wird, neue, hochwirksame Ver-
bindungen zu finden. Die modernen moleku-
largenetischen Methoden erdffnen dabei eine
neue Dimension der Forschung.

Die genetische Analyse des Aflatoxin-
Genclusters in A. nidulans (A. nidulans bildet
kein Aflatoxin sondern eine weniger toxische
Vorstufe, Sterigmatocystin) hat ergeben, dass
die mehr als 20 benétigten Gene alle in einem
Gencluster angeordnet sind (B Abb. 4.14b).
In Eukaryoten sind Gencluster ansonsten
eher selten, kommen aber bei Pilzen bei den
Sekunddrmetaboliten haufig vor. Ein zentra-
les Enzym der Aflatoxin-Biosynthese - wie
auch in der Biosynthese vieler anderer Sekun-
darmetabolite — ist eine Polyketid-Synthase,
die aus Acetyl-CoA-Untereinheiten ein Poly-
ketidgrundgeriist synthetisiert. Dieses wird
dann durch viele andere Enzyme modifiziert.
Innerhalb des Genclusters wurde ein Gen ent-
deckt, das als Transkriptionsfaktor alle anderen
Gene des Clusters reguliert. Wenn also dieser
Transkriptionsfaktor induziert wird, werden alle
fur die Biosynthese von Aflatoxin benétigten
Gene synchron induziert (8 Abb. 4.14b). Neben
der transkriptionellen Kontrolle der Gene spielt
die Chromatinstruktur eine wichtige Rolle.

Die Genomanalyse hat ergeben, dass es
viele potenzielle Gencluster gibt, die eine
Polyketid-Synthase (ca.30 im Genom von
A. nidulans) enthalten und damit fiir einen
Sekunddrmetaboliten ~ codieren.  Allerdings
werden die meisten Gencluster unter Labor-
bedingungen nicht induziert. Man spricht von
schlafenden Genclustern. Solche schlafenden
Gencluster findet man in vielen Pilzen sehr
haufig, sodass die Pilze in der Lage sind, noch
viele bislang unbekannte Sekundirmetabolite
zu bilden. Da offensichtlich - zumindest im
Falle des Aflatoxin-Genclusters — die Induktion
des Transkriptionsfaktors das Schliisselereignis
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zur Aktivierung des gesamten Clusters dar-
stellt, wurde die gleiche Strategie angewendet,
um schlafende Gencluster zu aktivieren. Der
Transkriptionsfaktor wurde unter die Kont-
rolle eines induzierbaren Promotors gestellt
und dann das Sekundirmetabolitprofil des
Pilzes unter induzierenden Bedingungen
analysiert. Dadurch konnte zum Beispiel Aspy-
ridon als neuer Sekunddrmetabolit entdeckt
werden. Als weitere Strategie wurden bereits
einzelne Polyketid-Synthase-Gene oder sogar
ganze Gencluster aus unterschiedlichen Pilzen
amplifiziert und in A. nidulans zur Expression
gebracht. Dadurch wurden ebenfalls neue
Metabolite gewonnen. Obwohl A. nidulans
keine grofle Bedeutung in der industriellen Pro-
duktion hat, zeigen die Beispiele die Bedeutung
des Pilzes in der Grundlagenforschung zur Ent-
deckung neuer Substanzen oder zur Analyse
der genetischen Regulation. In der Produktion
spielen heute vor allem Penicillium chrysoge-
num, A. niger und A. oryzae wichtige Rollen.
Alle drei sind aber genetisch nicht so gut hand-
habbar wie A. nidulans, sodass die Prozesse oft
zunéchst in A. nidulans untersucht werden.
Neben der Produktion von nieder-
molekularen Substanzen und der Analyse
von Stoffwechselwegen wurde eine neue
Anwendungsmoglichkeit etabliert. Hierbei
handelt es sich um kleine amphiphile Proteine,
die auf der Sporenoberfliche von A. nidulans,
aber auch auf den Hyphen und Sporen ande-
rer Pilze, zu finden sind. Sie werden als Hydro-
phobin bezeichnet und wurde urspriinglich in
dem Basidiomyceten Schizophyllum commune
entdeckt. Diese Proteine bilden mono-
molekulare Schichten und sind im Falle von
A. nidulans als regelmiflige Stabchen auf der
Oberfliche zu erkennen (B Abb.4.15). Es ist
gelungen, eines der Proteine heterolog in E.
coli zu produzieren und zur Beschichtung
von Oberflichen zu benutzen. Dadurch
kann die Polaritit von Oberflichen ver-
andert werden. Interessanterweise verbessert
das Protein offensichtlich die Klebewirkung
herkémmlicher Leime, sodass Hydropho-
bin in der Buchbindung eingesetzt werden
kann (B Abb.4.15d, e). Dadurch wurde ein
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e
YES, WE CAN...

NEW TECHNOLOGY PERFECT BINDING

O Abb. 4.15 Anwendung von pilzlichem Hydrophobin. a Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines
Konidiophors von A. nidulans; b rasterkraftmikroskopische Aufnahme von der Sporenoberflache. Die Rodlets

aus Hydrophobin sind erkennbar; c In der rodA-Deletionsmutante fehlt der Hydrophobinbelag. RodA stellt also
das wesentliche Hydrophobin auf der Sporenoberflache dar; d, e Hydrophobin wurde in der Buchbinderei ein-
gesetzt. Durch die Behandlung des Papiers mit Hydrophobin werden feine Cellulosefasern benetzt und sind fir
den Kleber besser zuganglich. d Hier wurden zwei verklebte Blattkanten auseinander gezogen. Da der Kleber
durch die Hydrophobine so stark am Papier haftet, werden Klebstofffasern gebildet. Die Technik ermdglicht eine
energiesparende Kaltleimung, die auf3erdem duf3erst robust ist und die Lay-flat-Technologie (e) erlaubt. (a ent-
nommen aus Kriiger et al. 1997; b, c entnommen aus Grlinbacher et al. 2014; d, e freundlicherweise von Franz
Landen, Ribler AG Stuttgart und Erfinder der Lay-flat-Bindetechnolgoie auf Basis von Protein, zur Verfligung

gestellt)

Kaltklebeverfahren moglich, sodass sehr viel
Energie eingespart wird. Durch die erhéhte
Wirksamkeit des Klebers ist es moglich, nur
den Buchriicken zur Verklebung zu ver-
wenden. Die Technik wird als Lay-flat-Tech-
nologie bezeichnet, weil derartig gebundene
Zeitschriften oder Biicher keinen Falz haben
und deshalb komplett aufgeschlagen werden
kénnen. Die Proteine konnen aber auch weiter
funktionalisiert werden. Eine der Hoffnungen
besteht darin, dadurch antibakterielle Ober-
flichen zu generieren und Biofilmwachstum
zu kontrollieren oder zu hemmen.
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Uberblick fiir schnelle Leser

Das kleine unscheinbare ,Unkraut” Arabidopsis
thaliana nutzt in der freien Natur kurzzeitige
Stoérungen der Vegetationsdecke, um in kir-
zester Zeit seinen Lebenszyklus zu vollenden
und dann in Form von Samen auf die nachste
glinstige Gelegenheit zu warten. Aufgrund
dieser sogenannten Therophyten-Strategie ist
alles bei der Ackerschmalwand (Arabidopsis
thaliana) auf schnelle Entwicklung und maxi-
male Samenbildung hin ausgerichtet. Das
Genom ist die Minimalversion dessen, was
eine Pflanze braucht, und der Lebenszyklus ist
in weniger als zwei Monaten vollendet. Diese
Eigenschaften machen die Ackerschmalwand
zum idealen Modell fiir Pflanzengenetik. Da
gezieltes Ausschalten von Genen (noch) nicht
zur Verfligung steht, spielen weltweit ver-
netzte und Uber Datenbanken erschlossene
Mutantenkollektionen die entscheidende Rolle.
Am Beispiel des Phototropismus wird erklart,
wie man damit von einer Funktion (Wahr-
nehmung der Lichtrichtung) zum verantwort-
lichen Gen gelangt. Infolge der 6kologischen
Strategie weist die Entwicklung von Arabidopsis
einige Besonderheiten auf, beispielsweise sehr
festgelegte Abfolgen von Zellteilungen. Diese
stereotype Cell-Lineage gaukelt vor, dass das
Entwicklungsschicksal einer Zelle schon sehr
frih festgelegt werde. Mithilfe von Enhan-
cer-Trap-Linien in Verbindung mit der gezielten
Entfernung einzelner Zelltypen mithilfe eines
starken Lasers gelang es jedoch zu zeigen,
dass auch bei Arabidopsis (so wie bei anderen
Pflanzen auch) die Zellen standig Signale aus
ihrer Nachbarschaft aufnehmen und dement-
sprechend ihren Entwicklungsweg flexibel
anpassen. Auch wenn Arabidopsis thaliana
selbst nicht wirtschaftlich genutzt wird, dient
es als wichtiges genetisches Bezugsystem fiir
die Arbeit mit verwandten Modellpflanzen -
etwa Arabidopsis halleri, die auf schwermetall-
haltigen Boden gedeiht und daher fir die
Sanierung von Bergbauschdden interessant
ist, oder der Raps (Brassica napus), der als 6llie-
ferende Energiepflanze (Biodiesel) inzwischen
erhebliche wirtschaftliche Bedeutung innehat.

Aktuelle Forschungen am Modellorganismus
Arabidopsis zielen darauf, das Genom kon-
trolliert verandern zu konnen. Hier hat sich
unter mehreren Alternativansatzen vor allem
das CRISPR/Cas-System als Methode der Wahl
herausgestellt. Die an Arabidopsis mdgliche
methodische Optimierung des CRISPR/Cas-Sys-
tems hat es nun moglich gemacht, auch bei
anderen Pflanzen Mutationen gezielt einfligen
zu konnen. Dies hebt die Moglichkeiten der
pflanzlichen Gentechnik auf ein vollig neues
Niveau.

5.1 Arabidopsis als Modellsystem:
wozu und warum?

= Pflanzen sind anders. Warum?

Pflanzen liefern die Grundlage fir fast
alles Leben auf diesem Planeten, den Men-
schen und seine technische Zivilisation ein-
geschlossen. Die Nutzung von Licht als
Energiequelle des Lebens begann vor mehr
als drei Mrd. Jahren und fithrte zu Lebens-
formen, deren gesamte Organisation und
Funktion auf die Photosynthese hin aus-
gerichtet wurde. Durch die photosynthetische
Erzeugung von Sauerstoff und energiereichen
organischen Molekiilen prigten und formten
Pflanzen die Lebensbedingungen auch fiir
alle anderen Organismen.

Da Pflanzen ohne Licht nicht existieren
konnen, gab es fir pflanzliches Leben im
Meer nur zwei Wege: Pflanzliches Plank-
ton schwebt nahe der Wasseroberfliche
und muss, damit es nicht sinkt, klein sein,
wodurch es leicht zur Beute von Fressfeinden
wird. In der Néhe der Uferlinie konnten fest-
sitzende (benthische) Pflanzen zwar grofler
werden und sich damit besser vor Tierfrafd
schiitzen, dringten sich jedoch auf einem
sehr begrenzten Lebensraum. Als es Pflan-
zen vor knapp einer halben Milliarde Jahren
gelang, das feste Land zu besiedeln und
damit unbegrenzten Zugang zum Licht zu
gewinnen, wurde das Land damit auch fiir
andere Lebensformen erschlossen.
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Unter den knapp 400.000 Pflanzenarten
bilden die Bedecktsamer (Angiospermen)
mit etwa 226.000 Arten die vielfiltigste und
okologisch bedeutsamste Gruppe. Beispiels-
weise hingt die Landwirtschaft fast kom-
plett von den Angiospermen ab, sei es direkt
durch den Anbau von Nahrungspflanzen, sei
es indirekt durch die Fiitterung von Tieren.

Leben heift wachsen. In einem wachsen-
den Korper steigt die Oberfliche in der zwei-
ten, das Volumen jedoch in der dritten Potenz
des Radius. Dadurch klaffen Stoffzufuhr und
Verbrauch immer mehr auseinander. Alle
Lebewesen erweitern daher ihre Oberfliche
durch Einstiilpungen oder Auffaltungen, ein
Phénomen, das sich schon bei Einzellern
beobachten ldsst. Grof3 werden bringt einen
Selektionsvorteil, weil groflere Organismen
nicht nur besser gegen Schwankungen der
Umwelt gepuffert sind, sondern auch weniger
leicht gefressen werden kénnen.

Als Folge ihrer photosynthetischen Lebens-
weise miissen Pflanzen ihre Oberflidche nach
auflen vergroflern, was bei mehrzelligen
Organismen eine betrachtliche mechanische
Belastung mit sich bringt. Diese mechani-
sche Belastung hat die pflanzliche Architektur
bis auf die Ebene der einzelnen Zelle hinab
geprigt: Pflanzen sind daher zur Bewegungs-
losigkeit verdammt. Damit dndert sich auch
die Strategie, wie Pflanzen den Widrigkeiten
des Lebens begegnen miissen: Tiere laufen
davon, Pflanzen passen sich an.

Die gesamte pflanzliche Entwicklung
wird daher in weit hherem Mafle abhingig
von Signalen aus der Umwelt gesteuert und
ist insgesamt viel weniger festgelegt und weit
flexibler als bei tierischen Organismen. Dies
wird sehr eindriicklich in der sogenannten
Totipotenz pflanzlicher Zellen sichtbar:
selbst differenzierte Zellen einer Pflanzen
sind imstande, in Antwort auf bestimmte
Signale (Pflanzenhormone) noch einmal die
gesamte Entwicklung zu durchlaufen und
aus einer einzigen Zelle eine komplette, neue
Pflanze zu bilden, eine Fihigkeit, die in viel-
zelligen Tieren nur den heify diskutierten
Stammzellen zukommt.
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= Warum wir fiir Pflanzen eigene Modelle
brauchen

Eine Entwicklung, die tiber drei Mrd. Jahre
hinweg auf die Nutzung von Licht hin opti-
miert wurde, schuf natiirlich Lebensformen,
die sich grundsitzlich von anderen unter-
scheiden. Selbst bei den am hochsten ent-
wickelten Pflanzen sind die einzelnen Zellen
weniger differenziert, als man es etwa von
tierischen Organismen her kennt. Alles in
Pflanzen erscheint diffuser, variabler, weniger
festgelegt. Anders als bei Tieren finden sich
keine klar getrennten Organe. Selbst die land-
ldufigen ,,Organe® der Pflanze — Wurzel, Spross
und Blatt — zeigen vielfiltige Uberginge und
konnen sich iiber sogenannte Metamorphosen
sogar ineinander umwandeln. Viele Funktio-
nen sind reichlich diffus {iber grofle Bereiche
der Pflanze verteilt — so gibt es etwa keine
Augen, sondern alle oberirdischen Zellen
einer Pflanze sind mehr oder minder in der
Lage, Licht wahrzunehmen; es gibt keine Nie-
ren, sondern alle Zellen miissen ihre osmo-
tische Balance selbst aufrechterhalten. Diese
Unterschiede in der Organisation sind so
grundsitzlich, dass es nur selten moglich ist,
Schlussfolgerungen aus tierischen Modellen
auf Pflanzen zu dibertragen. Die Entwicklung
eigener pflanzlichen Modellorganismen war
daher ein zentraler Schritt, um die Bio-
logie dieser fiir unseren Planeten wichtigsten
Lebensform zu verstehen.

Natiirlich geht es auch bei der modernen
Pflanzenbiologie darum, die Funktion von
Genen und ihr Zusammenspiel wiahrend der
Entwicklung zu untersuchen (s. auch Das Gen
hinter Darwins Entdeckung). Der Weg vom
Genotyp zum Phénotyp ist bei Pflanzen weit
starker durch die Umwelt geprégt als bei den
meisten anderen Organismen. Pflanzliche
Modellorganismen sind daher besonders
wichtig, wenn man klaren will, wie Ent-
wicklung, Morphogenese und Genexpression
abhingig von Signalen aus der Umwelt
gesteuert werden. Dies hat auch hand-
feste angewandte Aspekte: Die nachhaltige
Sicherung der Erndhrung beruht in Zei-
ten knapper werdender Ressourcen auf der
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Fahigkeit von Kulturpflanzen, sich an Stress-
bedingungen wie Trockenheit, extreme Tem-
peraturen oder Schadorganismen anpassen
zu konnen. In Antwort auf Signale aus der
Umwelt kénnen Pflanzen zahllose Sekundir-
stoffe bilden, womit sie nicht nur die Heraus-
forderungen ihrer Umwelt meistern, sondern
auch in subtiler und hochkomplexer Weise
andere Organismen manipulieren. Die meis-
ten dieser mehr als einer Million nur bei
Pflanzen vorkommenden Sekundirstofte
entfalten daher sehr spezifische Wirkungen
auf Tiere und natiirlich auch den Menschen
- ein Reservoir, dessen Potenzial fiir die
medizinische Anwendung nach wie vor erst
ansatzweise ausgeschopft ist.

= Warum gerade Arabidopsis?

Dass ein recht unscheinbare Pflinzchen, das
vor allem an Wegrdndern und anderen, eher
unwirtlichen Lebensrdumen eine reichlich
kiimmerliche Existenz fristet (8 Abb.5.1),

B Abb. 5.1
thaliana L.) in ihrem natirlichen Habitat. (Bild
Botanischer Garten, KIT)

Die Ackerschmalwand (Arabidopsis

sich seit den 1980er-Jahren zum Shooting
Star der pflanzlichen Modellorganismen
mauserte, mag zunichst verwundern. Aber
die Ackerschmalwand (so der deutsche
Name fiir Arabidopsis) kann eine ganze Reihe
von Vorteilen vorweisen:

Mit ihren nur finf Chromosomen, auf
denen etwa 25.000 Gene untergebracht sind,
die nur von etwa 10 % repetitiven Sequenzen
begleitet werden, stellt Arabidopsis so etwas
wie die genetische Minimalversion einer
Pflanze dar. Selbst Reis, das Getreide mit dem
kleinsten Genom, benutzt die dreifache Menge
an Basenpaaren (» Kap. 6), und Weizen bringt
gar 20-mal mehr DNA auf die Waage, wovon
freilich 80 % auf repetitive Sequenzen ent-
fallen. Das Genom von Arabidopsis war in
seiner Kompaktheit daher das erste Pflanzen-
genom, das vollstindig entschliisselt werden
konnte.

Als sogenannter Therophyt (so nennt
man Pflanzen, die aufgrund ihrer geringen
Konkurrenzkraft als Samen im Boden tiber-
dauern und bei Stérung der Vegetationsdecke
in kurzer Zeit ihren Lebenszyklus vollziehen,
bevor sie von stirkeren Konkurrenten iiber-
holt werden) ist die Ackerschmalwand
auf Geschwindigkeit hin optimiert: Sechs
Wochen von Keimung bis Samenbildung ist
das Schnellste, was das Pflanzenreich fiir die
genetische Forschung zu bieten hat.

Da Arabidopsis auch in freier Wildbahn
nicht gerade verwchnt ist, lasst sich diese
Modellpflanze sehr einfach im Labor kul-
tivieren, stellt nur wenig Anspriiche und
iberlebt problemlos sogar suboptimale
Behandlung durch girtnerische Dilettanten.

Die robuste und im Vergleich zu den
meisten Pflanzen etwas stereotype Ent-
wicklung von Arabidopsis machte es leicht,
den phénotypischen Effekt von Mutationen
zu deuten. Weltweit genutzte und vernetzte
riesige Sammlungen mit mehr als 300.000 gut
charakterisierten und in 6ffentlichen Daten-
banken beschriebenen Mutanten decken
inzwischen fast alle Gene ab. Dies erleichtert
die Aufkldrung von Funktionen neu ent-
deckter Gene (reverse Genetik) ungemein.
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Das Gen hinter Darwins Entdeckung -
hundert Jahre Phototropismus
Fasziniert von ihrer Andersartigkeit
stellte Darwin gemeinsam mit seinem
Sohn Francis in dem Buch ,The Power of
Movement in Plants” (1881) die Frage,
wie Pflanzen, ohne ein Nervensystem zu
besitzen, sich durch gezieltes Wachstum
an ihre Umwelt anpassen kénnen. Eines
der Phanomene, das ihn besonders
beschéftigte, war der Phototropismus,
also die Fahigkeit vieler Pflanzen, auf
eine Lichtquelle hin zu wachsen. Er grub
Keimlinge bis zur Spitze in Sand ein und
stellte fest, dass die Richtung des Lichts
in der Spitze der Pflanze wahrgenommen
wird, wahrend die Krimmung in einer
Zone weiter unten stattfand - also dort,
bis wohin bei diesem Versuch gar kein
Licht vordringen konnte (8 Abb. 5.2a).

Er schloss daraus, dass die belichtete
Spitze einen Reiz durch die Pflanze

nach unten in die wachsende Zone des
Sprosses schicken musste. Etwa ein halbes
Jahrhundert spater gelang es aufgrund
der Erkenntnisse von Frits Went (1928)
und Nikolai Cholodny (1927), dieses
Signal zu identifizieren: Auxin, das wohl
wichtigste Pflanzenhormon. In den
hundert Jahren nach Darwins Entdeckung
wurde der Phototropismus in groBer
Ausfihrlichkeit formalphysiologisch
untersucht. Die molekulare Natur des
Photorezeptors, der das Licht wahrnimmt,
blieb jedoch im Dunkeln.

Es war die Ackerschmalwand, die den
Durchbruch brachte: In der Arbeitsgruppe
von Winslow Briggs wurden Mutanten
identifiziert, die nicht mehr in der

Lage waren, sich phototropisch zu
kriimmen (Liscum und Briggs 1995).
Dazu wurde zunéchst eine Mutagenese
mit schnellen Neutronen durchgefiihrt.
Die gewaltige Zahl von 140.000 Pflanzen
wurde durchmustert (sog. Screening).

Die Dosis der Neutronenbestrahlung
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war so gewahlt, dass im Mittel in jedem
Samen eine Mutation zu erwarten war.
Da Mutationen zufallig auftreten, sollte
man mit dieser Zahl von Pflanzen fir
die meisten Gene eine mutierte Version
finden. Nun wurden diese Keimlinge
mit seitlichem Blaulicht einer zuvor
definierten Dauer und Intensitat bestrahlt,
sodass sich die meisten Keimlinge zum
Licht hin krimmten. Einige Keimlinge
blieben gerade - darunter waren
natdrlich auch solche, die einfach kurz
geblieben waren. Hier war also einfach
das Wachstum gehemmt, womit
gleichzeitig auch keine phototropische
Reaktion moglich war — diese Mutanten
waren nattrlich nicht so interessant.
Einige Mutanten waren jedoch genauso
lang wie die unbestrahlten Kontroll-
pflanzen und krimmten sich dennoch
nicht — diese Pflanzen waren das, was man
gesucht hatte. Hier war das Wachstum
nicht betroffen, aber offenbar die
Wahrnehmung oder Verarbeitung des
Lichtreizes unterbrochen (8 Abb. 5.2b).
Um ein Bild zu gebrauchen: Wenn ein
Gefangener nicht zur gedffneten Tire
gehen kann, weil ihm die Beine fehlen,
heilt das noch lange nicht, dass er
blind ist. Man suchte in diesem Screen
jedoch nach Mutanten, die blind sind.
Durch Kreuzung fand man heraus, dass
diese Mutanten vier unterschiedlichen
Genorten (sog. Loci) entsprachen.

Wie l&sst sich so eine Aussage treffen,
wenn man die Natur des betroffenen
Gens doch noch gar nicht kennt? Ganz
einfach: durch klassische Kreuzung. Wenn
zwei Mutanten, die an verschiedenen
Loci betroffen sind, gekreuzt werden,
sollten ihre Nachkommen jeweils

eine intakte Kopie erhalten und daher
»geheilt” sein (B Abb. 5.2¢), also wieder
Phototropismus zeigen (jedenfalls im
Falle von rezessiven Mutationen). Unter
diesen vier Gruppen von Mutanten, die
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B Abb. 5.2 Wie man Mutanten fiir den Photorezeptor des Phototropismus fand. a Darwins Nachweis, dass
die Lichtrichtung in der Spitze von StiBgraskeimlingen liber einen Photorezeptor (X) wahrgenommen und Gber
ein unbekanntes Signal (Y) nach unten in die Wachstumszone geleitet wird. Das Signal Y wurde spater als das
Pflanzenhormon Auxin identifiziert. b Isolierung von Arabidopsis-Mutanten, bei denen der Photorezeptor X
betroffen ist. Es wurden Samen ungerichtet mutagenisiert (in diesem Falle durch schnelle Neutronen). Diese
Samen der M1 (mutagenisierte Generation 1) wurden hochgezogen und die Pflanzen geselbstet (Selbst-
befruchtung). Grund: Die meisten Mutationen sind rezessiv, werden also in der M1 nicht ausgepragt. In der
nachsten Generation sollten sie in einem Viertel der Nachkommenschaft sichtbar werden. Die Keimlinge dieser
M2-Generation werden einem sogenannten Screening unterzogen: Man bestrahlt mit seitlichem Blaulicht,

um eine phototropische Krimmung auszuldsen. Die meisten Keimlinge kriimmen sich, sind also hinsichtlich
des Phototropismus normal (Wildtyp, WT), manche krimmen sich nicht, weil sie im Wachstum betroffen sind
(Zwerg- oder Dwarf-Mutanten, dw). Gesucht wird nach Mutanten, die normal wachsen, sich aber dennoch nicht
krimmen. Bei diesen nph- (fir non-phototropic) Mutanten ist also moglicherweise der gesuchte Photorezeptor
mutiert. ¢ Funktionelle Komplementierung durch Kreuzung. Wenn eine homozygote nph1-Mutante (betroffen
in Chromosom 3) mit einer homozygoten nph4-Mutante (betroffen in Chromosom 5) gekreuzt wird, entstehen
in der F1 Pflanzen, die in beiden Genorten heterozygot sind. Der Phototropismus wird durch die Kreuzung also
,geheilt”, und das ist ein Hinweis, dass die beiden Mutanten in unterschiedlichen Genorten mutiert sind

nph1 bis -4 (fiir non-phototropic) getauft Membranproteins, die im Wildtyp
wurden, war nph1 am spannendsten, wenige Sekunden nach Belichtung zu
weil hier der Phototropismus komplett beobachten war. Signale werden in den
ausgefallen war. Mehrere unterschiedliche meisten Fallen durch membranstéandige
Linien waren in diesem Locus mutiert. Rezeptorproteine wahrgenommen, was
Bei allen fehlte eine durch Blaulicht dann oft durch eine Kinase-Kaskade
ausgeldste Phosphorylierung eines noch von der Plasmamembran zum Zellkern

nicht identifizierten, 120 kDa grof3en weitergemeldet wird. Aus diesen
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Uberlegungen heraus wurde nphT als
heiBer Kandidat fiir den Rezeptor des
Phototropismus gehandelt.

Molekular identifiziert war der
Photorezeptor damit noch lange nicht.
Jahrelang hatte man versucht, aus
Plasmamembranen verschiedener
Pflanzen solche Proteine zu reinigen, die
durch Blaulicht schnell phosphoryliert
werden. Dies war unendlich mithsam und
brachte nicht den erhofften Durchbruch.
Auch hier war es letztendlich ein
genetischer Ansatz, der zum Ziel fiihrte.
Mit ihrer extrem kurzen Generationsfolge
war Arabidopsis hier das Modell der Wahl,
weil sich hier eine Mutation mit dem in

» Abschn. 5.2.3 beschriebenen Verfahren
des Map-based Cloning gut und schnell
kartieren lasst: Hierzu wird die Mutante
mit einer méglichst unterschiedlichen
Arabidopsis-Pflanze (die einem anderen
sog. Okotyp entspricht) gekreuzt, eine
moglichst groe F2-Population erzeugt
und dann Uber genetische Kartierung

der Ort der Mutation méglichst genau
eingegrenzt. Im Falle von nph1 konnte
gezeigt werden, dass die Mutation nur
etwa 26 cM (Centimorgan) von dem
morphologisch gut erkennbaren Marker
glabral (der fir die Bildung von Haaren
wichtig ist — solche Mutanten sind also
gleichsam ,nackt”) entfernt war. Das ist
molekulargenetisch gesehen immer noch
eine riesige Distanz, auf der Hunderte von
Genen liegen kénnen. Man wiederholte
daher das Verfahren nun mit molekularen
Markern, die tiber PCR nachweisbar sind,
und suchte nach solchen, die ndher an
nph1 lagen. Tatsachlich gelang es, zwei
solcher Marker zu finden, die am Ende
nur noch 0,3 cM entfernt lagen. An dieser
Stelle nutzte man nun die Hilfe eines
ganz anderen Modellorganismus, ndmlich
Hefe (» Kap. 3). Man hatte namlich das
gesamte Genom von Arabidopsis in
handliche Stiicke zerschnitten, diese in
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sogenannte Yeast Artificial Chromosomes
(YACs) verpackt und das Ganze in Hefe
eintransformiert. Die Mengen wurden so
eingestellt, dass jede Hefezelle im Mittel
ein solches YAC abbekam. Man erhielt
also eine Sammlung von Hefeklonen,

die das gesamte Arabidopsis-Genom
abbildeten (eine sog. YAC-Bibliothek).
Nun musste man nur noch den Hefeklon
finden, der das YAC mit dem nph1 enthielt
(8 Abb. 5.3). Dies gelang tiber PCR mit
den neu gefundenen eng benachbarten
Markern. Jetzt musste das in der PCR
amplifizierte DNA-Fragment nur noch
sequenziert werden.

In diesem YAC waren naturlich immer
noch mehrere Gene enthalten. Aber durch
Vergleich der Sequenzen aus Wildtyp
und den nphT1-Mutanten gelang es, den
DNA-Abschnitt zu finden, wo sich beide
Versionen unterschieden. Bei manchen der
nphi-Mutanten war nur eine einzige Base
ausgetauscht, bei anderen war der ganze
Bereich bei der Neutronenbestrahlung
zerschlagen und dann verkehrt wieder
zusammengesetzt worden.

Was war das nun fir ein Gen? NPH1
stellte sich als eine 120 kDa grof3e
Serin-Threonin-Proteinkinase heraus,
hatte also genau die gleiche GroRe wie
das schon bekannte Membranprotein,
dessen Phosphorylierung bei der
nph1-Mutante nicht nachweisbar war.
Weiterhin enthielt dieses Protein zwei
sogenannte LOV-Domaénen, die man

von anderen Organismen schon als
Bindestelle fiir Flavine kannte. Flavine
absorbieren blaues Licht, ihr Spektrum
dhnelt bis ins Detail dem Wirkungs-
spektrum des Phototropismus. Das
klingt alles sehr Giberzeugend, war aber
noch kein echter Beweis dafiir, dass die
Mutation dieses Proteins wirklich die
Ursache des fehlenden Phototropismus
war. Es kénnte ja dennoch sein (auch
wenn es nicht sehr wahrscheinlich wirkt),
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B Abb. 5.3 Beweis, dass NPH1 den Photorezeptor
des Phototropismus codiert. Dieser Beweis wurde
tiber funktionelle Komplementierung durch Trans-
formation gefiihrt. Aus umfangreichen genetischen
Kartierungen wurden die Chromosomenbereiche
identifiziert, wo die nph1-Mutation sitzt. Durch
Transformation der Mutanten mit Chromosomen-
stlicken von Arabidopsis-Wildtyp, die in den Modell-
organismus Hefe eingefiihrt wurde (yeast artificial
chromosomes), konnte der Phototropismus wiederher-
gestellt werden (sog. rescue). Durch Eingrenzung der
eingebrachten Gene konnte man so schlieflich den
mutierten NPH1-Locus genau bestimmen

dass eine zweite, unerkannte Mutation
verantwortlich ist. Der Beweis wurde nun
so gefiihrt, dass man eine intakte Version
des mutmaBlichen NPH1-Gens in die
nph1-Mutante eintransformierte. Siehe
da, die transgenen Mutanten waren nun
wieder in der Lage, sich phototropisch
zu krimmen (B Abb. 5.3). Durch diese
funktionelle Komplementation (sog.
rescue) war gezeigt, dass eine intakte
Version des NPH1-Gens notwendig und
hinreichend ist, um nach Belichtung
Phototropismus auszulésen. Mehr

als hundert Jahre nach Darwins
Entdeckung war es damit gelungen, den
Photorezeptor zu isolieren

Dass dies ausgerechnet mithilfe des
Modellorganismus Arabidopsis gelang,
war fir viele in diesem Feld tiberraschend:
Der Phototropismus von Arabidopsis ist

namlich nicht sehr ausgepragt und auch
nicht so ,ordentlich” wie der von Getreide-
keimlingen, dem System, mit dem Darwin,
Cholodny und Went gearbeitet hatten.
Auch die Biochemie von Arabidopsis ist
aufgrund der Zwergenhaftigkeit dieser
Pflanze und der zahlreichen sekundaren
Pflanzenstoffe alles andere als einfach.

Es war letztlich die exzellente Genetik

in diesem Modellorganismus, die den
Durchbruch brachte.

5.2 Methoden und Ansatze

Die Zuordnung biologischer Funktionen zu
einzelnen Genen nutzt bei vielen Modell-
organismen (z.B. Hefe) die Technik der
homologen Rekombination. Dabei werden
einzelne Gene gezielt ausgeschaltet oder ver-
andert. Dazu wird ein Konstrukt eingebracht,
das bestimmte Erkennungssequenzen trégt,
die das Konstrukt zu ganz bestimmten Stel-
len des Genoms leitet und dort integriert.
Bei Pflanzen gibt es eine solche homologe
Rekombination jedoch nicht (in » Abschn.5.5
sind neueste Entwicklungen beschrieben, um
diese Limitierung des Modells Arabidopsis zu
iiberwinden). Bei der Transformation werden
die eingebrachten Konstrukte also irgendwo
ins Genom der Zielzelle eingebaut. Diese
Besonderheit der hoheren Pflanzen - auch
bei der Modellpflanze Reis ist das so, » Kap. 6,
wihrend bei Moosen, zu denen die Modell-
pflanze Physcomitrella gehort, eine homo-
loge Rekombination mdglich ist — beeinflusst
natiirlich die Strategie, wie man Vorwdrts-
und reverse Genetik durchfiihren kann, ganz
entscheidend. Da Mutationen und Trans-
formationen nicht gezielt durchgefithrt wer-
den konnen, sind fiir Arabidopsis thaliana
genetische Screens umfangreicher Mutanten-
sammlungen zentral. In weltweit vernetz-
ten Datenbanken und Mutantenkollektionen
werden die dabei gewonnenen Informatio-
nen und Mutanten einer groflen Zahl von
Forschungsgruppen zuginglich gemacht. Bei
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der Arbeit mit Arabidopsis thaliana ist daher
die Zusammenarbeit der zahlreichen Labors,
die tiber diesen Modellorganismus forschen,
besonders wichtig (sog. Network Payoff).

5.2.1 Mutantenkollektionen

Da die molekulare Maschinerie fiir eine homo-
loge Rekombination bei Arabidopsis thaliana
nicht vorhanden ist oder zumindest bislang
nicht aktiviert werden konnte, kann man ein
Gen von Interesse nicht gezielt ausschalten.
Man ging daher einen alternativen Weg und
baute umfangreiche Kollektionen von Mutan-
ten auf, in denen man dann nach einem
bestimmten Phanotyp (Vorwirtsgenetik) oder
einem bestimmten mutierten Gen (reverse
Genetik) sucht. Hierfiir werden, je nach Ziel-
richtung, unterschiedliche Strategien der
Mutagenese eingesetzt, die unten beschrieben
sind. Die Zahl von Mutanten ist iiber die Jahre
inzwischen so grof3 geworden, dass fiir fast
alle Gene mehrere Mutanten zur Verfiigung
stehen. Damit nicht jedes Labor von Neuem
die aufwendige genetische und phénotypische
Aufklarung dieser Mutanten durchfithren
muss, wird in weltweit zugénglichen Daten-
banken alles genetische und phénotypische
Wissen, was es jeweils zu einer Mutante gibt,
vernetzt. Das erspart viel Arbeit und erlaubt
es, deutlich schneller die Verbindung zwischen
Gen und Funktion zu ziehen.

Um solche Mutantenkollektionen zu erzeu-
gen, geht man im Wesentlichen zwei unter-
schiedliche Wege:

Bei der induzierten Mutagenese werden

iber Bestrahlung oder tiber chemische

Substanzen Mutationen erzeugt, die ent-

weder auf dem Austausch einzelner Basen

(Punktmutationen, die Regel fiir chemi-

sche Mutagenese) oder dem Verlust kur-

zer, manchmal auch langerer Basenfolgen

(Deletionen, die Regel fiir strahlungs-

induzierte Mutagenese) beruhen.
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Bei der Insertionsmutagenese wird
mithilfe des pflanzenpathogenen
Bodenbakteriums Agrobacterium
tumefaciens ein mobiles DNA-Stiick

(die sog. T-DNA) aus dem Ti-Plasmid
(fiir tumour-inducing) in das Genom
von Arabidopsis thaliana eingefiigt. Man
nimmt an, dass die T-DNA zufillig im
Genom eingebaut wird. Da die Sequenz
der T-DNA bekannt ist, kann man nun
mithilfe von PCR-basierten Verfahren die
flankierenden Sequenzen identifizieren.
Da das Genom von Arabidopsis bekannt
ist, kann man damit auch sagen, wo die
T-DNA-Insertion sitzt. Diese Information
wird in einer Datenbank abgelegt und ist
zundchst eigentlich nicht sehr spannend.
Spannend wird es erst, wenn irgendwo
auf der Welt jemand sich fiir dieses Gen
interessiert, in der Datenbank diese
Mutantenlinie heraussucht und dann
Samen davon bestellt. Eine dhnliche,
historisch altere Strategie benutzt
springende Gene (sog. Transposonen),
hat aber bei Arabidopsis thaliana
gegeniiber der T-DNA-Mutagenese

stark an Bedeutung verloren (fiir andere
Modellpflanzen, vor allem Reis, sieht das
anders aus, Ndheres in » Kap. 6).

Im Folgenden werden diese beiden Strategien
etwas genauer betrachtet, damit die jeweiligen
Vor- und Nachteile dieser Ansitze sichtbar
werden.

= Induzierte Mutagenese

Klassische Mutagenese wird vor allem auf
chemischem Wege durch Ethylmethan-
sulfonat (EMS) erreicht, in manchen Fillen
setzt man auch Bestrahlung mit schnellen
Neutronen ein. Im Vergleich zur Insertions-
mutagenese ist die induzierte Mutagenese
tatsdchlich weitgehend symmetrisch. Ein kri-
tischer Punkt, an dem sich Erfolg und Miss-
erfolg dieser Strategie letztlich entscheiden,
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sind die Intensitit der Mutagenese und
die Grofle der mutagenisierten Popula-
tion. Hier geht es einerseits darum, mog-
lichst fir alle Gene von Arabidopsis eine
Mutation zu erzeugen, andererseits sollten
die Mutantenlinien mdglichst nur an einer
Stelle mutagenisiert sein, weil andernfalls
die Zuordnung von Genotyp und Phénotyp
zweideutig wird (und Beispiele fiir solche
Fehlinterpretationen sind recht zahlreich).
Bei dieser Kalkulation {iiberlegt man, wie
viele Zellen des Embryos (aus praktischen
Griinden werden vor allem Samen muta-
genisiert) zu den Keimzellen der nichsten
Generation beitragen (nur die Mutationen
in diesen Zellen werden schliefllich ver-
erbt). Auflerdem gibt es Erfahrungswerte
fiir die durch eine bestimmte Behandlung
erzeugte Wahrscheinlichkeit, dass ein Gen
mutiert wird. Diese Wahrscheinlichkeit
folgt einer Poisson-Verteilung — diese asym-
metrische Verteilung kann man zum Bei-
spiel auch anwenden, wenn man ausrechnen
will, wie viele Pflastersteine von einem, von
zwei oder von drei Regentropfen getroffen
werden. Aus solchen Berechnungen kommt
man zu Schitzungen, dass eine Behandlung
von wenigen tausend Samen mit 15mM
EMS fiir 12 h ausreichend ist, um mindes-
tens drei Allele pro Genort zu erzielen. Da
die meisten Mutationen rezessiv sind (es geht
ja eine Funktion verloren; solange ein funk-
tionelles Allel vorhanden ist, sieht man daher
oft keinen Phanotyp), muss man wieder erst
eine Runde Selbstbefruchtung einlegen, bis
man dann in der folgenden Generation (der
sog. M2) nach dem Phdnotyp von Interesse
suchen kann. Da im reifen Embryo etwa zwei
Zellen zur Keimbahn der ndchsten Genera-
tion beitragen werden, hat man in der M1 in
der Regel genetische Chiméren. Man muss
die Samen also von verschiedenen Regio-
nen des Bliitenstandes ernten, um sicher zu
sein, dass man homozygot mutierte Samen
findet. Die induzierte Mutagenese erlaubt
Vorwirtsgenetik, eine reverse Genetik
(Zuordnung einer Funktion zu einem zuvor
bekannten Gen) ist hier im Gegensatz zu den
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Insertionsmutanten zunachst einmal nicht
moglich.

= Insertionsmutagenese durch T-DNA

Agrobacterium tumefaciens ist ein Boden-
bakterium, das durch Verwundungsstoffe
angelockt wird und sich an verletzten
Wurzeln von zweikeimblittrigen Pflanzen
ansiedelt. Mithilfe des Ti-Plasmids kann
es die Wirtszellen so umsteuern, dass ein
wucherndes Gewebe entsteht, das besondere
Aminoséduren herstellt, die Opine, die sonst
in der Pflanze gar nicht vorkommen und die
das Bakterium als exklusive Nahrungsquelle
nutzen kann. Agrobacterium lebt also in die-
sem Tumorgewebe wie die Made im Speck.
Das Ti-Plasmid codiert verschiedene Pro-
teine, die fiir diese komplexe Umsteuerung
notwendig sind, beispielsweise Proteine,
die einen Kanal bilden, durch den dann der
eigentliche Ubeltiter, die T-DNA, in die
Wirtszelle eindringen kann. Diese T-DNA
wird dann fest ins Genom des Wirts ein-
gebaut und bei jeder Zellteilung als Tritt-
brettfahrer weitergegeben. Die T-DNA tragt
einerseits Gene fiir hormonelle Wachstums-
faktoren der Pflanze (dadurch kommt es zur
Tumorbildung), andererseits Gene, die fiir die
Bildung der unkonventionellen Aminosauren
(der Opine) verantwortlich sind (damit stellt
Agrobacterium sicher, dass ihm niemand
die Beute vom Teller stiehlt, weil andere
Zellen mit diesen Opinen nichts anfangen
konnen). Die Details dieses Piratenstiicks
finden sich in » Kap.1. Fur die Insertions-
mutagenese hat man nun die T-DNA ,ent-
waftnet, diese Gene herausgeschnitten und
nur die Sequenzteile iibriggelassen, die fiir
den Transfer in die Wirtszelle und den Ein-
bau ins Genom notwendig sind. Damit wird
verhindert, dass die Mutanten Tumoren tra-
gen, wodurch sie fiir die Untersuchung von
Funktionen wertlos wiirden. Neben der ,,Ent-
waffnung® wird an der T-DNA noch eine
zweite Anderung angebracht - man fiigt
einen sogenannten Selektionsmarker ein.
In der Regel handelt es sich um ein Enzym,
das ein bestimmtes Antibiotikum (zumeist



5.2 - Methoden und Ansatze

Hygromycin oder Kanamycin), alternativ
das Totalherbizid BASTA, abbauen kann. In
Gegenwart der selektiven Substanz (Hygro-
mycin, Kanamycin oder BASTA) iiberleben
also nur jene Zellen, die eine T-DNA in ihr
Genom eingebaut haben. Die iiberlebenden
Pflanzen sind also mit einer hohen Wahr-
scheinlichkeit auch tatsdchlich transgen -
eine solche Selektion spart viel Zeit, Geld und
Arbeit. Die Entwicklung solcher Selektions-
marker war einer der Griinde, warum die
T-DNA-Mutagenese so erfolgreich wurde.
Der zweite Grund war die Entwicklung einer
Methode, womit die Zielpflanze mit einer
sehr hohen Effizienz transformiert werden
kann. Dies wurde durch die sogenannte Flo-
ral-Dip-Methode (» Abschn.5.2.2) méglich
gemacht. Damit konnten binnen kurzer Zeit
Zehntausende von transformierten Linien
erzeugt werden. Da die T-DNA ungerichtet
ins Genom eingebaut wird, entstehen aus
einem  Transformationsansatz ~ mehrere
unterschiedliche ~ Mutantenlinien. ~ Daher
wird die Nachkommenschaft einer solchen
Transformation (die T1) erst noch einmal
selbstbefruchtet und dann die T2-Gene-
ration analysiert. Obwohl diese Strategie
ungeheuer erfolgreich war, sind viele Einzel-
heiten der T-DNA-Insertion noch nicht ver-
standen. Beispielsweise ist es noch unklar,
warum die T-DNA an bestimmten Stellen des
Genoms inseriert (die Insertion erfolgt zwar
ungerichtet, ist aber nicht vollkommen sym-
metrisch - es gibt also durchaus Stellen des
Genoms, die von der T-DNA ,verschmiht*
werden, und fiir diese Stellen ist es dann
auch schwierig, Insertionsmutanten zu fin-
den). Auflerdem hingt die Wahrscheinlich-
keit fiir den Einbau der T-DNA davon ab, in
welchem physiologischen Zustand sich die
Zielzelle befindet. Vor Kurzem konnte man
zeigen, dass die Insertion beim Floral Dip
relativ spét in der Entwicklung erfolgt, wenn
die ,Keimbahn“ fiir die mannlichen und die
weiblichen Keimzellen schon festgelegt ist.
Vor allem der Embryosack (also der weib-
liche Gametophyt) scheint bevorzugtes Ziel
der T-DNA zu sein. Haufig kommt es bei der
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Insertion zu komplizierten Abweichungen -
so konnen Tandems oder Fragmente von
T-DNA-Sequenzen eingebaut werden, oder es
gibt Mehrfachinsertionen an verschiedenen
Stellen. Dies wird haufig ignoriert und fiihrt
dann zu Fehlschliissen. Daher ist es wich-
tig, dass fir T-DNA-Linien immer eine
sogenannte Genotypisierung durchgefiihrt
wird. Dabei wird mithilfe von Southern Blot-
ting, erganzt durch PCR-basierte Verfahren,
tberpriift, ob die T-DNA vollstindig und
nur an dieser Stelle eingebaut wurde. Wie
bei allen Mutantenansitzen sollte man durch
mehrere Generationen von Selbstbefruchtung
sicherstellen, dass man es mit einer Ein-
fach-Insertion zu tun hat. Nur so kann die
eindeutige Zuordnung Gen-Funktion sicher-
gestellt werden. Der ganz grofle Vorteil der
T-DNA-Mutagenese ist die Moglichkeit,
reverse Genetik zu betreiben — wenn, mithilfe
einer Datenbank, Mutanten im Gen von Inte-
resse aufgespiirt sind, kann man sich diese
aus der Sammlung zuschicken lassen und
dann, natiirlich nach Uberpriifung des Geno-
typs, den zugehorigen Phéanotyp suchen.

= Insertionsmutagenese durch Trans-
posonen

Die Entdeckung der ,springenden Gene"
(Transposonen) durch Barbara McClintock
(1950) war die Grundlage einer alternativen
Form der Insertionsmutagenese. Die bio-
logische Funktion dieser mobilen genetischen
Elemente liegt vermutlich darin, die genetische
Variabilitit als Rohmaterial fiir evolutionire
Veranderungen zu steigern. Technisch kann
man mit Transposonen aber auch recht einfach
Mutationen erzeugen. Hierfiir wurden durch
Transformation zwei Transposonsysteme aus
Mais (Ac/Ds bzw. En/I) in Arabidopsis tha-
liana eingebracht. Diese Systeme bestehen aus
zwei Komponenten - einem Aktivator (z.B.
Ac), der die Mobilisierung der zweiten Kom-
ponente (z. B. Ds) aktiviert. Beide Komponen-
ten missen also zusammenkommen, damit
die Gene zu springen beginnen. Man benutzt
daher zwei Starterlinien von Arabidopsis,
denen jeweils eine der beiden Komponenten
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des Mais-Transposonsystems eingefiigt wurde
(z.B. eine Ac- und eine Ds-Linie). Durch
Kreuzung kommen die beiden Elemente
zusammen, und es entstehen Mosaikpflanzen,
die dann in der F2-Generation unterschied-
liche Mutanten liefern. Um die Mutanten stabil
zu halten, muss man das System aber auch wie-
der abschalten kénnen. Dies geschieht durch
relativ. komplexe Selektionsstrategien (die
beiden Transgene sind mit unterschiedlichen
Selektionsmarkern gekoppelt), die auch nicht
hundertprozentig zuverléssig sind. Aufgrund
dieser Komplexitat spielt Transposonmuta-
genese im Vergleich zu T-DNA-Insertions-
mutagenese inzwischen eine nur noch
untergeordnete Rolle und sei hier nur der his-
torischen Vollstandigkeit halber erwédhnt.

= Nutzung natiirlicher Diversitat

Als Ausgangsmaterial fiir die Mutanten-
kollektionen ging man von einer Handvoll
sogenannter Okotypen (wie Landsberg erecta,
Columbia oder Wassilewska) aus. Diese leiten
sich eigentlich von Feldsammlungen ab. Da
aber Arabidopsis thaliana sich natirlicher-
weise nur zu einem sehr geringen Grade
auskreuzt, sind diese Okotypen im Grunde
genetisch in den meisten Loci einheitlich.
Wenn ein bestimmtes Gen in einem solchen
Okotyp ohnehin schon inaktiviert ist (dies
kann entweder durch eine Mutation, aber
auch durch sog. Silencing auftreten), ist es in
der aus einem solchen Okotyp abgeleiteten
Mutantenkollektion natiirlich schwer oder
gar unmoglich, sogenannte Loss-of-Function-
Mutationen in dem entsprechenden Gen zu
finden. In solchen Fillen kann man jedoch
die grofle natiirliche Variation innerhalb der
Art Arabidopsis thaliana nutzen, die ja welt-
weit vorkommt, sodass zahlreiche solcher
Okotypen zur Verfiigung stehen. Dies ist
vor allem auch dann interessant, wenn man
es mit Merkmalen zu tun hat, die flieflend
sind (sog. quantitative Traits). Man kann
dann Okotypen kreuzen, die sich hinsicht-
lich dieses Merkmals stark unterscheiden
und dann mithilfe spezieller statistischer Ver-
fahren herausfinden, welcher der zahlreichen

Markerunterschiede mit dem Merkmal kor-
reliert ist. Auf diese Weise gelang es zum
Beispiel durch eine Kreuzung zwischen
Landsberg erecta und einem Okotyp von den
Kapverdischen Inseln, molekulare Kompo-
nenten der circadianen Uhr zu identifizieren.

5.2.2 Transformation

Mutationen fithren in der Regel zu einem Aus-
fall der entsprechenden Genfunktion (Loss of
Function). Im Gegensatz dazu kann auch ein
Gen neu eingefiihrt oder verstirkt exprimiert
werden, um Einblick in seine Funktion
zu erhalten. Eine solche Gain-of-Function-
Strategie setzt voraus, dass der Modellorganis-
mus genetisch transformiert werden kann. Die
Transformation von Pflanzen wurde deutlich
frither entwickelt als die Transformation viel-
zelliger Tiere. Hintergrund ist die sogenannte
Totipotenz der pflanzlichen Zelle, eine Eigen-
schaft, die bei Tieren nur den vieldiskutierten
pluripotenten Stammzellen zukommt.
Eigentlich ist Totipotenz eine Eigenschaft,
die sich aus der Mitte des 19. Jahrhunderts
formulierten Zelltheorie von Schwann und
Schleiden ableitet. Wenn wirklich die Zelle als
Grundeinheit des Lebens fungiert, sollte sie
auch fiir vielzellige Organismen in der Lage
sein, alle Lebensfunktionen hervorzubringen.
Der experimentelle Nachweis dieser Voraus-
sage war freilich nicht einfach. Zwar gelang
es schon 1907, Zellkulturen aus tierischem
Gewebe herzustellen, aber daraus tierische
Organe zu regenerieren, blieb fast ein Jahr-
hundert ein unerfiilltes Ziel und wurde letzt-
endlich erst durch die Entwicklung induzierter
pluripotenter Stammzellen ermdglicht. Die
Erzeugung pflanzlicher Zellkulturen hinkte
zunidchst hinterher und war erst 1939 erfolg-
reich, aber als man in den 1950er-Jahren ent-
deckte, dass sich die Entwicklung pflanzlicher
Zellen durch Phytohormone, vor allem Auxine
und Cytokinine, in weiten Grenzen steuern
lasst, war der Weg frei: Schon 1965 gelang
Vasil und Hildebrandt die erste vollstandige
Regeneration einer Pflanze aus einer einzelnen
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Korperzelle. Bei dieser somatischen Embryo-
genese wird ein differenziertes Gewebe (etwa
ein Blattstiick) durch Behandlung mit Auxinen
in ein ungeziigelt proliferierendes, sogenanntes
Kallusgewebe umgewandelt. Diese Kalluszellen
konnen nun, beispielsweise tiber das oben
beschriebene Agrobacterium-System, trans-
formiert werden. Durch einen auf der T-DNA
eingebauten Selektionsmarker (in der Regel
ein Gen, das eine Antibiotikaresistenz ver-
mittelt, hiufig auch ein Gen, das eine Resis-
tenz gegen ein Totalherbizid kodiert) kann
man die nicht transformierte Zellen des Kallus
durch Anzucht auf dem selektiven Medium
(also dem Antibiotikum) ausmerzen, sodass
nur die erfolgreich transformierten Zellen
ibrigbleiben. Nun wird im néchsten Schritt
das Phytohormon Cytokinin zugesetzt und
Auxin weggelassen. Dadurch werden die Zel-
len angeregt, sich zu differenzieren und einen
Embryo zu bilden, der schon nach kurzer Zeit
nicht von einem auf natiirlichem Wege ent-
standenen Embryo zu unterscheiden ist. Die
aus dem Kallus auswachsenden Pflinzchen
tragen nun das eingefithrte Gen und konnen
entnommen und in ganz gewdhnliche Erde
umgesetzt werden. Nach der Bliite bilden sie
Samen, die teilweise transgen sind (Achtung:
die T-DNA wurde ja nur in eine Kopie des
jeweiligen Chromosoms eingefiigt, die trans-
gene Pflanze ist also beziiglich des Transgens
heterozygot). Durch eine zweite Selektions-
runde, oft erginzt durch molekulargenetische
Untersuchungen (das Transgen oder, noch ein-
facher, der Selektionsmarker, lassen sich durch
PCR-basierte Methoden oder einen Southern
Blot nachweisen) kann man dann homo-
zygot transgene Linien erzeugen. Diese geben
das eingefithrte Gen auf natiirlichem Wege
genauso weiter wie die anderen Gene auch.
Genetische Transformation von Pflan-
zen beruht also auf der Fihigkeit zur somati-
schen Embryogenese. Die ersten transgenen
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Pflanzen stammten daher aus Arten, die sehr
leicht einen Kallus bilden und daraus nach
Cytokininbehandlung eine neue Pflanze
bilden koénnen. Das ist vor allem fiir die
Nachtschattengewédchse der Fall. Die ersten
transgenen Pflanzen waren daher Tabak, bald
gefolgt von Tomate und Kartoffel. Die Bras-
sicaceen, zu denen auch Arabidopsis zahlt,
galten viele Jahre lang als nicht verniinftig
transformierbar. Dies dnderte sich schlagartig
durch eine neue und einfache Methode, die
zudem noch eine sehr hohe Rate von trans-
formierten Pflanzen liefert. Bei dem Floral
Dip wird eine kurz vor der Bliite befindliche
Pflanze einfach kopfiber ein eine Suspen-
sion von Agrobakterien getaucht, die zuvor
mit dem Zielgen transformiert worden waren
(B Abb.5.4). Durch Anlegen eines milden
Vakuums dringt die Suspension in die Inter-
zellularen ein. Dadurch werden viele Zellen
transformiert, mit einer recht hohen Wahr-
scheinlichkeit sind darunter auch die Vor-
lduferzellen der Keimbahn. Offenbar scheint
vor allem der weibliche Gametophyt (der sog.
Embryosack) sehr leicht T-DNA aufzunehmen.
Damit wird also auch die Eizelle transgen,
die daraus entstehenden Samen sind also fiir
das Transgen heterozygot. Werden die Sim-
linge mithilfe eines ebenfalls eingebrachten
Selektionsmarkers selektiert, {iberleben nur
diese Transformanten. Durch eine - bei
Arabidopsis natiirlicherweise ohnehin domi-
nierende - Selbstbefruchtung entstehen dann
in der ndchsten Generation zu einem Viertel
homozygot transgene Pflanzen, die dann diese
Eigenschaft stabil weitervererben. Das Floral
Dip erlaubt also eine Transformation, ohne
dass dazu der Weg iiber somatische Embryo-
genese notwendig ist. Dieser Durchbruch
bei der Transformationstechnologie erginzt
damit die Mutantenkollektionen und macht
Arabidopsis zum zentralen genetischen Modell-
system der Pflanzen.
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Blihende
Pflanze

Transformation

durch Eintauchen in
Agrobakterienkultur

Samenreifung
und -ernte im
Sammelbehalter

B Abb. 5.4 Transformation von Arabidopsis mithilfe der Floral-Dip-Methode

5.2.3 Vom Phanotyp zum Gen -
Map-based Cloning und
T-DNA

Wenn das Genom eines Organismus sequen-
ziert ist, kann man damit zundchst noch nicht
sehr viel anfangen. Erst wenn man heraus-
gefunden hat, welche Funktion die einzelnen
Gene ausiiben, wird dieses molekulare Wissen
fruchtbar. Um bei Arabidopsis den einzelnen
Genen ihre biologische Funktion zuordnen
zu konnen, sind die in Mutantenkollektionen
aufgespiirten Phinotypen nach wie vor sehr
wichtig. Auch wenn dies hiufig {ibersehen
wird, hédngt der Erfolg einer Zuordnung
von Gen und Funktion letztlich daran, ob
es gelingt, einen Phédnotyp zu finden, der
geeignet ist. Warum?

Es wire naiv zu glauben, dass jedem Gen
nur ein einzelnes Merkmal zugeordnet wer-
den kann. Ein Organismus ist keine Maschine,
bei dem man ein Zahnrddchen herausnimmt
und alle anderen Teile so bleiben, wie sie vor-
her waren. Eher hat man es mit kommunizie-
renden Rohren zu tun - wird an einer Stelle
etwas verandert, wird der Defekt an anderer

Stelle kompensiert. Pflanzen, die aufgrund
ihrer Sesshaftigkeit eine besonders hohe
Flexibilitat entwickeln mussten, um iiberleben
zu konnen, sind in Sachen Kompensation
besondere Meister. Haufig wird beim Ausfall
eines Gens also gar kein Phinotyp sichtbar.
Auflerdem sind viele Gene in sogenannten
Genfamilien organisiert - von dem Photo-
rezeptor Phytochrom kennt man in Arabidop-
sis zum Beispiel funf Versionen -, wenn eine
davon mutiert wird, kann das in den meisten
Fallen von einem der anderen vier ausgebtigelt
werden, ohne dass sich ein Phénotyp (zu
erwarten wire eine ,,Rotblindheit) aufspiiren
ldsst. Auch den umgekehrten Fall gibt es - ein
Gen fillt aus und dies fiihrt zu drastischen
Verdnderungen in tiberraschend vielen Merk-
malen (in der Genetik spricht man von Pleio-
tropie). So etwas kann etwa passieren, wenn
das betroffene Gen relativ weit oben in der
Hierarchie einer Signalkaskade als Schalter
fiir verschiedene Vorginge wirkt. Man weifd
dann zwar, dass man ein wichtiges Gen an der
Angel hat, aber wirklich schlauer wird man
davon nur, wenn man herausfindet, wie die
verdanderten Vorginge miteinander verwoben
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sind. In anderen Worten: Genfunktionen las-
sen sich nur dann verstehen, wenn man die
Physiologie des jeweiligen Modellorganis-
mus recht genau kennt. Dafiir miissen die
verschiedene Organisationsebenen (Physio-
logie des Gesamtorganismus, Morphologie
und Anatomie, Zellbiologie, Genaktivierung,
Biochemie) in einer integrierten Betrachtung
miteinander vernetzt werden (» Kap.8). Je
genauer man einen Phénotyp erkldren kann,
umso einfacher wird es, die Zuordnung zur
Funktion einzelner Gene zu erschlieflen. Das
heifit aber auch: Je spezifischer ein Phénotyp,
umso einfacher wird es. Ein Phénotyp wie
»generell leicht verlangsamtes Wachstum® ist
sicherlich schwerer zu knacken als ein Phéno-
typ wie ,vollig normal, nur bei schwachem
Blaulicht verlangsamtes Wachstum®.

Ist es nun gelungen, in einer Mutanten-
kollektion einen geeigneten Phanotyp zu fin-
den, gibt es zwei Méglichkeiten:

Hat man es mit einer Insertionsmutante
zu tun, kann man nun die (bekannte) Sequenz
der Insertion (in den meisten Fallen handelt es
sich ja um die T-DNA aus Agrobacterium) dazu
einsetzen, die Nadel im Heuhaufen zu finden.
Das klassische Verfahren bestand darin, dass
man die DNA durch geeignete Kombinationen
von Restriktionsenzymen in Stiicke schnitt,
diese auf groflen Sequenziergelen auftrennte
und dann mithilfe einer radioaktiv markier-
ten Sonde gegen die T-DNA im Southern
Blot nachwies, welches Stiick die T-DNA ent-
hielt. Dieses Stiick wurde dann kloniert und
sequenziert. Inzwischen werden jedoch vor
allem PCR-basierte Verfahren eingesetzt, wobei
man einen Oligonucleotid-Primer innerhalb
der T-DNA-Sonde platziert und dann ver-
sucht, ein Stiick der flankierenden Sequenzen
zu amplifizieren. Da das Arabidopsis-Genom
inzwischen durchsequenziert ist, kann man
mithilfe dieser flankierenden Sequenz in der
Regel schnell herausfinden, welches Gen in der
vorliegenden Mutante betroffen ist.

Wurde die Mutante tiber Induktionsmuta-
genese erzeugt, ist der Weg zum Gen deut-
lich langwieriger. Hierbei muss man in einem
Map-based Cloning genannten Verfahren tiber
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Kreuzungen den Ort der Mutation kartieren.
Im ersten Schritt versucht man durch Kreu-
zung mit anderen Referenzmutationen, deren
Genort schon aus fritheren Studien bekannt ist,
herauszufinden, auf welcher Kopplungsgruppe
(also Chromosom) die Mutation liegt. Liegt
die neue Mutation auf demselben Chromo-
som wie die Referenzmutation, erscheinen
sie genetisch gekoppelt, segregieren in der F2
also nicht gemédfl dem zweiten Mendel'schen
Gesetz. Fiir Arabidopsis sind inzwischen neben
klassischen morphologisch sichtbaren Markern
eine grofle Zahl von Sequenzmarkern verfiig-
bar, die sich tiber PCR nachweisen lassen, was
solche Kartierungen ungemein beschleunigt.
Nachdem das Chromosom bestimmt ist, kann
man nun eine grofle Kreuzungspopulation her-
stellen und dann fiir verschiedene Referenz-
marker, die fiir dieses Chromosom bekannt
sind, messen, wie oft die betroffene Mutation
tiber Crossing-over aus der Kopplung mit
dem jeweiligen Referenzmarker ausbricht.
Je hoher diese Héufigkeit, umso weiter sind
Mutation und Referenzmarker voneinander
entfernt, und so lasst sich der Ort des mutier-
ten Gens schnell so weit eingrenzen, dass
man bald weif$, welche Kandidatengene in
Frage kommen. Uber Komplementierung
(B8 Abb.5.3) kann man nun feststellen, wel-
ches dieser Kandidatengene die Mutante ,,ret-
ten“ kann. Auf der Basis des entschliisselten
Arabidopsis-Genoms  ist dieses Verfahren
inzwischen bei Weitem weniger zeitaufwendig
wie zu Anfangszeiten. Wie oben erwihnt,
sind nicht fiir alle Gene T-DNA-Mutanten
verfiigbar, weil die Insertion nicht voll-
stindig symmetrisch iiber das Genom ver-
teilt ist. Aulerdem lassen sich fiir ein tieferes
Verstindnis von Genfunktionen wertvolle
Punktmutationen eben nur iiber chemische
Mutagenese erreichen.

Ein Fallbeispiel aus der Anfangszeit der
funktionellen Genomik zeigt, welchen Zeit-
vorteil die damals neu entwickelte Insertions-
mutagenese mit sich brachte: Im Labor von
Gerd Jiirgens war es in einem heroischen
Ansatz gelungen, Mutationen zu finden, die
auf die Entstehung der Korper-Grundgestalt
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des Arabidopsis-Embryos Einfluss nehmen
(Mayer etal. 1991). Besonders spannend war
eine Mutante, bei der die Meristeme in der
Spitze von Spross und Wurzel fehlten, sodass
letztlich ein mehr oder minder richtungsloser
Gewebsklumpen entstand. Diese Mutante
bekam daher den Namen gnom und erinnerte
in ihrem Habitus an die bei der Fruchtfliege
Drosophila  aufgekldrten Mutanten  bicoid,
oskar und nanos, wo die Entstehung der ante-
rior-posterioren Polaritét (also die Ausbildung
von ,vorne“ und ,,hinten®) gestort war. Mithilfe
von Map-based Cloning wurde dann mit Hoch-
druck versucht, den mutierten Genort zu fin-
den. Da das Genom von Arabidopsis zu dieser
Zeit noch nicht sequenziert war, musste man
vor allem mit morphologischen Merkmalen
arbeiten und hatte dadurch weit weniger Mar-
ker zur Verfiigung. Die Kartierung zog sich
also tiber mehrere Jahre hin. Zu diesem Zeit-
punkt wurden im Labor von Ken Feldmann in
USA die ersten T-DNA-Mutantenkollektionen
aufgebaut. Unter diesen Mutanten gab es auch
sogenannte emb- (Embryogenesis-)Mutanten,
und eine davon, emb30, zeigte eine frappie-
rende Ahnlichkeit zu gnom. Tatsichlich konn-
ten sich die beiden Mutanten durch Kreuzung
nicht komplementieren, was darauf hindeutete,
dass dasselbe Gen betroffen war. Ubrigens:
Dieser trivial daherkommende Befund ist
experimentell alles andere als trivial, da homo-
zygote gnom/emb30-Mutanten derartig gestort
sind, dass sie niemals auswachsen, geschweige
denn Nachkommen zeugen konnen - man
musste hier also mit heterozygoten Pflanzen
arbeiten und wberpriifen, ob in etwa 25 % der
Nachkommenschaft den gnom/emb30-Phi-
notyp zeigten. Leider konnte Gerd Jiirgens die
Friichte dieser miithsamen Vorarbeiten nicht
selbst ernten — die Information, dass emb30 im
selben Gen betroffen war wie gnom, gelangte
in die Hdnde eines konkurrierenden Labors,
und dann war es nur noch eine Sache von
Wochen, bis die in der Linie emb30 durch die
T-DNA markierte Sequenz dieses spannenden
Gens aufgeklért und sehr hochrangig publiziert
war - iberraschenderweise entpuppte sich
gnom ndmlich nicht als Transkriptionsfaktor

(im Unterschied zu den Polarititsfaktoren bei
Drosophila). Ubrigens zeigte dieser unerwartete
Befund auch, dass der Symmetriebruch bei
Pflanzen nach anderen Gesetzmifligkeiten
funktionieren muss.

5.2.4 Zelluladre
Entwicklungsgenetik:
Enhancer-Trap-Linien

Die Aufklirung der gnom-Mutante zeigt
beispielhaft die fiir das Modell Arabidopsis
besonders fruchtbare Verbindung aus Gene-
tik, Entwicklungsbiologie und Zellbiologie.
Da Pflanzenzellen sich nicht bewegen, voll-
zieht sich die Gestaltbildung bei Pflanzen
iiberwiegend durch Zelldifferenzierung. Die
Frage, wie einzelne Zellen dazu kommen, sich
von ihren Nachbarinnen zu unterscheiden, ist
mit einem klassisch biochemischen Ansatz
nur schwer zugénglich. Schon das Problem,
wie man experimentell einen bestimmten Typ
von Zellen so weit aufreinigen kann, dass bio-
chemische Untersuchungen moglich werden,
ist nur fir ganz wenige Fille erfolgreich gelost
worden. Auch hier war es schliefSlich ein auf
Mutantenkollektionen basierender Ansatz,
der fir das Modell Arabidopsis eine Losung
brachte.

Dazu wurde eine sogenannte Enhancer
Trap konstruiert: Diese umfasst ein Reporter-
gen, das unter die Kontrolle eines sogenannten
Minimalpromotors  gestellt wurde. Dieser
Minimalpromotor enthélt zwar alles, was not-
wendig ist, um die Transkription durchzu-
fihren, aber ihm fehlen jegliche stromauf
gelegene Motive, um eine solche Transkription
auch tatsichlich anzuschalten. Als Reporter-
gene werden wahlweise entweder das Griin
fluoreszierende Protein (GFP) oder Glucuro-
nidase (GUS) eingesetzt. Auf der Basis diesen
Konstrukts wird nun mithilfe von Agrobacte-
rium eine Sammlung transgener Linien erzeugt.
An sich ist keine Expression der Reportergene
zu erwarten, es sei denn, ein anderer Promo-
tor in der Nahe der Enhancer Trap ist aktiv und
erzeugt daher aktivierende Signale, sogenannte
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Enhancer, wodurch der nahebei eingefiigte, an
sich schlummernde Minimalpromotor akti-
viert wird. Im Fall von GFP ldsst sich dann eine
griine Fluoreszenz nachweisen, im Fall von GUS
kann man durch Zugabe des kiinstlichen Subs-
trats X-Gluc eine blaue Farbung erzeugen. Da
das transgene Konstrukt bei der Transformation
zufillig ins Genom eingefiigt wird, bekommt
man eine Vielzahl unterschiedlicher Linien, bei
denen die Enhancer Trap jeweils in der Nach-
barschaft unterschiedlicher Gene inseriert
wurde. Im néchsten Schritt durchsucht man
diese Mutantenkollektion nach interessanten
Expressionsmustern. Wurde die Enhancer Trap
beispielsweise nahe bei einem Gen eingefiigt,
das in den SchliefSzellen der Spalt6ffnungen
aktiv ist, wird man eine Pflanze erhalten, bei
denen der Reporter in den SchliefSzellen zu
sehen ist, nicht aber in den anderen Zellen. Mit
etwas Gliick und Geduld erhdlt man so eine
Sammlung von Pflanzen, bei denen bestimmte
Gewebe oder Zelltypen markiert sind. Eine
berithmte Sammlung solcher Linie wurde von
Jim Haseloff in Cambridge erzeugt (Laplaze
etal. 2005), um unterschiedliche Zelltypen in
der Wurzel von Arabidopsis markieren zu kon-
nen (B Abb. 5.5).

Was ldsst sich nun mit solchen Linien
anfangen? Man kann damit beobachten, wie
sich ein bestimmter Zelltyp wihrend der
Entwicklung verhdlt und auf diese Weise

Wy

Wurzelhaube Columella
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etwa klédren, ob es festgelegte Abstammungs-
linien gibt. Bei Arabidopsis gibt es solche Cell
Lineage tatsichlich, was eine ziemliche Uber-
raschung war. Die pflanzliche Entwicklung ist
ja stark von der Umwelt abhingig, und daher
hatte man nicht damit gerechnet, dass die
Abstammungslinie eines Zelltyps festgelegt
ist. Wie in » Abschn. 5.3 noch néher diskutiert
wird, handelt es sich dabei um eine Besonder-
heit von Arabidopsis. Man kann die Enhancer
Trap aber auch dazu einsetzen, bestimmte
Zelltypen anzureichern, sodass sie fiir bio-
chemische oder molekulargenetische Unter-
suchungen zugénglich werden. Dazu wird das
in der Medizin gingige Verfahren des Fluore-
scence-assisted Cell Sorting (FACS) eingesetzt.
Dabei werden in einem Gemisch von Zellen
bestimmte Typen fluoreszierend markiert (in
der Medizin setzt man dafiir fluoreszierend
markierte Antikorper ein, die bestimmte Zel-
len erkennen, andere aber nicht) und dann
so durch eine diinne Kapillare geleitet, dass
die Zellen in Reihe hintereinander passieren
miissen. Dann fallen sie einzeln an einem
Laserstrahl vorbei, der im Fall einer fluores-
zierenden Zelle einen elektrischen Impuls an
zwei elektrostatisch aufgeladene Metallplatten
schickt, sodass die fluoreszierend markierte
Zelle elektrostatisch abgelenkt wird und aus
der Kette der fallenden Zellen heraus in ein
anderes Sammelgefif} gelangt. Auf diese Weise

Ruhendes Zentrum  Endodermis

B Abb. 5.5 Enhancer-Trap-Linien mit GFP als Reporter, mit denen verschiedene Zelltypen markiert werden
koénnen. Von links nach rechts: Wurzelkappe, Columella, ruhendes Zentrum, Endodermis und Cortex, Zentral-

zylinder. (Haselofflab, Cambridge)
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konnen die Zellen also automatisch sortiert
werden. Diese Methode funktioniert mit ver-
einzelten Zellen sehr gut - beispielsweise
kann man damit sehr schnell und kosten-
sparend die verschiedenen Zellen in einer
Blutprobe trennen und auszidhlen. Bei Zellen
im Gewebeverband, wie den durch Zellwinde
verbundenen Pflanzenzellen, ist das Verfahren
zunéchst einmal nicht ohne Weiteres anwend-
bar -mit einem Trick aber doch: Man verdaut
einfach die Zellwand mithilfe von Enzymen.
Die zellwandlosen Protoplasten losen sich
voneinander, sodass man einzelne Zellen
erhidlt (es muss nur in einem isotonischen
Medium gearbeitet werden, weil sonst die
wandlosen Zellen anschwellen und platzen
wiirden). Wird nun die Wurzel einer Pflanze
verdaut, wo der Enhancer Trap beispielsweise
in der Endodermis aktiv ist, erhdlt man eine
Mischung aus fluoreszierenden Zellen (das
sind diejenigen, die das Transgen exprimie-
ren, also die Zellen der Endodermis) und
vielen nicht fluoreszierenden Zellen (das sind
Zellen, die aus anderen Geweben der Wurzel
stammen). Diese Protoplastenmischung kann
man nun iber FACS auftrennen und dann
Transkriptom oder Proteom der getrennten
Zelltypen vergleichen. Mit etwas Gliick fin-
det man so molekulare Faktoren, die sich
bei Endodermiszellen unterscheiden, und
gewinnt Einblick in die molekularen Grund-
lagen der Zelldifferenzierung.

5.3 Biologie und Entwicklung von
Arabidopsis

Als kleine, konkurrenzschwache Pflanze hat
Arabidopsis die okologische Strategie vervoll-
kommnet, kurzzeitige Storungen der Vege-
tationsdecke zu nutzen, um schnell seine
Entwicklung zu vollziehen und dann in Form
von Samen so lange zu {iberdauern, bis sich
eine neue Chance zur Fortpflanzung bietet. In
Anpassung an diese Strategie entwickelten sich
genau jene Merkmale, die Arabidopsis zu einer
idealen Modellpflanze machen: kurzer Lebens-
zyklus, viele Nachkommen, kleines Genom
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und robuste Entwicklung. Die Embryonal-
entwicklung von Arabidopsis ist durch
stereotype Reihenfolgen von Zellteilungen
gekennzeichnet. Schon wihrend der spéteren
Embryonalentwicklung werden in den beiden
Polen des Embryos Bildegewebe (Meristeme)
angelegt, die wahrend der gesamten Lebens-
dauer der Pflanze neue Zellen nachliefern,
aus denen die Organe (Blitter und Wurzeln)
gebildet werden. Diese Meristeme werden,
ausgehend von wenigen Stammezellen, stetig
aufrechterhalten. Die Aktivitit dieser Stamm-
zellen wird durch Signale aus ihrer Umgebung
so reguliert, dass ein Gleichgewicht zwischen
Differenzierung und Zellteilung erhalten
bleibt. Da die pflanzliche Entwicklung an die
Umwelt angepasst und daher offen ist, muss
auch nach der Anlage von Organen die Dif-
ferenzierung von Zellen flexibel bleiben. Bei-
spielsweise wird im wachsenden Blatt durch
Ausschiittung  hemmender Peptide durch
schon differenzierte Spaltéffinungen verhindert,
dass sich in der Nachbarschaft weitere Epi-
dermiszellen zu Spaltoffnungen umbilden.
Erst, wenn durch zusitzliche Zellteilungen
die Distanz zwischen den Spaltéffnungen
angestiegen ist, kann an den Stellen, an denen
die Menge des hemmenden Signals niedrig
genug ist, eine weitere Spaltéffnung entstehen.
Durch solche Regelkreise wird sichergestellt,
dass trotz der offenen Entwicklung stets ein
Gleichgewicht zwischen Differenzierung und
Zellteilung aufrechterhalten wird. Das Spross-
Meristem kann abhéngig von der Tageslinge
von der offenen vegetativen Entwicklung auf
eine abgeschlossene generative Entwicklung
umgestimmt werden. Dafiir wird in den Blit-
tern abhdngig von Licht ein Transkriptions-
faktor gebildet, der iiber das Leitsystem ins
Meristem transportiert wird und dort die
Umstimmung der Stammzellen auslést. Dabei
entstehen vier Blattkreise, die durch ver-
schiedene Kombinationen dreier weiterer
Transkriptionsfaktoren (A, B, C) zu Kelch-,
Kron-, Staub- und Fruchtblattern differenzie-
ren. In Staub- und Fruchtblittern entstehen
durch Meiose die haploiden Keimzellen, die
jedoch nicht sofort in einer Befruchtung
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verschmelzen, sondern zunéchst einen wenig-
zelligen, haploiden Gametophyten bilden
(ménnlich: Pollenschlauch, weiblich: Embryo-
sack). Zwei der drei Zellen des Pollenschlauchs
machen dann eine Befruchtung mit Zellen
des Embryosacks durch. Daraus entsteht zum
einen der neue (diploide) Embryo, zum ande-
ren eine triploide Endosperm-Mutterzelle,
die das den Embryo versorgende Néhrgewebe
hervorbringt.

5.3.1 Arabidopsis ist ein
Therophyt

Arabidopsis hat seine schnelle Entwicklung
und sein Minimalgenom natiirlich nicht ent-
wickelt, ,damit® eines Tages die funktionelle
Pflanzengenetik davon profitieren kann. Wie
bei anderen Modellorganismen auch sind diese
besonderen Eigenschaften als Teil einer Uber-
lebensstrategie entstanden. Bei Pflanzen heif3t
Uberleben vor allem: Licht als Nahrungsquelle
moglichst gut nutzen zu kénnen. Pflanzen kon-
nen nicht mal kurz eben ,,an die Sonne gehen',
daher sind kleine Pflanzen wie Arabidopsis in
der Konkurrenz um das Licht gegeniiber ande-
ren Arten, vor allem Strauchern und Baumen,
eindeutig im Nachteil. Eine Chance haben
solch kleine Pflanzen eigentlich nur, wenn die
Vegetationsdecke kurzzeitig gestort wird — das
kann passieren, wenn der Sturm eine Schneise
in den Wald schldgt, an einem steilen Fluss-
ufer ein Stiick abbricht und offenliegt, oder
wenn durch Waldbrinde die Biume elimi-
niert werden. Um solche Gelegenheiten nut-
zen zu kénnen, muss die Keimung lange Zeit
unterdriickt werden konnen (Dormanz). Erst,
wenn die Gelegenheit gilinstig ist, wird die
Dormanz abgeschaltet und die Entwicklung
aktiviert, sodass sehr schnell viele neue Samen
gebildet werden, bevor die kurzzeitig gestorte
Vegetationsdecke sich wieder schliefit. Die
Schnelligkeit der Entwicklung von Arabidopsis
ist also in Anpassung an solche (zumeist nur
fir eine gewisse Zeit gegebenen) Stérungen der
Vegetationsdecke entstanden. Pflanzen mit die-
sem Lebensstil heiflen Therophyten.
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Warum sind Therophyten fiir den Men-
schen interessant? Die meisten unserer
Kulturpflanzen sind einjahrig und folgen
daher dieser Strategie. Im Grunde hat der
Mensch kiinstlich durch den Ackerbau ein
Biotop geschaffen, dessen Vegetationsdecke
stindig durch regelméafiiges Pfliigen und Jaten
offen gehalten wird. Ubrigens ist diese Acker-
nische nicht nur fiir die Kulturpflanzen attrak-
tiv, sondern auch fiir andere Therophyten, die
aber freilich nicht durch Ablieferung ihrer
Produkte ,zuriickzahlen®, sondern gleichsam
als , Kulturparasiten® von der menschlichen
Anstrengung profitieren. Haufig sind solche
sUnkrauter nahe Verwandte der jeweiligen
Kulturpflanze.

Eine evolutiondr entstandene Strategie zur
Verminderung der Konkurrenz hat also dazu
gefithrt, dass die Schmalwand genau diese
Eigenschaften auf die Spitze getrieben hat,
die fiir ein genetisches Modellsystem glan-
zend geeignet sind. Freilich sollten wir nicht
vergessen, dass manche Besonderheiten von
Arabidopsis ebenfalls Ausdruck einer Thero-
phytenstrategie sind und daher nicht uniiber-
legt als ,modellhaft* auf Pflanzen mit einer
anderen Okologischen Strategie {iibertragen
werden sollten.

Beispielsweise ist die Embryonalentwick-
lung (» Abschn.5.3.2) mit ihrer fast schon
stereotypen Folge von Zellteilungen eine
Besonderheit von Arabidopsis, die dhnlich wie
die stereotype Zellteilungsfolge des Wurms
Caenorhabditis  elegans in Anpassung an
besonders kurze Vermehrungszyklen entstand.
Vermutlich aus einem &hnlichen Grund zéhlt
Arabidopsis zu den wenigen Bedecktsamern, die
nicht in Symbiose mit Mykorrhizapilzen leben
und hierfiir natiirlich nicht als Modellorganis-
mus taugen.

5.3.2 Embryonalentwicklung

Die Embryonalentwicklung von Arabidopsis
beginnt mit einer bei allen Bedecktsamern
vorkommenden exotischen Besonderheit
(die man weder bei der Schwestergruppe
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der Nacktsamer noch bei den Vorfahren der
Bedecktsamer, den Farnpflanzen, beobachten
kann): Die Befruchtung ist doppelt. Ein
Spermakern des Pollenschlauchs verschmilzt
mit der Eizelle und bildet die diploide Zygote
als erste Zelle des Embryos. Es gibt jedoch
noch einen zweiten Spermakern. Dieser
sucht sich den diploiden Zentralzellkern,
sodass also ein Zellkern mit drei Chromo-
somensdtzen entsteht. Der Zentralzellkern ist
deswegen diploid, weil er wihrend der Ent-
wicklung des Embryosacks (mehr dazu in
» Abschn.5.2.1) aus der Fusion zweier haploi-
der sogenannter Polzellkerne hervorgegangen
ist. Aus dieser zweiten Befruchtung wird also
ein triploider Kern gebildet, dieser liefert das
Endosperm, ein Nihrgewebe fiir den jungen
Embryos. Bei vielen Pflanzen (beispielsweise
bei den Getreiden, » Kap. 6) spielt das Endo-
sperm spdter eine wichtige Rolle fiir die Kei-
mung. Es ist sozusagen die Mitgift der Mutter,
die in den ersten Tagen nach der Keimung
von dem jungen Keimling mobilisiert und
aufgenommen wird. Bei Arabidopsis (so wie
bei allen anderen Kreuzbliitlern oder Bras-
sicaceen) ist die Bedeutung des Endosperms
fiir den Keimling jedoch nur marginal - hier

Hypophyse
Apikale
Zelle
Basale Suspensor
Zelle (stirbt ab)
Bas
des
Zweizell- Oktanten-
stadium stadium

O Abb.5.6 Embryogenese bei Arabidopsis. Die kiinftige
Zellen des frihen Embryos zurilickverfolgen. Aus einer asy

werden schon in der spiteren Embryonal-
entwicklung die Ressourcen aus Endosperm
und Mutterpflanze innerhalb des Embryos
gespeichert. Dazu schwellen die Keimblitter
an und bilden sich zu Speicherorganen um,
die dann nach der Keimung ,angezapft"
werden konnen und auch ganz schnell
zusammenschrumpfen (@ Abb. 5.6).

Die befruchtete Zygote teilt sich asym-
metrisch in eine basal stark vakuolisierte
Zelle, aus der ein embryonales Versorgungs-
organ, der Suspensor (eine Art Nabelschnur
des Pflanzenembryos), hervorgeht, und eine
apikale, wenig vakuolisierte Zelle, aus der der
eigentliche Embryo entsteht (8 Abb. 5.6). Die
basale Zelle wandelt sich nun durch mehrere
gerichtete Teilungen in einen mehrgliedrigen
Stil mit einer stark aufgeblihten Basalzelle
um. Der Suspensor stirbt gegen Ende der
Embryonalentwicklung durch programmier-
ten Zelltod ab, tragt also nicht zur spiteren
Pflanze bei — auch darin dhnelt er iibrigens der
Nabelschnur. Freilich gibt es eine Ausnahme,
die oberste Zelle des Suspensors, die Hypo-
physe, teilt sich abweichend von den anderen
Suspensorzellen lings und wird letztendlich
zur Columella, dem Herzen der Wurzelkappe

Spross- Keimblatt

meristem

Hypocotyl

} Wurzel

Stammzellen (= 2)
Wurzelkappe (= x)

ale Zelle
Suspensors

Jung-
pflanze

n Organe des Keimlings lassen sich bis in bestimmte
mmetrischen Teilung der Zygote gehen die Vor-

ldufer von Suspensor und eigentlichem Embryo hervor. Im globuldren Stadium (zweites Bild von links) wird die
oberste Zelle des Suspensors, die Hypophyse, gebildet, die spater zur Wurzelkappe wird. Im Herzstadium sind
die Bereiche des Keimlings alle schon abgebildet und werden nur noch durch Zellteilungen und anschlieende

ZellvergroéBerung entfaltet. (Zdenek Opatrny aus Nick und

Opatrny, Applied Plant CellBiology (Springer))
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in der jungen Keimwurzel. Die aus der ers-
ten Teilung der Zygote entstandene apikale
Zelle durchlauft wihrenddessen eine stereo-
type Folge von Lings- und Querteilungen,
bis sich eine kleine Kugel, der globuldre
Embryo, herausgebildet hat. Schon im Acht-
zellstadium kann man hier den Grundaufbau
des spiteren Keimlings erkennen: Aus den
beiden Spitzenzellen gehen die beiden Keim-
blatter und das Apikalmeristem hervor, aus
dem basal davon gelegenen Giirtel Hypocotyl
und Wurzel (die also entwicklungsgeschicht-
lich sehr eng zusammenhingen) und aus
den Zellen, die der Hypophyse angrenzen,
das ruhende Zentrum der Wurzel, das spé-
ter das Wurzelmeristem hervorbringt. Diese
polare Anordnung wird schon in diesem frii-
hen Stadium durch einen gerichteten Trans-
port des Pflanzenhormons Auxin geordnet,
und hier fand man auch den Ansatzpunkt
zum Verstdndnis der gnom-Mutante. Bei die-
ser Mutante ist namlich eine Komponente
des Vesikeltransports betroffen. Dies hat zur
Folge, dass ein Membrantransporter fiir Auxin
nicht korrekt platziert werden kann. Dadurch
wird schon die erste Teilung der Zygote ver-
schoben - diese teilt sich in der gnom-Mu-
tante namlich symmetrisch (also abweichend
zur asymmetrischen Teilung im Wildtyp).
Im Gefolge wird dann auch die durch den
Auxinfluss geordnete Zuweisung von Ent-
wicklungswegen im jungen Embryo durch-
einandergebracht, es entsteht weder eine
richtige Hypophyse, noch kénnen die beiden
Meristeme an den Polen des Embryo angelegt
werden. Das Resultat ist ein ungeordneter
Gewebsklumpen. Werden die Meristeme
jedoch richtig angelegt (was einen geordneten
Auxinfluss von apikal nach basal voraussetzt),
bringen diese nicht nur alle weiteren Organe
des Embryos hervor, sondern bleiben auch im
Laufe der weiteren Entwicklung der Pflanze
aktiv - das ganze weitere Leben hindurch. Erst
wenn Arabidopsis Bliiten bildet, verbraucht
sich das apikale Meristem bei der Bildung der
Bliitenorgane (daher endet das Wachstum - so
wie bei vielen anderen Bliitenpflanzen auch -
in dem Moment, wo die Bliite vollstindig ist).
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5.3.3 Vegetative Entwicklung

Das nie endende Wachstum von Pflanzen
setzt voraus, dass in den Meristemen die sich
differenzierenden Zellen immer wieder nach-
geliefert werden. Dies geschieht sowohl in der
Spitze der Wurzel wie in der Spitze des Spros-
ses mithilfe von Stammzellen. Diese Stamm-
zellen teilen sich selbst eher selten, liefern
aber immer wieder Tochterzellen nach, die
sich stark teilen und einen bestimmten Zell-
typ hervorbringen. Diese Stammzellen wirken
also wie eine Art Auge des Sturms und wer-
den daher als ruhendes Zentrum bezeichnet.
Angelegt werden die ruhenden Zentren schon
sehr frith in der Entwicklung, ndmlich im
Achtzellstadium - das ruhende Zentrum der
Waurzel entsteht aus den Zellen des Embryo,
die an die Hypophyse grenzen (8 Abb. 5.6).
Da die pflanzliche Gestaltbildung sehr
ergebnisoffen ist, kann die Zahl von Stamm-
zellen nicht genetisch festgelegt sein, sondern
muss abhiangig von den Bedingungen stindig
neu angepasst werden. Eine Stammzelle muss
sich teilen, um etwa die Nachlieferung der
Gewebe in den im Sprosskegel auswachsenden
Blattern zu gewdhrleisten. Andererseits muss
diese Teilung begrenzt werden, weil sonst der
Sprosskegel zu abnormer Grofle anschwellen
wiirde und die neu angelegten Blétter dann
keine Verbindung zum Leitsystem der Pflanze
bekdmen. Woher ,weif3* die Stammzelle, wie
oft sie sich teilen muss, damit diese Balance
eingehalten wird? Auch hier brachten Mutan-
ten den entscheidenden Durchbruch: Bei der
Mutante wuschel verbrauchen sich die Stamm-
zellen in einer Vielzahl von kleinen Blittern,
bis der Sprosskegel gleichsam ,aufgebraucht®
ist und die Pflanze dadurch nicht mehr
weiterwachsen kann. Im Gegenteil teilen sich
bei den clavata- Mutanten (lat. fir ,keulen-
formig®) die Stammzellen, ohne zu Bldttern zu
differenzieren, wodurch der Sprosskegel nackt
bleibt und keulenférmig aufschwillt. Uber
Vorwirtsgenetik gelang es, die molekulare
Natur von wuschel und clavata aufzukldren
und molekulare Sonden zu konstruieren, mit
denen sichtbar gemacht werden konnte, in



138

welchen Zellen des Sprosskegels diese Fak-
toren aktiv sind. Dabei stellte sich heraus,
dass beide Faktoren gar nicht in den Stamm-
zellen selbst erzeugt werden, sondern in den
benachbarten (schon differenzierten) Zellen —
wuschel unterhalb der Stammzellen, clavata
oberhalb. Die Genprodukte werden jedoch in
die Stammzellen transportiert und entfalten
dort entgegengesetzte Wirkungen: wuschel
erhilt den Zustand der Stammzelle aufrecht,
clavata fordert hingegen die Differenzierung.
Das Verhiltnis der beiden Faktoren hingt
davon ab, welcher Anteil der Zellpopulation
schon differenziert ist und wie viele Zel-
len noch in Wartestellung verharren. Wenn
diese Anteile vom Gleichgewicht abweichen,
wird also automatisch entsprechend mehr
oder weniger von den beiden Gegenspielern
gebildet. Wie bei einer Art chemischem Ther-
mostaten wird so flexibel und robust tber
Riickkopplung eine Balance aus Stammzellen
und differenzierenden Zellen eingestellt. Fiir
die Stammzellnische der Wurzel hat man nah
verwandte Gene identifiziert, die auf dhnliche
Weise zusammenwirken. Durch Pflanzen-
hormone, neben dem schon erwahnten Auxin
ist es vor allem das Hormon Cytokinin, ldsst
sich der Sollwert verschieben. Dies erlaubt es
der Pflanze, in Abhéngigkeit von der Umwelt
(vor allem abhdngig von Licht) mehr oder
weniger Bldtter zu bilden - die Synthese
von Pflanzenhormonen, aber auch die Ver-
arbeitung hormoneller Signale ist in hohem
Mafle umweltabhingig und ermoglicht der
Pflanze, ihre Entwicklung flexibel an die
Umweltbedingungen anzupassen.

Die vielfiltigen und verwobenen Signal-
wege, die alle Aspekte der vegetativen Ent-
wicklung von Pflanzen steuern, sind molekular
mithilfe entsprechender Mutanten untersucht
worden und fiir viele Entwicklungsleistungen —
etwa die Verarbeitung verschiedener Licht-
signale oder die Bildung von Wurzelhaaren
oder Trichomen - kennt man inzwischen
schon eine grofle Zahl der daran beteiligten
Proteine. Wie in Pflanzen sind anders. Warum?
geschildert, war die Identifizierung vor allem
erfolgreich, wenn ein klar umgrenzter Phinotyp
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resultierte und wenn die Biologie des betroffenen
Entwicklungsschrittes schon relativ gut durch-
drungen war. Vor allem durch Mutationen in der
Synthese, der Perzeption und der Verarbeitung
hormoneller Signale ist der Modellorganismus
Arabidopsis fir das Verstandnis pflanzlicher Ent-
wicklung sehr wertvoll geworden.

Beispielhaft fiir die zahlreichen, mithilfe
dieses Modells verstandenen Entwicklungs-
vorginge ist unter Too many mouths die Auf-
kldrung von Spaltéffnungsmustern dargestellt.

Too many mouths - woher weif} ein
Blatt, wieviel Spaltoffnungen es
brauchen wird?

Landpflanzen besitzen eine luft- und
wasserundurchlassige AuBBenschicht,

die Cuticula, um den unkontrollierten
Verlust von Wasser unterbinden zu
kdnnen. Fir die Photosynthese ist jedoch
der Zutritt von Kohlendioxid notwendig,
ebenso wird der Transport des in den
Wurzeln aufgenommenen Wassers
durch die Verdunstung an den Blattern
(Transpiration) getrieben. Der gesteuerte
Austausch von Wasser und Kohlendioxid
in den Blattern geschieht mithilfe eines
von Gefal3pflanzen neu entwickelten
Zelltyps, den SchlieBzellen. Abhangig
von Wassergehalt des Gewebes und
Intensitat der Photosynthese kdnnen
diese SchlieBzellen ihre Turgeszenz
unter Kontrolle eines komplexen
Signalnetzwerks verdndern. Zwischen
den SchlieBzellen ist die Cuticula durch
einen Spalt durchbrochen, der in eine
sogenannte Atemhohle fiihrt, von wo
aus das eingewanderte Kohlendioxid

zu den photosynthetisch aktiven

Zellen vordringen kann. Nicht nur der
Offnungszustand dieser Spaltéffnungen
muss genau reguliert werden, auch ihre
Anzahl bedarf einer Steuerung: Wére

die Dichte der Spaltéffnungen zu hoch,
verlore das Blatt auf unkontrollierte Weise
Wasser und welkte, wére sie zu gering,
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ware durch den nicht ausreichende
Zutritt von Kohlendioxid die Ausbeute der
Photosynthese geschmalert. Nun ware
denkbar, dass die Spaltoffnungen gleich
bei der Anlage des Blatts im Sprosskegel
festgelegt werden (dhnlich wie beim
Modellorganismus Caenorhabditis
elegans der Zelltyp durch eine stereotype
Zellteilungslinie bestimmt ist). Freilich
stlinde ein solcher Mechanismus der
notgedrungen flexiblen Entwicklung von
Pflanzen diametral entgegen. Ob ein Blatt
grof3 wird und daher viele Spaltéffnungen
bendtigt oder ob es klein bleibt und daher
nur wenige Spaltéffnungen anlegen
muss, entscheidet sich ja erst wahrend
der Entwicklung und hangt zum Beispiel
entscheidend davon ab, ob durch die
Beschattung eines benachbarten Blattes
die Lichtintensitat heruntergesetzt ist
oder nicht. Schlief3zellen entstehen

daher erst wdhrend des Blattwachstums.
Dabei aktivieren schon differenzierte
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Epidermiszellen ein neues Entwicklungs-
programm, wobei sie sich in raumlich
streng festgelegter Weise erneut zu teilen
(8 Abb. 5.7a). Sie benehmen sich also
eigentlich wie ein kleines Meristem —
freilich ist die Zahl der Teilungen begrenzt
(zumeist nur auf 2-5 Teilungen), im
Gegensatz zu den ,echten” Meristemen
in der Wurzelspitze, im Sprosskegel oder
dem fiir das Dickenwachstum wichtigen
Kambium fehlen also Stammzellen, und
man spricht daher von Meristemoiden.
Die Anlage dieser Meristemoide folgt
einem klaren Muster - nie findet

man Spaltéffnungen, die unmittelbar
aneinander angrenzen, stets wird ein
Mindestabstand eingehalten. Schon
bestehende Schliezellen scheinen in
ihrer Nachbarschaft die Bildung weiterer
Meristemoide zu unterdriicken. Erst,
wenn durch das Blattwachstum die
Spaltéffnungen auseinanderriicken,
entsteht in ihrer Mitte, dort wo diese

too many mouths
Null-Mutante

epidermal patterning factor 1
Uberexpressionslinie

B Abb. 5.7 Aufklérung von Spaltéffnungsmustern mithilfe des Modellsystems Arabidopsis. a Anlage einer
neuen Spaltoffnung aus einer gewohnlichen Epidermiszelle durch eine rdumlich orientierte und abgeschlossene
Sequenz von Zellteilungen (Fallbeispiel Tradescantia tricolor). b Molekulares Modell der Spaltéffnungsmusterung
bei Arabidopsis. Angelegte Spalt6ffnungs-Meristemoide sezernieren das Peptid epidermal patterning factor

1 (epf1). Dieses wird als Ligand von der Rezeptorkinase too many mouths (tmm) gebunden, worauf in der
Empféngerzelle ein MAPK-Weg aktiviert wird, der den Zellzyklus anhalt und so verhindert, dass sich diese Zelle
durch Teilung in einen Spaltéffnungsapparat weiterentwickeln kann. Bei Ausfall von too many mouths entstehen
Klumpen aneinanderhdngender Spaltéffnungen. Bei Uberexpression von epidermal patterning factor 1 wird in
allen Epidermiszellen der MAPK-Weg aktiviert, sodass keine Spaltéffnungen entstehen kénnen
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hypothetische Hemmwirkung am
geringsten sein sollte, ein neues
Meristemoid.

Das Muster der Spaltéffnungen ist

also nicht a priori festgelegt, sondern
muss wahrend der Entwicklung immer
wieder neu bestimmt werden. Eine
solche offene Musterbildung ist fur die
vegetative Entwicklung von Pflanzen
sehr typisch und ist daher am Modell
Arabidopsis intensiv beforscht worden:
Das Muster von Wurzelhaaren, Trichomen
auf den Blattern, Blattnerven fiir den
Stofftransport oder die Anlage neuer
Blattprimordien im Sprosskegel sind
weitere Beispiele fuir offene Musterbildung
und folgen dhnlichen Prinzipien.

Es ist plausibel und vermutlich auch
zutreffend, offene Musterbildung Giber
Hemmfelder zu erkldren, die in der
Nachbarschaft der schon bestehenden
Strukturen die Neubildung weiterer
solcher Strukturen unterdriicken. Freilich:
Ohne eine Kenntnis der molekularen Natur
dieses Hemmsignals lassen sich solche
Erklarungsmodelle nicht experimentell
Uberprifen. Wieder einmal war es die
Kombination aus Mutantenkollektion und
Vorwartsgenetik, die hier zum Durchbruch
fuhrte: In der Arbeitsgruppe von Fred
Sack wurden Tausende von Mutanten
mikroskopisch nach abweichenden
Spaltéffnungsmustern durchmustert
(Yang und Sack 1995). Als Ergebnis

dieser heroischen Anstrengung konnten
tatsachlich verschiedene Gruppen

von Mutanten gefunden werden. Die
beriihmteste davon wurde auf den Namen
too many mouths getauft (B Abb. 5.7b),
weil bei ihr die Spaltéffnungen (Stomata,
von griechisch stoma fiir ,Mund”) keinen
Mindestabstand mehr einhielten, sodass
die Blattunterseite mit ungeordneten
Klumpen von Spaltéffnungen Gibersat
waren. Bei dem in dieser Mutante
betroffenen Gen handelte es sich also

offenbar um einen negativen Regulator
der Meristemoidanlage. In der Tat konnte
too many mouths tiber Vorwartsgenetik
als Mutation in einer Rezeptor-Kinase
identifiziert werden. Diese Kinase aktiviert
einen MAP-Kinaseweg, der wiederum
den Zellzyklus stoppt, sodass keine
Zellteilung stattfinden kann. Ein Rezeptor
braucht einen Liganden - dieser blieb
jedoch lange unbekannt. Die Losung
ergab sich unerwarteterweise aus einem
genetischen Screen, der aus ganz anderen
Griinden durchgefiihrt worden war: Aus
dem Arabidopsis-Genomprojekt waren
zahlreiche kleine Peptide vorausgesagt
worden, von denen noch nicht einmal
bekannt war, ob sie tatsachlich existierten,
geschweige denn, wofiir die Pflanze

sie gebrauchen kann, von denen man
jedoch aufgrund eines Sequenzmotivs
annahm, dass sie sezerniert wurden

und daher moéglicherweise als

Signale fur die Zell-Zell-Kommu-

nikation eingesetzt wiirden. Um diese
Frage zu klaren, wurde ein typischer
Reverse-Genetik-Ansatz durchgefiihrt.
Die mutmagBlich sezernierten Peptide
wurden unter Kontrolle eines starken
viralen Promotors (hierbei wird bei
Pflanzen haufig der 35 S-Promotor des
Blumenkohl-Mosaikvirus eingesetzt) zur
Uberexpression gebracht und dann der
Phénotyp dieser Uberexpressionslinie
untersucht. Eine dieser Linien war
sozusagen das Gegenstiick zur Mutante
too many mouths: Hier fehlten die
Spaltéffnungen fast vollkommen. Das
Peptid bekam folglich den Namen
epidermal patterning factor 1, weil

es offensichtlich mit der Musterung

der Spaltoéffnungen zu tun hatte und
moglicherweise der lange gesuchte
Hemmfaktor war (B Abb. 5.7b).

Aber wie lief3 sich feststellen, ob epidermal
patterning factor 1 tatsachlich der Ligand
von too many mouths war? Auch dieser
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Nachweis erfolgte genetisch, Giber eine
sogenannte Epistasie-Analyse. Man
kreuzte einfach den homozygoten

Uberexprimierer von epidermal patterning
factor 1 mit der homozygoten Mutante too

many mouths. Wenn epidermal patterning
factor 1 tatsachlich der Ligand von too
many mouths war, sollte der Effekt dieses
Uiberreichlich gebildeten Hemmsignals

verschwinden, wenn da niemand war, der

dieses Hemmsignal wahrnehmen konnte.
In der Tat war die Doppelmutante nicht
von der Einzelmutante too many mouths
zu unterscheiden. Wiirde epidermal
patterning factor 1 seine Hemmung der
Spaltéffnungsbildung auf einem anderen
Wege bewirken, hatte man erwartet, dass
die Spaltéffnungsklumpen zumindest
teilweise verschwunden wéren. Die
Mutation too many mouths war also
epistatisch tiber die Uberexpression

von epidermal patterning factor 1, und
das war ein Uberzeugender Beleg

fur die These, dass mit epidermal
patterning factor 1 tatsachlich den lange
gesuchten Bindepartner von too many
mouths entdeckt war. Die molekulare
Identifizierung der beiden Gegenspieler
erlaubte es nicht nur, zelluldre Sonden
zu entwickeln, mit denen sich das
Verhalten der beiden Proteine bei der
Musterbildung direkt beobachten

lieB, sondern auch weitere Mitspieler

zu finden, die bei der Feinjustierung
dieser Musterung eine Rolle spielen.
Nur wenig spéater gelang der Nachweis,
dass die Musterung der Epidermis auch
schon wahrend der Embryogenese tiber
einen dhnlich aufgebauten Regelkreis
funktioniert, der verwandte molekulare
Komponenten nutzt.
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5.3.4 Generative Entwicklung

Die generative Entwicklung, also die Bildung
von Bliten und Samen, folgt véllig ande-
ren Gesetzen als die vegetative Entwicklung.
Die Bliite ist ndmlich in ihrem Wachstum
begrenzt. Im Gegensatz zur offenen Ent-
wicklung des vegetativen Meristems, das im
Grunde unbegrenzt weiterwachsen kann
und abhingig von den Umweltbedingungen
unterschiedliche Mengen von Organen lie-
fert, geht das Blittenmeristem in der Bildung
der Fortpflanzungsorgane auf, ist also in sei-
ner Entwicklung vorbestimmt. In der Tat ist
die Morphologie der Bliite einer Pflanzenart
immer festgelegt, ganz gleich, unter welchen
Bedingungen die Pflanze angezogen wird.
Das ist auch der Grund, warum die Taxono-
mie und Systematik von Bliitenpflanzen sich
vor allem auf Bliitenmerkmale bezieht. Schon
Carl von Linné hatte erkannt, dass Zahl und
Gestalt von Bliitenorganen sich zwar zwischen
Arten unterscheiden, aber innerhalb einer Art
in hohem Masse konstant sind.

Die Ausfithrung des generativen Ent-
wicklungsprogramms ist also genetisch fest-
gelegt, der Zeitpunkt, wann dieses Programm
aktiviert wird, ist jedoch durchaus von der
Umwelt abhéngig. Das ist auch leicht zu ver-
stehen, weil eine Pflanze, die zur falschen
Jahreszeit blitht, nur geringe Chancen hat,
sich erfolgreich fortzupflanzen. Solche ,,Aus-
reifler” haben also im Lauf der Evolution
wenig zum Genpool der entsprechenden Art
beigetragen. Obwohl die Umwelt also das
~Wie“ der Bliitenentwicklung nicht zu beein-
flussen scheint, entscheidet sie doch tiber das
~Wann“. Wichtigster Taktgeber ist dabei die
Tageslange, weil damit die Pflanze unabhangig
von der jeweiligen Temperatur ihre zeit-
liche Position im Jahreslauf bestimmen kann.
Pflanzen in gemifligten Zonen, so auch
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Arabidopsis, sind zumeist sogenannte Lang-
tag-Pflanzen - wenn die Tage linger werden,
kiindet das den Sommer an. Bei vielen Pflan-
zen der subtropischen Wiisten und Halb-
wiisten wird das Blithen jedoch durch kurze
Tage ausgelost und fillt dadurch mit der Zeit
der winterlichen Niederschlige zusammen.
Die Abhidngigkeit des Blithzeitpunkts von
der Tagesldnge wird mit dem Begriff Photo-
periodismus bezeichnet und wurde seit den
30er-Jahren des letzten Jahrhunderts inten-
siv untersucht. Mithilfe von ausgekliigelten
formalphysiologischen Untersuchungen fand
man heraus, dass die Messung der Tageslinge
durch einen Photorezeptor erfolgt, der den
langwelligen Teil des Spektrums wahrnimmt
und einer tagesrhythmischen Dynamik
unterliegt. Dieser Photorezeptor konnte spa-
ter, nicht zuletzt aufgrund seiner Rolle beim
Photoperiodismus, als Phytochrom identi-
fiziert werden.

Aus klassischen Pfropfversuchen war
schon lange bekannt, dass die Wahrnehmung
der Tagesldnge nicht im Sprossmeristem selbst
stattfindet, sondern in den Bléttern. Dabei
wurde eine Pflanze durch die richtige Tages-
linge ,in Stimmung gebracht® und danach
in eine obere Hilfte (die also das Sprossme-
ristem enthielt) und in eine untere Hilfte
getrennt (die also die Laubblitter enthielt).
Eine nicht induzierte Pflanze erfuhr dieselbe
Behandlung. Die Teile wurden kreuzweise
tber Pfropfung wieder zusammengefiigt,
und dann wartete man darauf, was passieren
wiirde. Das Sprossmeristem der induzierten
Pflanze safy nun also auf einer Unterlage aus
nicht induzierten Blittern. Dieses Meristem
blithte nicht. Dagegen kam das Sprossme-
ristem der nicht induzierten Pflanze auf der
induzierten Unterlage zur Bliite. Daraus fol-
gerte man, dass die Blitter die Tageslinge
messen und dann ein Signal erzeugen, das
nach oben ins Sprossmeristem geschickt wird
und dort das Sprossmeristem von vegetativer
auf generative Entwicklung umschaltet. Fir
dieses Blithsignal pragte Michael Chailakhyan
schon 1936 den Begriff Florigen (von lat. flor
Bliite und genere hervorbringen). Obwohl
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man intensiv nach diesem Florigen suchte,
gelang es sieben Jahrzehnte lang nicht, ein
Florigen-Molekiil dingfest zu machen. Erst
2005 kam der Durchbruch - mittels Mutanten
der Modellpflanze Arabidopsis.

Mutanten des Photoperiodismus zu fin-
den ist eine relativ einfache Angelegenheit,
man kann die Pflanzen beispielsweise in
Phytokammern unter Kurztag-Bedingungen
anziehen und nach Mutanten suchen, die
trotz dieser fir Arabidopsis unterdriickenden
Bedingungen friihzeitig blithen. Umgekehrt
kann man unter Langtag-Bedingungen nach
Mutanten suchen, die verzogert blithen.
Innerhalb weniger Jahre wurden auf diesen
Wegen eine stattliche Anzahl von mutmafili-
chen Mutanten des Photoperiodismus isoliert
und auch die betroffenen Gene identifiziert.
Wirklich erhellend war das zunidchst ein-
mal nicht. Um unter den vielen Kandidaten
die wirklich relevanten Gene herauszufiltern,
musste man auf die in den Jahrzehnten zuvor
entwickelten formalphysiologischen Unter-
suchungen zuriickgreifen. Aus den Pfropf-
versuchen war ja schon bekannt, dass die
Wahrnehmung der Tageslange in den Bléttern
erfolgt. Also begann man damit, die identi-
fizierten Gene danach zu durchmustern, ob
ihre Aktivitdit in den Bldttern rhythmisch
gesteuert wurde. In der Tat stellte sich her-
aus, dass das Gen CONSTANS besonders
interessant war: Dieses Gen wird etwa zwolf
Stunden nach Tagesbeginn abgelesen, das
neu gebildete Protein ist jedoch nur im Licht
stabil, im Dunkeln wird es augenblicklich ubi-
quitiniert und im Proteasom abgebaut. Da
im Kurztag die Sonne schon untergegangen
ist, bevor CONSTANS transkribiert wird,
findet man also zwar die Transkripte die-
ses Gens, aber nicht das Protein. Im Langtag
wird das Protein jedoch vor Sonnenuntergang
gebildet, und unter Einfluss von Phytochrom
(und des Blaulichtrezeptors Cryptochrom)
bleibt das CONSTANS Protein stabil. Man
findet dieses Protein nur im Phloem von Blit-
tern, trotz intensiver Suche konnte weder das
Protein noch seine Transkripte im Apikal-
meristem nachgewiesen werden, trotz seines
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spannenden Regulationsmusters kommt es
daher nicht als Florigen infrage. CONSTANS
ist ein Transkriptionsfaktor, der in den Kern
einwandert und dort die Aktivitit ande-
rer Gene steuert. Darunter ist auch das Gen
Flowering Locus T (FT), das man ebenfalls
schon einige Jahre zuvor entdeckt hatte, das
aber seinerzeit nicht als besonders spannend
empfunden worden war. Erst als man sich
anschaute, welche Gene durch FT (auch dies
ein Transkriptionsfaktor), gesteuert werden,
anderte sich das: eines der Ziele des FT-Pro-
teins ist ndmlich ein Gen (mit dem Kiirzel
FD) das die Stammzellen im Meristem so
umsteuern kann, dass sie sich nicht mehr als
Stammzellen weitererhalten, sondern in Form
von Bliitenorganen differenzieren. Folglich
war das FD-Protein auch nicht in Blattern,
sondern nur in den Spitzen der Sprosse zu fin-
den (wo die Bliiten entstehen). Wenn das FD-
Gen ein Ziel fiir das FT-Protein darstellt, muss
also dieses Protein, dessen Gen ja in den Blat-
tern abgelesen wird, in das Apikalmeristem
gelangen. Zunédchst nahm man an, dass die in
den Bldttern abgelesenen Transkripte von FT
in die Spitze des Sprosses transportiert und
dort in Protein iibersetzt wiirden. Dies stellte
sich spater als falsch heraus - mithilfe einer
GFP-Fusion konnte gezeigt werden, dass das
FT-Protein selbst ins Apikalmeristem ein-
wandert und dort tiber FD die Umsteuerung
zur Blitenentwicklung einleitet. Die mehr
als sieben Jahrzehnte wiahrende Jagd nach
dem Florigen war also am Ziel angekommen,
und die Gruppe von George Coupland am
Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung
in Ko6ln bekam fiir diese bahnbrechende Ent-
deckung 2008 den Nobelpreis fir Chemie
(Uberblick in Corbesier und Coupland 2006).

Was ist nun der nidchste Schritt? Unter
der Wirkung des FD-Proteins werden die
Stammzellen im Apikalmeristem umgesteuert.
Wihrend der vegetativen Entwicklung durch-
laufen diese Zellen asymmetrische Teilungen:
Wihrend eine Tochterzelle das Stammzell-
verhalten ihrer Mutter iibernimmt und also
~ewig jugendlich® bleibt, bildet die andere Zelle
Nachkommen, die sich zu den verschiedenen
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Geweben des Sprosses differenzieren, vor allem
zu den Anlagen der Blittern, den Blatt-Pri-
mordien. In Antwort auf die Aktivierung des
FD-Gens durch das FT-Protein geben die
Stammzellen ihre ,ewige Jugend“ auf und
differenzieren sich vollstindig, wobei die
Bliittenorgane entstehen. Schon Goethe hatte
entdeckt, dass die Organe der Bliite eigentlich
nichts anderes sind als umgewandelte Blitter.
In seinem Buch ,Metamorphose der Pflanze"
erfasste er auch schon mit erstaunlicher Klar-
sicht, nach welchen Gesetzmifligkeiten die
Bliite entsteht: Die Organe der Bliite sind ndm-
lich nichts anderes als Blattkreise, die unter-
schiedlich ausgepragt werden. Dabei entstehen
die auflen liegenden Bliitenorgane zeitlich frii-
her als die inneren: Zunichst werden also die
Kelchblitter angelegt, danach die Kronblatter,
danach die ménnlichen Organe (die Staub-
blitter) und zuletzt die weiblichen Organe
(die Fruchtblitter). In seinem Buch beschrieb
Goethe auch schon Abweichungen von der
Normalentwicklung - beispielsweise konnte
er nachweisen, dass bei den sogenannten
gefiillten Bliiten einfach nur die beiden inneren
Organkreise durch Bliitenbldtter ersetzt sind.
Heutzutage werden solche Fille als homdo-
tische Mutanten bezeichnet - ein an einer
bestimmten Stelle vorkommendes Organ wird
durch ein anderes Organ ersetzt, das gewohn-
lich an einer anderen Stelle gebildet wiirde. Das
Organ selbst sieht normal aus, abnormal ist
nur sein Ort. Die beriihmtgewordene Frucht-
fliegen-Mutante antennapedia, bei der anstelle
einer Antenne ein Bein gebildet wird, das aber
ansonsten aussieht wie ein ganz gewohnliches
Bein, wire ein typisches Beispiel fiir eine solche
homéotische Mutation.

Mithilfe solcher homdotischer Mutan-
ten gelang es nun, die Morphogenese der
Bliite aufzukldren: Die Bliitenorgane werden
abhingig von drei Typen von genetischen
Schaltern (Transkriptionsfaktoren) festgelegt,
die man der Einfachkeit halber als A, B und C
bezeichnete (8 Abb. 5.8).

Die A-Gene sind in den beiden am ers-
ten angelegten Blattkreisen aktiv, die B-Gene
folgen um genau einen Blattkreis versetzt



144

Fruchtblatter Staubblatter
(Karpelle, Kp) (Stamina, St)

— Kronblatter
(Petalen, Pe)

— Kelchblatter
(Sepalen, Se)

“ “

O Abb. 5.8 ABC-Modell der Blitenbildung. (» http://
www.adonline.id.au/flowers/images/abc-model.png
(Vorlage))

spater, und zuletzt werden die C-Gene aktiv
(also in den letzten beiden Blattkreisen). Die-
ses Zeitmuster fithrt nun also dazu, dass im
duflersten Blattkreis nur A-Gene aktiviert
sind. Diese Blatter bilden sich dann als Kelch-
blatter aus. Im nichsten Wirtel sind zusétzlich
zu den A- Genen auch B-Gene am Werk, und
es entstehen Kronblitter. Noch einen Blatt-
kreis spater sind die A-Gene ausgeschaltet,
dafiir wirken die B-Gene gemeinsam mit den
nun angeschalteten C-Genen. Diese Blit-
ter werden Staubblatter, und im letzten Kreis
sind nur noch C-Gene aktiv und es entstehen
Fruchtblatter (B Abb.5.8). Die Verbindung
von einem bestimmten zeitlichen Muster der
Expression und der Fahigkeit, verschiedene
Kombinationen einzugehen, fithrt so in jedem
der vier Blattkreise zu einer eigenen, spezi-
fischen Aktivitdit dieser Genschalter (man
vermutet, dass diese Transkriptionsfaktoren
verschiedene Dimere bilden kénnen, entweder
mit ihresgleichen oder mit einem Faktor einer
anderen homootischen Klasse). Das Homo-
dimer AA schaltet vermutlich Kelchblattgene
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an, wahrend das Heterodimer AB Kron-
blattgene aktiviert. Im nachfolgenden Blatt-
kreis wird durch das Heterodimer BC die
Entwicklung mannlicher Geschlechtsorgane
(Staubblitter) angestoflen, wihrend im letz-
ten, innersten Blattkreis das Homodimer CC
die Entstehung der Fruchtblitter als weiblicher
Geschlechtsorgane aktiviert wird. Dieses ele-
gante Modell kann zahlreiche Beobachtungen,
auch zur Entstehung von Bliitenmutanten,
erklaren. Beispielsweise ergibt sich der Phéno-
typ der Mutante pistillata 2 (Ausfall der
B-Funktion) zwanglos, wenn man annimmt,
dass AA Homodimere nicht nur im duflersten,
sondern auch im nichstinneren Wirtel aktiv
sind, sodass zwei Kreise von Kelchblittern
entstehen, die Kronblitter also fehlen. In den
beiden innersten Wirteln sind durch das Feh-
len der B-Funktion nur CC-Homodimere
aktiv, sodass die Staubbldtter durch Frucht-
blatter ersetzt sind.

Das urspriingliche Modell ist inzwischen
etwas erweitert worden - beispielsweise
konnte eine weitere D-Funktion nachgewiesen
worden, die innerhalb der Fruchtblitter die
Bildung von Samenanlagen anschaltet. Gleich-
zeitig konnte eine E-Funktion identifiziert
werden, die fiir die Umsteuerung des Meris-
tems von vegetativer (unbegrenzter) in eine
generative (begrenzte) Entwicklung wichtig
ist und aus der die A-Funktion durch eine
Genverdopplung hervorgegangen ist. Trotz
dieser Erweiterungen von Details liefert das
ABC-Modell nach wie vor die fundamentale
Erklarung fiir die Festlegung der Bliitenorgane.

Innerhalb der beiden inneren Blattkreise,
in Staub- und Fruchtblittern, findet dann die
Meiose statt. Im Gegensatz zu den meisten
vielzelligen Tieren gehen die entstehenden
haploiden Keimzellen nicht unmittelbar eine
Verschmelzung zu einer diploiden Zygote
ein, sondern fithren erst einmal ein (freilich
sehr begrenztes) Eigenleben, indem sie meh-
rere Mitosen durchlaufen, sodass also ein
kleiner haploider Organismus, der Gameto-
phyt, entsteht. In den Fruchtblittern wird ein
Embryosack aus acht Zellen gebildet, der eine
ausgeprigte Polaritdt aufweist: Die Eizelle und


http://www.adonline.id.au/flowers/images/abc-model.png
http://www.adonline.id.au/flowers/images/abc-model.png

5.4 - Verwandte Modellorganismen

zwei sogenannte Synergiden sind auf der Seite
der Eintrittsoffnung (Mikropyle) angeordnet,
am gegentiberliegenden Pol finden sich drei
Antipoden und in der Mitte des Embryosacks
zwei haploide Zellen, die zu einer diploiden
Polzelle verschmelzen (8 Abb. 5.9).

Auf der minnlichen Seite ist die Ent-
wicklung des Gametophyten noch starker
reduziert. Im Pollensack entsteht der haploide
Pollen und durchlduft bei vielen Pflanzen
noch im Pollensack eine erste Mitose. Diese
Mitose ist formativ, da den beiden Tochter-
zellen ein unterschiedliches Entwicklungs-
schicksal zugewiesen wird: Die Spermazelle
teilt sich innerhalb des auswachsenden Pollen-
schlauchs ein zweites Mal, wihrend die vege-
tative Zelle sich nicht mehr teilt und auch
nicht in die folgende Generation eingeht.
Sie hat die Funktion, den auswachsenden
Pollenschlauch (der also einem aufs Auflerste
reduzierten Gametophyten entspricht) zu ver-
sorgen. Nachdem der Pollenschlauch im Inne-
ren des Fruchtblatts die Mikropyle erreicht
hat und nun in den Embryosack eindringt,
verschmilzt der eine Spermakern mit der
Eizelle zur Zygote, der andere Spermakern
mit der (diploiden) Polzelle, sodass also eine
triploide Zelle entsteht. Wéahrend sich aus der

Mikropyle

Synergiden /
Eizelle

Integument %Z

Endosperm-
vorlaufer-
zellen

Antipoden

B Abb.5.9 Embryosack. (Vorlage aus einer alten
Arbeit von van Lammeren (nicht mehr feststellbar))
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Zygote der eigentliche Embryo entwickelt, bil-
det diese triploide Zelle das Endosperm, also
das Néhrgewebe, das den wachsenden Emb-
ryo versorgt. Ahnlich wie die vegetative Zelle
des Pollenschlauchs trigt also dieser zweite
Spermakern nicht zur Vererbung bei.

5.4 Verwandte Modellorganismen

Arabidopsis thaliana ist viel zu klein, um als
Nutzpflanze von wirtschaftlichem Interesse
zu sein. Sein Nutzen fiir die Menschheit ergibt
sich ausschliefllich aus seiner Modellhaftig-
keit. Allerdings gibt es nahe Verwandte von
Arabidopsis thaliana, die als Modellorganis-
men unmittelbar angewandten Wert besitzen:
Die nahe verwandte Art Arabidopsis halleri
(Hallersches Schaumkraut) hat sich darauf
spezialisiert, auf schwermetallverseuchten
Boden zu wachsen. Sie kann vor allem Zink
aus dem Boden aufnehmen und in groflen
Mengen in ihre Blitter einlagern. Verantwort-
lich fiir diese Eigenschaft ist das Enzym
Nicotianamin-Synthase, dessen Produkt Nico-
tianamin Schwermetallionen sehr gut kom-
plexieren kann. Auf dieses Enzym wurde man
aufmerksam, als man die durch Schwermetall
induzierten Gene in Arabidopsis halleri mit
der Expression in Arabidopsis thaliana ver-
glich. Wenn man die Expression von Nicotia-
namin durch einen RNAi-Ansatz verhinderte,
verschwand die Fihigkeit zur Zinkaufnahme.
Die starke Anreicherung von Zink in
den Blittern dieser Pflanze sollte eigent-
lich dazu fithren, dass sich diese Art mit
Zink formlich vergiftet. Freilich zeigte sich,
dass Arabidopsis halleri nicht nur ein Hyper-
akkumulator fiir Zink ist, sondern auch eine
stark erhohte Toleranz fiir Zink besitzt. Beide
Eigenschaften sind jedoch nicht gekoppelt
und werden getrennt voneinander vererbt.
Die Aufnahme von Zink ist von groflem
angewandtem Interesse: Einerseits lasst sich
diese Art zum Dekontaminieren von schwer-
metallverseuchten Boden einsetzen (sog. Phy-
toremediation). Andererseits kann man nun
in Nutzpflanzen wie Reis oder Weizen auf
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ziichterischem Wege versuchen, die Nicotia-
namin-Pegel zu steigern. Hintergrund ist der
in vielen Gegenden der Welt verbreitete Zink-
mangel, den man ausgleichen konnte, indem
man die Zinkaufnahme von Getreide steigert
(sogenannte Biofortifikation).

Etwas weiter entfernt steht die wichtige
Gattung Brassica (Kohl), die nicht nur als
Gemiise (Kohl mit zahlreichen Kultur-
formen) genutzt wird, sondern mit dem Raps
(Brassica napus) einen der wichtigsten nach-
wachsenden Rohstoffe liefert. Raps ist eigent-
lich keine urspriingliche Pflanzenart, sondern
entstand aus einer natiirlichen Kreuzung zwi-
schen Gemiisekohl (B. oleraceae) und dem
»Unkraut® Riibsen (B. rapa). Der zunichst
sterile Hybrid erlangte dann durch eine spon-
tane Verdopplung seiner Chromosomen (Allo-
polyploidie) seine Fruchtbarkeit wieder und
wurde zu einer eigenen Art, die unter den
Verwandten von Arabidopsis wohl die 6ko-
nomisch bedeutsamste Rolle spielt. Grund
dafiir ist das Ol, das in den Keimblittern der
reifen Embryonen gespeichert wird und schon
vor vier Jahrtausenden in Indien als Lampe-
ndl genutzt wurde. Gehalt und Zusammen-
setzung des Ols wurde schon seit Mitte des 20.
Jahrhunderts intensiv ziichterisch bearbeitet.
Zum einen wurde durch Reduktion (,,Null-
Raps®) und schlieSlich vollige Elimination der
gesundheitsschéddlichen Erucasdure (,Doppel-
Null-Raps“) das Ol auch fiir die menschliche
Erndhrung erschlossen, zum anderen wurde
seine urspriingliche Nutzung fiir technische
Ole vorangetrieben. Inzwischen gehen etwa
drei Viertel des in Deutschland angebauten
Rapséls in die Erzeugung von Biodiesel mit
stark steigender Tendenz. Dazu wird das Ol
mit Methanol verestert, um als Kraftstoft taug-
lich zu werden. Weltmarktfithrer fiir Raps
sind freilich Kanada und China, wo ein sehr
hoher Anteil von iiber 90 % als transgener
Raps angebaut wird. Eintransformiert wur-
den vor allem Resistenzen gegen sogenannte
Totalherbizide wie ,BASTA" oder ,,Roundup’,
um so konkurrierende Unkrauter einddmmen
zu konnen. Vor allem in Kanada kam es
dabei durch Riickkreuzung mit der Elternart

Riibsen zur Auskreuzung des Transgens, was
unter Bedingungen einer Behandlung mit
diesen Totalherbiziden einen Selektionsvor-
teil verleiht, sodass inzwischen grofle Anbau-
flichen in Kanada mit herbizidresistenten
Raps-Ritbsen-Hybriden zu kdmpfen haben
(sog. Super Weeds). Weitere gentechnische
Ansitze versuchen, den Fettsdurestoffwechsel
iiber sogenanntes Metabolic Engineering so zu
verandern, dass Produkte mit zugeschnittenen
technischen  Eigenschaften (z.B. hohen
Schmelzpunkten fiir Schmieréle) entstehen.
In der Offentlichkeit bekannt wurde hierbei
vor allem der sogenannte ,Plastikraps®, bei
dem durch Einfithrung bakterieller Gene der
Fettsdurestoffwechsel so umgebaut wurde,
dass Polyhydroxybutanoat entsteht, aus dem
Weichplastik hergestellt werden kann. Auf-
grund des nach wie vor niedrigen Olpreises
ist dieses Verfahren zurzeit jedoch noch nicht
marktfihig.

5.5 Limitierungen des Modells
Arabidopsis

So wie fiir andere Modellorganismen auch
gibt es fiir Arabidopsis gewisse Grenzen der
Ubertragbarkeit, an denen nicht unbesehen
von diesem Modell auf andere Pflanzen
geschlossen werden kann. Im Grunde haben
diese Grenzen mit der sogenannten Ver-
kiirzung zu tun, die ein Kennzeichnen aller
Modelle ist (eine genauere Betrachtung die-
ses wichtigen Punkts findet sich in » Kap. 8).
Bei Arabidopsis ergeben sich die Grenzen
der Ubertragbarkeit vor allem aus seiner
okologischen Strategie, als Therophyt durchs
Leben zu kommen. Zentral fiir diese Strategie
ist ein extrem schneller Entwicklungszyklus.
Vor allem die fiir Pflanzen untypischen stereo-
typen Zellteilungsfolgen wihrend der Embryo-
genese sind vermutlich als Anpassung an diese
spezielle 6kologische Strategie von Arabidopsis
zu sehen. Diese fixierten Teilungsmuster fithr-
ten zu dem Eindruck, dass die Differenzierung
von Zellen schon zu einem sehr frithen Zeit-
punkt der Embryonalentwicklung stattfinde,
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wodurch die Analyse von Entwicklungs-
mutanten stark vereinfacht erschien. Aus
diesem Grund wurde Arabidopsis gelegent-
lich als ,,Caenorhabditis der Pflanzenbiologie®
bezeichnet - auch fiir das Modell Caenorhab-
ditis elegans (das iibrigens eine dhnliche Stra-
tegie verfolgt) beobachtet man namlich solche
stereotypen Zellteilungen (s. auch Zellschicksal
durch Zellteilung).

Dieser Aspekt der Embryonalentwicklung
scheint also vollig aus der fiir Pflanzen typi-
schen, flexiblen Entwicklung herauszufallen.
Es bedurfte hier recht raffinierter Laser-Ab-
lationsversuche, um zu zeigen, dass auch
bei Arabidopsis das Zellschicksal flexibel ist
und durch Signale der benachbarten Zel-
len bestimmt wird und nicht durch einen
Determinationsvorgang ganz am Anfang der
Embryonalentwicklung  (Zellschicksal durch
Zellteilung).

Zellschicksal durch Zellteilung -
Arabidopsis als ,Caenorhabditis” der
Pflanzenwelt?

Da sich viele Zelltypen bei Arabidopsis
bis in die friihe Embryonalentwicklung
zuriickverfolgen lassen, die Abfolge von
Zellteilung also (fir Pflanzen untypisch)
sehr stereotyp verlauft, entstand der
Eindruck, dass die Zelldifferenzierung
moglicherweise durch diese starre

Folge von Zellteilungen festgelegt sei.
Zellschicksal durch Zellteilung ist ein
Mechanismus, der fiir die Entwicklung des
Modellorganismus Caenorhabditis elegans
gezeigt wurde. Im Grunde wére dann der
endgultige Bauplan schon als festgelegte
Karte im befruchteten Ei niedergelegt
und wiirde nur noch mosaikartig in den
Endzustand Ubersetzt. Um ein solches
Mosaikmodell Gberpriifen zu kénnen,
misste man eigentlich Transplantations-
versuche durchfiihren, wobei eine

Zelle aus ihrer normalen Umgebung
entnommen und an einen neuen Ort
verpflanzt wird. Danach kann man

147

fragen, ob sie sich gemaf ihrer Herkunft
entwickelt (Mosaikentwicklung) oder ob
sie das flr den neuen Ort angemessene
Schicksal annimmt (Regulationsent-
wicklung). Mit solchen Versuchen konnten
etwa Spemann und Mangold zu Beginn
des 20. Jahrhunderts zeigen, dass Zellen
in Amphibien UGber Signale determiniert
werden, die sie von den Nachbarzellen
erhalten (Spemann 1936; » Kap. 7). Fur
Pflanzen sind solche Transplantationen
nicht durchfiihrbar, denn die Zellen

sind Uber starre Zellwdnde miteinander
verbunden. Uber einen kleinen Trick
gelang es dann aber doch, fiir die
Wurzel von Arabidopsis die Idee von
Spemann und Mangold zu kopieren: Dazu
wurde eine sogenannte Laserablation
eingesetzt, wobei zwei Infrarotlaser

auf ein Ziel im Gewebe fokussiert und
synchronisiert werden, sodass die

von ihnen abgegebenen Quanten
genau gleichzeitig in dieser Zielstelle
ankommen und sich durch komplexe
quantenoptische Effekte aufaddieren.
Dabei entsteht in der Zielstelle (und

nur dort) sehr starkes sichtbares Licht
(Zweiphotonen-Prinzip), wahrend in der
Umgebung nur biologisch wirkungslose
Infrarotstrahlung auftritt. Wenn die
Energie der beiden Laser hochgefahren
wird, kann nun die Zielzelle im Fokus
formlich bis zum Kollaps ausgebrannt
werden, ohne dass die Nachbarzellen
darunter leiden. Da pflanzliche Gewebe
wegen des Turgordrucks unter einer
starken Gewebespannung stehen,
werden nun benachbarte Zellen in die
Leerstelle hineingedriickt und haben,
so wie bei einer Transplantation, ihren
Ort veréndert. Am Wurzelmeristem von
Arabidopsis, das durchsichtig ist, 1asst
sich diese Laserablation besonders gut
durchfiihren. Innerhalb dieses Meristems
findet man Bereiche aus wenigen Zellen,
die sich danach in die unterschiedlichen
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Gewebe der Wurzel wie Wurzelhaube,
Rindengewebe, Endodermis oder
Zentralzylinder differenzieren. Uber

einen Enhancer-Trap-Ansatz wurden auch
Mutantenlinien erzeugt, bei denen ein
Reportergen (zumeist GFP) nur in einem
bestimmten Zelltyp exprimiert wird. Nun
kann man einzelne dieser Zellen mit dem
Laser zerstéren und dann fragen, ob die
einwandernde Zelle sich herkunfts- oder
ortsgemaR entwickelt. Dies lasst sich
daran erkennen, ob sie ihren bisherigen
Expressionstyp des Reporters beibehalt
(herkunftsgemaBe Zelldifferenzierung)
oder den Expressionstyp der

eliminierten Zelle annimmt (ortsgemafe
Zelldifferenzierung). Dies wurde in einer
Reihe von spektakuldren Arbeiten von Van
den Berg in den 1990er-Jahren untersucht
(Van den Berg et al. 1995). Dabei zeigte
sich, dass die Zellen sich immer ortsgemaf
verhalten - sie ,vergessen” also
vollstdndig, wie sie vorher differenziert
waren, und passen ihre Differenzierung an
die neue Umgebung an. Dieser ,zellulare
Alzheimer” zeigte eindeutig, dass
Arabidopsis eben nicht der ,Caenorhabditis
der Pflanzenwelt” ist, sondern sich so
verhdlt wie andere Pflanzen auch: Das
Zellschicksal ist nicht festgelegt, sondern
wird durch Signale von den Nachbarzellen
bestimmt.

Bei anderen Pflanzen ware man auf

die kuriose Idee der determinierten
Zelldifferenzierung nie gekommen,

weil dort die Zellteilungsfolgen sehr
variabel sind. Hier wurde also aufgrund
einer biologischen Besonderheit des
Modellorganismus Arabidopsis ein
Konzept entwickelt, das Gberhaupt

nicht ,fur Pflanzen” modellhaft war. Nur
mithilfe von sehr ausgebufften Techniken
konnte man zeigen, dass das Modell in
diesem Punkt nicht ,vollig aus der Art
geschlagen” ist.

5.6 Neue Entwicklungen

Mit Ausnahme der Moose geht Pflanzen die
homologe Rekombination weitgehend ab,
was die Analyse transgener Pflanzen sehr
erschwert. Das eingefithrte Gen wird weit-
gehend zufillig irgendwo im Genom eingesetzt
und dann abhéngig von seiner Umgebung
unterschiedlich stark exprimiert. Man erhalt
aus einem Transformationsversuch daher die
ganze Bandbreite von starker bis vollig fehlen-
der Expression und muss mithsam mehrere
Linien mit unterschiedlichen Expressions-
niveaus vergleichend untersuchen, um zu
Schliissen iiber die Funktion des exprimierten
Transgens zu gelangen.

Gezielte Transformation steht daher schon
seit Langem auf der Wunschliste der Pflanzen-
wissenschaften. Hier konnten nun in den
letzten Jahren mithilfe des Modellorganismus
Arabidopsis entscheidende Fortschritte erzielt
werden. Wenn das Transgen stabil in das
Genom integriert wird, setzt dies voraus, dass
die DNA an dieser Stelle unterbrochen wird
und dann wieder mit den Enden des Trans-
gens verschmilzt. Wenn es nun geldnge, solche
Strangbriiche gezielt an ganz bestimmten Stel-
len des Genoms zu setzen, wiirde das Trans-
gen dann bevorzugt an diesen Stellen iber
einen non-homologous end-joining (NHE])
genannten Prozess eingesetzt werden.

Genau diese Idee wurde iiber verschiedene
Ansitze verfolgt. Uber Einfithrung von ver-
dnderten Nucleasen wurde versucht, gezielt an
bestimmten Stellen Strangbriiche zu setzen.
Vor allem Zinkfinger-Nucleasen standen hier
im Brennpunkt, weil sich die Bindedoméanen
von Zinkfinger-Proteinen so entwerfen lassen,
dass sie an bestimmte Nucleotidmotive der
DNA binden. Auch sogenannte transcription
activator-like effectornucleases (TALENs) aus
dem pflanzenpathogenen Bakterium Xanthomo-
nas wurde eingesetzt, um gezielte Strangbriiche
zu erzeugen. Der grofie Durchbruch kam aber
mit dem CRISPR/Cas-System. Die Abkiirzung
steht fir clustered regularly interspaced short
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palindromic  repeats/CRISPR-associated — und
bezeichnet ein bei Bakterien und Archaeen vor-
kommendes System von Nucleasen, die iiber
kurze (nur 23 Basenpaare sind notig) RNA-
Sequenzen an ihren Zielort geleitet werden und
dort dann Doppelstrangbriiche erzeugen. Da
die eigentliche Nuclease (Cas) konstant ist und
die Spezifitit durch die leitende RNA-Sequenz
entsteht, hat man hier ein modular (,,LEGO-
artig®) aufgebautes Werkzeug, mit dem man
jede beliebige Zielstruktur auf der DNA schnei-
den und dort iiber NHE] ein Transgen einfiigen
kann.

Durch diese ganz neue Entwicklung wurde
eine im Vergleich zu Modellsystemen mit homo-
loger Rekombination entscheidende Begrenzung
des Modells Arabidopsis durchbrochen. Vom
bescheidenen ,Mauerbliimchen’, das nur in
einer sehr begrenzten Therophyten-Nische
tiberleben konnte, entwickelte sich Arabidopsis
durch die wissenschaftlichen Fortschritte der
letzten zwei Jahrzehnte zu einem sehr wichtigen
Modellorganismus und liefert ein schones Bei-
spiel fiir die These, dass ein Modellorganismus
etwas ganz anderes ist als eine in der Natur ent-
standene Lebensform. Der Modellorganismus
Arabidopsis ist vielmehr ein in hohem Mafle
skinstliches®, sprich: durch wissenschaftliche
Kunst fiir experimentelle Zwecke abgedndertes
System.
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Uberblick fiir schnelle Leser

Zu Beginn des 21. Jahrhunderts wurde das
Genom von Oryza sativa als erstes Getreide-
genom publiziert. Die Entscheidung, Reis-
pflanzen als erste Modellpflanze fiir Getreide
zu etablieren, basierte auf mehreren Griinden,
wie zum Beispiel der vergleichsweise kleinen
GroBe des Genoms (ca. 420 Mio. Basenpaare),
der Méglichkeit, die Pflanzen gentechnisch zu
manipulieren und der gro3en wirtschaftlichen
Bedeutung als Grundnahrungsmittel in gro-
Ben Teilen der Erde. Da Getreidegenome (iber
eine sehr dhnliche Grundstruktur verfligen,
war die Entschliisselung des Reisgenoms auch
hilfreich fur die Aufklarung weiterer Getreide-
genome. Neben den Oryza-sativa-Unterar-
ten indica und japonica wurde parallel auch
afrikanischer Reis Oryza glaberrima domesti-
ziert. Einige Eigenschaften der Pflanzen, wie
zum Beispiel Saatgut nicht abzuwerfen, sind
typische Merkmale von Kulturpflanzen, die
sie durch eine lange Ziichtungsgeschichte
erhalten haben, wahrend Wildreisarten noch
die urspringlichen Wildpflanzenmerkmale
aufweisen. Da Reis oft sehr kleine Genfamilien
hat, wurden manche Mechanismen in Reis
aufgeklart und nicht in Arabidopsis thaliana.
Ein Beispiel hierfiir ist die Entdeckung des
Rezeptors fir das Pflanzenhormon Gibberel-
linsdure. Wichtige Methoden zur Herstellung
von Mutanten sind die chemische und
Tos17-vermittelte Mutagenese. Auch durch
radioaktive Strahlung und T-DNA-Insertions-
mutagenese werden Mutanten erzeugt.
T-DNA-Insertionsmutant unterliegen jedoch
dem Gentechnikgesetz und finden oft keine
kommerzielle Anwendung. Da Reis als in vie-
len Léndern Grundnahrungsmittel ist, gibt es
auch biotechnologische Projekte, in denen
gezielt bestimmte Komponenten (zum Bei-
spiel Provitamin A oder Eisen) im Reisendo-
sperm angereichert werden. Mit dieser
Strategie soll Nahrungsdefiziten entgegen-
gewirkt werden.

Streng genommen ist Reis nicht die
Bezeichnung fiir eine Pflanze, sondern fiir
das Nahrungsmittel, das aus der Reispflanze

gewonnen wird. Die Reispflanze gehort zur
Gattung Oryza, die etwa 23 Arten umfasst.
Da diese Arten héufig untereinander gekreuzt
werden konnen, greift jedoch die Artdefini-
tion im klassischen Sinne nach Ernst Mayr,
wie héufiger bei Pflanzen, nicht. Die kultivier-
ten Reispflanzen gehoren der Art Oryza sativa
an, in der wiederum die Unterarten japonica
und indica unterschieden werden. In Afrika
wird auflerdem Oryza glaberrima kultiviert.

Die Kultivierung von Oryza sativa begann
vor Jahrtausenden, ihr Beginn ist nicht genau
dokumentiert. Archédologische und genetische
Studien zeigen, dass die Unterart japonica aus
dem Wildreis Oryza rufipogon hervorging und
in China erstmals vor etwa 8000 Jahren am
Perlfluss im Siiden des Landes (Provinz Guan-
gxi) domestiziert wurde. Ein weiteres Zent-
rum der frithen Kultivierung liegt am Fluss
Yangtze weiter im Norden Chinas. Es gibt
aber auch Hinweise auf Kultivierung von Reis
bereits vor 12.000 Jahren in Thailand und in
der Grenzregion von Thailand und Myanmar.
Die Unterart indica entstand vermutlich aus
Kreuzungen von japonica-Sorten mit lokalen
Wildreisarten in Siidost- und Stidasien. Oryza
glaberrima hingegen ist aus der afrikanischen
Wildreisart Oryza barthii hervorgegangen
und wurde vor etwa 3000 Jahren am Niger
domestiziert.

Im dicht besiedelten asiatischen Raum
hat Reis eine herausragende Bedeutung als
Grundnahrungsmittel und damit ist eine
ausreichende  Reisproduktion  unerldsslich
zur  Gewihrleistung der  Welterndhrung
(B Abb. 6.1). Ein gewichtiges Argument, Oryza
sativa als Modellorganismus fiir monokotyle
Pflanzen auszuwéhlen, war die Bedeutung
dieser Pflanze fiir die Welterndhrung. In der
Folge wurde das Genom des japonica-Kultivars
Nipponbare sequenziert. Das Reisgenom war
somit nach dem von Arabidopsis thaliana
(» Kap.5) das zweite pflanzliche Genom, des-
sen Sequenz aufgeklirt wurde. Durch die
Auswahl dieser beiden Arten fiir die ersten
pflanzlichen Genomprojekte wurde nicht nur
den Unterschied zwischen zwei grofien Grup-
pen (monokotylen und dikotylen Pflanzen)
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B Abb. 6.1
Japan) mit modernster Technik und b Trocknen der Reisernte in Bhaktapur (Nepal) mit traditionellen Methoden.
(Maren Riemann)

erfasst, sondern lassen sich auch genetische
Unterschiede verschiedener ~Entwicklungs-
strategien untersuchen, namlich der Strategie
eines Unkrauts gegeniiber der Strategie einer
Kulturpflanze.

= Moose als Modellorganismus

In diesem Lehrbuch wird Moosen nur wenig
Platz eingeraumt. Trotzdem soll verdeutlicht
werden, dass Moose wichtige Modellorganis-
men sind. Insbesondere das Laubmoos
Physcomitrella  patens (Blasenmiitzenmoos)
ist zu erwihnen, da es aufgrund seiner
hohen homologen Rekombinationsrate zu
einem biotechnologischen Werkzeug wurde
(» Abschn. 6.2.3). Moose sind jedoch an sich
schon interessant fir die biologische For-
schung, da sie an der Basis der Landpflanzen
stehen. Der Sprung ans Land war den Moo-
sen moglich, weil sie ihre Geschlechtszellen,
die Gameten, in sterilen Gametangien bil-
den. Eine fiir molekularbiologische Metho-
den besonders interessante Eigenschaft von
Moosen ist, dass sie die meiste Zeit ihres
Lebenszyklus haploid sind. Diese Eigenschaft
ist deshalb so interessant, da der Effekt einer
Mutation unmittelbar sichtbar wird und
nicht, wie bei diploiden Organismen, durch
ein zweites, funktionelles Allel komplemen-
tiert werden kann. In Kombination mit der
Fahigkeit zur homologen Rekombination
waren Moose somit zeitweise die einzigen
pflanzlichen Organismen, in denen mit einer
hohen Effizienz gezielt Gene ausgeschaltet

Kontraste der Reiskultivierung im 21. Jahrhundert: a Reisaussaat in Tsukuba (Prafektur Ibaraki,

werden konnten. Diese Bedeutung geht
momentan mit der Entwicklung neuer gen-
technischer Methoden in Pflanzen zuriick.

6.1 Reis als Modellsystem: wozu
und warum?

Gegeniiber vielen anderen biologischen Modell-
systemen bietet Reis einen groflen Vorteil:
Man kann Reis essen. Reis ist neben Weizen
das wichtigste Grundnahrungsmittel fiir die
menschliche Erndhrung (8 Abb. 6.2). Vor allem
im asiatischen Raum wird Reis aber nicht nur
als Nahrungsmittel verwendet, sondern auch
als Baumaterial, zur Herstellung alkoholischer
Getranke und zur Kleider- und Werkzeug-
produktion eingesetzt, um einige Beispiele zu
nennen.

Die Eigenschaft, als Grundnahrungs-
mittel zu dienen, teilt Reis jedoch mit ande-
ren Pflanzenarten. Auch ist Reis bei Weitem
nicht die einzige einkeimblittrige Pflanze von
wirtschaftlichem Interesse. Warum wurde
gerade Reis, nicht andere Getreide, als Modell-
pflanze auserkoren? Weizen beispielsweise steht
in seiner Bedeutung fiir die Welterndhrung
Reis in nichts nach. Die Griinde dafiir sind
mannigfaltig. Ein sehr wichtiger Grund ist
die Tatsache, dass das Reisgenom verhéltnis-
miflig klein ist. Zwar ist es mit etwa 420 Mio.
Basenpaaren auf 12 Chromosomen dreimal
so grof3 wie das von Arabidopsis thaliana, aber
bedeutend kleiner als die Genome anderer
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B Abb. 6.2 Reispflanzen kurz vor der Ernte. (Kisaichii, Prafektur Osaka, Japan)

Getreide (Mais: 3 Mrd. Basenpaare, Weizen:
15 Mrd. Basenpaare). Die Sequenzierung des
Reisgenoms war nicht nur kostengiinstiger,
sondern die funktionelle Analyse des Genoms
auch einfacher. Oftmals sind Genfamilien in
Reis kleiner im Vergleich zu anderen Getreide-
arten, weshalb die Moglichkeit von Redundanz
vermindert ist. Dadurch ist es in Reis ver-
gleichsweise einfach, {iber Knockout -Mutanten
die Funktion einzelner Gene zu untersuchen
(s. auch Der verriickte Reiskeimling). Zudem ist
das Reisgenom diploid, wahrend Weizen ein
hexaploides Genom hat.

Weitere Vorteile, die zur Auswahl von Reis
als Modellpflanze gefiihrt haben, sind techni-
scher Natur. In Reis ist es moglich, effektiv funk-
tionelle Genomik durchzufiihren. Dazu zahlen
die Verfiigbarkeit eines Transformationssystems
> Abschn.6.2.2), die Moglichkeit, im gesam-
ten Genom Mutationen generieren zu kénnen
> Abschn. 6.2.1) und gewisse biologische Eigen-
schaften, die die Verwendung von Reis auch in
sogenannten High-Throughput-Forschungs-
ansitzen ermoglicht. Durch Mutanten und
transgene Linien ist es moglich, die Funktion

vieler der 30.000-50.000 Reisgene aufzukldren.
Eine typische Kulturpflanzeneigenschaft von
Reis ist der geringe Platzbedarf: Auf engem
Raum konnen viele Reispflanzen angebaut wer-
den, ohne Wachstum oder Ertrag zu mindern
(8 Abb.6.2). Natiirlich mochte man von den
Pflanzen auch Saatgut bekommen, dafiir ist
eine weitere biologische Eigenschaft von Reis
ein Vorteil: Zum groflen Teil befruchten sich
die Pflanzen selber, womit es nicht schwierig ist,
reine Zuchtlinien zu erhalten.

Es koénnte nun argumentiert werden, dass
Reis eine recht spezielle Pflanze ist und sich
durch die Entschliisselung des Reisgenoms
wenig Nutzen fiir die Erforschung ande-
rer Getreide ergibt. Was die Genomstruktur
angeht, so konnen die Daten aus Reis jedoch
sehr hilfreich sein fiir die Aufklirung von
anderen Getreidegenomen, da sie iiber ein
hohes Mafl an Syntenie verfiigen. Darunter
versteht man die Anordnung von Genen oder
Gensegmenten auf den Chromosomen. Kennt
man diese aus einer Getreideart, so konnen
neue Sequenzdaten aus anderen Arten leichter
assembliert werden (B Abb. 6.3).
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] Reis

M Kolbenhirse
% Sorghum
Bl Mais

M Triticeae

B Abb. 6.3 Syntenie von flinf Getriedegenomen. Die Genome unterschiedlicher Getreidearten werden

durch verschieden farbige Streifen dargestellt. Rote Dreiecke geben die Positionen von Telomeren, Pfeile
Umlagerungen genomischer Bereiche relativ zum Reisgenom, an. Pfeile mit einem Kopf stellen Translokationen,
solche mit zwei Képfen Inversionen, dar. Bei 3 und 7 Uhr sind Umlagerungen in der Unterfamilie Panicoidae
(Kolbenhirse, Sorghum und Mais) mit Hilfe schattierter Boxen markiert. Der gestrichelte Pfeil im Zentrum der
Abbildung deutet auf eine Duplikation auf Chromosom 11 und 12 von Reis. Rote Punkte sind orthologe Gene,
die den semi-dwarf (Zwergwuchs) Phanotyp kontrollieren: Bei Reis auf Chromosom 3, Weizen Chromosom 4 und
Mais Chromosom 1. Die Abkiirzung pt bedeutet, dass Teile eines Genoms dargestellt sind. (Abbildung verandert

nach Bennetzen et al. 2008)

Der verriickte Reiskeimling — Die
Entdeckung des Pflanzenhormons
Gibberellinsdure

Hormone sind biochemische Botenstoffe,
die spezifische Regulationsfunktionen

im Organismus ausiiben. Wie Tiere
haben auch Pflanzen Hormone, aber

der klassische Hormonbegriff ist nicht

durchgehend auf Pflanzen anwendbar.

In Pflanzen werden Hormone haufig

nicht von spezialisierten Zellen gebildet
und an den Wirkungsort transportiert,
sondern kdnnen bei Bedarf von jeder Zelle
hergestellt werden. Die Entdeckungs-
geschichte von Pflanzenhormonen ist

oft kurios. Die Wirkung des gasformigen
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Gibberellin A

O Abb. 6.4 a Strukturformel von Gibberellin A,; b Abbildung einer mit G. fujikuroi befallenen Pflanze (links)
neben einer gesunden Reispflanze (rechts). Mit freundlicher Genehmigung des International Rice Research Insti-

tuts. (Philippinen; » http://www.knowledgebank.irri.org/)

Hormons Ethylen hat der russische
Wissenschaftler Dimitri Neljubov zu
Beginn des 20. Jahrhunderts entdeckt.
Neljubov bemerkte, dass Ethylen

als Bestandteil eines Gases, das aus

einer defekten Gaslampe austrat, das
Wachstum von Pflanzen veranderte. In
der Folgezeit kam man nach langjahriger
Forschung darauf, dass Ethylen auch
von der Pflanze selber als Hormon
produziert wird. Bei der Entdeckung des
Pflanzenhormons Gibberellinsdure hat
Reis, beziehungsweise ein Reispathogen,
eine entscheidende Rolle gespielt.

Die Bakanae-Krankheit (Krankheit des
verrlickten Reiskeimlings), die seit dem
Ende das 19. Jahrhunderts erforscht wird,
wird durch den Pilz Gibberella fujikuroi
verursacht (B8 Abb. 6.4). Pflanzen, die mit
diesem Pilz infiziert werden, zeigen ein
abnormales Langenwachstum, das zu
Instabilitat der Pflanze flhrt. Befallene
Pflanzen geben zudem nur wenig

Ertrag, was ernsthafte wirtschaftliche
Schaden zur Folge hat. In den 1930er-

und 1940er-Jahren haben japanische
und amerikanische Wissenschaftler
parallel wachstumsférdernde Substanzen
aus Kulturfiltraten des Pilzes isoliert.
Aufgrund der politischen Lage haben
diese Wissenschaftler ihre Ergebnisse
nicht ausgetauscht, sondern isoliert
voneinander geforscht. Spater stellte sich
heraus, dass die Japaner eine Mischung
aus den Gibberellinen A, A, und A,
isoliert haben, die Amerikaner Gibberellin
A,. Diese Gibberelline unterscheiden

sich in ihrer biologischen Aktivitat, und
Gibberellin A, ist eines der aktivsten. Der
Pilz produziert demnach eine Substanz,
die starke Auswirkungen auf das
pflanzliche Wachstum hat.

Aber man hat in den folgenden Jahren
festgestellt, dass Pflanzen auch Gibberel-
linsdure synthetisieren kénnen, und es als
Wachstumsregulator verwenden. Klassische
Beispiele dafiir sind die Dwarf- (engl.
Zwerg)- und Tall- (engl. hochgewachsen)
Allele von Mendels Erbsen. Die
Dwarf-Erbsen tragen eine Mutation in
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Herkémmliche Zwergwiichsige Sorte
Sorte mit hohem Ertrag

B Abb. 6.5 Green-Revolution-Reis (rechts) neben
herkdmmlichem Reis mit normaler Gibberellinsau-
resynthese (links). (> http://5e.plantphys.net/article.
php?ch=20&id=355)

einem Enzym der Gibberellinsdurebio-
synthese, wahrend die Tall-Erbsen in der
Metabolisierung von Gibberellinsaure
gestort sind, also wachstumsférderdernde
Gibberellinsdure akkumulieren. In der
Landwirtschaft und fiir die Welternahrung
hat dieses Hormon eine herausragende
Bedeutung. Es ist im 20. Jahrhundert
gelungen, Getreidesorten zu ziichten,

die ein verringertes Langenwachstum
zeigen, jedoch einen hohen Ertrag liefern
(Green Revolution). Solche Sorten haben
beispielsweise den Vorteil, weniger anfallig
fuir widrige Witterungsbedingungen wie
Sturm oder Starkregen zu sein, da sie
aufgrund ihres kompakten Habitus stabiler
sind. Diese Sorten sind durchweg in der
Biosynthese oder in der Signalleitung von
Gibberellinsdure mutiert. In Reis ist in erster
Linie das sd1-Gen von Bedeutung, das fiir
eine GA20-Oxidase codiert. GA20-Oxidasen
sind gemeinsam mit GA3-Oxidasen die
entscheidenden Enzyme, die im Cytosol der
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Zelle bioaktive Gibberelline synthetisieren.
Reissorten, die Mutationen im sd1-Gen
tragen, zeigen einen sogenannten
Halbzwerg-Phanotyp mit den erwahnten
vorteilhaften Eigenschaften (B Abb. 6.5).
Nicht nur Gibberellinsdure sondern

auch der Gibberellinsdurerezeptor GID1
(GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1) wurde
in Reis entdeckt. Er wurde in Reis erstmals
entdeckt, da es fir Gibberellinrezeptor (und
auch Signalleitung) im Reisgenom weniger
Redundanz gibt als bei Arabidopsis thaliana.

6.2 Methoden und Ansatze

Ein Schlisselpunkt, damit eine Art als
Modellorganismus in der modernen bio-
logischen Forschung eingesetzt werden kann,
ist die technische Moglichkeit, das Genom
manipulieren zu konnen. Es ist dann moglich,
die Funktion einzelner Gene zu untersuchen.
Die Etablierung effektiver Transformations-
protokolle war ein Schlisselkriterium, um
Reis als Modellorganismus zu qualifizieren.
Doch auch nach vielen Jahren intensiver For-
schung ist es immer noch bedeutend schwie-
riger und zeitaufwendiger, Reis gentechnisch
zu verdndern, als das bei anderen Pflanzen-
arten der Fall ist (» Abschn. 6.2.2). Wihrend
Arabidopsis thaliana mittels Eintauchen der
Bliiten in eine Agrobakterien-Suspension
transformiert werden kann (» Abschn.5.2.2),
muss man bei der Reistransformation viele
Wochen der Gewebekultur durchlaufen und
anschlieflend wieder Pflanzen regenerieren.
Um Mutanten zu generieren werden des-
halb auch andere Methoden eingesetzt. Zum
Beispiel konnen Mutationen durch radio-
aktive Strahlung oder chemische Agenzien
induziert werden. Solche Mutanten sind
nicht gentechnisch verdndert, sie tragen keine
Fremd-DNA in sich. Es ist jedoch bedeutend
schwieriger, die Mutationen im Genom der
Pflanzen zu finden. Eine interessante und
hiaufig verwendete Methode bei Reis ist die
Transposonmutagenese. Im Reisgenom ist ein
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B Tab.6.1 Uberblick tiber verschiedene Methoden der Mutagenese
Mutagen Detektion der Mutation Art der Mutation Fremd-DNA
T-DNA PCR-Methoden Insertion der T-DNA in geno- Ja
mische DNA
Tos17-Transposon PCR-Methoden Insertion von Tos17 in geno- Nein
mische DNA
Radioaktive Strahlung ~ Map-based Cloning, Sequen- Deletionen und Punkt- Nein

zierung

Retrotransposon (Tosl7) enthalten, dass in
der Pflanze inaktiv ist, aber in Gewebekultur
wieder aktiv wird und dann vorzugsweise in
codierende Bereiche im Genom springt. Auch
Mutanten, die so erzeugt werden, enthalten
keine Fremd-DNA und kénnen bedenkenlos
in Feldversuchen eingesetzt werden.

6.2.1 Mutantenkollektionen

Lange Zeit war es nicht moglich, gezielt Gene
in Reis auszuschalten. Das ist gerade im
Begrift sich zu dndern durch Verwendung des
CRISPR/Cas-Systems  (» Abschn.5.6). Bis-
her wurden Loss-of-Function-Varianten in
Reis jedoch durch zufillige Mutationen gene-
riert und man muss diese, je nach Methode
der Mutagenese, mehr oder weniger mithsam
im Genom auffinden. Géngige Methoden der
Mutagenese in Reis sind unter anderem:

durch Agrobacterium tumefaciens ver-

mittelte T-DNA-Mutagenese

transposonvermittelte Mutagenese, vor

allem durch das endogene Retrotrans-

poson Tos17

Mutagenese durch radioaktive Strahlung

Die verschiedenen Methoden bringen spezi-
fische Vor- und Nachteile mit sich (8 Tab. 6.1).
Zum Beispiel enthalten Mutanten, die mit
radioaktiver ~ Strahlung erzeugt werden,
keinerlei Fremd-DNA und konnen deshalb
ohne Bedenken auch im Freiland unter-
sucht werde. Es ist sogar denkbar, Mutanten
mit agronomisch vorteilhaften Eigenschaften

mutationen

zur Nahrungsmittelproduktion einzusetzen.
Jedoch ist das Auffinden der Mutation nicht
einfach. Es ist erforderlich, Map-based Clo-
ning (» Abschn.5.2.3) anzuwenden oder das
Genom der Mutante zu sequenzieren. Beides
bedeutet erheblichen zeitlichen und finan-
ziellen Aufwand. Bei dieser Art der Muta-
genese kommt es haufig zu Deletionen. Das
kann einzelne Gene treffen, aber auch groflere
Chromosomenabschnitte mit mehreren zehn-
tausend Basenpaaren. Solche grofien Bereiche
enthalten viele Gene, und es ist dann schwie-
rig, auf die Funktion des einzelnen Gens zu
schlieBen. Das Auffinden der Mutation im
Genom ist bei T-DNA-Insertionsmutanten
bedeutend einfacher. Uber verschiedene
PCR-Methoden (TAIL-PCR, inverse PCR)
lassen sich die Bereiche im Genom identi-
fizieren, die an die T-DNA angrenzen. Bei
dieser Methode werden jedoch genverdnderte
Organismen erzeugt, deren Anwendung im
Freiland aus verschiedenen Griinden sehr
umstritten ist. Eine interessante Alternative bei
Reis ist daher die Mutagenese mit dem endo-
genen Retrotransposon Tos17, die im Folgen-
den ausfiihrlicher besprochen wird.

Tos17 ist ein Retrotransposon, das im
Reisgenom enthalten ist. Je nach Reissorte
findet man 2-5 Kopien des Transposons,
das heifit die Anzahl von Tosl7-Genen im
Genom ist relativ gering. Das ist eine ent-
scheidende Voraussetzung dafiir, dass der
Insertionsort spater in den Pflanzen wieder-
gefunden werden kann. In Reispflanzen ist das
Retrotransposon inaktiv, bleibt also immer
an der gleichen Stelle in der genomischen
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B Abb. 6.6 Mechanismus der Tos17-Insertion. Das Retrotransposon wird per Copy & Paste- Mechanismus ver-
vielfaltigt und an anderen Stellen im Genom eingefiigt. Der DNA-Bereich wird zunachst in RNA transkribiert und
durch das Enzym Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Nach Synthese des komplementéren Strangs
wird das Element an anderer Stelle im Genom eingefiigt. Das Spender-Tos17-Retrotransposon bleibt an der
urspringlichen Stelle im Genom integriert. Die griinen Blocke zeigen die flankierenden Bereiche, die aus kurzen,
repetitiven Elementen bestehen. (Nach Buchanan et al. 2015)

DNA. Wenn Reis in Gewebekultur gehalten
wird, wird Tosl7 jedoch aktiv. Gewebe-
kultur bedeutet, dass aus Reisembryonen
undifferenzierte Zellhaufen, sogenannte Kal-
lusse, induziert werden. Durch Zugabe einer
kiinstlichen Variante des Pflanzenhormons
Auxin konnen die Zellen lange Zeit in
undifferenziertem Zustand gehalten werden.
In solchen Zellen ist Tos17 aktiv und wird mit
dem Copy-and-paste-Mechanismus an ande-
ren Stellen des Genoms eingefiigt (8 Abb. 6.6).

Bei Insertion des Transposons an einer
neuen Stelle im Genom bleiben die Ende sta-
bil erhalten, und Umlagerungen sind sehr
selten. Aus Kallusgewebe konnen Pflanzen
regeneriert werden, in denen das Tos17-Retro-
transposon wieder inaktiv ist. Somit bleiben

die Tos17-Kopien an Ort und Stelle und es ist,
sofern sie in einem codierenden Bereich inte-
griert wurden, eine neue Mutantenlinie gene-
riert worden.

Je langer die Zellen in Gewebekultur
gehalten werden, desto mehr Kopien von Tos17
entstehen. Uber die Zeit kann deshalb beein-
flusst werden, wie viele Tosl7-Transposons
inseriert werden. Damit ldsst sich einer gene-
relle Problematik der verschiedenen Metho-
den der Mutagenese etwas entgegenwirken: Bei
allen Methoden besteht ndmlich die Gefahr,
dass mehrere Gene von Mutationen betroffen
sind, was zu falschen Riickschliissen fithren
kann. Mittels Begrenzung der Zeit bei der
Tos17-Mutagenese kann dieses Problem etwas
vermindert, wenn auch nicht geldst werden.
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Tos17 wird vorzugsweise in codierenden
Bereichen des Genoms integriert, weshalb
eine relativ gute Abdeckung des Reisgenoms
gewidhrleistet wird. Manche Bereiche der
DNA sind geradezu Hot Spots fiir Tos17-In-
sertionen, zum Beispiel die Gene fir den
Photorezeptor Phytochrom A oder das Gen
JASMONATE RESISTANT 1. Fiir solche Gene
kann man dann viele Tos17-markierte Allele
bekommen und kann Untersuchungsergeb-
nisse solide bei unabhidngigen Mutanten-
linien bestédtigen. Dafiir gibt es jedoch auch
Bereiche, in die Tos17 tiberhaupt nicht integ-
riert wird, weshalb mit der Tos17-Mutanten-
kollektion niemals die Funktion aller Gene
in Reis studiert werden kann. Die Insertion
von T-DNA erfolgt viel homogener iiber das
Reisgenom verteilt, sodass es fiir funktionelle
Genetik aller Gene unerldsslich ist, auch diese
Ressource zu verwenden.

6.2.2 Transformation

Es ist, nicht nur zur Herstellung von Knock-
out-Mutanten, wichtig, dass eine Modellpflanze
transformiert werden kann. Zum Beispiel sollte
es moglich sein, die Lokalisation bestimmter
Proteine in der Zelle zu untersuchen. Wie
Arabidopsis thaliana kann auch Reis mittels
Agrobacterium tumefaciens transformiert wer-
den. Der Aufwand, der dafiir betrieben werden
muss, ist jedoch bedeutend gréfler (B Abb. 6.7).

Durch Eintauchen von Bliiten oder
anderen Pflanzenteilen in eine Agro-
bakteriensuspension kann Reis nicht effek-
tiv transformiert werden. Es ist erforderlich,
verschiedene Stadien der Gewebekultur zu
durchlaufen. Neben einem grofien technischen
und zeitlichen Aufwand ist somit ein weite-
res Problem gegeben: In Gewebekultur ist das
Tos17-Retrotransposon » Abschn.6.2.1) aktiv,
wodurch Mutationen entstehen kénnen.

Wie bei der Tosl7-Mutagenese wird aus
embryonalen Zellen die Bildung von Kal-
lussen induziert. Durch Anwendung des

kiinstlichen Auxins 2,4-D konnen die Zellen
in undifferenziertem Zustand gehalten wer-
den. Unter optimierten Bedingungen kénnen
die Zellen nach 30 Tagen in Agrobakterien-
suspension eingetaucht werden. Nach drei
Tagen der Kokultivierung werden die Bak-
terien mit geeigneten Antibiotika abgetdtet,
um ein Uberwachsen der Pflanzenzellen und
weitere T-DNA-Insertionen zu vermeiden.
Der Selektionsdruck mit Antibiotika wird
iber mehrere Wochen aufrechterhalten, um
ein Uberleben der Bakterien zu vermeiden.
Neben den Antibiotika zum Abtéten der
Bakterien wird ein weiteres Antibiotikum
zur Selektion von transformierten Pflanzen-
zellen verwendet, in der Regel Hygromycin,
denn transformierte Zellen haben mit der
T-DNA auch ein Hygromycin-Resistenz-
gen ins Genom integriert bekommen. Nach
der Kokultivierung wird der Kallus mehrere
Wochen auf unterschiedlichen Medien weiter-
gezogen. Er durchlduft dabei eine Phase der
Reifung, in der durch Verwendung weiterer
Pflanzenhormone (Abscisinsdure und Cyto-
kinin) im Medium die Differenzierung ein-
geleitet wird. Ist der Kallus gereift, kann ein
entscheidender Schritt eingeleitet werden:
Durch Verschieben des Verhiltnisses von
Auxin und Cytokinin im Medium kann aus
den Zellen wieder eine komplette Pflanze
regeneriert werden. Diese Pflanzen werden bis
zur Samenreife gezogen.

In einem optimierten System werden
etwa sechs Monate benétigt, um das erste
transgene Saatgut zu erhalten. Weitere sechs
Monate sind erforderlich, um die T2-Gene-
ration zu bekommen. Diese verhiltnismaf3ig
lange Dauer der Transformation begriindet
sich auch aus der lingeren Generationszeit
von Reis. Man kann sich behelfen, indem man
Sorten wie Kitaake verwendet, die einen kur-
zen Generationswechsel haben. Allerdings
ist oft auch nicht die Zeit das grofite Problem
bei der Transformation, sondern der enorme
technische und logistische Aufwand fiir die
Gewebekultur.
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B Abb. 6.7 Schematische Darstellung der verschiedenen Schritte einer Reistransformation. Zunachst wird

aus dem Embryo in reifen Saatgut Kallusgewebe induziert. Die Primarkalli wachsen fiir etwa einen Monat und
werden dann mit Agrobacterium tumefaciens fir 15 min in R2C Flissigmedium Co-kultiviert. Die Co-Kultivie-
rung wird fir 3 Tage auf festem R2C-Medium fortgesetzt. AnschlieBend wird auf R2S-Medium mit Hilfe von
Antibiotika selektiert, um nur erfolgreich transformierte Zellen weiterwachsen zu lassen. Uber einen Zeitraum
von 6-8 Wochen werden die Reiszellen weiter in Gewebekultur gehalten. Dabei werden sie immer wieder auf
andere Medien NBS, PR-AG und RN-AG) umgesetzt, damit Zellen reifen und schlieB8lich zu Pflanzen regenerieren
konnen. War die Regeneration erfolgreich, miissen die Pflanzen vereinzelt werden und nochmals einige Monate
bis zur Reife angezogen werden. Neben den sehr arbeitsintensiven Gewebekulturschritten, sind letztlich auch
geeignete Gewachshauser notwendig, um den Prozess durchzufiihren. (Nach Guiderdoni et al. 2007)

6.2.3 Moose waren. Der Grund fiir die hohere homologe
Rekombinationsrate ist allerdings noch nicht im
In  hoheren  Pflanzen ist homologe Detail geklirt. Sie konnte durch einen grund-
Rekombination sehr selten, bei Physcomit-  sitzlichen Unterschied im Rekombinations-
rella patens nahe 100 % (Schaefer etal. 2002). mechanismus oder durch eine Verschiebung
Dadurch konnte man gerade in den Anfingen der Anteile von homologer und nichthomologer
der Pflanzenbiotechnologie in Physcomitrella viel ~Rekombination erklirt werden, ohne dass sich
einfacher gezielt die Funktion eines bestimmten die grundlegenden Mechanismen unterscheiden
Gens untersuchen, da Knockout-Mutanten (Kamisugi et al. 2006). Moose sind auch fiir evo-
in héheren Pflanzen noch nicht identifiziert lutionire Studien sehr wichtig, da sie an der Basis




162 Kapitel 6 - Oryza sativa (Reis) und Moose

der Landpflanzen stehen. In den letzten Jahren
ist das Lebermoos Marchantia polymorpha fiir
solche Fragestellungen sehr populér geworden.

Ein klassisches Beispiel fiir ein biologisches
Phidnomen, das bei Moosen modellhaft unter-
sucht wurde, ist das Spitzenwachstum. Neben
Waurzelhaaren, Pollenschlduchen, Trichomen
von hoheren Pflanzen und Rhizoiden von
Algen sind Protonemata von Farnen und
Moosen besonders geeignete Systeme, um
Spitzenwachstum zu erforschen. Dabei sind
Pflanzenhormone, in erster Linie Auxine, von
grofler Bedeutung.

In der Biotechnologie sind Moose inter-
essant, da sie in groflen Fermentern kultiviert
werden kénnen. Sie sind in der Lage, spezielle
biochemische Synthesen auszufiihren, die bei-
spielsweise in Mikroorganismen nicht mog-
lich sind. Beispiele hierfiir sind die Synthese
bestimmter Fettsauren (Arachidonsaure) in gro-
Ber Menge oder die Modifikation von Proteinen
mit Zuckerseitenketten, allesamt Biosynthesen,
die nur in pflanzlichen Zellen maéglich sind.

6.2.4 Landwirtschaftliche
Ziichtungsforschung:
QTL-Mapping

In der landwirtschaftlichen Ziichtungs-
forschung werden Quantitative Trait Loci
(QTL) analysiert. Das sind Bereiche im
Genom, die verantwortlich sind fiir einen
messbaren Phénotyp wie zum Beispiel
Wuchshohe, Wurzelldnge oder den Blithzeit-
punkt. Man kann QTLs mithilfe genetischer
Marker im Genom Kkartieren. Agronomisch
vorteilhafte Phénotypen werden mit dem
Muster genetischer Marker korreliert, sodass
in einer frithen Entwicklungsphase, etwa im
Keimlingsstadium, Individuen aufgrund ihres
Genotyps selektiert werden konnen. Dieses
Vorgehen ist zeit- und platzsparend, denn
man muss nicht die Merkmalsauspragung
abwarten, um zu entscheiden, ob die Pflanze
das gewiinschte Merkmal tragt. Somit kann
die Population klein gehalten werden.

In der landwirtschaftlichen Praxis ist eines
der Probleme, die zu grofen Ernteausfillen fiih-
ren, Trockenstress. Eine Strategie von Pflanzen,
die Trockenheitstoleranz zu verbessern, ist, mit
den Wurzeln tiefer ins Erdreich einzudringen.
Dazu miissen die Wurzeln prinzipiell nicht
unbedingt linger werden, sondern vor allem
ihre Wachstumsrichtung dndern. Wurzeln von
Flachwurzlern wachsen fast parallel zur Erd-
oberfliche, wihrend tief wurzelnde Pflanzen
die Wurzeln senkrecht zur Erdoberfliche aus-
richten. Letztlich hat diese Eigenschaft also
etwas mit der Ausrichtung von Wurzeln zur
Schwerkraft zu tun. Die Eigenschaft, tief wach-
sende Wurzeln zu bilden, in flachwurzelnde
Kultivare zu kreuzen, wird in der Ziichtung
von Reis als eine vielversprechende Strategie
angesehen, die Trockentoleranz zu verbessern.
Um QTLs, die fiir tiefes Wurzelwachstum ver-
antwortlich sind, zu identifizieren, haben japa-
nische Wissenschaftler die Reissorte IR64, die
in Asien sehr weit verbreitet ist und flaches
Wurzelwerk ausbildet, mit der Sorte Kinandang
Patong (KP), einer philippinischen Sorte, die
tiefe Wurzeln bildet, gekreuzt (8 Abb. 6.8).

Es gelang durch genetische Kartierung,
dhnlich wie beim Map-based Cloning, den
QTL DEEPER ROOTING 1 (DROI) auf
Chromosom 9 zu identifizieren. Durch Riick-
kreuzungen von Pflanzen, die den QTL
DROI trugen, mit IR64 sind dann sogenannte
near-isogenic lines erzeugt worden. Das sind
Pflanzen, die genetisch fast identisch mit IR64
sind und sich fast ausschliefllich durch das
Vorhandensein des QTLs unterscheiden. Diese
Pflanzen haben die Eigenschaft, tiefere Wur-
zeln zu bilden, von Kinandang Patong (KP)
erhalten. Sie bilden eine Zwischenform der
Waurzelarchitektur beider Eltern. DROI ist ein
Genomfragment von etwa 6000 Basenpaaren,
das ein Gen enthdlt. In IR64 ist im 4. Exon
des Gens ein Basenpaar deletiert, sodass es zu
einer Verschiebung des Leserasters kommt.

Um welches Gen handelt es sich, das die
Architektur von Wurzeln so drastisch ver-
dndert? Das Protein, fiir welches dieses Gen
codiert, hat keine Ahnlichkeit zu bisher
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O Abb. 6.8 Wurzelarchitektur von IR64, Dro1-NIL und Kinandang Patong. IR64 ist eine populére, flach wur-
zelnde Reissorte, wahrend das Kultivar Kinandang Patong relativ tief wurzelt. Eine Dro1-Near Isogenic Line (NIL),
also ein Hybride aus IR 64 und Kinandang Patong, der mehrfach mit IR64 riickgekreuzt wurde, sich von IR64
genetisch fast ausschlieBlich durch den DRO7-Locus von Kinandang Patong unterscheidet, zeigt eine Zwischen-
form der Wurzelarchitektur beider Eltern. (Nach Uga et al. 2013)

bekannten Proteinen. DROI aus KP ist ein
membrangebundenes Protein. Transkripte
des Gens werden durch das Pflanzenhormon
Auxin reguliert, welches ein wichtiger Regu-
lator von Wurzelentwicklung und -wachstum
ist. Insbesondere ist Auxin auch mafigeblich
fir die Ausrichtung der Wurzel zur Schwer-
kraft, und bisherige Ergebnisse sprechen
dafiir, dass DRO1 an dieser Regulation
beteiligt ist. Interessanterweise ist die Dele-
tion im 4.Exon von DROI, die in IR64
gefunden wurde, im Rahmen von Ziichtungs-
programmen weitergegeben worden, sodass
die nachteilhafte Eigenschaft der flachen
Waurzelbildung unbeabsichtigt an viele Sor-
ten, die aus IR64 hervorgingen, weitervererbt
wurde.

6.3 Biologie und Entwicklung von
Oryza sativa

Zichtungsprogrammen verwendet wird. Viele
Unterschiede zwischen den beiden Modell-
pflanzen Arabidopsis und Reis beruhen jedoch
auf den grundsitzlichen Unterschieden zwi-
schen Wild- und Kulturpflanzen. Zum Bei-
spiel bildet Reis verhéltnismédflig wenige,
dafiir aber grofle Samen. Die werden nicht
abgeworfen, sondern bleiben an der Ahre.
Obwohl beide Pflanzen unterschiedlichen
Gruppen angehdren (Reis: Monokotyle,
Arabidopsis: Dikotyle) und der Unterschied
zwischen Kultur- und Wildpflanze besteht,
gibt es doch erstaunlich viele Gemeinsam-
keiten. Beide betreiben Photosynthese des
C3-Typs und haben einen erstaunlich dhn-
lichen Metabolismus. Als Bedecktsamer haben
beide Pflanzenarten einen Generationswechsel
mit reduzierter Gametophytengeneration.

6.3.1 Reis ist eine Kulturpflanze

Als Kulturpflanze sind viele Eigenschaften
von Reispflanzen das Ergebnis von Jahr-
tausende wiahrender Ziichtung durch den
Menschen (» Abschn.6.3.1). Jedoch gibt es
auch noch Wildreisarten, die untersucht
werden und deren Genpool teilweise in

Kulturpflanzen wurden im Laufe der Kul-
tivierung auf bestimmte Eigenschaften
hin schon seit vielen tausend Jahren selek-
tiert. Durch moderne Ziichtungsmethoden
beschleunigt sich dieser Prozess enorm. Aus-
gehend von einer Wildpflanze ist eine wichtige
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Eigenschaft, auf die selektiert wurde, eine
moglichst  gleichmaflige Entwicklung der
Pflanzen. Das betrifft alle Entwicklungsphasen
von der Keimung bis zur Fruchtbildung. Ubri-
gens verlieren auch Modellorganismen wie
Arabidopsis thaliana tber die Jahre manche
Eigenschaften von Wildpflanzen, wenn sie
iber viele Generationen in Gewichshédusern
oder Klimakammern geziichtet werden. In
wissenschaftlichen ~ Untersuchungen unter
Laborbedingungen sind Organismen mit
einer gleichmifligen Entwicklung natiirlich
viel einfacher zu analysieren als ihre wilden
Verwandten. Wir miissen uns jedoch dariiber
im Klaren sein, dass bestimmte Eigenschaften
in Kulturpflanzen verloren gehen. Ein typi-
sches Beispiel dafiir ist die Schattenmeidere-
aktion. Werden Pflanzen beschattet, kénnen
sie das iiber eine Verschiebung der Lichtquali-
tit mit Photorezeptoren der Phytochrom-
familie wahrnehmen. Darauthin kommt es
zu einer verstirkten Synthese des Pflanzen-
hormons Auxin in den betroffenen Spross-
teilen, was wiederum zu einem verstarkten
Wachstum fiithrt. So kann die Pflanze letztlich
dem Schatten entfliehen. Vielen Getreiden
wurde diese Reaktion durch Ziichtung ent-
fernt, denn Getreide sollen ja méglichst dicht
stehen, ohne ihr Wachstum zu verdndern.
Trotzdem kann man nicht sagen, dass Reis per
se keine Schattenmeidereaktion machen kann,
denn wilde Sorten kénnen durchaus noch in
der Lage dazu sein (@ Abb. 6.9).

Eine Strategie von Wildpflanzen ist ihre
Samen abzuwerfen, um eine effektive Aus-
breitung zu gewihrleisten (8 Abb.6.10). Das
ist eine Eigenschaft, die bei Getreiden nicht
erwiinscht ist, schliellich sollen die Samen
beim Ernten an der Pflanze bleiben. Wild-
reissorten werfen ihre Samen wie viele andere
Pflanzenarten ab, wenn sie reif sind. Der
molekulare Grund, warum bei kultivierten
Reispflanzen die Samen an der Rispe blei-
ben, ist noch nicht genau gekldrt. Man hat
eine Reihe von Transkriptionsfaktoren iso-
liert, die am Abwurf der Samen beteiligt sind.
Einer dieser Transkriptionsfaktoren heifSt

SHATTERING1 (SHAI). Kulturreissorten
tragen eine Punktmutation in SHAI, die zu
einem Aminosdureaustausch fithrt. Wie diese
Transkriptionsfaktoren zusammenwirken und
wie sie schliefilich den Samenabwurf bewirken,
muss aber noch aufgeklart werden.

Weitere wichtige Ziele der Ziichtung sind
beispielsweise Ertragsteigerung, Verbesserung
von Resistenzen gegen Pathogene oder eine
verbesserte Toleranz fiir abiotischen Stress,
wie Trockenstress (» Abschn.6.2.4; s. auch
SUB1 - verbesserte Uberflutungstoleranz durch
modifiziertes Wachstum), versalzte Boden oder
Belastung mit Schwermetallen. Um solche
Eigenschaften nachhaltig durch Ziichtung
oder biotechnologische Ansitze zu verbessern
ist es erforderlich, die Mechanismen zu ver-
stehen, mit denen die Pflanze auf solche
Stressfaktoren reagiert.

6.3.2 Phylogenie von Reis

Reis ist eine einkeimblittrige Pflanze und
gehort zur Familie der Sufgriser. Oryza sativa
ist, wie eingangs erwédhnt, durch menschliche
Selektion aus der Wildreisart Oryza rufipogon
hervorgegangen. Die Unterarten japonica
und indica haben eine leicht unterschiedliche
Abstammung und geografische Verbreitung.
Die japonica-Sorten sind aus einer bestimmten
Oryza-rufipogon-Population domestiziert wor-
den, sie bilden in der Regel Rundkornreis und
gedeihen in subtropischen Regionen oder im
tropischen Hochland. Aus ihnen ist durch
Kreuzung mit lokalen Wildreisarten in Siid-
und Siidostasien die Unterart indica entstanden.
Diese Unterart wird in tropischen Regionen
kultiviert und bildet in aller Regel Langkornreis.
Innerhalb der beiden Unterarten lassen sich
Gruppen unterscheiden, die sich genetisch und
physiologisch voneinander abgrenzen. Inner-
halb der Unterart japonica finden sich Sor-
ten, die im tropischen oder im subtropischen
Bereich wachsen. Zudem gehoren auch die
aromatischen Reissorten, wie Basmati oder Yas-
min, zu dieser Unterart.
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O Abb. 6.9 Schattenmeidereaktion von Pflanzen. Pflanzen nehmen lber Photorezeptoren der Phytochrom-
familie Rotlicht wahr. Sie kdnnen zwischen kurzwelligem (rot) und langwelligem Rotlicht (dunkelrot) unter-
scheiden. Wird eine Pflanze von einer benachbarten Pflanzen beschattet, verandert sich die Menge, aber auch
die Qualitat des Lichts, welches von der beschatteten Pflanze perzipiert wird: Das Verhaltnis von rotem zu
dunkelrotem Licht wird kleiner, da anteilmdBig mehr rotes Licht vom Blatt der gréBeren Pflanze absorbiert
wird. Dies aktiviert Lingenwachstum des Blatts der beschatteten Pflanze, unter anderem durch Aktivierung der

Auxinbiosynthese

In der Unterart indica grenzt sich in ers-
ter Linie die Gruppe aus (ausgesprochen:
Auusch) ab. Diese Bezeichnung leitet sich
von dem bangladeschischen Wort ,,Ashoo®
ab, was ,friih® bedeutet. Auf diese Eigen-
schaft, frithe Bliite, wurden viele aus-Sor-
ten selektiert. Sie kommen im Grenzbereich
Indien-Nepal-Bangladesch vor und zeichnen
sich oftmals durch eine besonders gute Stress-
toleranz aus. Beispielsweise wurde das Gen
SUBI (» Abschn.6.3.4; SUB1 - verbesserte
Uberflutungstoleranz  durch modifiziertes
Wachstum) aus einer aus-Sorte bzw. einer
aus-Landrasse isoliert.

Erstaunlich ist, unter welch unterschied-
lichen dufleren Bedingungen Oryza sativa
kultiviert werden kann. So wird Reis in sehr
feuchten Gebieten (5100 mm Niederschlag) an
der Arakan-Kiiste in Myanmar angebaut, aber
auch an der Al-Hasa-Oase in Saudi-Arabien
bei weniger als 100 mm Jahresniederschlag.
Ebenso gibt es starke Unterschiede bei der
durchschnittlichen Temperatur in Reisanbau-
gebieten, zum Beispiel 33°C in Gebieten
Pakistans und 17°C in Otaru im Norden

Japans. Anbau von Reis erfolgt auf Meereshohe
bis in Regionen auf etwa 2500 m iiber dem
Meeresspiegel. Durch lokale und tiberregionale
Ziichtung ist eine auflerordentlich grof3e gene-
tische Vielfalt entstanden, die unter groflen
Bemiihungen erhalten werden soll.

6.3.3 Vom Embryo zur Bliite

= Embryonale Phase

Reis legt im Embryo mehrere Organe an.
Dazu gehoren Keimwurzel und Koleoptile. Im
Gegensatz zu vielen anderen ein- und zwei-
keimblattrigen Pflanzen hat Reis, wie andere
Griser, auch bereits drei Blitter im Embryo
angelegt. Man konnte also sagen, dass Teile
der vegetativen Entwicklung vorgezogen wer-
den, was auch als heterochrone Eigenschaft
bezeichnet wird. In den ersten drei Tagen
nach Bestdubung durchlduft die Zygote eine
Serie von Zellteilungen, und es entsteht ein
globuldrer Embryo ohne auffillige Struktu-
ren. Im Gegensatz zu Arabidopsis laufen die
Zellteilungen selbst in einem sehr frithen
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O Abb.6.10 Wildreis und Kulturreis im Vergleich.

a Die Kultursorte Teqing (rechts) und IL105 (links), eine
Introgressionslinie von Teqing, der der SHAT-Locus
durch Kreuzung mit einer Wildreissorte tUbertragen
wurde. Bis auf den SHAT-Locus sind beide Pflanzen
genetisch identisch. b An den Ahren der beiden
Pflanzen ist zu erkennen, dass die Pflanzen mit dem
Wildreis-SHAT-Locus ihre Karyopsen abwerfen,
wahrend Teqin mit der mutierten SHAT-Variante die
Karyopsen nicht abwirft. (Nach Lin et al. 2007)

Stadium nicht regelmiflig ab. Zwar verlauft
die erste Zellteilung meist horizontal, sodass
eine apikale und eine basale Zelle entstehen,
die nachfolgenden Zellteilungen verlaufen
aber nicht in einer festgelegten Richtung. Ab
dem vierten Tag nach der Bestdubung beginnt
die Formbildung: Es entstehen das Sprossme-
ristem und die Primordien fiir Koleoptile und
Keimwurzel. Die Initilerung dieser Organe
erfolgt an definierten Positionen, also findet
die Festlegung der embryonalen Achse im
globuldren Stadium statt. Das Sprossmeristem
ist in diesem Stadium noch abgeflacht und
besitzt nicht die typische Kuppelform. Am Tag
5 nach der Bestdubung ist das erste Blattpri-
mordium zu erkennen. Sind alle drei Blétter
angelegt, ist der Embryo morphologisch voll-
standig und geht in eine Reife- und Dormanz-
phase tber.

Das Saatgut vieler Pflanzen ist zunéchst
dormant. Das heif3t, es durchlduft eine Ruhe-
phase, in der es nicht keimt, auch wenn die
Bedingungen giinstig sind. Bei Reis ist die
Dormanz nicht stark ausgepragt. Nur sehr
frisches Saatgut ist in der Keimung verzogert,
und diese Restdormanz kann durch eine
Wirmebehandlung gebrochen werden.

= Vegetative Phase

Mit der Keimung beginnt die vegetative
Phase. Bei giinstigen Bedingungen begin-
nen Keimwurzel und Koleoptile zu wach-
sen. Die Koleoptile ist ein Schutzorgan,
das bei Wachstum im Dunkeln die Blatter
umschliefit. Unter natiirlichen Bedingungen
werden die jungen Blitter so vor mecha-
nischer Beschddigung beim Wachstum
im Boden geschiitzt. In dieser embryona-
len Wachstumshase erndhrt sich die junge
Pflanze von Nahrstoffen aus dem Endosperm.
Sobald der Keimling Licht wahrnimmt, stellt
die Koleoptile ihr Streckungswachstum ein
und offnet sich, sodass sich die Blitter ent-
falten konnen und den Photosyntheseapparat
aktivieren konnen.
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Das erste Blatt unterscheidet sich morpho-
logisch von den folgenden Blittern, da es nicht
Blattscheide und -spreite besitzt. Das Spross-
meristem befindet sich an der Basis jedes
einzelnen Sprosses, und die jiingeren Blétter
schieben sich vom Meristem nach oben. Die
vegetative Wachstumsphase kann in eine juve-
nile und eine adulte Phase unterteilt werden,
die flielend ineinander {ibergehen. Etwa im
10-Blatt-Stadium ist die juvenile Wachstums-
phase abgeschlossen. Blatter im juvenilen und
adulten Stadium unterscheiden sich nicht nur
morphologisch deutlich, sondern auch durch
stark verdnderten Metabolismus, was Ein-
fluss auf viele Eigenschaften hat, wie zum Bei-
spiel die Abwehrfihigkeit der Pflanze gegen
Pathogene.

= Generative Phase

Reispflanzen bilden mehrere Wurzelsprosse,
und jeder dieser Sprosse kann eine Rispe mit
Blitten entwickeln. Die Bliite wird induziert,
wenn eine ausreichend grofle Anzahl von
Kurztagen (d.h. Nachtlinge ist grofler als
Tagesldnge) durchlaufen wurde, da Reis im
Gegensatz zu Arabidopsis thaliana eine Kurztag-
pflanze ist. Unter Langtagbedingungen braucht
die Pflanze bedeutend linger, um Bliiten zu
entwickeln. Wie die Blatter schiebt sich auch
die Rispe vom Meristem nach oben, und man
kann das bevorstehende Erscheinen der Rispe
an einem Aufbldhen der Sprosse erkennen.
Die einzelnen Bliten innerhalb einer Rispe
beginnen von oben nach unten nacheinander
tiber einen Zeitraum von mehreren Tagen zu
blithen. Wenn es zur Bliite kommt, 6ftnen sich
die Spelzen, sodass Pollen ausgestreut werden
kann. Die Offnung der Bliite unterliegt einer
strikten tageszeitlichen Regulation. Im Laufe
des Vormittags 6ftnet sich die Bliite, der Pollen
wird ausgestreut, und nach einigen Stunden,
am frithen Nachmittag, schliefit sie sich wieder.
Umschlossen von den Spelzen entwickelt sich
die Karyopse. Die Pflanzen bestduben sich im
Regelfall selbst, was die Erhaltung von reinen
Linien im Gewéchshaus erleichtert.
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6.3.4 Biotechnologische
Anwendung

Die Anwendung von gentechnisch ver-
anderten Pflanzen trifft im europdischen
Raum und insbesondere bei Pflanzen, die der
Nahrungsmittelproduktion dienen, auf grofle
Skepsis von Konsumenten. Trotzdem gibt
es auch bei Reis biotechnologische Projekte,
in denen Pflanzen gentechnisch verdndert
werden. Generell kann man in der griinen
Biotechnologie verschiedene Typen von trans-
genen Pflanzen unterscheiden. Transgene
Pflanzen der ersten Generation werden in
Hinblick auf vorteilhafte agronomische Eigen-
schaften, wie zum Beispiel Herbizidresistenz,
Resistenz gegen Pathogene oder Robustheit
gegen abiotischen Stress wie Trockenheit,
entwickelt. Die zweite Generation sind Pflan-
zen, deren Nahrwert, etwa durch eine Ver-
inderung der Fettsdurezusammensetzung,
erhoht wird. Als transgene Pflanzen der drit-
ten Generation bezeichnet man solche, die
als Bioreaktor zur Produktion von Molekiilen
wie Antikérpern oder Medikamenten dienen.
Zum Beispiel sind Modifikationen von Pro-
teinen mit komplexen Zuckerseitenketten nur
in Pflanzenzellen moglich. Ein Beispiel fiir
transgene Reispflanzen der dritten Generation
ist eine Entwicklung des National Institute of
Agrobiological Sciences, einem japanischen
Agrarinstitut. Diese Reispflanzen sollen ein-
gesetzt werden, um Symptome der weit ver-
breiteten Zedernpollenallergie zu lindern. Die
Pflanzen produzieren ein kiinstliches Pro-
tein, das aus sieben T-Zell-Epitopen besteht,
die durch Zedernpollenproteine induziert
werden. Dieses Protein kann die Immun-
reaktion des menschlichen Korpers gegen
Zedernpollen lindern. In diesem Fall wire die
Pflanze nicht nur Bioreaktor, sondern auch
Darreichungsform des Medikaments.

Ein Beispiel fiir transgene Pflanzen der
zweiten Generation ist der Golden Rice.
Dabei handelt es sich um eine Entwicklung,
die mafigeblich von zwei Wissenschaftlern
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an Universitaten, Prof. Ingo Potrykus (ETH
Zirich) und Prof. Peter Beyer (Universitdt
Freiburg), initilert und vorangetrieben
wurde. Die Idee beim Golden Rice ist einer
Erkrankung, die durch Mangelerndhrung aus-
gelost wird, entgegenzuwirken. In asiatischen
Landern erblinden jéhrlich bis zu eine halbe
Million Kinder aufgrund einer Unterver-
sorgung mit Vitamin A. In betroffenen Regio-
nen ist Reis das Grundnahrungsmittel, enthalt
aber normalerweise kein Vitamin A. Der Gol-
den Rice ist gentechnisch so verdndert, dass
er im Endosperm Provitamin A (p-Carotin)
akkumuliert, das im menschlichen Kérper in
Vitamin A umgewandelt werden kann.

= Welcher Biosyntheseweg ist relevant?

Das gewiinschte Produkt, welches im Endo-
sperm synthetisiert werden soll, ist p-Carotin.
Es handelt sich also um den Carotenoid-
Biosyntheseweg, einem Zweig des Terpenoid-
Stoffwechsels. Im Endosperm von Reis wird
als Vorstufe das Diterpen Geranylgeranyldi-
phosphat synthetisiert. Welche enzymatischen
Schritte miissen im Endosperm etabliert
werden, um ausgehend von diesem Molekiil
zu P-Carotin zu gelangen? Es sind fiinf enzy-
matische Schritte notwendig, um den Weg
bis zum B-Carotin zu gewiéhrleisten. Uber-
raschenderweise wird im Reisendosperm aber
das fiinfte Enzym, bzw. eine kleine Gruppe
dieses Enzyms, bereits exprimiert. Das sind
Lycopin-Synthasen, die Lycopin in unter-
schiedliche Carotin-Isomere umwandeln kon-
nen. Warum diese Enzyme im Reisendosperm
vorhanden sind, ist nicht klar, denn eigentlich
finden sie dort kein Substrat. Es werden aber
trotzdem noch vier Enzyme benétigt, um die
Biosynthese zu etablieren. Diese Enzyme hei-
flen Phytoen-Synthase, Phytoen-Desaturase,
Carotin-Desaturase und Carotin-cis, trans-Iso-
merase (B Abb.6.11). Das Projekt konnte
wesentlich durch die Verwendung einer
bakteriellen Carotin-Isomerase vereinfacht
werden. Das bakterielle Enzym kann die
Funktionen von drei pflanzlichen Enzymen,
der Phytoen-Desaturase, der Carotin-Desa-
turase und der Carotin-cis,trans-Isomerase,

ausfithren. Dadurch konnte die Anzahl der
einzufithrenden Gene signifikant reduziert
werden. Lediglich die Expression des pflanz-
lichen Enzyms Phytoen-Synthase musste
zusitzlich zur bakteriellen Carotin-Isomerase
etabliert werden.

= Gentechnische Optimierung der

B-Carotin-Biosynthese im Reisendosperm
Um die Expression der notwendigen Gene
im Endosperm zu erméglichen, war ein Pro-
motor notwendig, der im Endosperm aktiv
ist. Promotoren sind Bereiche der DNA, die
die Expression von Genen regulieren. Sie lie-
gen am 5'-Ende des codierenden Bereichs.
Als im Reisendosperm sehr aktiver Promotor
wurde der Glutelin-1-Promotor identifiziert.
Die Gene fiir Phytoen-Synthase und die bak-
teriellen Carotin-Isomerase wurden deshalb
unter die Kontrolle dieses Promotors gestellt,
um eine starke Expression im Endosperm zu
gewihrleisten.

Die Phytoen-Synthase wurde zunichst aus
Narzissen kloniert. Bekanntlich akkumulieren
Narzissen grofie Mengen an p-Carotin in den
Bliitenbldttern, was ihnen die gelbe Farbe ver-
leiht. Aber es stellte sich heraus, dass die erste
Generation von Golden Rice mit der Phyto-
en-Synthase aus Narzissen eine zu geringe
Konzentration von B-Carotin enthielt. Schat-
zungen zufolge wire der Konsum von 2-3 kg
dieses Reises notwendig, um den Tagesbedarf
an Vitamin A zu decken. Das kann natiirlich
nicht an einem Tag konsumiert werden, und
es wurde nach Abhilfe gesucht. Schlief3lich
wurde festgestellt, dass die Phytoen-Synthase
aus Mais sehr viel effektiver im Reisendo-
sperm arbeitet. Bei Verwendung des Enzyms
aus Mais miissen nur noch etwa 70 g Reis
konsumiert werden, um den Tagesbedarf an
Vitamin A zu decken (B Abb. 6.12).

Die Herstellung des Golden Rice
erfolgte durch Agrobacterium-tumefaciens-
vermittelte Transformation. Es war deshalb
notwendig, neben den beiden Biosynthese-
genen einen Selektionsmarker einzufiihren.
Da die Expression dieses Selektionsmarkers
konstitutiv, also stindig, erfolgen muss und
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B Abb.6.11 Biosynthese
von p-Carotin und in Reis
fehlende enzymatische
Schritte. Die Enzyme von
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nicht nur im Endosperm, wurde dieser unter
Kontrolle des Ubiquitin-Promotors aus Mais
gestellt. Dieser Promotor ist konstitutiv aktiv
und fithrt in Reis zu einer starken Expression
von nachgeschalteten Genen. Ublicher-
weise wird ein Antibiotikum, bei Reis hdu-
fig Hygromycin, zur Selektion verwendet

(8 Abb.6.7). Allerdings gibt es grofle 6ko-
logische Bedenken Antibiotikaresistenzen
beim Einsatz im Freiland zu verwenden,
weil diese durch horizontalen Gentransfer
in andere Organismen {ibertragen werden
konnten. Die Entwickler des Golden Rice
waren sich dieser Problematik bewusst und
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B Abb.6.12 Golden

Rice erster (b) und zweiter
Generation (c). Normaler
Kulturreis ist im oberen
Viertel der Abbildung gezeigt
(a). (Nach Al-Babili und Beyer
2005)

haben das Antibiotikaresistenzgen gegen das
Enzym Phosphomannose-Isomerase aus-
getauscht, dass es der Pflanze ermdglicht,
Mannose als Zuckerquelle zu nutzen. Trans-
formierte Pflanzen kénnen dann mithilfe der
Fahigkeit, auf Medium wachsen zu koénnen,
das Mannose als einzige Zuckerquelle ent-
hilt, selektiert werden.

SUB1 - verbesserte
Uberflutungstoleranz durch
modifiziertes Wachstum

Im Kulturpflanzenanbau kann es aus

den unterschiedlichsten Griinden zu
Ertragsausfallen kommen. Es wurde schon
das Problem des global zunehmenden
Trockenstresses, also Wassermangels,
erwahnt. Aber auch das Gegenteil kann
zum Problem werden, ndmlich wenn
plotzlich oder standig zu viel Wasser
vorhanden ist. Dabei wird unterschieden
zwischen flash flooding (Blitziiberflutung),
die nur eine relativ kurze Zeit (etwa zwei
Wochen) andauert, und stagnant flooding
(stehende Uberflutung), die tiber mehrere
Monate anhalt. In Anpassung an diese
Umweltbedingungen sind unterschiedliche
Reissorten geziichtet worden.

Der Tiefwasserreis kann stehende
Uberflutung tiberdauern, indem er das
Internodienwachstum stark fordert und
bis zu sieben Meter hoch werden kann.
An dem Mechanismus sind vor allem die
Pflanzhormone Ethylen und Gibberel-
linsdure beteiligt (s. auch Der verriickte
Reiskeimling). Bei Wachstum unter Wasser
reichert sich im Gewebe das von der
Pflanze produzierte Gas Ethylen an. Durch
den Anstieg der Ethylenkonzentration
werden zwei Transkriptionsfaktoren,
SNORKEL1 und SNORKEL?2, aktiviert,

die Giber einen noch nicht aufgeklarten
Mechanismus die Biosynthese von
Gibberellinsdure induzieren. Der Anstieg
der Gibberellinsdurekonzentration 16st
dann das enorme Langenwachstum der
Internodien aus. Es ist bemerkenswert,
dass der Tiefwasserreis diese Wachstums-
reaktion bei Bedarf auslst und

unter normalen Bedingungen nicht
unterschiedlich zu anderen Reissorten
wachst.

Bei Blitziiberflutungen ist diese Strategie
wenig hilfreich. Zwar kdnnen die Pflanzen
schnell an die Wasseroberflache wachsen,
aber nach einer relativ kurzen Zeit sinkt
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der Wasserspiegel wieder auf das normale
Niveau. Dann waren die Pflanzen mit stark
verlangerten Internodien nattirlich klar
im Nachteil. In dieser Situation erweist
sich ein anderer Weg als vorteilhaft:
Pflanzen, die ihr Lingenwachstum
unterdriicken, konnen die relativ kurze
Phase der Uberflutung tiberdauern und
anschlieBend das Wachstum wieder
aufnehmen. Reissorten, die dazu in der
Lage sind, besitzen das SUBTA-Allel (SUB
steht fiir engl. submergence) zusatzlich

zu dhnlichen Genen, die auch in nicht
toleranten Sorten vorkommen. Wie die
SNORKEL-Gene codiert auch SUBTA fiir
einen Transkriptionsfaktor, der durch das
Pflanzenhormon Ethylen aktiviert wird. Im
Gegensatz zu SNORKEL aktiviert SUB1A
jedoch die Proteine SLENDER RICE 1 (SLR1)
und SLENDER RICE LIKE 1 (SLRL1). SLR1

ist ein Repressor der Signalleitung von
Gibberellinsdaure und kann unter anderem
das Langenwachstum von Reis hemmen.
SLRL1 gehort zur gleichen Familie von
GRAS-Proteinen wie SLR1. Dem Protein
fehlt jedoch die DELLA-Doméne, welche
entscheidend fiir die Erkennung der
Gibberellinsaure ist.

Interessanterweise wird in den beiden
Fallen, Wachstumssteigerung bei
Uberflutung und Wachstumshemmung
bei Uberflutung, das Pflanzenhormone
Ethylen aktiviert, was aber zu komplett
gegensatzlichen Auswirkungen in der
Pflanze flhrt.

6.4 Verwandte Modellorganismen

Zusammen mit den anderen wichtigen
Getreiden gehort Reis zur Familie der Sufi-
griaser (Poaceae) und ist der Unterfamilie
der Ehrhartoideae zugeordnet. Aufgrund
der engen Verwandtschaft der Getreide las-
sen sich viele Ergebnisse iibertragen. Jedoch
gibt es auch viele Unterschiede, die zum Teil
von sehr grundlegender Natur sind. Reis ist
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eine Pflanze, die wie viele andere Getreide
C3-Photosynthese betreibt. Mais (Zea mays,
Unterfamilie: Panicoidea), ein anderes, oko-
nomisch sehr wichtiges Getreide, fithrt
C4-Photosynthese durch, was nicht nur bio-
chemische, sondern auch morphologische
Modifikationen gegeniiber Reis erfordert.
Auch das Maisgenom ist sequenziert und hat
mit 2,5Gb (Milliarden Basenpaaren) eine
dem Menschen vergleichbare Genomgrofie.
Ein Grund fiir die etwa sechsfache Grofle
gegeniiber dem Reisgenom ist die Tatsache,
dass Genfamilien in Mais oftmals mehr Mit-
glieder haben als in Reis.

Neben diesen beiden Getreiden ist vor
allem Weizen duferst bedeutend, vielleicht
sogar am wichtigsten, fiir die Welternidhrung.
Als  molekularbiologischer Modellorganis-
mus ist Weizen (Arten der Gattung Triticum)
jedoch sehr komplex in der Handhabung,
da das Genom hexaploid ist und sich aus
drei Genomen zusammensetzt. Das resul-
tiert in einer Grofle, die etwa 40-mal so grof3
wie von Reis ist (ca. 17 Gb). Deshalb wurde
entschieden, dass zundchst das Genom der
Gerste (Hordeum vulgare), einer nahen Ver-
wandten des Weizens, entschliisselt werden
soll. Beide Arten stammen aus dem Gebiet des
goldenen Halbmondes (Israel, Libanon, Jor-
danien, Syrien, Siidosttiirkei, Irak, Iran) und
gehoren der Unterfamilie der Pooideae an. Mit
5,1 Gb ist das Genom der Gerste nur 12-mal
so grofl wie Reis und wie dieser diploid.
Das erleichtert wesentlich die Erforschung
des Genoms mit Mutanten und anderen
molekularbiologischen Methoden. In der Evo-
lution haben sich Gerste und Weizen erst vor
ca. 12-13 Mio. Jahren getrennt. Reis spaltete
sich bereits vor 50-70 Mio. Jahren von Gerste
und Weizen, womit Gerste in vielen Belangen
sicherlich ein besseres Modell fiir Weizen
ist als Reis. Die Bedeutung von Gerste geht
allerdings tiber eine Rolles als reines Modell
hinaus, denn sie ist ein wichtiges Futtermittel
(v.a. die Wintergerste) und menschliches
Nahrungsmittel (v.a. Grieff und Graupen).
Die Sommergerste wird in erster Linie fiir die
Bierproduktion eingesetzt.
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Eine besondere Position als Modell-
organismus unter den Poaceae hat die Zwenke
(Brachypodium distachyon). Der Name leitet
sich von den kurzen Steilen der Ahrchen ab
(griech. brachys, kurz, und podes, Fiifle). Diese
Pflanze ist kein Getreide, sondern eine Wild-
pflanze. Jedoch gehort die Zwenke der glei-
chen Unterfamilie wie Gerste und Weizen an
(Pooideae). In der Entwicklungsgeschichte
hat sie sich von diesen beiden Arten vermut-
lich erst vor 30-40 Mio. Jahren getrennt. Das
Genom von Brachypodium ist diploid und
umfasst lediglich ca. 270 Mb. Die Generations-
zeit von 12-18 Wochen im Gewichshaus ist
duflerst kurz, und es ist gelungen, die Trans-
formation mittels Agrobacterium tumefaciens
zu etablieren. Aus diesen Griinden hat sich
die Zwenke als Modellorganismus der Poaceae
etabliert. Da auch Arabidopsis thaliana eine
Wildpflanze ist, konnen zwischen Zwenke
und der Ackerschmalwand auch interes-
sante Vergleiche der beiden grofien Gruppen
monokotyler und dikotyler Pflanzen studiert
werden. Das impliziert auch, dass eine Uber-
tragbarkeit der Mechanismen in der Wild-
pflanze Brachypodium auf Kulturpflanzen wie
Gerste und Weizen nur bedingt moglich ist.
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Uberblick fiir schnelle Leser

Der Sudafrikanische Krallenfrosch  Xenopus
laevis ist einer der Klassiker in der Reihe tieri-
scher Modellorganismen. Die gro3e Anzahl an
sich auBerhalb des Muttertiers entwickelnden
Nachkommen gepaart mit der GréBe der
Eizellen erlaubte zahlreiche fundamentale
Entwicklungsbiologische Fragen aufzuklaren.
Dartiber hinaus wurden mit diesem Modell-
organismus auch Nobelpreise in der klassi-
schen Physiologie (Funktion der Aquaporine)
und der Stammzellforschung gewonnen.
Damit ist der Sudafrikanische Krallenfrosch
bis heute ein wertvoller Modellorganismus
in der Grundlagenforschung, selbst wenn er,
bedingt durch seine lange Generationszeit und
sein tetraploides Genom, fiir moderne Gen-
technologische Anwendungen wie CRISPR/Cas
weniger gut geeignet ist als andere niedere
Vertebraten.

7.1 Xenopus als Modellsystem:
wozu und warum?

Unter den Modellorganismen fiir die Analyse
der frithen Vertebratenentwicklung sind vor
allem vier Amphibienarten von Bedeutung:
Die eher klassischen Modellorganismen Axo-
lotl (Ambystoma) und Teichmolch (Triturus)
und der auch heutzutage noch weit verbreitete
Krallenfrosch  (Xenopus) mit den Arten
Xenopus laevis und Xenopus tropicalis.
Wihrend Axolotl und Teichmolch heut-
zutage hauptsichlich wegen ihrer hohen
Regenerationsfahigkeit als Modellorganis-
men fiir zelluldre und molekulare Abldufe in
der Grundlagenforschung fiir regenerative
Medizin eine herausragende Rolle spielen,
sind es bei Xenopus vor allem die Grofe der
Eier — und damit verbunden die Mdglichkeit
zu Manipulationen - sowie die schnelle Ent-
wicklung bis zur Kaulquappe. Dadurch ist
dieser Organismus vor allem als Modell fiir
die frithe Embryonalentwicklung von Verteb-
raten qualifiziert. Deshalb beschrénkt sich die
Beschreibung dieses Steckbriefs weitestgehend
auf die sehr frithe Embryonalentwicklung und
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vernachldssigt die sicherlich nicht weniger
interessanten Aspekte der Organentwicklung
und Metamorphose (s. auch Sir John Gurdon:
Pionierleistungen am Krallenfrosch).

Weit verbreitet war der Krallenfrosch
bis in die 1960er-Jahre in Apotheken, wo er
als biologischer Schwangerschaftstest diente.
Hierzu spritzten die Apotheker etwas vom
Morgenurin der Frau unter die Haut in den
dorsalen Lymphsack. Damit entspricht diese
Applikation vom Procedere einer subkutanen
Injektion, physiologisch aber einer intra-
vendsen Injektion. Das humane Schwanger-
schaftshormon Choriongonadotropin (hCG)
induziert im Apothekerfrosch die Eireifung,
sodass 12-24h nach der Hormongabe die
Eiablage erfolgt. Dasselbe Prinzip nutzt man
auch heute in den Forschungslaboratorien.
Hier wird allerdings kein Morgenurin
injiziert, sondern definierte Mengen auf-
gereinigten hCGs. Damit ist gewdhrleistet,
dass die Eiablage im gewiinschten Zeitraum
erfolgt. Pro Gelege handelt es sich hier um bis
zu tausend Eier, die mit mazeriertem Hoden
befruchtet werden und sich etwa zwei Stunden
nach der Befruchtung zum ersten Mal teilen.
Die folgenden Furchungsteilungen erfolgen
synchron in 30-miniitigen Abstdnden, bis in
frithen Blastulastadien die Synchronitit ver-
loren geht. Dabei ist die Geschwindigkeit
der Entwicklung stark von der Temperatur
abhingig. Eine Erhéhung der Temperatur von
15°C auf 25°C beschleunigt die Teilungs-
rate von etwa einer Teilung pro Stunde auf
eine Teilung in weniger als 30 min. Diese
sehr hohe Teilungsrate in den ersten Stun-
den der Entwicklung setzt voraus, dass der
Zellzyklus stark beschleunigt ablduft, also
ohne GO-, G1- und G2-Phase, und dass die
Neusynthese von mRNA auf ein Minimum
begrenzt ist. Tatsdchlich sind in den sehr gro-
Ben, dotterreichen Oocyten grofle Mengen
maternaler RNA gelagert, und die zygotische
Transkription startet erst mit dem Verlust
der Synchronitit der Zellteilungen in frithen
Blastulastadien. Auch die nachfolgenden Ent-
wicklungsschritte wie Gastrulation, Neuru-
lation und Organentwicklung verlaufen bei
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Xenopus relativ schnell, sodass sich bereits vier Antisense-Morpholino-Oligonucleotide
Tage nach der Befruchtung Kaulquappen frei zum Einsatz (» Abschn. 7.2.3). Ein getibter
schwimmend auf Nahrungssuche begeben. Experimentator schafft es, innerhalb
Mit dieser schnellen extrakorporalen Ent- von 30 min etwa 200 Blastomeren zu
wicklung vereint der Modellorganismus Xenopus injizieren. Schicksalskarten fiir die einzel-
einige Vorteile, die ihn auch fiir die aktuelle For- nen Blastomeren ermdglichen es, durch
schung noch interessant erscheinen lassen: Injektionen bis zum 64-Zell-Stadium die
Die Groéfle der Oocyten und die Menge an Manipulation auf definierte Areale zu
darin eingelagertem Material machen ihn beschranken.
zu einer interessanten ,,Proteinfabrik im Die schnelle extrakorporale Entwicklung
Kleinmafistab“ (B Abb. 7.1). ermoglicht, die manipulierten Embryo-
Mit der Grofle der Oocyten geht auch nen zu beobachten und zeitnah mit der
eine enorme Grofle der Zellkerne reifer Analyse verdnderter Genexpressionen
Oocyten einher. Diese Zellkerne las- oder phénotypischer Auswertungen fort
sen sich manuell explantieren und fiir zu fahren. Dartiber hinaus ldsst sich das
Kerntransport-Experimente nutzen. Wanderungsverhalten distinkter Zell-
Die Grof3e der Blastomere erlaubt eine populationen wie das der Neuralleisten-
leichte Manipulation. Dabei werden zellen entweder durch die Darstellung
fir Gain-of-Function-Studien meist gewebespezifisch exprimierter Gene oder
c¢DNA- und RNA-Molekiile injiziert, durch den Einsatz fluoreszierender Pro-
fiir Loss-of-Function-Studien kommen teine leicht beobachten.

Friihe Gastrula Mittlere Gastrula Spéte Gastrula

animal animal al

Optischer
Saggitalschnitt

Optischer
Horizontalschnitt

B Abb. 7.1 Innenansicht der Gastrulastadien. In Blau ist das Ektoderm dargestellt, in Rot das Mesoderm und
in Griin das Endoderm. Ektoderm und Endodem sind durch eine Spalte, die sogenannte Brachet's Cleft (BC),
getrennt. Mit fortlaufender Gastrulation verdrangt der Urdarm (Archenteron, ARC) die primére Leibeshohle
(Blastocoel, BLC), wobei ein sogenanntes Pipe-System (PS) diese beiden Kompartimente trennt. Dabei nimmt
das Mesoderm ausgehend vom Blastoporus (BP) seinen Weg entlang des Blastocoeldaches (BCR), wobei sich
der ventrale Blastoporus (VBP) deutlich vom dorsalen Blastoporus (DBP) unterscheiden lasst. (Mit freundlicher
Genehmigung von Jubin Kashef; nach Moosmann et al. 2013)
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Die Robustheit der Embryonen
ermdglicht Explantations- und Trans-
plantationsexperimente bereits in
Blastula,- Gastrula- und Neurula-Stadien.
Explantate lassen sich tiber mehrere

Tage in vitro kultivieren und werden
somit zugédnglich fiir moderne hoch-
auflosende fluoreszenzmikroskopische
Echtzeitaufnahmen. Explantate aus frithen
Embryonalstadien sind nichts anderes als
pluripotente embryonale Stammzellen
und dienen damit der Untersuchung
grundlegender Mechanismen der Zell-
differenzierung.

All diesen embryologischen Studien liegt
zugrunde, dass die frithe Entwicklung des klas-
sischen Modellorganismus Xenopus bereits seit
vielen Jahren detailliert beschrieben ist. Durch
den Einsatz modernster Bildgebungstechno-
logien an Teilchenbeschleunigern werden diese
Beschreibungen derzeit deutlich verbessert,
sodass Einzelzellen und Einzelzellbewegungen,
aber auch Massenzellbewegungen, hochauf-
16send dargestellt werden.

Sir John Gurdon: Pionierleistungen am
Krallenfrosch

Bereits in den 1960er-Jahren, lange vor
dem beriihmten Klonschaf ,Dolly”, zeigte
der englische Entwicklungsbiologe

John Gurdon, dass sich die Zellkerne
differenzierter somatischer Korperzellen
reprogrammieren lassen und das Potenzial
besitzen, einen komplexen Organismus zu
formen. Dank dieser Pionierleistung wurde
er 1995 als Knight Bachelor zum Ritter
geschlagen. 2012 erhielt er zusammen

mit Shinya Yamanaka den Nobelpreis

fur Medizin. Die zugrunde liegende Idee
war dabei noch élter. Bereits gegen Ende
der 1930er-Jahre hatte Hanns Spemann
geduBert, dass man zur Erschaffung

eines Klons ,nur” den Kern einer Eizelle
durch den Kern einer Korperzelle

ersetzen musse. Daflir muss zuerst der
Pronucleus der Eizelle inaktiviert werden.
Dies gelang Gurdon durch kurzzeitige
UV-Bestrahlung. Nach dem Transfer

von Zellkernen aus Keratinozyten von
Kaulquappen entwickelten sich aus
einem geringen Prozentsatz der Oozyten
reproduktionsfahige Frosche. Das heifit,
die Nuclei differenzierter Zellen der
Spendertiere wurden reprogrammiert.
Bereits mit diesen friihen Studien wurde
klar, dass dieser Reprogrammierung
Grenzen gesetzt sind, denn mit Kernen aus
adulten Froschen entwickelten sich die
Oozyten nur bis zu Kaulquappen-Stadien.
Es dauerte noch mehrere Jahrzehnte, bis
die moderne Biologie die molekularen
Grundlagen erkannte, die den Differen-
zierungs- und Dedifferenzierungsme-
chanismen zugrunde liegen.

7.2 Methoden und Anséatze

Die Robustheit der Krallenfrosche erlaubt
nicht nur die einfache Haltung der Tiere in
Aquarien, sondern duflert sich auch in der
Robustheit der Embryonen. Dies ermdglicht
Gewebeexplantationen und das Kultivieren
der Explantate iiber mehrere Tage hinweg,
aber auch komplexe Transplantationsexperi-
mente. Beides, Explantationen und Trans-
plantationen, fithrten zu fundamentalen
Erkenntnissen zur frithen Embryonalent-
wicklung der Wirbeltiere. Zu dieser aufleror-
dentlichen Widerstandskraft der Embryonen
kommt noch die enorme Grofle der Oozyten
(#~1mm), was dem erfahrenen Experi-
mentator schnelle und zielgerichtete Mani-
pulationen, wie beispielsweise die manuelle
Extraktion des Zellkerns, elektrische Ablei-
tungen an Oocyten oder Injektionen defi-
nierter Mengen an DNA, RNA, Protein oder
Antisense-Morpholino-Oligonucleotiden, bis
zum 64-Zell-Stadium erlaubt.
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7.2.1 Die Oocyte als
In-vivo-Reagenzgefil

Einer der groflen Vorteile der Xenopus-
Oocyten ist, dass sie im Vergleich zu ande-
ren Zellen sehr grof} sind. Doch nicht nur die
Oozyte, auch der Zellkern hat eine enorme
Grofle und erlaubt die manuelle Priparation
einzelner Kerne (8 Abb. 7.2).

Damit lassen sich Experimente an iso-
lierten Zellkernen durchfithren, beispiels-
weise zum Export von mRNA oder zum
Import kernlokalisierter Proteine. Dariiber
hinaus erlaubten es rasterkraftmikroskopische,
elektronenmikroskopische- und cryoelektro-
nenmikroskopische Aufnahmen an isolierten
Zellkernen, die Struktur der Kernporen aufzu-
klaren. Wesentliche Erkenntnisse zum radidr-
symetrischen Aufbau der Kernporenkomplexe
stammen aus solchen Analysen isolierter
Xenopus-Kerne.

Peter Agre und Roderick MacKinnon
gewannen 2003 den Nobelpreis fiir Chemie fiir
ihre bahnbrechenden Arbeiten an Aquaporinen.

Stadium
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Sie isolierten Aquaporine aus Erythrozyten und
klirten die Struktur der Proteine. Eines der
entscheidenden Experimente zur Aufklirung
der Funktion dieser Proteine war, Aquapo-
rine in Xenopus-Oocyten iiberzuexprimieren.
Diese manipulierten Oocyten wurden dann
unterschiedlich  konzentrierten Salzlosungen
ausgesetzt. Hypoosmolare Losungen fiithrten
zum Anschwellen und schliefSlich zum Plat-
zen der Eier. Damit war der biologische Nach-
weis erbracht, dass es sich bei Aquaporinen um
Wasserkanile handelt.

Die Xenopus-Oocyte wurde in diesem
Experiment also fiir zwei Ansitze genutzt:
Sie diente zum einen als Reaktionsgefif3, um
aus synthetischer RNA das entsprechende
Protein zu produzieren, und zum anderen
als biologisches Testsystem, um die Funk-
tion des Proteins zu untersuchen. Diese dop-
pelte Nutzung fand natiirlich nicht nur zur
Untersuchung der Aquaporine Anwendung.
Wesentliche Funktionsanalysen von Ionen-
kanilen fanden und finden mit einem &hn-
lichen Ansatz statt. Die invitro synthetisierte

B Abb.7.2 alm Ovar befinden sich gleichzeitig Oocyten verschiedener Reifestadien, die sich in Gré3e und Pig-
mentierung unterscheiden und in Stadien I-VI eingeteilt werden. Reife Oocyten (Stadium VI) haben einen Durch-
messer von ca. 1 mm und konnen mit feinen Uhrmacherpinzetten am animalen, pigmentierten Pol gedffnet
werden, um den Zellkern vorsichtig zu entnehmen. b Nachdem der Oocytenkern (Durchmesser ca 300 pm) von
anhaftenden Dotterschollen manuell gereinigt wurde, ist er bereit fiir nachfolgende Experimente (c)
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mRNA des zu untersuchenden Ionenkanals
wird in eine Oocyte injiziert, die Funktion
des Proteins (oder seiner Varianten) mittel
Patch-Clamp-Ableitungen bestimmt.

7.2.2 Xenopus als Bioindikator

Zur Bekidmpfung von Malaria und West-
Nil-Virus, aber auch um die Anzahl lastiger
Miickenstiche zu reduzieren wird hiufig ver-
sucht, die Population der Moskitos durch Ein-
satz von Insektiziden zu minimieren. Diese
Insektizide sollen dabei moglichst spezifisch
wirken und Wirbeltiere und damit auch uns
Menschen moglichst nicht schiddigen. Eine
intelligente Losung scheint dabei der Einsatz
von Juvenilhormon-Analoga wie Methopren
(8 Abb.7.3). Die Entwicklung zum Imago
setzt bei holometabolen Insekten voraus, dass
wihrend der Pupalentwicklung der Juvenil-
hormonspiegel gering ist. Methopren mimi-
kriert einen hohen Juvenilhormonspiegel und
verhindert somit die Entwicklung und den
Schlupf adulter Stechmiicken. Eine mogliche
teratogene, also keimschidigende, Eigenschaft
von Methopren wurde an Xenopus nach-
gewiesen, denn bereits in geringen Dosen ver-
ursacht Methopren Missbildungen.

Etwas exotischer sind Verhaltensana-
lysen der Frosche als Antwort auf Umwelt-
belastungen. So fithren Belastungen mit
Ostrogenen in Konzentrationen, wie sie
durchaus in heimischen Gewissern vor-
kommen, zu Verinderungen im Sexualruf
ménnlicher Xenopoden. Inwieweit das mit
ursdchlich fiir die reduzierte Produktivitit von
Amphibien in belasteten Gewdssern ist, wird
noch diskutiert.

OCH,

\\OO/I\

B Abb. 7.3  Struktur von Methopren
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7.2.3 Injektionen, unilaterale
Injektionen und
Achsenexperimente vom
Gen zum Phanotyp

Die schnelle Entwicklung, die leichte
Zuganglichkeit und die enorme Grofle der
Xenopus-Oocyten erlauben einfache und zuver-
ldssige Manipulationen. Dabei wird mit einer
Mikrokaniile, also einer ausgezogenen Glas-
kapillare, eine definierte Menge an DNA, RNA
oder Antisense-Morpholino-Oligonucleotiden
in distinkte Regionen des Keims injiziert.
DNA- und RNA-Injektionen dienen dabei
meist fir Funktionsgewinnstudien (Gain of
Function, GOF), Morpholino-Injektionen die-
nen Funktionsverlust-Studien (Loss of Function,
LOEF). Das Injektionsvolumen variiert, je nach
Fragestellung, zwischen 4 nl und 16 nl. Dar-
iiber hinaus kénnen Schicksalskarten heran-
gezogen werden, um die Manipulation im
8-Zell- bis 64-Zell-Stadium auf distinkte Areale
des sich entwickelnden Keims zu beschranken
(8 Abb. 7.4). Insbesondere die Tatsache, dass
die erste Furchungsteilung den Keim in eine
linke und rechte Korperhalfte teilt, wird gerne
genutzt, um die Manipulation auf eine Korper-
hilfte zu begrenzen. Die nicht manipulierte
Seite dient somit als interne Kontrolle in ein
und demselben Tier. Koinjizierte Fluoreszenz-
farbstofte ermoglichen es, die injizierte Korper-
halfte zu identifizieren.

Die durch das Einstechen der Kapillare ent-
standene Wunde verheilt sehr gut, und die Emb-
ryonen lassen sich bei 14 °C bis 20 °C in einer
einfachen Salzlosung iiber mehrere Tage kulti-
vieren, bis das gewiinschte Entwicklungsstadium
erreicht ist. Dann beginnt die phéanotypische
Auswertung. Hierbei werden heutzutage weni-
ger morphologische Verdnderungen analysiert
als vielmehr die Verdnderung der Expression
lokal exprimierter Gene. Die Genexpression
lasst sich durch den Nachweis der mRNA mit-
tels In-situ-Hybridisierung spezifisch darstellen.
Histologische Schnitte erlauben dabei einen
Blick ins Innere des Keims (8 Abb. 7.5; In-situ-
Hybridisierung).
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2-Zell-Stadium Neurula
Animal
Vegetal

32-Zell-Stadium Blastula

16-Zell-Stadium Friihe Gastrula

Ventral Dorsal

57
r-&

Vergetal

B Abb. 7.4 Schicksalskarte: Wird im 2-Zell-Stadium eine Blastomere mit einem Fluorophor injiziert (hier
mRNA fir Griin fluoreszierendes Protein, GFP), so ldsst sich in der frithen Neurula unter UV-Licht unterscheiden,
welche Korperhélfte aus der injizierten Blastomere hervorging. Damit lasst sich in ein und demselben Tier die
manipulierte Seite mit der Kontrollseite vergleichen. Schicksalskarten erlauben, die Injektionen in 16-Zell- und
32-Zell-Stadien so zu platzieren, dass nur definierte Bereiche des sich entwickelnden Embryos das injizierte
Konstrukt exprimieren. (Verdandert nach » www.xenbase.org/anatomy/static/xenbasefate.jsp)

In-situ-Hybridisierung

Die RNA-in-situ-Hybridisierung erlaubt die
Darstellung der zeitlichen und raumlichen
Expression spezifischer Transkripte in
fixierten Embryonen. Voraussetzung

dafiir ist, dass ein Sequenzabschnitt des
darzustellenden Gens in einem geeigneten
Vektor vorliegt. In vitro lasst sich dann
Antisense-RNA synthetisieren. Diese RNA
wird wahrend der Synthesereaktion
chemisch markiert, meist durch den Einbau
von digoxigeninmarkiertem UTP. Die
Embryonen werden nun so behandelt, dass

extern zugegebene RNA-Molekiile in jede
Zelle eindringen kénnen. AnschlieBend
werden durch einen Uberschuss
unmarkierter RNA unspezifische Bindungen
der Antisense-Sonde unterdriickt. Die
Hybridisierung erfolgt bei méglichst hoher
Temperatur (meist um 60 °C), damit die
Antisense-Sonde tatsachlich ausschlie3lich
mit der komplementaren mRNA
hybridisiert. Einzelstrangige RNA (also auch
ungebundene Sonde) wird ausgewaschen
und freie Proteinbindestellen durch
Zugabe von Proteintiberschiissen blockiert.
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Durch Zugabe des enzymgekoppelten
digoxigeninspezifischen Antikorpers wird
eine Alkalische Phosphatase ausschlie3lich
in den Zellen lokalisiert, in denen die
Antisense-Sonde mit mRNA hybridisiert.
Uber eine einfache Farbreaktion l3sst sich
so die Genexpression im gesamten Keim
lokalisieren.

Beispielhaft ist dies fiir den
Transkriptionsfaktor engrailed2 (en2)
gezeigt, der von frithen Neurula-Stadien
die Stelle der Mesencephalon/
Metencephalon-Grenze markiert

und nahezu ausschlieBlich in dieser
Organisatorregion des sich entwickelnden
zentralen Nervensystems lokalisiert ist.

In vitro synthetisierte Antisense-RNA,
Digoxigenin-markiert

b

b
RNA/RNA-
T v

mRNA

2. Markierte Antisense-Sonde
bindet an die komplemen-

Anti-Digoxigenin-Antikorper
mit Alkalischer Phosphatase

RNA/RNA/Antikérper/
Alkalische-Phosphatase-

Komplex 1
>

Kapitel 7 - Xenopus laevis (Stidafrikanischer Krallenfrosch)

Die Kombination zweier verschiedener
Antisense-Sonden mit unterschiedlicher
Markierung erlaubt die simultane
Darstellung mehrerer mRNA-Spezies. Dies
ist hier beispielhaft mit den Transkriptions-
faktoren en2 und T-cell factor 4 (Tcf4)
gezeigt (B Abb. 7.5). Im Horizontalschnitt
sieht man, dass die Transkriptionsfaktoren
deutlich raumlich getrennt sind.

Trotz dieser offensichtlich sehr einfach zu
handhabenden Techniken fiir GOF- und
LOF-Experimente gilt es, ein paar Aspekte zu
beriicksichtigen: DNA-Injektionen machen
nur Sinn, wenn die Effekte deutlich nach dem
Mid-Blastula-Ubergang  analysiert werden
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O Abb. 7.5 Die RNA-in-situ-Hybridisierung erlaubt die Darstellung der zeitlichen und raumlichen Expression

spezifischer Transkripte in fixierten Embryonen



7.2 - Methoden und Ansatze

sollen, denn erst mit dem Mid-Blastula-Uber-
gang beginnt die zygotische Transkription.
Mit fortschreitenden Teilungen verteilt sich
die injizierte DNA zufillig auf die Tochter-
zellen, sodass in alteren Stadien mit einer
Mosaikexpression des injizierten Konstrukts
zu rechnen ist. Bei mRNA-Injektionen geht
man dagegen davon aus, dass das injizierte
Konstrukt sofort nach der Injektion transla-
tiert wird. Allerdings ist RNA nur begrenzt
stabil und wird von endogenen RNasen
abgebaut. Dem wird zwar dadurch entgegen-
gewirkt, dass die injizierte mRNA durch eine
5’-Methylguanosin-Kappe und einen 3'-polyA
Schwanz geschiitzt ist, trotzdem ist schwer
vorher zu sehen, wie lange die injizierte
mRNA im sich entwickelnden Embryo tat-
sachlich intakt vorliegt.

Fir die Analyse der endogenen Funktion
von Genen hat sich bei Xenopus der Einsatz
von Antisense-Morpholino-Oligonucleotiden
(kurz Morpholinos) gegeniiber inhibitorischen
RNA-Molekiilen durchgesetzt. Morpholinos
binden meist im Bereich des Startcodons oder
etwas 5’ des Startcodons und verhindern gen-
spezifisch die Initiation der Translation. Alter-
nativ verhindern Morpholinos an Intron/
Exon-Grenzen als sogenannte Spleif3-Mor-
pholinos die Entstehung reifer mRNA oder
die Expression spezifischer Spleifivarianten.
Morpholinos sind Basenanaloga, bei denen
ein Morpholinoring die Position des Zuckers
einnimmt. Dadurch sind sie vor Degradation
durch RNasen geschiitzt. Allerdings gilt auch
hier, wie bei der DNA, dass sich mit fort-
schreitender Entwicklung die injizierten Mole-
kille auf immer mehr Zellen verteilen, die
Wirkung also endlich ist. Im Gegensatz zum
genetischen Knockout wird durch den Ein-
satz von Morpholinos kein vollstindiges Aus-
schalten der Genfunktion erreicht, sondern
dosisabhdngig nur eine Suppression. Man
spricht daher hier vom Knockdown.

Genetische Verdnderungen in Xenopus
laevis sind noch immer relativ selten. Zwar gibt
es einige transgene Xenopus-Linien, vor allem
Reporterlinien, doch genetische Knockouts
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sind rar. Erst seit jiingerer Zeit werden durch
den Einsatz neuer Technologien wie CRISPR/
Cas auch in Xenopus Gene tatsdchlich aus-
geschalten. Ob sich allerdings in diesem
Organismus routinemiflig genetische Linien
etablieren lassen, erscheint ungewiss, denn
die lange Generationszeit dieser Frosche steht
genetischen Experimenten eher im Wege.

Die Grofle der Oocyten, synchrone Fur-
chungsteilungen und Schicksalskarten einzelner
Blastomere erlauben es, bis zum 64-Zell-
Stadium gezielt einzelne Blastomere zu manipu-
lieren und damit den Effekt der Manipulation
auf gewiinschte Gewebe/Organe/Regionen zu
beschranken.

Die einfachste Art dieser gezielten Mani-
pulation ist sicherlich die unilaterale Injektion
in Embryonen des 2-Zell-Stadiums. Nachdem
sich mit der ersten Furchungsteilung die linke
und die rechte Korperhilfte getrennt haben,
lasst sich so durch unilaterale Injektion in ein
und demselben Tier die manipulierte Seite
mit der nicht manipulierten Seite vergleichen
(8 Abb. 7.6). Voraussetzung ist, dass erkenn-
bar ist, welche Korperhilfte manipuliert
ist. Dies wird durch Koinjektion mit einem
Lineage Tracer wie Griin fluoreszierendes Pro-
tein (GFP) erreicht.

Mit der zweiten Furchungsteilung wird
die dorsale (dorso-anterior) von der ventralen

Anterior Anterior

Mittel-
hirn

O Abb. 7.6 Bei einseitig injizierten Embryonen ldsst
sich die manipulierte Seite durch die Fluoreszenz
eines koinjizierten Fluorophors (hier GFP) eindeutig
identifizieren. Der Nachweis spezifischer mRNA
mittels In-situ-Hybridisierung erlaubt dann, die Ver-
anderungen in ein und demselben Tier molekular zu
vergleichen. Hier flihrte die Injektion eines en2-spezi-
fischen Morpholinos zur Reduktion der Expression des
Transkriptionsfaktors Tcf-4 im Mittelhirn
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(ventral-posterior) Hilfte getrennt. An der
dorsalen Seite fiithrt ein aktiver Wnt-B-
Catenin-Signalweg zur Bildung des Spemann-
Organisators, auf der ventralen Seite ist
der Wnt-B-Catenin-Signalweg nicht aktiv, es
wird kein Spemann-Organisator induziert.
Entsprechend fithrt eine Aktivierung des
Wnt-B-Catenin-Signalwegs ventral, zum Bei-
spiel durch Injektion von Wnt-8 mRNA,
zur Induktion eines zweiten Gastrulations-
zentrums und entsprechend zu siamesischen
Zwillingen (8 Abb. 7.7). Umgekehrt fithrt eine
Inhibition des Wnt-fB-Catenin-Signalwegs auf
der dorsalen Seite, zum Beispiel durch
Injektion dominant negativer Konstrukte,
zum Fehlen dorsaler Strukturen, letztendlich
zu Bauchstiicken.

Mit zunehmenden Furchungsteilungen
lasst sich das manipulierte Areal weiter ein-
grenzen. Anhand von Schicksalskarten las-
sen sich im 16-Zell-Stadium die Blastomere
identifizieren, die wesentlich zum vierten
Keimblatt, den Neuralleisten, beitragen. Diese
Injektionen schrianken die Manipulation aber
nicht nur auf den gewiinschten Bereich ein,
dadurch, dass die Injektion auch hier uni-
lateral erfolgt, ldsst sich immer noch die mani-
pulierte Seite mit der nicht manipulierten
Seite vergleichen.

7.2.4 Explantationen, DMZ und
animale Kappe

In Blastula-Stadien, bei einer Kultivierung
bei 16 °C also ein Tag nach der Befruchtung,
liegt oberhalb der priméren Leibeshohle, dem
Blastocoel, eine diinne Schicht ektodermalen
Gewebes. Aus dieser animalen Kappe ent-
wickeln sich im Keim das gesamte zentrale
Nervensystem sowie die Neuralleisten und
Teile des Ektoderms. Innen kleidet die ani-
male Kappe das Blastocoel aus und dient als
Blastocoeldach der Wegfindung des in der
Gastrulation  einwandernden  Mesoderms
(8 Abb. 7.8). Experimentell ldsst sich diese
animale Kappe mit zwei Uhrmacherpinzetten
leicht manuell extrahieren und in einem
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geeigneten Puffer mehrere Tage kultivieren.
Zugabe von Niahrstoffen ist unnotig, denn das
Explantat bringt genligend Dottermaterial mit.
In Kultur entwickeln die Explantate epi-
dermale Charakteristika, wie enge Zell-Zell-
Kontakte, Expression epithelialer Cadherine
und eine apikal-basale Polaritit. Sie werden
nicht zu Neuroektoderm. Erstaunlicherweise
nehmen sie also in Kultur ein anderes Schick-
sal als in ihrer natiirlichen Umgebung. Offen-
sichtlich fehlt in den Explantaten ein Faktor,
der das Gewebe instruiert, neurales Schick-
sal einzuschlagen. Eine alternative Erklarung
wire, dass das Explantat einen Faktor
exprimiert, der verhindert, dass das neurale
Schicksal eingeschlagen werden kann. Tat-
sachlich ist beides der Fall, wie folgende bei-
den Experimente zeigten:
Wird das Explantat in enge rdumliche
Néhe zu mesodermalen Gewebestiicken
gebracht, so exprimiert es neuralspezi-
fische Markergene, entwickelt sich also
zu Neuroektoderm. Dies ldsst sich nur
erklaren, wenn aus dem Mesoderm Fak-
toren sekretiert werden, die die animale
Kappe instruieren, neurales Schicksal
einzuschlagen. Diese Faktoren sind die
sekretierten BMP-Antagonisten Chordin,
Noggin und Follistatin.
Werden die Explantate durch Ca®*-Entzug
vereinzelt (Zugabe des Calciumchelators
Ethylendiamintetraessigsaure, EDTA), so
entwickeln sie sich nach der Reaggregation
zu Neuroektoderm. Neuralspezifische
Markergene wie N-Cadherin, NCAM und
Otx2 werden exprimiert. Dies ldsst sich
nur erkldren, wenn durch die Dissoziation
des Gewebes ein Faktor entfernt wird, der
verhindert, dass sich Neuralgewebe ent-
wickelt. Dieser Faktor ist der sekretierte
Wachstumsfaktor Bone morphogenetic
Protein, BMP (8 Abb. 7.9).

Neben neuralem Schicksal kénnen die Zel-
len der animalen Kappe unter dem Ein-
fluss geeigneter Wachstumsfaktoren auch
mesodermales Schicksal einschlagen. Dieses
induktive Ereignis diente als Read-out-System
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Animal

4-Zell-Stadium Dorsal
ca.2 hpF
Ventral
Neurula
ca.39 hpF
Schwanzknospe
ca. 48 hpF
Kau|quappe Anterior
ca. 90 hpF
Posterior

B Abb.7.7 Ab dem 4-Zell-Stadium l&sst sich anhand der Grée und Pigmentierung der Blastomere dorsal von
ventral unterscheiden. Wird ventral der Wnt-f-Catenin-Signalweg aktiviert, so erkennt man in Neurula-Stadien,
dass sich das Neuralrohr nach anterior Y-férmig aufgabelt. In Schwanzknospen-Stadien lassen sich zwei Képfe
identifizieren, die als Kaulquappen auch Augen tragen kénnen (hpF, hours post fertilization)
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Blastula

Animal

Ventrales
Mesoderm

Vegetal

Ektoderm

Gastrula

Animal

Archaenteron

Dorsales
Mesoderm

Vegetal

O Abb. 7.8 Blastula/Gastrula: In der Blastula besteht der zweischichtige Keim aus dem animal liegenden Ekto-
derm und dem vegetal liegenden Endoderm, die durch die primare Leibeshohle, das Blastocoel, voneinander
getrennt sind. In der Marginalzone wurde das Gewebe durch diffusible Faktoren des vegetalen Pols (TGF-
Faktoren) zu Mesoderm induziert. Am dorsal gelegenen Pol entsteht die Urmundslippe, von der aus wahrend
der Gastrulation das Mesoderm in das Innere des Keims wandert. Dabei entsteht der Urmund, von dem aus sich
die sekundare Leibeshohle (der Urdarm, Archenteron) in das Keimesinnere erstreckt. Im Laufe der Gastrulation
verdrangt das Archenteron das Blastocoel. An der animalen Seite liegt jetzt das Mesoderm direkt dem Ektoderm
auf. Hier konnen diffusible Signale des Mesoderms (BMP-Inhibitoren wie Chordin und Noggin) das Ektoderm

instruieren, neurales Schicksal einzuschlagen

bei der erstmaligen Reinigung eines Trans-
froming Growth Factors (TGF), namlich
Aktivin. Anfang der 1980er-Jahre isolierte
der Brite Jonathan Slack aus zahlreichen
Rinderhirnen ein knappes Milligramm des
Fibroblasten-Wachstumsfaktors FGE Dieses
Protein war in der Lage, die ektodermalen
Zellen der animalen Kappe zu instruieren,
mesodermales Schicksal einzuschlagen.
Neben der Analyse induktiver Vorginge
dienen Explantate aus Xenopus-Embryonen
auch der Untersuchung komplexer kollekti-
ver Zellbewegungen. Hierfiir werden neben
aktivinbehandelten und damit mesoderm-
induzierten animalen Kappen vor allem
Explantate der dorsalen Urmundslippe frither
Gastrula-Embryonen, sogenannte DMZ- (Dor-
sal Marginal Zone) Explantate herangezogen.
Diese Explantate umfassen damit ein Gewebe,
das natiirlicherweise konvergente Extensions-
bewegungen durchfithrt. Diese Bewegungen
sind dadurch gekennzeichnet, dass Zellen
mediolateral interkalieren, sich also von bei-
den Seiten auf die Mittellinie zubewegen.

Damit verengt sich das Gewebe in latera-
ler Richtung (Konvergenz) und elongiert in
anterio-posteriorer Richtung (Elongation),
dhnlich dem Prinzip des Einfidelns bei Ver-
engung einer Fahrbahn von zweispurig auf
einspurig. Eine wesentliche Voraussetzung
fir diese Art der Zellbewegung ist, dass sich
die Einzellzellen orientieren, das heiflt aus
urspriinglich multipolaren Zellen bipolare
Zellen werden. Dieses induktive Ereignis
wird tber Wnt-Molekiile reguliert, die den
sogenannten Wnt/planar-cell-polarity- (PCP-)
Signalweg aktivieren, hauptsichlich Wntl1.
Fiir die weiteren Zellbewegungen ist ein weite-
rer Wnt-Signalweg, der Wnt5a/Ror2-Signalweg
verantwortlich, der die Zellen instruiert, sich
Richtung Mittellinie zu bewegen (8 Abb. 7.10).

7.2.5 Transplantationen

Die Robustheit der explantierten Gewebe
erlaubt nicht nur ihre Kultivierung ex vivo,
sondern ermdglicht auch das Einbringen des
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O Abb.7.9 Die entscheidenden Komponenten bei der Signaltransduktion des BMP -Signalwegs sind
Transkriptionsfaktoren der Smad-Familie. Diese binden an BMP-responsive Elemente (BMPRE) und Regulieren als
Heterodimer die Expression von Zielgenen. Die Regulation der Smad-Proteine erfolgt Giber Phosphorylierungen.
Tatsachlich gehoren die BMP-Rezeptoren ALK2 und BMPR2 zu den Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). Liganden-
bindung induziert eine Dimerisierung der RTKs, deren Autophosphorylierung und Aktivierung. Aktivierte
BMP-Rezeptoren phosphorylieren dann signalwegspezifische Smad-Proteine, wie Smad1, Smad5 oder Smad8
(andereTGFB-Proteine wie Aktivin aktivieren andere signalwegspezifische Smad-Proteine). Aktivierte Smad-
-Proteine binden allgemeine Smad-Proteine wie Smad2 und Smad4, translozieren als Heterodimer in den Kern
und binden BMPRE. Extrazelluldre Regulatorproteine wie Chordin, Noggin oder Folistatin binden BMP und ver-
hindern die Aktivierung der RTKs

Beginn Ende
Spéte Blastula Gastrulation Gastrula Gastrulation

t
{

il

- Extension —»

Multipolare Zellen Bipolare Zellen Konvergenz

B Abb.7.10 Zu Beginn der Gastrulation, also sobald sich erkennen lasst, wo der dorsale Blastoporus zu finden
ist, lasst sich das dorsale Mesoderm mit Wimpern ausschneiden und in Kultur nehmen. Das Explantat wird auf
eine Proteinschicht aufgebracht und unter leichtem Druck unter ein Deckglas gedrtickt. Nach vier Stunden
erkennt man ein langes dlinnes Gewebestlick, das durch konvergente Extensionsbewegungen elongierte axiale
Rumpfmesoderm. Dieses Rumpfmesoderm elongiert durch sogenannte konvergente Extensionsbewegungen.
Das heif3t, dass die Mesodermzellen medio-lateral Richtung Mittellinie migrieren. Damit wird das Mesoderm
schmaler und streckt sich
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Explantats in einen Wirtsembryo, also Trans-
plantationen. Diese Transplantate sind haufig
auch tiberlebensfihig, wenn sie ektopisch, also
in eine ,,fremde” Umgebung, eingebracht wer-
den. Tatsdchlich fithrten solche ektopischen
Transplantationen zum Konzept des ,Orga-
nisators®. In der frithen Gastrula ist die dor-
sale Blastoporuslippe die Region, welche die
Gastrulationsbewegungen koordiniert. Sezer-
nierte Wachstumsfaktoren der Blastoporus-
lippe instruieren das umliegende Gewebe, ihr
Schicksal entsprechend der Position relativ zur
Organisatorregion einzuschlagen. Wird die
dorsale Urmundslippe einer frithen Gastrula
ventral in einen Wirtsembryo implantiert, so
fithrt dies dazu, dass dieser Wirtsembryo zwei
sich gegeniiber liegende Gastrulationszentren
aufweist. Es entstehen siamesische Zwillinge.
Dieses von Spemann und Mangold in den
1920er-Jahren durchgefiihrte Experiment ist
die Grundlage fiir alle Organisatormodelle
und wurde 1924 mit dem Nobelpreis aus-
gezeichnet (Der Spemann-Organisator).

Der Spemann-Organisator

1935 bekam Hans Spemann den
Nobelpreis flr Physiologie fiir die
bahnbrechenden Experimente, die er
zusammen mit Hilde Mangold in den
1920er-Jahren durchgefiihrt hat. Dabei
handelte es sich um Transplantations-
experimente, bei denen die dorsale
Urmundslippe einer Spendergastrula

in die ventrale Seite einer Wirtsgastrula
eingebracht wurde. Dieses Experiment
zeigte, dass das transplantierte dorsale
Mesoderm umliegendes Gewebe im
Wirtsembryo dazu veranlasst, das
Zellschicksal zu andern. Tatsédchlich
entstanden siamesische Zwillinge. Damit
war das Konzept der Organisatorregionen
geboren. Zu Ehren der Forscher wird
dieses Organisationszentrum Spemann-
bzw. Spemann-Mangold-Organisator
genannt.

Kapitel 7 - Xenopus laevis (Stidafrikanischer Krallenfrosch)

Obwohl diese Transplantations-
experimente urspringlich an
Schwanzlurchen der Gattung Triturus
durchgefiihrt wurden, wird es heutzutage
generell mit Xenopus in Verbindung
gebracht, denn in Xenopus werden diese
Experimente mittlerweile routinemaBig
durchgefiihrt und in Xenopus wurden die
relevanten Molekiile identifiziert, die a)
den Spemann-Organisator induzieren
und b) vom Spemann-Organisator als
instruktive Molekile sezerniert werden.
Mittlerweile sind zahlreiche Proteine
identifiziert, die wie Gooscoid als
Transkriptionsfaktoren den Spemann-
Organisator ausmachen oder wie Chordin
als sezernierte Wachstumsfaktoren
benachbarte Gewebe beeinflussen.

7.3 Biologie und Entwicklung von
Xenopus laevis

Heimat der aquatisch lebenden Krallen-
frosche ist Afrika von Athiopien/Sudan bis
Stdafrika. Als Apothekerfrosche wurden sie
in die USA und Westeuropa eingebracht, und
man findet sie heute auch im Stidwesten der
USA und in Kandlen in den Niederlanden.
Die ddmmerungs- und nachtaktiven Frosche
leben hauptsichlich in stehenden Gewdssern
und verlassen diese nur, wenn sie aufgrund
von Trockenheit oder Nahrungsmangel dazu
gezwungen werden. Unter Laborbedingungen
werden Krallenfrosche mehr als 20 Jahre alt.

7.3.1 Die Eizelle reift

Seine Karriere als Apothekerfrosch verdankt
der siidafrikanische Krallenfrosch der Tat-
sache, dass die Follikelepithelzellen im Ovar
auf das menschliche Schwangerschaftshormon
Gonadotropin (hCG) reagieren. Im Ovar von
Xenopus befinden sich gleichzeitig Oocyten
unterschiedlicher Reife. Diese werden in sechs
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Stadien eingeteilt, wobei Stadium I kleine, noch
nicht von Follikelepithel ummantelte Oocyten
bezeichnet, Stadium VI grofle follikuldre
Oocyten (@ Abb.7.2). Nach Aktivierung durch
Gonadotropin schiitten die Follikelzellen der
Stadium-VI-Oocyten Progesteron und Andro-
gen aus. Die beiden Steroidhormone binden an
Rezeptoren von Stadium-VI-Oocyten, wobei
ein Teil der Rezeptoren klassische liganden-
gesteuerte Transkriptionsfaktoren sind, ein ande-
rer Teil dagegen, fiir Steroidhormonrezeptoren
ungewohnlich, Transmembranrezeptoren dar-
stellen. Aktivierung des Transmembranrezeptors
fuhrt zur Inhibition der Adenylat-Cyclase,
damit zum Abfall des intrazelluliren cAMP-
Spiegels und nachgeschaltet zur Inaktivierung
der cAMP-abhingigen Proteinkinase A (PKA).
Damit unterbleibt die Phosphorylierung PKA-
abhingiger Substrate, und der sogenannte
Maturation Promoting Factor MPF (auch Mitose
Promoting Factor genannt) wird gebildet und
aktiviert. Dabei ist der MPF nichts anderes
als das Heterodimer aus CyclinB und Cdc2.
Neben CyclinB und Cdc2 sind noch vier wei-
tere Proteine in der Ausbildung des aktiven MPF
involviert: Ringo, Faktor X, Mos und MyT1,
wobei die Neusynthese von Ringo, Faktor X und
Mos durch Progesteron und Androgen induziert
wird. Ringo fordert dabei die Assoziation von
CyclinB mit Cdc2, also die Bildung des MPE
MyT1 ist eine Kinase, die Cdc2 phosphoryliert
und damit die Aktivierung des MPF verhindert.
Diese Kinase wird durch Mos inhibiert. Gleich-
zeitig aktiviert Faktor X eine Phosphatase, die
Cdc2 dephyosphoryliert. Insgesamt liegt also
mehr dephosphoryliertes Cdc2 in MPF vor. Der
MPF selbst ist auch eine Kinase (Cdc2 heif3t
auch Cyclin-abhingige Kinase 1, oder Cyclin-
Dependend Kinase 1, CDK1) und phosphoryliert
seinerseits zahlreiche Substrate, wie mikrotubu-
liassoziierte Proteine fiir den Aufbau der Mit-
osespindel oder Lamine fiir die Degradation der
Kernhiille. Damit verlassen die Oocyten die Pro-
phase I und schreiten mit der Meiose voran. Dies
wird auch mikroskopisch gut sichtbar durch den
Zusammenbruch des Zellkerns, den Germinal
Vesicle Breakdown, GVB.
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Nach obigem Szenario ldsst sich die
Eireifung also aufler durch Gonadotropin
auch durch Progesteron und durch MPF aus-
losen, wobei Gonadotropin nur auf Follikel
wirkt (dort induziert es ja die Ausschiittung
von Progesteron), Progesteron nur auf defol-
likulierte Oocyten wirkt (ansonsten gelangt
das Steroid nicht zur Oocyte), und MPF nur
wirkt, wenn es direkt ins Cytoplasma einer
Stadium-VI-Oocyte injiziert wird. Tatsich-
lich wurde der MPF erstmals in Xenopus
identifiziert, als Injektionsexperimente zeig-
ten, dass das Cytoplasma einer reifenden
Oocyte in einer Stadium-VI-Oocyte die Rei-
fung auslost.

Fir die Vollendung der ersten meioti-
schen Teilung, genauer fiir den Ubertritt in
die Anaphase, muss der MPF-Spiegel wieder
sinken. Dies geschieht durch den sogenann-
ten Anaphase-Promoting Complex APC. Nach
Vollendung der ersten meiotischen Teilung ver-
bleibt die eine Hélfte der DNA in der Oocyte,
wihrend die andere Hilfte im Polkorperchen
verpackt am animalen Pol abgesondert wird.
Die Reduktionsteilung schreitet weiter voran
bis zur Metaphase II. Hier, in der nun reifen
Eizelle, wird die Meiose erneut arretiert, bis die
Befruchtung die Vollendung der Reduktions-
teilung auslost.

7.3.2 Befruchtung und
Furchungsteilungen

Im Ovar von Xenopus reifen gleichzeitig Hun-
derte Oocyten. Im Labor lassen sich diese
durch sanften Druck auf die Lendengegend
leicht in einer Petrischale auffangen und mit
mazeriertem Hoden kiinstlich befruchten.
Dabei bringt das Spermium fiir den neu ent-
stehenden Organismus aufler einem haploiden
Chromosomensatz und Centriolen nur noch
einige wenige Mitochondrien mit. Die Oocyte
dagegen enthélt neben dem haploiden Chromo-
somensatz und zahlreichen Mitochondrien
auch noch maternale RNA und Proteine. Letz-
tere dienen als Dotterproteine nicht nur der
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Versorgung des heranreifenden Embryos, son-
dern beinhalten auch regulatorische Proteine.

Mit der Befruchtung wird der Zellzyklus
der maternalen Reifeteilung fortgesetzt, und
das zweite Polkérperchen wird am anima-
len Pol abgesondert. Die paternalen Centrio-
len rekrutieren maternale Proteine, um so
ein ,Mikrotubuli-Organisationszentrum® zu
bilden, von welchem aus Mikrotubuli stern-
formig polymerisieren. Entlang dieser Mikro-
tubuli migriert der maternale Pronucleus und
trifft in der animalen Hemisphire den mann-
lichen Pronucleus. Die Kernhiillen lsen sich
auf, die Kerne verschmelzen, und es kommt
zur ersten Mitose des neuen Organismus.

Die durch die Befruchtung initiierte Poly-
merisation der Mikrotubuli bringt aber nicht
nur die Pronuclei zusammen. Genauso ent-
scheidend fiir die weitere Entwicklung ist,
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O Abb.7.11

dass sie im subcorticalen Cytoplasma ein
engmaschiges Netzwerk ausbilden. Diese
Mikrotubuli an der Eirinde sind wie Schienen,
entlang derer mikrotubuliassoziierte Motor-
proteine eine Rotation des Rindenmaterials
um 30° relativ zur Dottermasse vorantreiben.
Als Folge dieser cortikalen Rotation wird
gegeniiber der Spermieneintrittsstelle die
dorsale Seite definiert. Tatsichlich ist es so,
dass durch die corticale Rotation maternale
Komponenten an die zukiinftige dorsale Seite
transportiert werden, die den Abbau von
B-Catenin verhindern (8 Abb. 7.11).

Damit geht die Rotationssymetrie der
Oocyte bereits vor der ersten Furchungs-
teilung verloren, und neben einem ani-
malen und vegetalen Pol ldsst sich in der
befruchteten Oocyte bereits (zumindest mole-
kular) eine ventrale von einer dorsalen Seite
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Die entscheidende Komponente bei der Signaltransduktion des Wnt/B-Catenin Signalwegs

ist das Protein p-Catenin. Die Regulation von B-Catenin erfolgt liber die Kontrolle seiner Stabilitat. Wird es

durch die Glycogensynthase-Kinase (GSK) phosphoryliert, so wird 8-Catenin ubiquitinyliert und abgebaut. Die
Phosphorylierung von B-Catenin durch GSK geschieht im sogenannten Abbaukomplex aus p-Catenin, GSK,

Axin und Adenomatous Polyposis Coli (APC). Wnt-Proteine binden an Frizzled (Fz) und Low-Density-Lipoprotein-
Related-Proteins- (LRP-)Rezeptoren. Diese aktivierten Rezeptoren I6sen den B-Catenin-Abbaukomplex auf, sodass
B-Catenin nicht mehr phosphoryliert und abgebaut wird. 3-Catenin akkumuliert und wandert in den Zellkern.
Dort bindet es Transkriptionsfaktoren der T-Cell-Factor- (Tcf-)Familie an Wnt-responsiven Elementen (WRE) und

reguliert die Expression von Wnt-Zielgenen
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unterscheiden. p-Catenin dient spiter als
transkriptioneller Koaktivator der Regulation
dorsal exprimierter Gene, wie chordin, siamois
oder gooscoid.

Etwa 90-120 min nach der Befruchtung
erfolgt die erste Furchungsteilung. Diese
teilt den Keim in eine linke und eine rechte
Korperhilfte. Experimentell lasst sich dies
nachweisen, wenn man im 2-Zell-Stadium
eine Blastomere mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff injiziert. Die Abkémmlinge dieser Blas-
tomere verbleiben auf einer Korperseite. Der
Embryo fluoresziert halbseitig (8 Abb.7.4)
Die zweite Furchungsteilung 30 min spé-
ter verlduft senkrecht zur ersten und teilt die
dorsalen Blastomeren von den ventralen.
Die Verlagerung dorsaler Determinanten
und die Akkumulation von B-Catenin auf
der dorsalen Seite sind somit durch das Ein-
ziehen von Plasmamembranen fixiert. Es fol-
gen noch halbstiindig zehn weitere synchrone
Furchungsteilungen, bis mit etwa 2000 Zel-
len frithe Blastulastadien erreicht sind. Mit
den folgenden zwei Zellteilungen geht die
Synchronitdt verloren. Erst jetzt, wéhrend
der Mid-Blastula Transition, werden im Zell-
zyklus G1- und G2-Phasen eingefiihrt, erst
jetzt beginnt die zygotische Transkription
und damit auch die Transkription der Cyc-
line, die fiir eine Verldngerung des Zellzyklus
sorgen. Die fortlaufenden Zellteilungen haben
noch zu keiner Groflenzunahme des Keims
gefithrt. Stattdessen befindet sich im Innern
des Keims die primére Leibeshohle, das Blas-
tocoel. Dieses Blastocoel sorgt fiir eine raum-
liche Trennung und verhindert damit eine
frithzeitige Determination. Epitheliale Zellen
des animalen Pols sind also von den kiinfti-
gen endodermalen Zellen weit entfernt. Diese
epithelialen Zellen des animalen Pols, die
sogenannte animale Kappe, haben alle Eigen-
schaften pluripotenter Stammzellen. Durch
geeignete Manipulation lassen sich diese Zel-
len noch in Derivate aller Keimblitter diffe-
renzieren (8 Abb. 7.12).

Der Hohlraum bietet auflerdem Platz
fir migrierende Zellen und erlaubt so die
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komplexen Wanderungsbewegungen wahrend
der nun folgenden Gastrulation.

7.3.3 Gastrulation - ein
mehrschichtiger Keim
entsteht

Einer der fithrenden Entwicklungsbiologen
des zwanzigsten Jahrhunderts, Lewis Wol-
pert, pragte sinngemdfl den Satz, dass das
herausragende Ereignis unseres Lebens nicht
Geburt, Hochzeit oder Tod ist, sondern die
Gastrulation. Tatsdchlich beschreibt die Gas-
trulation die komplexen Induktions- und
Wanderungsprozesse, bei denen aus der zwei-
schichtigen Blastula ein dreischichtiger Keim
entsteht. Das Mesoderm wandert ins Innere
des Keims und kommt zwischen Ektoderm
und Endoderm zu liegen. Damit wird offen-
sichtlich, dass den komplexen Bewegungen
der Gastrulation induktive Ereignisse voraus-
gehen, die definieren, welche Bereiche des
Keims ektodermales, endodermales oder
mesodermales Schicksal einschlagen. Zu
Ektoderm (und Neuroektoderm) werden die
Abkémmlinge animaler Zellen, zu Endo-
derm die Abkommlinge der vegetalen Zel-
len. An der Grenze zwischen Ektoderm und
Endoderm, der Marginalzone, entwickelt
sich das Mesoderm. Das Zellschicksal in der
Marginalzone wird dabei durch diffusible
Wachstumsfaktoren der TGFp-Familie fest-
gelegt. Insbesondere Vgl wird vom vegetalen
Pol sezerniert und wirkt auf die Zellen der
Marginalzone. Unterstiitzt wird Vgl dabei
durch weitere Wachstumsfaktoren der TGFp-
Familie, die Nodal-Proteine. Diese werden
in anterio-posteriorer Richtung differenziell
exprimiert und bestimmen damit, ob das
durch Vgl induzierte Mesoderm zu Kopt-
mesoderm, Rumpfmesoderm oder Schwanz-
mesoderm wird. Dariiber hinaus spielt auch
der Wachstumsfaktor FGF in der Mesoderm-
entwicklung (und Neuralinduktion) und in
der anterio-posterioren Spezifikation des
Mesoderms (und auch des Neuroektoderms)
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B Abb.7.12 Mit feinen Uhrmacherpinzetten lasst sich das ektodermale Gewebe oberhalb des Blastocoeldachs,
die animale Kappe, entfernen und in Kultur nehmen. In unterschiedlichen Kulturbedingungen kann man das
Schicksal dieser Zellen dergestalt dirigieren, dass sie ektodermale, neuroektodermale oder mesodermale Charak-
teristika annehmen. Die Zellen der animalen Kappe sind damit pluripotent

eine entscheidende Rolle. Tatsichlich zeigten
einige Experimente mit dominant-negativen
FGF-Rezeptoren, dass FGF-Signalwege essen-
ziell fiir die Mesoderminduktion sind. Dabei
scheint FGF direkt von TGEFp-Faktoren
des vegetalen Pols abzuhingen, und iiber
einen autoregulatorische Schleife mit dem
mesodermalen T-box Transkriptionsfaktor
Brachyury das Mesoderm-Schicksal fest zu
legen. Die intrazelluldren Antworten auf FGF
sind komplex. So reguliert FGF iiber seinen
Rezeptor der Rezeptortyrosinkinase-Familie
mehrere intrazellulire Signaltransduktions-
kaskaden, wie einen MAPK-Weg, Aktivierung
der Proteinkinase B (Akt) und calcium-
abhéngige Signalaktivierung. Dariiber hinaus
werden Smad-Proteine inhibitorisch phos-
phoryliert. Damit stehen der BMP-Signal-
transduktionskaskade weniger aktivierbare
Transkriptionsfaktoren zur Verfiigung. Diese

Inhibition des BMP-Signalwegs durch Akti-
vierung des FGF-Signalwegs ist ein ein-
drucksvolles Beispiel, wie unterschiedliche
Signalkaskaden miteinander kommunizieren
und sich wechselseitig beeinflussen.

Bei Xenopus beginnt die Gastrulation mit
der Ausbildung von Flaschenzellen an der
dorsalen Urmundslippe, dem Spemann’schen
Organisator. Hier wird durch apikale Kon-
striktion epithelialer Zellen eine vegetale
Rotation des Endoderms induziert. Diese
Rotationsbewegung treibt die Mesoderm-
zellen ins Innere des Keims. Die Mesoderm-
zellen, die zuerst ins Keimesinnere gelangen,
bilden spiter das Kopfmesoderm. Sie wan-
dern aktiv entlang von Fibronektinbahnen am
Blastocoel-Dach. Das Rumpfmesoderm folgt
dem Kopfmesoderm mit sogenannten kon-
vergenten Extensionsbewegungen. Das heifit,
dass die Mesodermzellen sich von lateral
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in Richtung Mittellinie bewegen (sie kon-
vergieren). Gleichzeitig fithrt dies zu einer
Streckung bzw. Ausbreitung (Extension) in
Léangsrichtung. Experimentell lassen sich diese
Wanderungsbewegungen an explantierten
dorsalen Marginalzonen hervorragend unter-
suchen (@ Abb.7.10). Begleitet werden diese
Bewegungen des Mesoderms von einer Epi-
bolie des Ektoderms. Diese Epibolie ist eine
radiale Interkalation von Zellen, was dazu
fihrt, dass das Ektoderm abflacht und sich
dafiir ausbreitet. Es nimmt so den Platz des
nach innen wandernden Mesoderms ein.

Am Ende der Gastrulation ist so ein drei-
schichtiger Keim entstanden. Das Mesoderm
liegt direkt unterhalb des Ektoderms auf der
animalen Seite. Anteriores Mesoderm (Kopf-
mesoderm) unterscheidet sich von Rumpf-
mesoderm. Das Blastocoel wurde vom dem
durch Endothel ausgekleideten Urdarm ver-
dréangt.

7.3.4 Neurulation und
Neuralleistenentwicklung

Wihrend der Gastrulation kommt direkt
unterhalb des Ektoderms mesodermales
Gewebe zu liegen. Diese Anordnung ist fiir
die weitere Entwicklung des Keims, vor allem
auch fiir die Neuralentwicklung, unerlisslich.
Das Mesoderm sendet instruktive Signale an
das dariiber liegende Ektoderm und veranlasst
es, sich zu Neuroektoderm zu differenzieren.
Die instruktiven Signale sind dabei nichts
anderes als die Proteine Chordin, Noggin und
Follistatin, die vom einwandernden Meso-
derm sezerniert werden. Die Aufgabe dieser
Proteine ist es, BMP- (Bone Morphogenetic
Protein) Wachstumsfaktoren der TGFB-
Familie zu binden und damit zu inaktivieren.
BMP wird im gesamten Ektoderm exprimiert,
bindet dort an seine Rezeptoren und akti-
viert einen Signalweg, der dafiir sorgt, dass
die BMP empfangende Zelle Ektodermzelle
ist und bleibt (8 Abb.7.9). Binden Chordin,
Noggin oder Follistatin an BMP, so werden
die BMP-Rezeptoren nicht aktiviert, die Zelle

191 7

wird nicht Ektodermzelle, sondern Neuro-
ektodermzelle. Damit ist das Mesoderm
bzw. die vom Mesoderm sezernierten BMP-
Antagonisten hinreichend und notwendig,
das Ektoderm zu instruieren, Neuroektoderm
zu werden. Dies gilt allerdings nicht fiir das
gesamte Ektoderm der Gastrula, sondern nur
fiir den Bereich der animalen Kappe. Nur die-
ses Ektoderm kann durch BMP-Antagonisten
neuralisiert werden, nur dieses Ektoderm
besitzt die Kompetenz, sich zu Neuralgewebe
zu differenzieren. Die Ursache fiir die unter-
schiedliche Kompetenz der Ektodermzellen
finden wir wieder in der Befruchtung. Hier
wurde durch den Spermieneintritt und die
cortikale Rotation B-Catenin an der dorsa-
len Seite angereichert. Unter den p-Catenin-
Zielgenen befinden sich mit Chordin und
Noggin zwei der BMP-Antagonisten, die so
bereits mit Beginn der zygotischen Transkrip-
tion in frithen Blastulastadien dorsal animal
exprimiert werden. Damit wird bereits vor
der Gastrulation ein Bereich eingeschrinkt,
der sich nach der Gastrulation zu Neuro-
ektoderm entwickeln kann. Man spricht
von einem Zwei-Schritt-Modell der Neural-
induktion. Erst wird bereits in der Blastula
ein prineurales Schicksal eingeschlagen, das
dann nach der Gastrulation durch sezernierte
Faktoren aus dem Mesoderm gefestigt wird.
Beides, prineurales Schicksal und Stabilisie-
rung des neuralen Schicksals, beruht auf einer
Inhibierung des BMP-Signalwegs.

Experimente an Explantaten animaler
Kappen haben ergeben, dass durch BMP-
Antagonisten zwar neurales Schicksal deter-
miniert wird, diese Neuralinduktion aber
prinzipiell nur anteriores Neuralgewebe ent-
stehen ldsst. Damit sich auch Mittelhirn,
Kleinhirn und Riickenmark bilden, braucht
es einen weiteren, transformierenden Schritt.
Diese Transformation wird wieder durch
Wachstumsfaktoren induziert, die jetzt aber
das Neuroektoderm in distinkte Bereiche in
anterio-posteriorer Richtung mustern.

Bevor wir uns diesen Musterungs-
prozessen zuwenden, betrachten wir die
morphogenetischen Prozesse der Neurulation.
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Dabei senkt sich das Neuroektoderm ab, fal-
tet sich ein und schlief3t sich an der dorsalen
Seite. Dabei separiert es sich vom Epithel und
kommt zwischen Mesoderm und Epidermis
zu liegen.

Auch hier ist die treibende Kraft firr die
morphogenetischen Bewegungen die apikale
Konstriktion von Flaschenzellen. Die Separation
von Neuroektoderm und Ektoderm beruht auf
der gewebespezifischen Expression homophiler
Zell-Zell-Adhdsionsmolekiile. Das Ektoderm
exprimiert epitheliales E-Cadherin, das Neuro-
ektoderm neurales N-Cadherin. Homophiles
Zell-Zell-Adhésionsmolekiil bedeutet, dass N-
Cadherin eine hohe Affinitit zu N-Cadherin
besitzt und eine geringe Afhinitét zu E-Cadherin.
Kommen durch die Auffaltung N-Cadherin
exprimierende Bereiche zusammen, so l9sen
sie sich von den E-Cadherin exprimierenden
Bereichen und umgekehrt. Die Expression von
N-Cadherin erfolgt nur im Neuroektoderm.
Demnach ist die Neuralinduktion eine Voraus-
setzung fir die Neurulation.

Das Neuralrohr liegt nach der Neurula-
tion also zwischen Epidermis und Mesoderm,
wobei die Epidermis dorsal und das Meso-
derm ventral des Neuralrohrs liegen. Das axiale
Mesoderm, direkt ventral des Neuralrohrs,
ist dabei die chorda dorsalis. Damit ist allein
durch die Lage eine Positionsinformation in
dorso-ventraler Richtung vorgegeben. Diese
Positionsinformation muss jetzt nur noch ver-
mittelt werden. Dies geschieht wieder durch
sezernierte Wachstumsfaktoren. Dabei wird
von dorsaler Seite BMP wiederverwendet.
Dies ist insofern wenig verwunderlich, als Epi-
thel, also das dorsal zum Neuralrohr gelegene
Gewebe, BMP exprimiert. Ventral wird vom
axialen Mesoderm, also der chorda dorsalis, der
Wachstumsfaktor sonic hedgehog (shh) sezer-
niert. Das Neuralrohr ,sieht also von dor-
sal einen BMP-Gradienten, von ventral einen
gegenldufigen shh-Gradienten. Tatsdchlich
sind diese Gradienten fiir die dorso-ventrale
Musterung des ZNS zustdndig, also beispiels-
weise die Positionierung von Motoneuronen,
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Interneuronen und sensorischen Neuronen im
Riickenmark. Bemerkenswert an diesen Gra-
dienten ist, dass die urspriinglichen Quellen
der Wachstumsfaktoren (Epithel und Meso-
derm) tiberspringen auf das Neuralrohr, sodass
in spéteren Stadien die Bodenplatte des Neural-
rohrs die ventrale shh-Quelle darstellt, die
Deckenplatte zur dorsalen BMP-Quelle wird.
Die Musterung in anterio-posteriorer
Richtung verlduft etwas komplexer als die
dorso-ventrale Musterung. Das posteriore
ZNS wird durch die differenzielle Expression
von Hox-Genen segmentiert, wobei die
Expression der Hox-Gene maf3geblich durch
Retinsdure reguliert wird. Tatsdchlich lasst
sich in frithen Embryonalstadien ein Gra-
dient in der Expressionsstirke von Enzymen
der Retinsduresynthese nachweisen. Die-
ser Gradient steigt von anterior nach pos-
terior. Doch nicht nur das Riickenmark ist
gemustert, auch im Gehirn lassen sich von
anterior nach posterior mit Telencephalon,
Diencephalon, Mesencephalon, Metence-
phalon und Myelencephalon fiinf distinkte
Bereiche als sekundéire Ventrikel definieren.
Diese Musterung wird im Wesentlichen durch
drei Organisationszentren festgelegt. An der
anterioren neuralen Rippe, also ganz vorne
am Prosencephalon, werden FGF8 und Ant-
agonisten des Wnt-Signalwegs sezerniert.
Diese Faktoren verhindern eine Posteriorisie-
rung. An der Grenze zwischen Telencephalon
und Diencephalon, der sogenannten zonula
limitans intrathalmatica, wird shh sezer-
niert, das sowohl das Schicksal des anterior
gelegenen Telencephalons als auch das Schick-
sal des posterior gelegenen Diencephalons
beeinflusst. Die dritte Organisatorregion
des Gehirns befindet sich an der Grenze
zwischen Mesencephalon und Metence-
phalon, dem sogenannten Isthmus, und sezer-
niert Wachstumsfaktoren der Wnt-Familie
und FGF8. Durch diese drei Quellen an
Wachstumsfaktoren werden nun Positions-
signale vermittelt, die das Gehirn in anteri-
or-posteriorer Richtung mustern.



7.3 - Biologie und Entwicklung von Xenopus laevis

7.3.5 Neuralleisten

An der Grenze zwischen Neuroektoderm und
Epidermis, den Neuralleisten, entsteht eine
Zellpopulation, die typisch ist fiir Vertebraten,
die Neuralleistenzellen. Abkommlinge die-
ser Zellpopulation bilden unter anderem die
Gesichtsknorpel, die Pigmentzellen der Haut,
das chromaffine Gewebe des Nebennieren-
marks und Teile der Herzklappen. Nicht
umsonst werden die Neuralleisten auch als
viertes Keimblatt bezeichnet und stehen damit
gleichberechtigt neben Ektoderm, Endoderm
und Mesoderm. Herkunft und Schicksal der
Neuralleistenzellen zeigen offensichtlich, dass
sich diese Zellpopulation durch besondere
Charakteristika auszeichnen muss. Neural-
leistenzellen miissen

aus ihrem Entstehungsort (Neuralleiste)

auswandern und

zu jhrem Zielgewebe migrieren, um sich

dort zu differenzieren.

Diesen drei Schritten voran steht natiirlich
die Induktion, das heiflt, die Neuralleisten-
zellen miissen erfahren, dass sie Neuralleisten-
zellen sind. Hierfiir sind wieder sezernierte
Wachstumsfaktoren verantwortlich. Betrachtet
man den Ort ihrer Entstehung an der Grenze
zwischen Neuroektoderm und Ektoderm, so
kommen grundsitzlich drei mogliche Quel-
len fiir die Wachstumsfaktoren in Betracht:
das Ektoderm, das Neuroektoderm und das
prasomitische Mesoderm. Tatsachlich sind fiir
die Induktion der Neuralleistenzellen nur das
Ektoderm und das Mesoderm relevant. Aus
dem Ektoderm wird BMP sezerniert, das pra-
somitische Mesoderm dient als Wnt-Quelle.
Beide Wachstumsfaktoren wirken zusammen,
um das Schicksal Neuralleistenzelle zu definie-
ren. Ist dieses Schicksal eingeschlagen, so hat
das fir die Zelle weitreichende Konsequen-
zen. Sie verliert ihren urspriinglich epithe-
lialen Charakter und nimmt mesenchymale
Charakteristika an. Es kommt zu einem
epithelial-mesenchymalen Ubergang (EMT,
Epithelial-Mesenchymal Transition; EMT).
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EMT

Die Abklirzung EMT steht fur Epithelial-
Mesenchymal Transition, beschreibt

also den Ubergang einer epithelialen
Zelle in eine mesenchymale Zelle. Mit
diesem Ubergang sind zellmorpho-
logische Veranderungen verbunden,

wie der Verlust enger Zell-Zell-Kontakte,
der Verlust apikal-basaler Polaritat und
stattdessen das Ausbilden von Filopodien
und Lamellipodien, dynamische
Interaktionen mit der extrazelluldaren
Matrix und damit einhergehend eine
verstdrkte Motilitat der Zellen. Diese EMT
findet sich nicht nur in der Embryonal-
entwicklung, wie beim Auswandern der
Neuralleistenzellen, sondern spielt vor
allem auch in der Metastasierung von
Karzinomen eine entscheidende Rolle.
Damit ein Karzinom Metastasen bilden
kann, missen sich die urspringlich
epithelialen Zellen zu motilen Zellen
transdifferenzieren. Sowohl bei den
Neuralleistenzellen als auch bei
Karzinomen gehen diese Verdnderungen
mit einer verstarkten Expression des
Transkriptionsfaktors s/lug und der
Reduktion cadherinvermittelter Zell-Zell-
Adhasion einher.

Damit kann die Neuralleistenzelle den
Gewebeverband verlassen und sie wird mobil.
Diese Umprogrammierung der Zelle, von
einer fest im Gewebeverband verankerten
Zelle mit epithelialen Eigenschaften zu einer
mobilen, wanderungsaktiven Zelle mit mes-
enchymalen Eigenschaften, dhnelt den Vor-
gingen in einem bosartigen Tumor, wenn
einzelne Zellen den soliden Primirtumor
verlassen, um auszuwandern und an ande-
ren Geweben/Organen Metastasen zu bil-
den. Damit dienen die Neuralleisten auch
als In-vivo-Modellsystem zur Analyse regu-
latorischer ~ Eigenschaften bei epithelial-
mesenchymalen Ubergingen.
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Rostral

B Abb.7.13 Neuralleistenzellen (NLZ) wandern entlang definierter Routen, wobei sich die Migrationswege der
Kopf-NLZ (links) und der Stamm-NLZ (rechts) deutlich unterscheiden. Die Kopf- NLZ bewegen sich in drei Bogen,
dem Mandibular (ma)-, Hyodidal (hy)-, und Branchial (ba)- Bogen von dorsal nach ventral. Die Stamm-NLZ wan-
dern entweder durch den rostralen (R) Anteil des Somiten (SO) oder zwischen Epidermis und Dermomytom (D)
hindurch. Letztere bilden die Pigmentzellen. NR: Neuralrohr, NC: Notochord, AO: Aorta. (Abbildung nach Kashef

et al.2007)

Die emigrierenden Neuralleistenzellen
wandern auf definierten Routen zu ihrem
Bestimmungsort (B Abb. 7.13). Dabei sind ihr
Entstehungsort und Positionsmarkierungen
entscheidend dafiir, welche Wanderungswege
sie einschlagen und wie sie ihr Ziel erreichen.
Grundsitzlich wandern die cranialen Neural-
leisten, also diejenigen, die Routen iiber die
Kiemenbogen nehmen, in das zukiinftige
Gesicht ein, um sich dort zu Knorpel-
strukturen zu differenzieren. Sie sind damit
die Grundlage fiir den bei Wirbeltieren typi-
schen individuellen Gesichtsausdruck. Mehr
posterior gelegene Rumpf-Neuralleisten bil-
den unter anderem Pigmentzellen nicht nur
der Haut, sondern auch in der Iris und im
chromaffinen Gewebe des Nebennierenmarks,
also der Quelle der Hormone Adrenalin und
Noradrenalin. Xenopus ist fiir die Analyse
der Neuralleisteninduktion und Wanderung
insofern besonders interessant, als sich diese
Zellpopulation durch Anfirben bestimmter
neuralleistenspezifischer Markergene wie twist
oder slug sehr leicht analysieren ldsst, und weil
die frithen Embryonalstadien so groff und

so robust sind, dass sich Transplantationen
durchfiihren lassen.

7.4 Limitierungen des Modells
Xenopus

Mit der neu aufgekommenen CRISPR/
Cas-Technologie, die es erlaubt, relativ ein-
fach gezielt Gene auszuschalten, wurde eine
seit geraumer Zeit bekannte Limitierung
des Modellorganismus Xenopus laevis offen-
sichtlich. Dieser Modellorganismus eignet
sich fiir genetische Studien nur begrenzt.
Diese Begrenzung hat zwei wesentliche Ursa-
chen. Xenopus laevis ist pseudotetraploid,
das heiflt, es gibt von fast jedem Gen zwei
Varianten. Ein echter Knockout sollte also
immer beide Varianten umfassen. Dieses
Problem lasst sich prinzipiell l6sen, und tat-
siachlich gibt es inzwischen einige Transgene
Xenopus-laevis-Linien, wobei es sich dabei
meist um Reporterlinien handelt, bei denen
das Transgen iiber Transposonelemente in
das Genom eingefiigt wurde. Eine weitere
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wesentliche Schwierigkeit besteht in der langen
Generationszeit. Bis zur Geschlechtsreife dau-
ert es mindestens eineinhalb Jahre. Erst dann
ist mit einer heterozygoten F1-Generation zu
rechnen, und das nur bei den Tieren, bei denen
die genomische Manipulation keimbahngingig
ist. Bis zu homozygoten F2-Generationen ver-
streichen weitere eineinhalb Jahre. Beriick-
sichtigt man dazu, dass Xenopus laevis im
Vergleich zu Zebrafischen viel Platz braucht,
so wird offensichtlich, dass trotz der prinzi-
piellen Anwendbarkeit der CRISPR/Cas-Tech-
nologie auch in Zukunft Xenopus laevis kein
attraktives genetisches Modellsystem sein wird.
Deutlich besser eignet sich hierfiir der nahe
verwandte Frosch Xenopus tropicalis. Dieser
Modellorganismus ist diploid und hat eine
Generationszeit von nur etwa einem halben
Jahr. Tatsidchlich werden viele der genetischen
Ansitze heute an Xenopus tropicalis durch-
gefithrt. Inwieweit sich dieser Modellorganis-
mus aber als genetisches Modellsystem in
Zukunft behaupten wird, ist noch ungewiss.
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8.1 Leitfaden durch dieses Kapitel

Wir hatten in » Kap. 1 einen kurzen Uberblick
gegeben zu Problemen, mit welchen die Bio-
logie tagtaglich konfrontiert ist, die aber eigent-
lich gar keine ,biologischen® Probleme sind.
So hantieren wir in der Biologie stindig mit
Beschreibungen, Vergleichen oder Erklirungen,
ohne explizit zu sagen, was wir jeweils damit
eigentlich meinen. Daraus ergeben sich zwei
Einsichten, die auch fiir die anderen Natur-
wissenschaften wichtig sind:
Wir kénnen empirische Probleme von
nichtempirischen unterscheiden: Die
Fragen, in welchen Einzelschritten die
oxidative Glykolyse, die Fettsdauresynthese
oder die NAD-Reduktion stattfinden, ist
ganz klar eine empirische Fragestellung.
Empirische Fragen erkennt man daran,
dass wir vor allem beobachten, messen
und experimentieren miissen, um sie
beantworten zu konnen. Hingegen sind
nichtempirische Probleme solche, die
nicht mithilfe von Experimenten geklért
werden konnen, weil es um die Bedeutung
von Ausdriicken geht. So ldsst sich die
entwicklungsbiologische Fragestellung,
was man unter einem Muster zu verstehen
habe (s. Kap. 5 Arabidopsis) nicht sinnvoll
durch Verwendung naturwissenschaft-
licher Methoden beantworten, sondern
bedarf vor allem der sprachlichen und
begrifflichen Kldrung.
Auch wenn die Existenz solcher nicht-
empirischer Probleme nicht zu bestreiten
ist, spielt das fiir die wissenschaftliche
Praxis, vor allem fiir die Arbeit im Labor,
zunichst nur eine geringe Rolle; denn
hier bewegt sich die Biologie gemaf3
ihrem eigenen, experimentell geprégten
Selbstverstiandnis vor allem im Reich der
Empirie. Das dndert sich aber schnell,
wenn man das Labor verldsst und die
Ergebnisse der experimentellen Arbeit in
Form eines Protokolls, einer Abschluss-
arbeit oder einer Veroffentlichung dar-
stellen mochte. Hier zeigt sich hiufig, dass
ein und derselbe Ausdruck verschiedene

Dinge bezeichnen kann, dass ein und
dasselbe Modell fiir verschiedene Zwecke
verwendet wird oder dass ein und dieselbe
Theorie einander widersprechende Hypo-
thesen erlaubt.

Ob aus Daten, die iiber gute und geschickte
experimentelle Arbeit gewonnen wurden,
hinterher auch eine gute und gehaltvolle
wissenschaftliche Arbeit wird, entscheidet
sich oft daran, ob und wie wir diese nicht-
empirischen Probleme meistern.

In diesem Kapitel wollen wir uns daher
von den primir ,biologischen® Problemen
etwas l6sen und uns diesen nichtempirischen
Fragen zuwenden, deren Beantwortung vor
allem sprachliche und begriffliche Klarung
erfordert. Wir werden sehen, dass solche
Klarungen nicht beliebig sind - und auch
nicht sein diirfen, wenn wir denn an dem
besonderen Anspruch festhalten, den wir an
wissenschaftliches Wissen stellen. Wihrend
wir uns ndmlich im Alltag damit abgefunden
haben, dass Meinungen eine gewichtige Rolle
spielen, die durch Vorwissen, Vermutungen
und Vorurteile geprégt sind, stellen wir an
wissenschaftliches Wissen - zu Recht - ganz
andere Anspriiche: Dieses Wissen sollte siche-
res Wissen sein. Darunter verstehen wir, dass
solches Wissen unabhingig von Situation,
personlicher Meinung oder gesellschaftlichem
Rang giiltig sein sollte. Die Aussage, dass es
keinen Klimawandel gebe, wird nicht dadurch
zu wissenschaftlichem Wissen, weil sie von
der ranghochsten Person der Vereinigten
Staaten geduflert wird. Woran aber erkennen
wir sicheres Wissen? Vor allem daran, dass
wir in der Lage sind - oder doch wenigstens
sein sollten -, es zu begriinden, also Griinde
dafiir anzugeben, warum eine bestimmte
Behauptung wahr ist oder warum eine neue
Beschreibung besser ist als eine alte. Diese
Begriindung muss in den Wissenschaften auf
eine besondere Weise geschehen, die wir uns
unten néher ansehen wollen.

Modelle spielen fiir die Bereitstellung
wissenschaftlichen Wissens eine wichtige
Rolle. Es lohnt sich also auch fiir die Biologie
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(so wie auch fiir andere Naturwissenschaften),
einmal systematisch dariiber nachzudenken,
was eigentlich Modelle sind, wie wir mit
ihnen arbeiten, was wir von ihnen erwarten
konnen - und was nicht.

Um diese Themenstellung fruchtbar
werden zu lassen, ist es wichtig, dass sie
mit der eigenen Erfahrung verkniipft wird.
Dies ist also ein sehr individuelles Unter-
fangen. Ahnlich wie in den Museen des
Vatikan kann man daher, abhingig von
personlichen Erfahrungen, Fragen oder Vor-
lieben, die in diesem Kapitel behandelte Welt
des Nichtempirischen auf mehreren Pfa-
den durchstreifen, die verschiedenen schon
in der Einleitung bearbeitete Themen noch
weiter vertiefen: In » Abschn.8.2 und 83
geht es darum, wie Sprache als eines unse-
rer wichtigsten wissenschaftlichen Werk-
zeuge unser Denken bestimmt, was am
Beispiel Leben - Lebewesen - Organismus
genauer ausgeleuchtet wird, wihrend sich
die » Abschn.8.4-8.6 tiefer mit Modellen
und deren Auspragungen befassen und die
» Abschn.8.7-8.8 herausarbeiten, was notig
ist, damit wir iber Erkldrungen wirklich
neue Erkenntnisse gewinnen kénnen. Ganz
gleich, welche dieser Touren gewdhlt wird,
oder ob alle Touren begangen werden, sollten
sich alle wieder bei » Abschn.8.9 einfinden,
weil von dort bis zum Schluss noch einmal
vertieft wird, wie Modellbildung eigentlich
funktioniert (» Abschn. 8.9), wie wir dartber
Wissenschaft als Prozess begreifen konnen
(» Abschn. 8.10), und wie uns dies schlief3-
lich auch dabei hilft, unser wissenschaftliches
Handeln mit der Welt in eine fruchtbare Ver-
bindung zu bringen (» Abschn.8.11). Viel
Vergniigen!

8.2 Das Unternehmen wird
entschuldigt

Mit dieser Uberschrift, die Goethes Schriften
zur ,,Morphologie® einleitet (Goethe 1988),
verfolgen wir hier ein ganz &hnliches Ziel,
ndmlich den Standpunkt zu bestimmten, von
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welchem wir auf die Biologie blicken wollen.
Wir hatten empirische von nichtempirischen
Problemen unterschieden und als Beispiel fiir
die letzteren die Verwendung gleicher Aus-
driicke fiir unterschiedliche Begriffe angefiihrt:
der Ausdruck , Leben oder ,Organismus®, erst
recht der Ausdruck ,,Modell“ bezeichnet nach
dieser Uberlegung unterschiedliche Begriffe -
je nach dem Kontext seiner Verwendung.
Damit ist zugleich die Position bestimmt,
aus welcher aus ,,philosophischer Sicht“ iiber
Biologie - und insbesondere Modellierung
in der Biologie — im Weiteren gesprochen
werden soll. Reden, um ein Bonmot des
Philosophen Peter Janich aufzunehmen, Bio-
logen tber Pflanzen und Tiere, so reden
Philosophen {iber Biologen. Dabei inte-
ressieren allerdings weder die Personen der
Biologen noch die Gegenstinde, iiber wel-
che diese reden, als vielmehr die Art und
Weise des Redens selber. Philosophie ist
nach dieser Auffassung wesentlich Sprach-
kritik. Sie hinterfragt, wie wissenschaftliche
Inhalte davon abhéngen, in welche Form sie
gebracht werden und welche Ausdriicke ver-
wendet werden. Gerade die Biologie wird
durch Dbestimmte (bildhafte) Sprechweisen
stark geprégt: Ist die Rede von der ,Spra-
che der Gene“ blofle Metapher, oder erlaubt
sie moglicherweise die prazise Modellierung
von Genexpression, ist es wirklich sinnvoll,
Neuronen als Dioden zu beschreiben, oder
verstellt diese Sprechweise den Blick auf einige
ihrer wichtigen Funktionen, trifft es zu, dass
Organismen komplex sind, oder ist es nicht
vielmehr die Form, wie wir sie beschreiben?
Dass es sich dabei nicht um reines Glas-
perlenspiel handelt, zeigt ein weiteres, aus
dem Alltag gut vertrautes Beispiel, wenn wir
etwa danach fragen, was der Unterschied zwi-
schen ,diesem Pferd da“, ,dem Pferd“ und
~einem Pferd“ sei. Im ersten Fall tritt der Aus-
druck ,Pferd“ ndmlich als einzelner Gegen-
stand auf, den wir direkt anzeigen kénnen, im
zweiten handelt es sich um den (allgemeinen)
Begrift — der Artikel weist uns darauf hin -
wihrend er im dritten als (konkreter) Gegen-
stand fungiert, der unter den (allgemeinen)
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Begrift fillt. Der Unterschied ist erheblich,
denn wihrend (konkrete) Gegenstinde
unter (allgemeinen) Begriffen stehen, ist das
Umgekehrte nicht méglich. Wir werden den
zweiten und dritten Fall im Weiteren nicht
mehr unterscheiden, wiewohl der Unterschied
fiir das Verstehen von Erklarung wichtig ist
(im Detail Gutmann 2017). In der Regel aber
ist uns intuitiv eigentlich klar, ob von einem
Begriff oder einem Gegenstand die Rede
ist. Wir sind darum auch nicht {iberrascht,
warum zwar dieses Pferd da oder ein Pferd
eine bestimmte Farbe hat oder haben kann,
»das Pferd” an sich aber nicht. ,Das Pferd"
(im Allgemeinen) kann ja tiber gar keine
bestimmte Farbe verfiigen, weil wir nun mit
dieser Bezeichnung nicht ein konkretes Lebe-
wesen, sondern einen Begriff meinen, den
wir aus der Erfahrung vieler konkreter Pferde
abgeleitet haben.

In der Wissenschaft ldsst uns unsere Intui-
tion bisweilen im Stich, denn es geht hdu-
fig um Phénomene, die auflerhalb unserer
Alltagserfahrung liegen. Hier ist nun nicht
mehr ohne Weiteres klar, ob wir einen Begriff
oder einen konkreten Gegenstand meinen.
Wenn wir die Ebenen verwechseln, kann das
Scheinprobleme hervorrufen, die mit den von
uns untersuchten empirischen Problemen
sehr wenig, mit unserer Denk- und Sprech-
weise dagegen sehr viel zu tun haben. Wenn
etwa danach gefragt wird, ob es eigentlich
Atome ,gibe, ob Gene einen Organismus
»determinieren, oder welche Eigenschaften
»das“ Modell habe, versuchen wir gewisser-
maflen ,dem Pferd“ an sich eine konkrete
Farbe zuzusprechen. Hier ist es sehr wichtig,
die von uns verwendete Sprache einem kriti-
schen Blick zu unterziehen. Tun wir das nicht,
jagen wir Phantomen nach - wir versuchen
dann ndmlich, Probleme mit den Methoden
der empirischen Wissenschaften zu attackie-
ren, ohne dass sie empirische Probleme wiren.

Die Rolle der Philosophie wire hierbei also,
im Nachhinein iiber eines unserer wichtigsten
wissenschaftlichen Werkzeuge, die Sprache,
zu reflektieren: wie wird unsere Argumenta-
tion durch die von uns eingeiibten Redeweisen

geprigt oder vielleicht auch begrenzt. Es geht
hier also nicht um den miifligen Versuch,
Philosophie als die bessere Wissenschaft zu
propagieren - dies wire ebenso wenig erfolg-
versprechend wie der Versuch, philosophische
Erwidgungen aus den empirisch gewonnenen
Experimenten der Biologie ableiten zu wollen.

Die Funktion einer philosophischen
Reflexion der Biologie erschopft sich frei-
lich nicht nur in rein sprachlichen Kldrun-
gen, sondern hat auch direkte Auswirkungen
auf die biologische Praxis. Es geht also nicht
nur um gelungenes Reden, sondern auch
um gelungenes Handeln. Ahnlich wie das
Reden hiufig in Ublichkeiten verlduft, wird
auch das Handeln hédufig von Gewohn-
heiten bestimmt: wie eine PCR durchgefiihrt
und hinterher durch Gelelektrophorese aus-
gewertet wird, richtet sich nach bewdhrten
Arbeitsvorschriften, denen wir so selbst-
verstindlich folgen, dass es kaum der Rede
wert ist. Dies dndert sich meistens nur dann,
wenn entweder etwas ,nicht klappt® oder
wenn jemand die Einzelheiten der Durch-
fithrung, die Zuverldssigkeit einer Methode
oder ihre Einschldgigkeit hinterfragt. Diese
Praxis ist so vertraut, dass man leicht den Ein-
druck gewinnen konnte, dass der Umgang
im Labor sich eigentlich nicht grundsitzlich
vom Handeln im Alltag unterscheide; man
hat ja nun lediglich den Laborkittel iiber-
geworfen, und die Maus in der Skinnerbox
oder auf dem Operationstisch unterscheidet
sich augenscheinlich nicht von der Feldmaus,
die auf dem Weg zum Labor vor uns davonlief
(abgesehen davon, dass sie weif? ist).

Dieser Eindruck triigt, und unser gesam-
tes Buch handelt davon: Modellorganismen
sind zwar nicht von Menschen ,hergestellt,
aber doch durch wissenschaftliches Handeln
(Zichtung, genetische Transformation, kont-
rollierte Kultivierung oder Halterung) ,,bereit-
gestellt worden, um damit experimentell
arbeiten zu kénnen. Sie sind also im Grunde
»Artefakte® (ars lat. fur ,Kunst®, factum lat.
fiir ,,machen’, im eigentlichen Wortsinn also
»kiinstlich gemacht®), wobei dieser Aus-
druck in der Biologie eine andere Bedeutung
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hat (nédmlich ein irrefithrendes Ergebnis, was
durch Begrenzungen der Methode verursacht
ist — auch dies wieder ein schones Beispiel fiir
den Unterschied von Ausdruck und Begrift!).

Die philosophische Reflexion von Wissen-
schaft — hier von Biologie - hilft uns dabei,
auch unsere alltigliche Praxis gezielt zu
hinterfragen. Wenn uns klar ist, was zu
Gelingen oder Misslingen von Experimenten
beitrégt, oder wie wir den Erfolg eines Experi-
ments zu bewerten haben, kénnen wir ziel-
gerichteter handeln (Gelingen und Erfolg in
der experimentellen Biologie). In einer Zeit,
wo biologisches Experimentieren mit sehr
hohen Kosten verbunden ist, wird es immer
wichtiger, dass man sich vorher iiber Gelingen
und Erfolg genaue Gedanken gemacht hat.
Eine philosophische Reflexion der eigenen
Praxis hilft auch dabei, auf professionelle und
gelungene Weise mit experimentellen Miss-
erfolgen umzugehen. Der Misserfolg einer
Untersuchung ist ndmlich nicht notwendig
negativ zu bewerten - vielmehr kann genau
das Nachdenken tiber diese Erfahrung dazu
fiihren, dass man die Methode abwandelt,
»Messfehler berticksichtigt, neue Gegen-
stainde erprobt oder gar eine neue Methode
entwickelt, was gelegentlich zu wissen-
schaftlichen Entdeckungen beitragt (dazu
unten mehr). ,Gekonntes Scheitern® (was
in der Regel mit ,reflektiertem Scheitern
zusammenhingt) hat schon haufig zu wissen-
schaftlichen Durchbriichen gefithrt, wie wei-
ter unten noch einmal ausgefithrt wird.

Gelingen und Erfolg in der
experimentellen Biologie

Im Alltag wiirden wir Gelingen und
Erfolg in der Regel als Synonyme sehen.
In der Biologie (wie auch in anderen
Naturwissenschaften) ist es sinnvoll,
das Gelingen einer Handlung von ihrem
Erfolg zu unterscheiden, in Anlehnung
an Peter Janich und Michael Weingarten
(1999). Nehmen wir ein Beispiel aus

der histologischen Praxis: Wir wollen
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den Muskelverlauf im Abdomen eines
Flusskrebses untersuchen und machen
uns daran, ein Paraffinpraparat eines
Flusskrebs-Abdomens herzustellen. Wir
gehen dabei wie Ublich vor, fixieren

zum Beispiel in Bouin und tberfiihren
dann nach weiterer Vorbereitung in
Paraffin. Nach Aushéartung stellen wir
fest, dass sich noch Luftblasen im Block
befinden - wir kdnnen nun sagen, dass
unsere Handlung (stelle ein Paraffin-
praparat von x nach Regel A her)
misslungen ist, und wir missen so lange
unsere Technik verbessern, bis wir ein
gutes Praparat erzielen. Nehmen wir

an, dass uns nun ein Praparat gelungen
ist, bei welchem alles nach Regel

verlief und wir uns nun an Schnitt und
Farbung machen. Es kdnnte sein, dass
wir unter dem Mikroskop feststellen,
dass sich der Verlauf im Praparat nicht
oder nur sehr schlecht verfolgen lasst,
was zum Beispiel daran liegen kann,
dass die Durchdringung mit Paraffin bei
solchen Formen nur schlecht gelingt,
sodass die Praparate beim Schnitt stark
deformiert werden. Wir kdnnten also
sagen, dass uns zwar die Herstellung des
Préparates gelang, dass wir aber unseren
Untersuchungszweck (den Muskelverlauf
im Abdomen darstellen) nicht erreicht
haben - wir waren also erfolglos. Etwas
allgemeiner kénnte man sagen, dass
sich das Gelingen auf die Ausfiihrung
einer Handlung bezieht (Herstellen des
Préparates), wahrend sich der Erfolg

auf den Zweck bezieht, was mit der
gelungenen Handlung erreicht werden
sollte (Darstellung des Muskelverlaufes). In
unserem Beispiel ist also das Experiment
gelungen, war aber nicht erfolgreich, was
dann in der Regel zur Verdanderung der
Préparation fuhrt; die Unterscheidung
von ,Gelingen” und ,Erfolg” ist also nicht
absolut, sondern hdngt vom Blickwinkel
ab. Besonders spannend sind solche Fille,




204 Kapitel 8 - Modellbildung

wo ein Experiment nach allen Regeln der
Kunst durchgefiihrt und ausgewertet
wurde, also gelungen war, aber dennoch
erfolglos blieb, weil der gesuchte
Vorgang, die gesuchte Eigenschaft oder
der gesuchte Zustand gar nicht existiert.
In solchen Fallen haben wir es also ganz
klar mit einem nichtempirischen Problem
zu tun - offenbar war unsere Erwartung an
das Ergebnis und den Weg, wie dieses zu
erzielen sei, auf falsche Voraussetzungen
oder Uberlegungen gegriindet oder

wir haben die Reichweite der von uns
verwendeten Methodik liberschatzt. Es
bringt dann wenig, dasselbe Experiment
noch einmal und noch einmal zu
wiederholen — das Experiment war ja in
sich selbst durchaus gelungen, es war
einfach fur unsere Fragestellung nicht
passend. In der Realitdt ist es freilich,

vor allem bei komplexen Methoden,

gar nicht so einfach, das Gelingen eines
Experiments zu UGberpriifen. Vor allem

in der Molekularbiologie, wo viele
Schritte des Experiments gar nicht mehr
sinnlich zugénglich sind, missen hierzu
zahlreiche Negativ- und Positivkontrollen
durchgefiihrt werden, deren Zweck
genau darin besteht, das Gelingen eines
Experiments nachzuweisen.

8.3 Leben, Lebewesen,
Organismus

Biologie ist die Wissenschaft des Lebens, und
damit scheint eine eindeutige Differenz zu
anderen Wissenschaften gegeben - die Physik
befasst sich mit Eigenschaften wie Masse oder
elektrischen Potenzialen, die Chemie mit Stoft-
eigenschaften, Bindungen oder Reaktionen.
Doch schon auf den zweiten Blick ist die Situ-
ation komplizierter: ist ,Leben“ eine eigen-
stindige Eigenschaft oder ldsst sich diese
Eigenschaft von allem, was lebt, letztlich auf die
Eigenschaften ihrer Bestandteile reduzieren?

Bevor man diese Diskussion tiberhaupt fithren
kann, bleibt immer noch zu kldren, was genau
eigentlich mit ,Leben gemeint ist — wir miis-
sen uns also die Verwendung des Ausdruckes
etwas ndher ansehen. Hier gibt es im Sprachge-
brauch tief eingegrabene Ungenauigkeiten, die
in der Geschichte der Biologie zu grofSen Miss-
verstandnissen gefithrt haben. Um verstehen zu
konnen, was hier schiefgelaufen ist, muss man
sich auf folgenden Gedankengang einlassen,
der auf den ersten Blick spitzfindig erscheinen
mag, aber den Kern des Problems beschreibt:
Zunachst konnte der bestimmte Artikel
»das Leben dazu verleiten, darunter einen
Gegenstand zu verstehen - also so wie ,,der
Tisch® Der Ausdruck ,das Leben® ist zwar
sicherlich ein Begriff wie ,das Pferd weiter
oben, sicher aber ist dieser Tisch, auf dem
der Kifig mit unserer Laborratte steht, kein
Begriff, sondern ein Gegenstand mit definier-
ten Eigenschaften, die von der Gentechnikver-
ordnung vorgeschrieben sind, wie etwa eine
abwischbare Kunststoftbeschichtung, die weif3
sein muss oder mit Beinen aus Stahl und
nicht aus Holz. Das ist offensichtlich ganz
anders, wenn wir den Ausdruck ,das Leben®
benutzen. Das erkennt man schon daran, dass
wir den Ausdruck in drei wesentlichen Funk-
tionen kennen, niamlich als Verb (,,die Ratte
lebt), als Adjektiv oder Adverb (,die Ratte
ist gerade noch lebendig®), und als Substantiv
(»,das Leben einer Laborratte ist eint6nig®).
Beginnen wir mit der pradikativen Form
(»die Ratte ist lebendig®), dann ldsst sich
jedenfalls der Unterschied von einer leben-
digen zu einer nicht lebendigen Ratte durch
Vorfithren verdeutlichen. Wihrend tote Rat-
ten sich in der Regel nicht bewegen, atmen,
fressen oder fortpflanzen, werden wir diese
Tatigkeiten von einer lebendigen sehr wohl
erwarten. Damit haben wir allerdings die
Tatigkeit ,Leben“ selber noch gar nicht
erldutert, sondern nur definiert, was wir von
einem Gegenstand erwarten, der ,lebendig®
ist. Wenn wir also erldutern wollen, was der
Satz ,die Ratte lebt” ausdriicken soll, miis-
sen wir auf andere Titigkeiten dieser Ratte
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verweisen. In anderen Worten: Die Tétig-
keit ,Leben’, die wir an ,lebendigen® Gegen-
stinden beobachten, ist eine Tatigkeit zweiter
Ordnung: Wenn die Ratte sich bewegt, atmet,
oder fortpflanzt, leiten wir davon ab, dass
die Ratte ,lebt* Fiir das Substantiv ,Leben"
kénnen wir nun genauso verfahren - wir
verstehen darunter offenbar den gesamten
Lebensvollzug unserer Ratte, also als ,resul-
tativen Ausdruck ihres ,Lebendigseins® Es
wird damit auch klar, dass mit dem Ausdruck
»Leben“ nicht die vor uns im Kifig herum-
eilende Ratte gemeint sein kann, sondern
der Begrift ,Ratte” - und dieser bezeichnet
eine Lebensform, zu der auch unser Exem-
plar gehort. Der Ausdruck ,Leben® ist dann
ein Begriff, der die Gesamtheit der Resultate
dessen umfasst, was eine Ratte (,,die“ Ratte)
tiblicherweise tut. Janich und Weingarten
(1999) sprechen hier von einem , Reflexions-
terminus® Damit ist gemeint, dass der
Ausdruck ,Leben“ eigentlich eine Liste
bezeichnet, die jene Titigkeiten umfasst, die
wir meinen, wenn wir davon sprechen, dass
»unsere Ratte lebt“:

Leben (auf die Ratte bezogen)=

sich fortpflanzen

fressen und ausscheiden

wachsen

atmen

reagieren

sich bewegen

Wir sehen nun, dass die Vermutung, es handele
sich bei ,dem" Leben um einen Gegenstand,
auf einem Missverstindnis der grammatischen
Form beruhte. Damit ist zugleich eine Debatte
beendet, die in der Entwicklung der Biologie
tiber Jahrhunderte hinweg einen wichtigen
Stellenwert hatte - ndmlich um die Frage, ob es
eine eigene Lebenskraft gibe, die dafiir sorgt,
dass Dinge lebendig sind (Vitalismus).

Die bisherige Klarung ist noch vorwissen-
schaftlich, wir sehen aber sogleich, dass wir in
der Biologie genauso sprechen (oder jeden-
falls sprechen sollten). Aus derselben Uber-
legung heraus versucht Mayr (1997) erst
gar keine Definition von ,Leben‘, sondern
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erlautert vielmehr den Unterschied zwischen
»belebter” und ,,unbelebter Materie wie folgt:

) These properties of living organisms give
them a number of capacities not present
in inanimate systems: A capacity for
evolution, a capacity for self-replication,

a capacity for growth and differentiation
via a genetic program, a capacity for
metabolism (the binding and releasing

of energy), a capacity for self-regulation,
to keep the complex system in steady
state (homeostasis, feed-back), a capacity
(through perception and sense organs) for
response to stimuli from the environment,
a capacity for change at two levels, that of
the phenotype and that of the genotype.

Unsere sprachliche Analyse fiithrt uns also
dazu, den Ausdruck ,Leben® fiir die Biologie
als Reflexionsterminus aufzufassen. ,Leben"
bezeichnet eine Liste mit Tatigkeiten, die
wir erwarten, wenn wir von einem leben-
digen Gegenstand sprechen. Diese Liste
fir unsere Ratte kam mit alltiglichen Aus-
driicken (wie etwa sich bewegen, atmen oder
sich fortpflanzen) ganz gut zurecht, da es
sich um eine ganz bestimmte Lebensform
handelt, die sinnlich unmittelbar erfahrbar
ist. Wenn wir eine solche Liste fiir ,Leben"
im Allgemeinen erstellen wollen, miissen
wir viel starker abstrahieren, da sich Lebens-
formen unterscheiden: Wihrend sich tie-
rische Lebensformen wie unsere Ratte in der
Regel (fort)bewegen, was so auch fiir viele
Protisten und Bakterien gilt, tun dies Pflan-
zen und Pilzen nicht (bei vielen Protisten
findet man sogar nahe verwandte Arten, die
sich in eben diesem Punkt unterscheiden).
Ein genauerer Blick zeigt dann aber, dass
auch Lebensformen, die sich nicht (fort)
bewegen konnen, durchaus im Zellinnern
zahlreiche Bewegungen aufweisen. Der all-
tagliche Ausdruck ,,sich bewegen® muss also
anders (allgemeiner und gleichzeitig genauer)
gefasst werden, wobei ,sich bewegen® neben
der ,Fortbewegung“ (Mobilitit) nun auch
sinnere Bewegung“ (Motilitit) umfasst. An
die Stelle von den aus dem Alltag vertrauten
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Ausdriicken treten nun also wissenschaftliche
Ausdriicke, sodass sich unsere Liste wie folgt
verdndert:

Leben (auf die Biologie bezogen)=

sich reproduzieren kénnen

tiber einen Stoffwechsel verfiigen

wachsen konnen

durch Energieumwandlung ATP bilden

koénnen

Umweltbedingungen wahrnehmen und

darauf reagieren kénnen

sich bewegen (Motilitdt und/oder Mobili-

tat) konnen

Wir gelangen auf diese Weise letztlich zum
Autfbau einer wissenschaftlichen Terminologie,
hier zumindest fiir den grundlegenden Begriff
»Leben®. Diese wissenschaftlichen Ausdriicke
sind mehr als einfach nur ,Ubersetzungen®
unserer alltdglichen Redeweise; denn jeder
dieser Ausdriicke fasst im Grunde eine Dis-
kussion zusammen, so wie wir das oben am
Beispiel ,,sich bewegen® beispielhaft ausgefiithrt
haben. Im Grunde ist also jeder dieser Aus-
driicke ebenfalls ein ,Reflexionsterminus® im
Sinne von Janich und Weingarten (1999).

Die Biologie ist voll von solchen Begriffen,
die auf den ersten Blick als Gegenstinde
erscheinen und oft auch so missverstanden
werden, in Wirklichkeit solche ,Reflexions-
termini“ oder andere Arten von Begriffen
sind: Ausdriicke wie ,Gen, ,Zelle, ,,Popula-
tion, ,,Art“ werden tagaus, tagein verwendet,
ohne dass wir dariiber nachdenken, was sie
eigentlich bedeuten. Das sollten wir aber;
denn die tiefere Auseinandersetzung mit sol-
chen Begriffen hilft uns, genauer zu sagen,
was wir meinen und kann auch verhindern,
dass wir ,Scheinproblemen® hinterher-
jagen, die empirisch gar nicht zu l6sen sind.
Besonders problematisch wird diese Situation,
wenn ein und derselbe Ausdruck in unter-
schiedlichen begrifflichen Funktionen auftritt:
So kann ,,Gen" als Bezeichnung eines konkre-
ten Gegenstandes, als funktionaler Begriff,
als theoretischer Term oder als Reflexions-
terminus auftreten — hier entscheidet also, wie
immer, der Kontext.

Es wiirde den Rahmen dieses Kapitels
sprengen, dies fiir alle oder wenigstens viele
Begriffe der Biologie auszufiithren. Es sei aber
stellvertretend fiir den zentralen biologischen
Begriff ,,Organismus® im Folgenden versucht:
Wihrend wir vorwissenschaftlich hédufig von
,Lebewesen“ sprechen, werden diese bio-
logisch als ,Organismen” beschrieben. Thnen
wird damit eine ganz bestimmte Eigenschaft
zugesprochen - sie erscheinen uns nidmlich als
»organisiert”. Damit meinen wir, dass wir sie
als funktionale Einheiten beschreiben konnen.
Der Wortursprung zeigt das schon sehr deut-
lich, denn ,Organismus® ist abgeleitet vom
griechischen Wort organon, was so viel wie
~Werkzeug® heifit. Fir Aristoteles, den wir in
» Kap. 1 als einen Urheber der ,Vier-Ursachen-
Lehre“ kennenlernten, waren Lebewesen
(griech. zoa) tberhaupt mit einem eigenen
Zweck ausgestattete Gebilde, ein Lebewesen ist
danach einfachhin ein soma organikon, also ein
»zwecklich eingerichteter Korper®.

Wir konnten mit dieser Bestimmung
auf zweierlei Weise umgehen: Wir kénnten
versuchen, Lebewesen vor allem als zweck-
dienlich zu verstehen. Sie wiren dann nicht
nur funktionale, mit einem Eigenzweck aus-
gestattete Gebilde, sondern auch alle jhre Teile
wiren diesem Zweck dienlich, in etwa so, wie
alle Teile eines Autos in ihrem Design dem
Gesamtzweck unterworfen und allein auf die-
sen ausgerichtet sind. Diese Sichtweise wird
in der Philosophie als ontologisch bezeichnet,
was in etwa ,auf das Sein bezogen" bedeutet.
Eine ontologische Auffassung von Organis-
men als ,,zweckmiflig” ist problematisch, weil
damit Intelligent Design und anderen krea-
tionistischen Abwegen Tiir und Tor gedftnet
wird. Wenn alle Teile eines Organismus dem-
selben Zweck unterworfen sind, stellt sich
nidmlich sehr schnell die Frage, wie (oder
durch wen) dieses Design ,,ersonnen” wurde.

Es gibt einen zweiten, weit fruchtbareren
Weg, der als methodologisch bezeichnet wird,
was in etwa ,auf unseren Umgang mit dem
Sein bezogen“ bedeutet: Wir beschrinken
uns darauf, dass eine Beschreibung von Lebe-
wesen als funktionale Einheiten hilfreich,
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angemessen und moglicherweise hinreichend
ist, um biologische Fragestellungen damit
bearbeiten zu kénnen.

Genau an dieser Stelle kommen zum ersten
Mal auch Modelle ins Spiel: Denn wir kénnen
mit ihrer Hilfe die funktionale Einheit von
Lebewesen auf Zusammenhinge beziehen,
die wir sowohl praktisch als auch theoretisch
beherrschen (oder zumindest beherrschen
konnen). Gemeint ist damit der - schon in
> Kap.1 erlduterte — Bezug auf technische
Artefakte (,Maschinen®). Deren Funktions-
weise verstehen wir sehr gut, auch wenn wir
von Organismen erst einmal nichts Weiteres
wissen. Die Beschreibung von Lebewesen ,,als
ob sie technische Artefakte wiren® eroffnet
also das Feld von Beschreibungen, die im
engeren Sinne biologisch sind: Wir wissen von
Maschinen, dass sie nur dann funktionieren,
wenn Krifte, Form oder Material geschlossen
sind. Fiir Organismen wissen wir das nicht,
wir vermuten es aber, weil wir unsere an
Maschinen gewonnenen Erfahrungen auf
Organismen ibertragen. Die kausale Rolle
von Teilen des Organismus studieren wir
am Artefakt (der ,,Maschine®), weil wir die
Bedingungen dort kontrollieren konnen.
Modelle dienen also nicht nur dazu, Organis-
men als erste biologische Gegenstidnde vor uns
aufzubauen, sondern helfen auch dabei, die
Teile der Lebewesen, deren Fahigkeiten, Eigen-
schaften und Wechselwirkungen, genauer zu
beschreiben. Genau genommen begehen wir
einen Kategorienfehler, wenn wir im Kon-
text biologischer Modelle oder Theorien von
»Lebewesen™ oder in alltiglichen Zusammen-
hingen von ,,Organismen” sprechen. Wir tiber-
sehen damit namlich, dass Begriffe von ijhrem
jeweiligen Gebrauch abhéngig sind. ,,Organis-
men” sind also nicht dasselbe wie ,,Lebewesen®
Beide Ausdriicke, ,Lebewesen“ ebenso wie
»Organismus", sind Begriffe; wihrend ich aber
Lebewesen - etwa diesem Pferd da oder
jener Labormaus hier — begegnen und mit
ihnen umgehen kann, trifft dies auf Organis-
men nicht zu. Dieses ,Lebewesen” kann ich
anfassen, einen ,Organismus® nicht. Sol-
che Kategorienfehler (in der Philosophie als
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»Hypostasie® bezeichnet) sind in der Biologie
sehr hiufig (Biologie hat einen Sitz im Leben -
Begriffe im Alltag und in der Wissenschaft). Ein
»Gen"“ ist einfach nicht dasselbe wie das Stiick
DNA, das wir in unserem Eppendorthiit-
chen durchs Labor tragen, auch wenn wir oft
so sprechen (und denken), als ob es das wire.
Dieser Fehler kann gelegentlich auch inner-
halb der Wissenschaft fiir viel Verwirrung
sorgen. Wir sind damit genau an der Stelle
angelangt, an welcher wir uns iiber Modelle
verstandigen miissen.

Biologie hat einen Sitz im Leben -
Begriffe im Alltag und in der
Wissenschaft

Unsere Darstellung des methodischen
Zuganges zur Biologie hat eine Reihe von
Konsequenzen. Zunédchst folgt daraus,
dass Biologie - so wie natiirlich jede
Wissenschaft — einen Sitz im Leben hat.
Wir benétigen namlich immer schon
bestimmtes Wissen, um die Gegenstande
von Wissenschaften eingrenzen,
beschreiben oder auch bereitstellen zu
kénnen. Im Falle der Biologie gehort
dazu das reichhaltige praktische und
theoretische Wissen iber den Umgang, die
Haltung, Kultivierung und Ziichtung von
Lebewesen. Dies sind alles Quellen, die auf
unterschiedliche Weise in der Geschichte
der Biologie eine Rolle spielten -

denken wir nur an das Selektions- und
Reproduktionsmodell, das Darwin an der
Ziichtung gewann und fiir evolutions-
theoretische Zwecke nutzbar machte.
Auch Mendels Nutzung gartnerischer
Praktiken fir seine Untersuchungen an
Pflanzenhybriden sind ein gutes Beispiel.
Von solchen Anfdangen entfernt sich die
Biologie freilich sehr schnell, was sie
nicht daran hindert, die grundlegenden
Praktiken selbst — zum Beispiel die
Ziichtung - beizubehalten und in immer
weiterem Ausmald zu optimieren. In der
Gegenrichtung nimmt unser Alltag standig
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Elemente aus der biologischen Praxis auf
(man denke an genetische Diagnose-
techniken oder Manipulationstechniken,
wie sie etwa fiir die Reproduktionsmedizin
unerldsslich sind). Aber auch biologische
Theorien (man denke nur an 6kologische
Kreislaufkonzepte, ,neuronale Netzwerke”,
Theorien der Vererbung oder Konzepte
der Evolutionsbiologie) gehen in
lebensweltliche Zusammenhange ein
und erfahren dabei oft grundlegende
Verdnderungen (meist Verkiirzungen).
Ein haufiger Grund fir weitreichende
Missverstandnisse, wenn biologische
Begriffe, Konzepte, oder Theorien aus
dem wissenschaftlichen Kontext in den
Alltag gelangen, sind Hypostasien, wo
wissenschaftliche Begriffe als konkrete
Dinge aufgefasst werden. Um das
Verhéltnis von lebensweltlicher und
biologischer Beschreibung zusammen-
zufassen, bietet sich eine Tabelle an,

die die wesentlichen hier verhandelten
Begriffe (!) zueinander in Beziehung setzt:

Lebewesen Organismus
Ganzes System

Teil Teilsystem
Zweck Funktion
Anpassung Selektion
Lebensaullerung Funktionalitat

Selbstversténdlich ist diese Liste nicht
vollstandig - sie bildet nur einen
(methodischen) Anfang fiir die Darstellung
weiterer begrifflicher Zusammenhénge
innerhalb der Biologie. Wenn wir einer
Wissenschaft einen Sitz im Leben
zusprechen, sehen wir zugleich, dass damit
,das” Leben ,des” Menschen gemeint

ist — und dieses hat eine wesentliche
geschichtliche Dimension, innerhalb derer
auch Biologie einen Ort hat.

8.4 Was sind eigentlich Modelle?

Wir werden uns nun dem Konzept des
Modells auf die gleiche Weise ndhern, wie
wir dies bei dem Ausdruck ,Leben® taten,
ndmlich einerseits mit Blick auf die Art und
Weise, wie in der Biologie von Modellen
geredet wird (also sprachkritisch), anderer-
seits mit Blick auf die Art und Weise, wie sie
in der Praxis verwendet werden (also hand-
lungstheoretisch). Zunichst diirfte unstrittig
sein, dass der Ausdruck ,Modell“ mehr-
deutig ist: Er wird in der Wissenschaft, aber
auch auflerhalb der Wissenschaft auf ganz
unterschiedliche Weise verwendet. Modelle
begegnen uns im Gipsabdruck unserer Unter-
kieferzéhne beim Zahnarzt, bei der stdd-
tischen Planung einer Neubebauung oder
der Wiederherstellung einer ehemaligen,
etwa historischen Bauordnung. Wir reden
von Prototypen als Modellen fiir die Serien-
produktion von Automobilen oder bei der
Herstellung von Spekulatius (hier heiflen sie
Modeln). Es finden sich neben maf3stabsge-
treuen Modellen der Bounty zum Selberbauen
auch Modelleisenbahnen, und schliefSlich
sollte auch die Verwendung von Modellen in
Kunst und Mode erwédhnt werden. Doch
nicht nur im Alltag, sondern auch in (ver-
mutlich allen) Wissenschaften wird mit
Modellen operiert: Vom Sonnensystem gibt
es gleich mehrere, von Ptolemdus, Koperni-
kus, Kepler oder Brahe, das Bohr’sche Atom-
modell, das Netzwerkmodell des Gehirns, das
Darwin'sche Ziichtungsmodell der Selektion,
Besiedlungsmodelle des Palatins in der frii-
hen Eisenzeit oder schliefllich die Belegung
der Variablen einer logischen Formel, wel-
che zu wahren Aussagen fiihrt, sind Beispiele
dafiir. Die Zahl liefe sich beliebig vergrofiern
und die Heterogenitit damit steigern, ohne
dass dies zur Kldrung beitriige. Es lassen sich
aber immerhin einige Gemeinsamkeiten fin-
den, die es uns erlauben, Modelle nicht als
Gegenstande, sondern als Resultate von Tatig-
keiten zu verstehen, bei welchen der Ver-
gleich eine zentrale Rolle spielt. Wir hatten
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dies in » Kap. 1 schon ausgefiihrt, als wir die
Funktion von Metaphern besprachen. Dabei
wurde ein Gegenstand, der in seinen Funk-
tionen gut bekannt war, mit einem Lebewesen
oder einem seiner Teile ins Verhdltnis gesetzt.
»Ins-Verhiltnis-Setzen® kann man dabei in
zwei Richtungen:
Mithilfe von Modellen kann man sich
etwas veranschaulichen. Hierbei wissen
wir im Grunde also schon, wie es sich
seigentlich® oder ,wirklich” verhalt. Das
Modell ist hier also nachgeordnet und
dient nur als Mittel, um uns selbst oder
anderen klarer zeigen zu kénnen, in wel-
che Richtung man weitergehen soll. Solche
Modelle sind also im Grunde eine Art
Suchstrategie (Heuristik). Wenn sie gut
waren, fithren sie uns zu einem besseren
Modell oder vielleicht sogar zu einer all-
gemeinen Theorie. Solche heuristischen
Modelle sind also voriibergehender Natur
und nie von Dauer. Ubrig bleibt manch-
mal noch die didaktische Funktion, so wie
etwa das Modell eines Wirbeltierauges
aus Plastik in der Schule fiir die Verdeut-
lichung anatomischer Verhiltnisse genutzt
werden kann, ohne dass dafiir Ochsen-
augen zu préparieren wéren. Modelle
solcher Art sind jedenfalls nachtraglich,
sie haben streng genommen vor allem
metaphorischen Charakter. Ob sie ,,gut”
oder ,irrefithrend” sind, ldsst sich oft nicht
so genau sagen und kann erst aus der
Riickschau beurteilt werden (wenn man
also das tiefere Verstindnis, das durch
das Modell nur verbildlicht wurde, schon
gewonnen hat). Hier hat das Modell also
eine beschreibende (deskriptive) Funktion,
es ist ,Modell von®.
Auf der anderen Seite kdnnen Modelle
selbst als Mittel des Wissens- und Erkennt-
niserwerbes verstanden werden. Sie triten
zwischen den Modellierenden und seinen
Gegenstand, ,,représentierten” diesen also
in einer Art und Weise, die ihn der weiteren
Bearbeitung tiberhaupt zugénglich macht.
In dieser Betrachtung wiren Modelle
unverzichtbare Mittel und Werkzeuge der
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Arbeit an Gegenstinden, die auf andere
Weise nicht oder nicht in gleicher Form
zugénglich wéren. Sie hétten mithin nicht
nur heuristische Funktion, sondern wiirden
kiinftiges Handeln leiten, sie hitten eine
vorschreibende (préskriptive) Funktion,
wiren also ,,Modelle fiir®

In der wissenschaftlichen = Anwendung

schlieflen sich diese beiden Verwendungen

von Modellen nicht aus. Oft werden sie
gemeinsam eingesetzt, wiewohl in je unter-
schiedlichem Verhéltnis. Lassen wir dieses

Problem im Moment auf sich beruhen - wir

kommen darauf unten wieder zuriick, dann

konnen wir doch fiir beide Betrachtungs-
weisen einige Gemeinsamkeiten aufzeigen:

1. Der Weg ist oft das Ziel - Modelle sind
nicht nur das Endergebnis, sondern
werden auf einem langen und bisweilen
mithsamen Weg entwickelt. Durch diesen
Weg entsteht eine Verbindung zwischen
der Person, die modelliert und dem
Gegenstand, der modelliert wird. Oft sind
es gerade die vielen kleinen Irrwege, die
man wihrend dieser Tétigkeit zwangs-
ldufig macht, wodurch der Gegenstand
von vielen Blickwinkeln gleichsam
»umkreist“ wird. Das so entstandene
Modell ist also das kristallisierte Ergebnis
eines Erkenntnisvorgangs. Dieser Vor-
gang erfolgt auch nicht zufillig, sondern
zu bestimmten Zwecken, die dem Resul-
tat (dem Modell) hiufig nicht mehr anzu-
sehen sind. Ubrigens wird das Modell
nur dann fruchtbar, wenn es bei einem
Betrachter ebenfalls zu einer (zunachst
inneren, spéter auch praktischen, ndmlich
experimentellen) Tétigkeit fithrt. Natiir-
lich hat auch dieser Betrachter und spéter
Verwender des Modells bestimmte Zwe-
cke, wozu er dieses Modell einsetzt. Diese
Zwecke sind nicht notwendigerweise die-
selben wie jene des Modell-Entwicklers.

2. Wenn wir fragen, was jemand eigentlich
vornimmt oder verrichtet, der model-
liert, sehen wir sogleich, dass sich dieses
Tun nicht exemplarisch am Beispiel oder
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Gegenbeispiel einfiihren lasst. Wihrend
wir ndmlich , Laufen oder ,,Sprechen”
jederzeit vormachen kénnen und damit
zum Nachmachen auffordern, scheitert
dies beim Modellieren schon daran,
dass wir damit sehr unterschiedliche
Verwendungen im Blick haben. Um zu
erklaren, was Modellieren ist, werden
wir daher tber ,,in etwa so wie“ - Aus-
sagen auf andere Tatigkeiten verweisen,
zum Beispiel auf das Herstellen von Spe-
kulatius, von Kopien antiker Statuen oder
auf die Beschreibung eines Vogelfliigels
als Starrfliiggelkonstruktion mit laminaren
Stromungseigenschaften. Der Ausdruck
»Modellieren“ bezeichnet also nicht ein
bestimmtes Tun, sondern bezieht sich auf
anderes Tun. Worin aber besteht dann
das, was wir mit ,,Modellieren“ meinen?
3. Einen guten Hinweis konnen wir dem
italienischen Wortsinn entnehmen,
denn modello bezeichnet in der Archi-
tektur u. a. das ,,Maf$“. Schon der romi-
sche Architekt Vitruv hatte vor zwei
Jahrtausenden versucht, im Rahmen
einer grundlegenden Darstellung von
Bauformen seiner Zeit (etwa Tempel
verschiedener Ordnungen) ein verbind-
liches Grundmaf$ (modulus, der untere
Sdulendurchmesser) zu bestimmen,
von dem durch Variation und Ver-
vielfachung im Ideal alle Ordnungen
abgeleitet werden konnen. Nun kommt
»Maf3 von ,messen’, ein Verb, das auf
zwei Weisen verstanden werden kann:
zum einen quantitativ, etwa im Sinne der
Lingen oder Gewichtsmessung, und zum
anderen qualitativ, im Sinne von etwas
vergleichen.

Der Zusammenhang dieser Aspekte wird
daran deutlich, dass wir nur etwas quantitativ
aussagen kénnen, wenn wir zugleich angeben,
was quantifiziert werden soll. Im Beispiel
miissen wir also schon wissen, welche Qualitat
mit Lange gemeint ist, bevor wir sagen kon-
nen, etwas sei zum Beispiel zwei Meter oder
drei Inch lang. Weiterhin miissen wir fiir eine

solche quantitative Aussage zuvor eine Einheit
festgelegt haben, mit der wir den Vergleich
vornehmen.

Dieser Vergleich ist einerseits ein dufler-
licher, womit gemeint ist, dass das ,Liange
Haben® von Kanthoélzern, Fischen und Auto-
bahnen gleichermaflen gilt, ohne dass wir
zugleich behaupten wiirden, diese drei Gegen-
stinde wiren daher identisch (aufler ,in
Hinsicht“ auf das: eine Linge Haben). Eine
andere Art von Vergleich finden wir aber,
wenn wir zum Beispiel als Neurobiologen
behaupten, dass das Gehirn ein informations-
verarbeitendes System ist. Das Besondere
an diesem Vergleich zeigt sich, wenn wir
ihn gegen die Lingen- oder Gewichts-
bestimmung absetzen, denn unstrittig hat
das Gehirn eine Lange, vielleicht durch den
Umfang angegeben als 0,6 m und sicher auch
ein Gewicht von etwas mehr als 1000 g. Doch
ebenso sicher sagt uns dieser (Langen- oder
Gewichts-)Vergleich  nichts =~ Wesentliches
dariiber aus, was ein Gehirn ausmacht. Im
Gegensatz verhilft der Vergleich des Gehirns
mit informationsverarbeitenden Systemen
wie Computern zu einem neuen Verstidndnis,
denn wir kénnen nun versuchen, das Gehirn
im Wesentlichen als ein solches System zu
verstehen.

Solche Vergleiche, die auf die Qualitit
eines ,gemessenen Gegenstands abzielen,
sind offensichtlich anderer Natur als das
Danebenhalten eines Mafistabs - sie sagen
uns wesentlich etwas {iber den im Ver-
gleich stehenden Gegenstand selber, auch
wenn sie diesem nicht duflerlich dhneln. Ein
Gehirn und ein Computer sehen ganz anders
aus, aber wenn wir das Gehirn mit einem
informationsverarbeitenden ~ System  ver-
gleichen, haben wir es (beziiglich der von uns
momentan untersuchten Eigenschaften) auf
ein Maf gebracht.

Modellierung ldsst sich als eine Tatigkeit
verstehen, bei der Vergleiche dieser Art eine
zentrale Rolle spielen. Diese Tétigkeit umfasst
verschiedene Aspekte, die aufeinander folgen
konnen, oft aber auch gleichzeitig ablaufen:
Da ist erst mal die Tatigkeit des Modellierens
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selbst (performativer Aspekt) — wir messen
vielleicht elektrische Stréme zwischen Partien
des Gehirns. Das daraus entwickelte Modell
des Gehirns als System aus elektrischen Lei-
tungen (resultativer Aspekt) fithrt uns dann
wiederum dazu, das abgeleitete (und vielleicht
auch schon experimentell tberpriifte) Ver-
halten des Modells auf Eigenschaften gewisser
FElemente, der Neurone, zuriickzufithren,
womit wir also eine weitere Modellierung vor-
genommen haben, nun etwa der Neurone als
elektrischen Leiterelementen (prozeduraler
Aspekt). Als Resultat hdtten wir nun schon
zwei Modelle vorliegen, einmal das Gehirn
als informationsverarbeitendes System, ein-
mal ein Neuron als elektrisches Leiterelement
dieses Systems. Damit ist selbstverstdndlich
ein Ende nicht erreicht, vielmehr konnen wir
das jeweilige Resultat (etwa ,ein Modell der
Aktivitdit des prifrontalen Cortex“ wieder
zum Ausgangspunkt weiterer Modellierung
machen - und zwar auf allen relevanten Ska-
len der biologischen Organisation).

Die Titigkeit der Modellierung umfasst
also performative Aspekte des Modellie-
rens einerseits und resultative des Modelles
andererseits. Zugleich kommt aber das pro-
zedurale Moment hinzu, denn Modelle (im
resultativen Sinne) konnen ihrerseits wieder
Ausgangspunkt weiteren Modellierens sein,
was wiederum in Modelle einmiindet. Hier
gelangt man nun zu einer iiberraschenden
Erkenntnis: Was hier jeweils der modellierte
Gegenstand ist, hdngt damit wesentlich von
der Art und Form der Modellierung ab. In
anderen Worten: Wir brauchen Modellie-
rung, um iberhaupt bestimmen zu konnen,
was der Gegenstand unserer Arbeit ist. Oder
noch stirker zugespitzt — die Zumutung dieser
Antwort auf unsere Frage nach der Funktion
von Modellen ist beabsichtigt - nur durch
die (hier vor allem wissenschaftliche) Tétig-
keit des Modellierens zeigen sich uns diese
Gegenstinde als das, was sie sind. Wir kénnen
also nicht nur nicht auf Modelle verzichten;
wir konnen sie vielmehr nicht von unserem
Wissen von den Gegenstinden gleichsam
abziehen und bekdmen die Gegenstinde dann
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so rein zu sehen, wie sie ohne Modelle wéren.
Ebenso widre der Versuch zum Scheitern ver-
urteilt, die Form einer geschnitzten Holzstatue
zundchst unter Verwendung eines Schnitz-
messers herzustellen und dann die Wirkung
des Messers auf den Holzblock zuriickzu-
nehmen, in der Hoffnung, die Form der Sta-
tue nun ,,an sich® zu sehen. Es wire dann eben
keine Statue mehr, sondern wieder ein Holz-
block.

Modelle sind also Resultat einer wissen-
schaftlichen Titigkeit, die an Objekten unter
Nutzung von Vergleichen vorgenommen wird.
Modelle ,,gibt es“ also so ebenso wenig wie
Begriffe. Als Resultate des Modellierens wer-
den sie bestindig zum Ausgangspunkt wei-
terer Modellierungen, sie markieren also in
der Regel einen ,Zwischenstand der wissen-
schaftlichen Debatte und weisen in der Regel
beide oben dargestellten Funktionen auf: Sie
sind beschreibend (deskriptiv), also Modell
von etwas und andererseits vorschreibend
(praskriptiv), also Modell fiir etwas. Diese
beiden Funktionen wollen wir uns nun etwas
genauer ansehen.

8.5 ,Modelle von” und
~Modelle fiir”

Wir verwenden Modelle also regelmifiig, um
ein bestimmtes Wissen iiber Regeln, das wir
fiir bestimmte Félle erarbeitet und erprobt
haben, auf andere Fille zu tibertragen. Wenn
wir Modelle rein als Abbildungen von etwas
verstehen, kann es leicht passieren, dass
wir etwas Wichtiges iibersehen. Um dies zu
erlautern, sehen wir uns noch einmal genauer
an, wie Modelle von etwas und wie Modelle
tiir etwas verwendet werden:

Modelle von etwas sind in der Tat am ein-
fachsten als Abbildungen zu verstehen. Es wer-
den dabei ,Reprisentationen verschiedenen
Typs erzeugt, wie etwa der Abdruck unserer
Unterkieferzahne beim Zahnarzt. Wenn der
Zahnarzt dieses Modell ausgief3t, dann kann er -
auf Wunsch sogar immer wieder aufs Neue -
Gipsmodelle unseres Unterkiefers herstellen.
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Daran ist auf den ersten Blick nichts weiter
bemerkenswert. Aber schon dieses einfache
Beispiel ist im Grunde nicht so einfach, wie es
scheint, es wurde namlich zunéchst ein Negativ
und daraus wieder ein Positiv des urspriing-
lichen Unterkiefers hergestellt. Der Aus-
druck Modell ist also schon hier mehrdeutig
und umfasst mehr als einen Schritt (iterative
Modellierung). Doch koénnen wir an diesem
Beispiel noch andere Aspekte festhalten, die fiir
Modelle von relevant sind: Es ist namlich jeder-
zeit moglich, die Qualitdt der Modellierung zu
tiberpriifen, indem bestimmte geometrische
Eigenschaften zugrunde gelegt und schlicht
ausgemessen werden. Im Grunde wire es sogar
moglich, eine vollkommene Ubereinstimmung
der Mafle von Gegenstand (also unsere Zihne)
und dem Modell 2 (also dem Gipsreplikat
unserer Zahne) zu erstellen — unser Zahn-
arzt versucht dies jedenfalls im Rahmen der
Messungenauigkeit. Eine solche vollstindig
storungsfreie Abbildung wire dann bijektiv,
denn wir konnten ausgehend von jeder Stelle
bei Modell 2 zur entsprechenden Stelle des
Zahns gehen und umgekehrt, ohne dass eine
Abweichung vom geometrischen Maf3 festzu-
stellen wire.

Der Konjunktiv ist hier bewusst gewihlt,
denn eine solch vollkommene Uberein-
stimmung wird in der Realitit nie erreicht.
Die Entsprechung ist namlich keine
Beschreibung, sondern vielmehr eine Norm
(also eine Vorschrift) fiir die Herstellung
von Modell 2: ,Stelle einen Abguss derart her,
dass am Gipsabguss jede beliebige Stelle die-
selben geometrischen Eigenschaften habe, wie
jede entsprechende (beliebige) Stelle am Zahn.“
Modelle von treten also notwendigerweise
immer gemeinsam mit einem Original auf,
welche beide wohlunterscheidbar sind. Wir
kénnten allgemein sagen, dass das Modell
(modellans, ,das Modellierende®) und das
Original (modellandum, ,das zu Modellie-
rende) zwei wohlunterschiedene Gegen-
stande sind, die sich in bestimmten, von uns
herausgehobenen, Eigenschaften entsprechen.
Wenn sich diese Eigenschaften in strengem
Sinne entsprechen, koénnen wir also allein

durch Betrachtung des Modells schon etwas
im Vorhinein wissen, ohne es im Original
nachmessen zu miissen. Wir nutzen hier
intuitiv eine logische Figur, die Transitivitdt
heifdt (Transitivitdt und das Problem der Ahn-
lichkeit).

Transitivitat und das Problem der
Ahnlichkeit
Wie schon in der Einfiihrung des Buchs
am Beispiel des Vergleichens dargestellt,
kénnen wir Gber nichtempirische Verfahren
Wissen gewinnen, das wir dann fiir den
Umgang mit der empirischen Welt nutzen
kdnnen. Eine wichtige Voraussetzung fiir
solche Verfahren ist die Transitivitat:
= Wenn a=b und b=c, kdnnen wir
schlieBen, dass a=c.

Dies gilt auch fir die Félle der

Ungleichheit:

== \Wenn a>b und wenn zudem b>c,
dann gilt auch:a>c.

Diese Aussagen miissen wir nicht
experimentell Gberprifen, weil sie
namlich gar nicht Teil der empirischen
Welt sind. Ebenso wenig wéare es moglich,
noch sinnvoll, empirisch zu Gberprifen,
ob zwei wirklich das Doppelte von eins ist.
Diese Transitivitat wird gewohnlich

mit einem zweiten logischen Prinzip
verknUpft, der Symmetrie. Mathematisch
lasst sich Symmetrie so ausdriicken:

= Wenna=Db, giltauchb=a.

Im Falle der Ungleichheit:
= Wenn a>b, dann giltauch b<a.

Wenn wir ein Modell von etwas bilden,
nutzen wir eben diese beiden logischen
Figuren, obwohl wir genau wissen, dass
in der Realitdt eine vollkommene Kopie
des Originals als Modell nie méglich
sein wird. Das stort uns aber nicht
weiter, weil namlich Symmetrie und
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Transitivitat von Anfang an gegeben
sind, denn es handelt sich nicht um eine
empirisch gewonnene Schlussfolgerung,
sondern um eine normative Vorgabe.
Wir wissen also schon a priori, wie das
Modell aussehen soll, bevor wir mit

der Herstellung tGberhaupt beginnen.
Ob das wirkliche Resultat aber diesen
Erwartungen entspricht oder nicht, ist
dann jedoch eine empirische Frage:

Wir probieren es aus und bewerten die
Qualitat unserer Modellierung anhand der
Ubereinstimmung mit dem Original. In
anderen Worten: Wir nutzen Symmetrie
und Transitivitat als nichtempirische
Merkmale, um den Erfolg unserer
Modellierung auf empirischem Wege zu
bewerten.

Diese beiden Kriterien (Symmetrie,
Transitivitat) betreffen jedoch

immer nur bestimmte Merkmale des
Originals. Niemand wiirde ernsthaft
versuchen, mit einem Gipsmodell der
Unterkieferzahne alleine Aussagen tber
Gewebebeschaffenheit, Metabolismus
oder Funktion des Kiefergelenks
gewinnen zu wollen. Das Gipsmodell
bezieht sich ja auch gar nicht auf diese
Eigenschaften des Originals, sondern
lediglich auf die geometrischen
Verhdltnisse. Wir ziehen also gleichsam
einen bestimmten Aspekt des Originals
von ihm ab und erstellen, nur fur diesen
Aspekt, das Modell, wir abstrahieren
also (ab-strahere, |at. fir ,fortziehen,
davonschleppen®). Modell und Original
weisen also eine Ahnlichkeit auf, sie sind
aber eben nicht gleich, sondern nur gleich
in Bezug auf den Aspekt, fiir den wir diese
Modellierung vorgenommen haben.
Diese Uberlegungen mégen auf den
ersten Blick als ,abstrakt” und fiir den
Alltag der Biologie als nicht wichtig
erscheinen, aber dieser erste Blick
tauscht. Wie in » Kap. 1 ausgefiihrt,
zahlt das Vergleichen zu den zentralen
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Techniken, die fiir biologische Erkenntnis
eingesetzt werden. Wenn wir vergleichen,
stellen wir Ahnlichkeiten fest und wir
missen dafiir bestimmte Aspekte des
Originals gleichsam aus der komplexeren
Wirklichkeit vor uns herausfiltern und
dieses so gebildete Modell auf eine
andere, ebenfalls komplexe Wirklichkeit
anwenden, um so zu dem kithnen Schluss
zu gelangen, dass diese beiden Originale
miteinander vergleichbar seien. Es liegt
auf der Hand, dass diese Aufgabe in
keiner Weise trivial ist, sondern héchste
Kunstfertigkeit erfordert. Das ist einer

der Griinde, warum die Formulierung
expliziter Homologiekriterien fir die
Biologie von groBer Bedeutung war.
Selbst wenn man diese zur Verfligung hat,
kann es immer noch sehr schwierig sein,
solche Modellierungen vorzunehmen.
Eindriickliche Beispiele fiir diese
Schwierigkeiten findet man bei der
Rekonstruktion von ausgestorbenen
Lebensformen, von denen man nur

noch fossile Reste zur Verfligung hat.

Fir solche Rekonstruktionen muss man
namlich ein ,Modell von” zugrunde
legen, um diese Fragmente anordnen zu
kénnen. Hier kommt es dann wesentlich
darauf an, welche Modellorganismen

fur die Rekonstruktion ausgewahlt
werden, denn von dieser Wahl hangt

es zum Beispiel ab, ob man eine
kndécherne Struktur als geometrisch intakt
interpretiert oder ob man annimmt, dass
sie durch die geologischen Prozesse

bei der Fossilierung verandert, etwa
gepresst, gezerrt oder verformt wurde.
Ein lehrreiches Beispiel bietet die

Debatte um die Rekonstruktion der im
kanadischen Burgess-Schiefer gefundenen
Organismen. Diese fossilen Formen
wurden zundchst als ausgestorbene
Stdamme gedeutet, die im Rahmen der
kambrischen Explosion verschwunden
seien. Spater stellte sich heraus, dass
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manche dieser Formen, etwa die bizarre
Hallucigenia mit Stelzenbeinen und
fleischigen Auswiichsen am Riicken,
einfach falsch rekonstruiert waren. Infolge
weiterer Funde konnte gezeigt werden,
dass man einfach Ober- und Unterseite
verwechselt hatte. Aus einer mysteridsen
Lebensform, die man ausgestorben
wahnte, wurde so ein Vertreter eines
noch existierenden Tierstammes, der
Onychophora (Stummelfuf3ler).

Modelle fiir etwas stellen die zweite Art
der Modellverwendung dar. Das ,fir“ soll
zundchst ganz einfach den Zweckaspekt
herausheben. Dieser ist uns implizit schon
beim Modell von begegnet: Denn auch hier lie-
gen der Anfertigung, der Beurteilung und der
Verwendung von Modellen Zwecke zugrunde.

Soll eine Krone hergestellt werden, geht es
nur um die Form, und daher wird ein Abguss-
modell hergestellt; sollen andere Aspekte des
Kiefers abgebildet werden, wird das jedoch
nicht ausreichen. Auch fiir paldontologische
Modelle gilt dies: Wenn nur die Kontur eines
Lebewesens nachgebildet werden soll, ist die
Einbeziehung anatomischer Details des (ver-
muteten) Leberaufbaues unerheblich; dies gilt
aber nicht, wenn ein morphologisches Modell
anzufertigen ist, um die vermutete Embryo-
logie darzustellen. Wahl und Beurteilung des
Modells richten sich also immer nach den
Zwecken der Verwendung. Man erkennt an
diesen Beispielen auch, dass die Trennung
Modell fiir und Modell von oft nicht absolut zu
ziehen ist; denn in all diesen Beispielen wurde
ja auch ein Modell von hergestellt, vom Kiefer
etwa oder von dem Lebewesen, dessen fossile
Reste rekonstruiert werden sollen.

Es gibt jedoch Fille, bei denen das Modell
fiir einen systematischen Unterschied zum
Modell von aufweist: Dann néamlich, wenn
kein Original vorliegt. Ein eingéngiges Beispiel
fir diesen Fall sind manche evolutioniren
Rekonstruktionen, bei denen man versucht,
rezente Formen auf mogliche Vorfahren

zuriickzufithren, von denen man die geo-
logische Schicht ihres Fundorts bestimmt hat
und daher weif3, dass sie das richtige Alter
aufweisen, um als Kandidaten fiir eine sol-
che Ahnenrolle zu fungieren. In solchen Fil-
len wird dann oft versucht, ein Modell von
diesen vergangenen Lebensformen anzu-
fertigen und sie uns als ,mogliche Organis-
men” vorzustellen. Jedoch wird diese Reihe
auch Liicken enthalten, nicht selten sogar sehr
grofle Liicken. In diesem Fall bleibt uns nichts
anderes ubrig, als plausible ,,Zwischenformen®
zu rekonstruieren, die nach bestimmten Krite-
rien gebildet sind. Zu diesen Kriterien gehort
etwa, dass die so modellierten Organismen
»lebensfihig® sein miissen, was ein Minimum
an morphologischer, physiologischer und
metabolischer Kohdrenz voraussetzt. Sie miis-
sen zudem ,uberlebensfihig® sein, was also
reproduktive Aspekte mit einbezieht, die gene-
tischer, sicher aber auch paldo-6kologischer
Natur sind. Solche Modelle fiir die evolutio-
nére Transformation erlauben also eine evo-
lutionédre Erklarung, wie die rezenten Formen
(die wir ja sehr genau untersuchen kénnen)
vermutlich zustande kamen. Freilich sind diese
Modelle in einem gewissen Sinne ,kontra-
faktisch, wir kénnen nur sagen, dass sie uns
eine plausible Geschichte liefern, aber empi-
risch belegt sind sie nicht notwendig. Nicht
umsonst hat Darwin fiir solche hypothetischen
(also modellierten), aber plausiblen Uber-
gangsformen den Begrift missing links genutzt.
Solche Rekonstruktionen, gesetzt, sie sind
adaquat und bewihren sich, erlauben uns also,
einen nicht gegebenen Gegenstand zu ver-
stehen - hier einen ausgestorbenen Vorfahren.
An diesem Beispiel wird auch greitbar, dass
Modelle nicht Teil der empirischen Welt sind.
Auch an anderen Beispielen ldsst sich zei-
gen, wie wir Modell fiir nutzen, um etwas zu
erkldren. Das Modell fiir tritt gleichsam zwi-
schen den Gegenstand, an welchem wir etwas
erklaren wollen, und die Erkldrung, die wir
unter Nutzung des Modells erreichen. Dies
dhnelt zunichst einmal dem Modell von, weil
wir ja sagen, dass Modell und Original hin-
sichtlich des von uns als wichtig definierten



8.5 - ,Modelle von” und ,Modelle fuir"

Aspekts dhnlich seien. Wenn wir genauer
hinschauen, stellen wir jedoch fest, dass das
Modell fiir noch eine weitere Ebene aufweist,
wie im Folgenden am Beispiel der Linse kurz
ausgefithrt sei. Sowohl die kiinstliche Linse
aus Glas wie die natiirliche Linse im Auge
haben dieselbe Form und sind fiir das Licht
durchldssig. Natiirlich wissen wir, dass sich
Stoffzusammensetzung und Festigkeit unter-
scheiden, sie sind eben dhnlich, aber nicht
gleich. Bis hierher scheint einfach ein Modell
von vorzuliegen. Das dndert sich jedoch
schnell, wenn wir versuchen, die Funktions-
weise der Linse zu verstehen: Wir konnen
ndmlich die optischen Gesetze, die wir an der
Glaslinse erarbeitet haben, sehr gut auf die
Linse im Auge {ibertragen, und dies erlaubt
uns, viele biologische Phianomene (etwa
Kurz- oder Weitsichtigkeit) zu verstehen (und
auch zu verdndern, indem wir zum Beispiel
Brillengldser entwickeln). Diese Beziehung ist
nicht symmetrisch - man kann das Verhalten
von Glaslinsen hervorragend beschreiben
und auch kontrollieren, wenn man keine
Ahnung hat, wie eine Augenlinse funktio-
niert. Umgekehrt gilt dies aber in bemerkens-
werter Weise nicht: Denn ohne Kenntnis der
Gesetze, die wir an der kiinstlichen Linse
erarbeitet haben, kénnen wir die Funktions-
weise der natiirlichen Linse nicht erkldren. Bei
den Modellen fiir geht es also gerade nicht um
die Frage nach der Ahnlichkeit von Strukturen
oder deren geometrischer Form, sondern um
die Frage, auf welche Weise bestimmte Leis-
tungen eigentlich zustande kommen. Um auf
das in » Kap. 1 des Buches eingefiihrte System
der Aristotelischen Vierursachenlehre zuriick-
zukommen: Modelle fiir erlauben uns einen
Zugang zu den Wirkursachen (causa efficiens).

Wihrend bei vielen biologischen Modellen
beide Aspekte (Modell von, Modell fiir) mit-
einander verwoben sind, sodass der grund-
sitzliche Unterschied nicht so offensichtlich
wird, wird dieser Unterschied schlagartig klar,
wenn ein Modell aus einem nichtbio-
logischen Zusammenhang in die Biologie
eingefithrt wurde oder umgekehrt ein Modell
aus der Biologie in einen nichtbiologischen

215

Zusammenhang ,exportiert“ wurde. Dies ldsst
sich beispielhaft an den sogenannten Neuro-
nalen Netzwerken zeigen, wo ein Modell fiir in
beiden Richtungen eingesetzt wurde (Neuro-
nale Netzwerke als Modell fiir).

Neuronale Netzwerke als Modell fiir
Unser Verstandnis von Nervenzellen
wurde entscheidend von Modellen fiir
gepragt. Wie ein Membranpotenzial
aufgebaut wird, wie es von der
lonenzusammensetzung im Zellinnern
und auflerhalb der Membran abhéangt,
welche Art von lonenkanalen hier

eine Rolle spielen (die man zumeist
hinsichtlich ihrer funktionellen
Eigenschaften exakt charakterisiert
hatte, bevor auch nur ein einziges Gen
bekannt war) - das sind alles Fragen,

die man mithilfe von physikalischen

und chemischen Modellen berechnet
hat, bevor man die Vorhersagen dieser
Modelle am biologischen System
(anfangs vor allem die experimentell

gut zugdnglichen Riesenaxone von
Cephalopoden) tberprift hat. Es war
also fruchtbar, elektrochemische Modelle
fur die Erklarung neuronaler Aktivitat
einzusetzen.

Daher lag es nahe, diese elektrischen
Modelle, bei denen man Membranen von
Neuronen als Kondensatoren mit einer
bestimmten elektrischen Kapazitat oder
die lonenpermeabilitdt der Membran
mithilfe eines Ohm’schen Widerstands
beschrieb, auch auf Kombinationen

von Neuronen zu erweitern. So lassen
sich stimulierende und inhibierende
Potenziale in einem System von
Neuronen als negative und positive
Schaltsignale modellieren und die
Synapsen als Schalter. Damit kann man
das Verhalten von komplexen Strukturen
wie dem Gehirn als kybernetische oder
systemtheoretische Einheit beschreiben
und auch vorhersagen. Man hat hier also
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ein technisches System (elektronische
Schaltkreise) als Modell fiir die Vorhersage
von Leistungen neuronaler Netzwerke
eingesetzt, und das funktioniert sehr

gut, obwohl ein Kondensator auf einer
Computerplatine und ein Neurit im Gehirn
keinerlei Ahnlichkeit in ihrer Gestalt

oder gar in ihren Materialien aufweisen.
Eine Ahnlichkeit besteht allenfalls in

ihrer Funktion. Ahnlich wie bei der
Augenlinse liegt hier der Modellierung
eine Beschreibung technischer Artefakte
zugrunde.

Interessanterweise wird nun dieses Modell
fiir inzwischen haufig auf die technische
Ebene zurlickgespiegelt, wenn etwa in
der Informatik sogenannte neural nets

als selbstlernende Systeme eingesetzt
werden. Hierbei erweckt die Nomenklatur
den Schein, als handele es sich um ein
Modell von biologischen Einheiten.

Dem ist jedoch nicht so — es ware

daher auch besser, von Bayesean-Nets

zu sprechen, die nach Bayes benannt
werden, und im Prinzip nichts weiter

sind als formale Verknipfungen von
logischen Operatoren und Eintritts-
wahrscheinlichkeiten. Wenn in der
Informatik von einem neuronalen Netz
die Rede ist, ist damit einfach gemeint,
dass man ein zumindest dreischichtiges
System aus Eingang, Verarbeitung und
Ausgang vorliegen hat. Die Ubergangs-
parameter sind variabel, dhnlich wie

die stimulierenden oder hemmenden
Potenziale in einem neuronalen System.
Diese Parameter werden nun mithilfe von
sogenannten Training-Sets optimiert.

Das System bekommt also eine typische
Auswahl von Eingangsreizen (Input)

und liefert dann einen bestimmten
Ausgang (Output). Dies wird nun mithilfe
evolutiondrer Algorithmen (auch dies
wieder ein Modell fiir) optimiert, wobei

einfach die Differenz des im Experiment
erzeugten Output und des erwiinschten
Output minimiert wird. Solche als neural
nets bezeichneten selbstlernenden
technischen Systeme haben mit
wirklichen neuronalen Netzwerken

gar nichts gemein, sie nutzen nur die
technische Modellierung, die genutzt
wurde, um wirkliche neuronale Netzwerke
zu erkldren. Diese Modellierung stammt
ja aber eigentlich aus dem technischen
Bereich selbst. Bei den neural nets handelt
es sich also eigentlich um den kuriosen
Fall eines Modells fiir, das auf sich selbst
zurlickgespiegelt wurde. Dieses Beispiel
zeigt also eindrticklich, dass Modelle

fiir mit Ahnlichkeit nur sehr wenig, mit
Funktion aber sehr viel zu tun haben.

8.6 Aus alt mach’ neu:
Ubertragung von Modellen

Modelle haben einen kontrafaktischen Aspekt,
sind also nicht nur Teil der empirischen
Welt. Bei den Modellen von, mit denen wir ja
bekannte Gegenstinde oder zumindest einige
ihrer Aspekte darstellen wollen, ist der Bezug
zur empirischen Welt noch relativ eng. Bei
den Modellen fiir wird das kontrafaktische
Moment schon offensichtlicher, denn hier sol-
len neue, bisher noch nicht bekannte Gegen-
stinde oder zumindest bisher nicht bekannte
Zustinde dieser Gegenstinde der Forschung
zuginglich gemacht werden. Hier kann das
Modell weder aus Daten gewonnen noch aus
einer Theorie abgeleitet werden, und zwar im
Wesentlichen deshalb, weil der Gegenstand
oder seine Zustande ja noch gar nicht bekannt
sind. Modelle erlauben uns in diesem Fall, die
Gegenstidnde so zu beschreiben und zu struk-
turieren, dass wir damit tberhaupt wissen-
schaftlich arbeiten koénnen. Solche Modelle
haben also eine konstitutive Funktion.
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Modellorganismen als zentrales Werkzeug
biologischer Erkenntnis nutzen genau dieses
Verfahren: Die an einem experimentell zugéng-
lichen Organismus erarbeiteten Modelle eines
biologischen Phidnomens werden nun auf einen
anderen Organismus iibertragen. Das Modell
wird also umgedreht, um die wissenschaft-
liche Arbeit mit einem Organismus zu ordnen
und zu erleichtern. In der Praxis wird man nun
nicht alle Details dieser Ubertragung mit dem
Ursprungsorganismus  vergleichen, sondern
nur jene, die einem als wesentlich erscheinen.
Vielleicht lassen sich beim Zielorganismus auch
gar nicht alle Aspekte so einfach experimentell
untersuchen. In solchen Fillen wird man ein-
fach aus der angenommenen Ahnlichkeit mit
dem Ursprungsorganismus erschlieflen, wie es
sich verhdlt. Man nutzt dazu Verfahren wie die
in » Abschn.8.5 beschriebene Symmetrie und
Transitivitit. Das bedeutet in anderen Wor-
ten, dass man auch hier wieder auf der nicht-
empirischen Ebene arbeitet.

Ob diese Ubertragung erfolgreich war oder
nicht, lasst sich zumeist erst im Nachgang ent-
scheiden. Vielleicht war die angenommene
Ahnlichkeit doch nicht in allen wesentlichen
Aspekten gegeben, was aber aufgrund der
experimentellen Begrenzungen im Zielorganis-
mus nicht offensichtlich war. Interessant ist
nun, dass selbst in diesem Fall, wo die Uber-
tragung nicht erfolgreich war, die Modellierung
dennoch gelingen kann (Gelingen und Erfolg in
der experimentellen Biologie in » Abschn. 8.2).
Es mag sich ndmlich hinterher herausstellen,
dass das am Ursprungsorganismus gewonnene
Modell fiir den Zielorganismus einfach nicht
passt (die Modellierung war also erfolglos).
Wenn aber die Modellierung nach allen Regeln
der wissenschaftlichen Kunst vorgenommen
wurde, kann man daraus dennoch wichtige
Erkenntnisse {iber den Zielorganismus gewin-
nen. Die erfolglose Modellierung war also
gleichzeitig eine gelungene Modellierung.

Im Folgenden wollen wir dieses schein-
bare Paradox an einem wissenschaftlich
fruchtbaren Beispiel illustrieren. Es geht um
die Ubertragung eines am Modellorganismus
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Drosophila gewonnenen Modells der Embryo-
genese auf den Modellorganismus Arabidopsis.

8.6.1 Von der Fliege zum Modell

Wir haben oben schon ausgefiihrt, dass etwas
nicht ein Modell ,,ist", sondern durch seine
Verwendung zu einem Modell wird. Das
Modell-Sein ist also eine Eigenschaft der Ver-
wendung von etwas als Modell - fiir oder
von etwas. Einen solchen Fall wollen wir uns
ansehen, nidmlich bei der Taufliege Drosophila
melanogaster. Diese Fliege ist so selbstverstind-
lich ein Modell, dass der Unterschied zwischen
einer Taufliege als Modell und einer wirklichen
Taufliege gar nicht mehr auffillt. Tatsichlich
gehort Drosophila zu den édltesten Modell-
organismen der modernen Biologie tiberhaupt.
Wichtig daran ist fiir unsere Darstellung, dass
sie zundchst gar nicht entwicklungsbiologisch,
sondern genetisch — und hier im engeren
Sinne populationsgenetisch - in Erscheinung
trat. Das ist auch deshalb wichtig, weil fiir
populationsgenetische Erklarungen eine gute
Kenntnis der Phanotypen in einer Population
unerlisslich ist (dazu unten mehr).

Nun haben wir ebenfalls schon gesehen,
dass ein und derselbe Gegenstand fiir unter-
schiedliche Zwecke zum Modell werden
kann - dies gilt auch fir Drosophila. Wih-
rend die Taufliege zunédchst als Modell fiir
die populationsgenetische Modellierung ein-
gesetzt wurde, und hier seit einigen Jahren
zunehmend (auch im Vergleich unterschied-
licher Drosophila-Arten) unter evolutions-
biologischen Aspekten untersucht wird,
wurde sie ab Mitte des vorigen Jahrhunderts
zunehmend zu einem wirkungsmachtigen
Modell fiir die Entwicklungsgenetik, was
unter anderem mit einem Nobelpreis (1995
fiur Christiane Niisslein-Volhard) gewiirdigt
wurde. Wir wollen das Drosophila-Modell
dabei in folgenden Schritten vorstellen:

1. Worin besteht das eigentliche Modell?
2. Was genau war die leitende Frage, die mit
dem Modell beantwortet werden sollte?
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3. Welche Modelle werden in das Modell
integriert - werden damit also zu Teil-
modellen?

4. Welche Erwartungen lassen sich an das
Modell formulieren, wenn wir zugrunde
legen, dass Modelle - jedenfalls immer
auch - der Ausgangspunkt allgemeiner
Theorien sein sollen?

Wir werden am Ende dieser Darstellung sehen,
dass die Erkenntnisleistung des Modells von
Niisslein-Volhard darin liegt, dass Wissens-
bestinde, Annahmen wund Erkldrungen
zusammengefithrt und damit in einen Sinn-
zusammenhang gebracht wurden. Es handelt
sich also um mehr als um die Hervorbringung
neuen ,Faktenwissens® (obwohl ohne die-
ses ,Faktenwissen® die Modellierung nicht
moglich geworden wire). Es handelt sich
vor allem um eine wesentlich konzeptionelle
Leistung, die unser Verstindnis der embryo-
nalen Entwicklung systematisch und wesent-
lich erweiterte. Merke: Die Anhdufung neuer
Fakten macht noch lange keine gute Wissen-
schaft, die erkennt man daran, dass sich die
Beschreibung (und Deutung) dieser Fakten
verdndert.

Das ,nackte” Modell

Die folgende Darstellung sieht ganz bewusst
davon ab, zu schildern, wie das Modell ent-
standen ist, was seine ,urspriinglichen” Zwe-
cke waren, ob diese tatsichlich oder teilweise
erreicht wurden, oder welche Schwierigkeiten
dabei zu iiberwinden waren. Vielmehr wollen
wir dieses Modell einmal als eine Art Koch-
rezept lesen, also im Sinne von ,lasst uns eine
Fliege machen® Es ist wichtig, sich diesen
»Iwist“ klarzumachen: Das Modell, so wie es in
jedem Biolehrbuch nachgelesen werden kann,
erweckt den Anschein, als handele es sich um
die Darstellung eines Herstellungsvorganges
(vom Ei zur Fliege). Tatsdchlich handelt es sich
aber um eine - in mithevoller Detailarbeit, aus
zahlreichen Einzelmodellen, Teiltheorien und
empirischen Resultaten zusammengetragene —
Erkldrung! Genau dieser Erklarungsaspekt,
der ,,Zweck® des Modells, geht verloren und es

entsteht der Eindruck eines einfach beschreib-

baren empirischen Vorganges.

Auf der Grundlage langjahriger und sorg-
féltiger Untersuchung zahlreicher Mutanten mit
abweichender Embryogenese wurde ein ent-
wicklungsgenetisches Modell dieses Phanomens
entwickelt (Johnston und Nisslein-Volhard
1992). Demnach wird die Keimesentwicklung
von Drosophila durch vier - im Wesentlichen
voneinander unabhdngige - Gruppen von
Genen reguliert, die jeweils den vorderen (ante-
rioren) Pol, den hinteren (posterioren) Pol, die
Endpunkte des Embryos (terminales System)
und die Riicken-Bauch-Asymmetrie (Dorsi-
ventralitit) bestimmen. Alle vier Gruppen
sind maternalen Ursprungs, wobei terminales
und dorsiventrales System dem (miitterlichen)
Soma zuzurechnen sind, wéhrend die beiden
anterior-posterioren Gruppen von der (miitter-
lichen) Keimbahn ausgehen. Die Entwicklung
des Keims wird also schon vor der Befruchtung
determiniert. Fiir den spiteren Ubertrag
auf Arabidopsis war vor allem das anterior-
posteriore System von Bedeutung, Daher lassen
wir die terminalen und dorsiventralen Gene im
Folgenden auf3en vor.

1. Festlegung des anterioren Poles. In den
Follikeln des Ovars wird bicoid-mRNA
gebildet. Da die Eizelle sich vom hinteren
Ende des Ovars her nach vorne aus-
dehnt und sich dabei die Follikel ein-
verleibt, kommt die (nicht translatierte)
bicoid-mRNA am anterioren Pol der
Eizelle zu liegen. Die Translation erfolgt
erst nach der Befruchtung, sodass sich
nun das bicoid-Protein in einem Gra-
dienten iiber die vorderen zwei Drittel
der Langsachse des Keimes verteilt. Das
bicoid-Protein kann die Expression
zygotischer Gene steuern, indem es ihre
Translation aktiviert (wie im Falle von
hunchback) oder unterdriickt (wie im
Falle von caudal). Abhdngig vom lokalen
bicoid-Pegel sind das unterschiedliche
Gene, hdufig wiederum Transkriptions-
faktoren. Beispielsweise wird durch die
hohe bicoid-Konzentration im vordersten
Drittel des Keims das hunchback-Gen
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aktiviert, das fiir die Ausbildung von Kopf
und Thorax benétigt wird. Letztendlich
wird entlang des bicoid-Gradienten iiber
Schwellenwerte die grobe Struktur des
anterioren Anteils festgelegt.

Festlegung des posterioren Pols. Auch
hier wird maternale, nicht transla-

tierte mRNA fiir einen Transkriptions-
faktor, nanos, in einem Pol der Oocyte
deponiert. Das nach Befruchtung
gebildete nanos-Protein bildet nun
ebenfalls einen Gradienten, diesmal

von posterior nach anterior abfallend,
also genau gegenldufig zum bicoid-
Gradienten. Auch hier wird die Trans-
lation anderer Transkriptionsfaktoren
(etwa der caudal-mRNA) aktiviert. Es
gibt jedoch einen prinzipiellen Unter-
schied zum anterioren Pol: Der posteriore
Pol wird abhédngig von der Polaritit der
Mikrotubuli bestimmt, die vom anterio-
ren Pol nach hinten auswachsen. Diese
mikrotubulére Polaritdt wird von einem
Kinesinmotor ,ausgelesen®, der die nicht
translatierte mRNA von posterioren
Determinanten transportiert (etwa oskar,
einem Ankerpunkt fiir nanos-mRNA,
die von den Follikelzellen am Hinter-
ende der Eizelle abgegeben wird) trans-
portiert (Clark et al. 1994). In anderen
Worten: Der posteriore Pol wird, anders
als im Falle des bicoid-Gradienten, nicht
unmittelbar durch den miitterlichen
Follikel bestimmt, sondern indirekt und
abhéngig vom anterioren Pol.

. Von Gradienten maternaler Faktoren

zur Gliederung der Fliegenlarve. Das
nanos-Protein ist ein Repressor der
hunchback-Expression. Das durch

den bicoid-Gradienten noch relativ
vage vorgegebene Muster, wonach das
hunchback-Protein vor allem in der
vorderen Hilfte des Embryos zu finden
ist, wird nun also deutlich geschirft,
da in der hinteren Hilfte des Keims die
Expression von hunchback durch die
dort hohen Pegel von nanos unterdriickt
wird. Aus einem sanften Gefille von
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Proteinkonzentrationen (bicoid von
vorne nach hinten abfallend, nanos von
hinten nach vorne abfallend) ist nun eine
scharfe Grenze entstanden. Letztendlich
geschieht dies dadurch, dass sich zwei
Gradienten iiberlagern und so eine dritte
Region definieren. Auf molekularer
Ebene sieht diese Uberlagerung so aus,
dass die Translation der hunchback-
mRNA durch bicoid aktiviert, durch
nanos aber unterdriickt wird. An der
hunchback-mRNA laufen also zwei
Handlungsstrange zusammen. An
dieser Stelle wird also eine ,,molekulare
Entscheidung getroffen: die verpackte
mRNA wird in Antwort auf das bicoid-
Protein geoffnet und in hunchback-
Protein translatiert, oder sie bleibt in
Antwort auf das nanos-Protein verpackt
und damit inaktiv. Fiir die Expression
von caudal verhilt sich das tibrigens
spiegelbildlich, sodass hunchback im
Bereich Kopf-Thorax, caudal hingegen
im hinteren Abdominalbereich aktiv
wird. Bis zu diesem Punkt wurde

die Lingsachse des Embryos also

durch Gradienten von vier Proteinen
untergliedert, deren zugehérige Gene
im mitterlichen Gewebe (in den
Follikelzellen des Ovars) aktiv sind. Ab
diesem Punkt tibernimmt der Embryo
selbst die Steuerung seiner weiteren
Entwicklung: Die von hunchback

und caudal codierten Proteine sind
ndmlich Transkriptionsfaktoren und
konnen ihrerseits wieder andere Gene
aktivieren oder unterdriicken. Das sind
zunichst einmal sogenannte Liicken-
Gene, die in breiten, wiederum teils
iiberlappenden Doménen exprimiert
werden. Die Bezeichnung Liicken-
Gene (gap genes) stammt daher, dass
bei Mutation eines solchen Gens in

der Larve mehrere Segmente fehlen.
Auch diese Liicken-Gene codieren fiir
Transkriptionsfaktoren, die ebenfalls
abhéngig von ihrer lokalen Konzentration
die Gene der nichsten Hierarchieebene,
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die sogenannten Paarregel-Gene
(pair-rule genes) aktivieren. Diese
bestimmen jeweils zwei Segmente

der Larve und aktivieren ihrerseits
sogenannte Segmentpolaritit-Gene,
womit die 14 Segmente der Larve
definiert sind. Die Identitit dieser
Segmente wird dann wiederum iiber
unterschiedliche, sogenannte Homdobox-
Gene ausgelesen — so wird an einem
ganz bestimmten Segment am Kopf der
Faktor antennapedia aktiviert, wodurch
die an diesem Segment auswachsenden
Gliedmaflen als Antennen ausgebildet
werden. Wenn antennapedia mutiert,
entstehen an derselben Stelle zwar

auch Gliedmaflen, aber sie nehmen die
Gestalt eines Beines an (der Name dieser
Mutante leitet sich von diesem bizarren
Phénotyp ab).

Das ,destillierte” Modell: raumliche
Uberlappung und molekulare
Kombination
Von den molekularen und funktionellen
Details der oben geschilderten hierarchi-
schen Kaskade von Transkriptionsfaktoren
soll nun einmal abgesehen werden, um drei
iibergreifende Prinzipien destillieren, die den
konzeptionellen Kern dieser Modellierung
ausmachen und auch spiter fiir die Uber-
tragung des Modells auf andere Modell-
organismen wichtig waren:

1. Die Faktoren der hoheren Hierarchie-
ebene werden in einer breiten Region
aktiviert.

2. Dort, wo die Aktivitit eines solchen
Faktors mit der seines Nachbarn tiber-
lappt, wird auf der nachgeordneten
Hierarchieebene ein anderer Faktor
aktiviert, als dort, wo die Aktivitat nicht
iiberlappt. Aus wenigen groben, nur vage
abgegrenzten Regionen auf den héheren
Hierarchiestufen entstehen so auf den
nachgeordneten Hierarchiestufen viele,
prézise definierte Regionen (8 Abb. 8.1).

3. Diese raumliche Uberlappung findet sich
auf molekularer Ebene als Kombination
verschiedener Proteinaktivititen wieder -
viele dieser Transkriptionsfaktoren agie-
ren in Form von Proteinkomplexen, die je
nach Zusammensetzung unterschiedliche
Zielgene aktivieren konnen. Dort, wo
ein bestimmter Transkriptionsfaktor mit
seinem ,,Nachbarfaktor® tiberlappt, wer-
den sich also gemischte Komplexe bilden,
wihrend dort, wo nur einer der Faktoren
vorkommt, homogene Komplexe ent-
stehen. Dies hat zur Folge, dass jeweils
andere Zielgene (die Transkriptions-
faktoren der nachfolgenden Hierarchie-
stufe) aktiviert werden.

Kurze Denkpause - was ist nun aus
unserer Fruchtfliege geworden?

Die oben geschilderte Erzdhlung fasst
mehrere Jahrzehnte Arbeit an Embryo-
nen der Fruchtfliege in stark geraffter Form
zusammen. Dennoch scheint alles Wesent-
liche tiber die Determination der Langsachse
in Drosophila gesagt. Die Wirkungen der
Gene und Genprodukte lassen sich in einem
Ablaufbild zusammentragen, in welchem wir
darstellen konnen, wie die verschiedenen Fak-
toren rdumlich und zeitlich zusammenwirken
und dadurch ein urspriinglich homogenes
Ei zu einer in 14 unterschiedliche Segmente
gegliederten Larve wird. Wir kénnen nun in
einem letzten Schritt aus dieser Darstellung
eine Art Schalttafel erstellen, in der jeder
Knoten ein Gen, ein Genprodukt oder ein
Merkmal darstellt; und jeder Pfeil eine regula-
torische Funktion (hier also im Wesentlichen
Hemmung versus Steigerung) widerspiegelt.
Unsere Schalttafel ist nichts anderes als ein
Steuerungsplan (eine kybernetische Dar-
stellung) des Modellorganismus Drosophila
melanogaster. Wir konnten auf der Grundlage
dieses kybernetischen Plans nun gezielte Ein-
griffe vornehmen. Dazu wiirden wir zunachst
anhand des Plans tiberlegen, was geschieht,
wenn einzelne Pfeile oder einzelne Faktoren
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a Ei Fliege

Gradienten diffundierender

il Transkriptionsfaktoren
b .
Apikalmeristem Bliite
P “
Zeitmuster Expression von
Transkriptionsfaktoren
c
Embryo Reifer Embryo
Zeitmuster Expression von
Modell 5 Transkriptionsfaktoren
d

Zellpolaritat treibt
Signalfluss
Modell 9

B Abb.8.1 Ubertragung eines Modells fiir Achsenbildung vom Modellorganismus Drosophila melanogaster auf den
Modellorganismus Arabidopsis thaliana. a Modell der anterior-posterioren Gliederung im Ei/Embryo von D. melano-
gaster. Die Langsgliederung der Fliege wird auf Gberlappende Gradienten von miteinander in Wechselwirkung
tretenden Transkriptionsfaktoren erklart. b Durch die Ubertragung von dem Modell in a) abgeleitetes Modell der
Organdifferenzierung in der Blite von A. thaliana. Die Festlegung der Organidentitat wird durch zeitlich Giberlappende
Expression (die zu rdumlicher Uberlappung fiihrt) von miteinander in Wechselwirkung tretenden Transkriptionsfaktoren
erklart. ¢, d Zwei Modelle der Organdifferenzierung im Embryo von A. thaliana. ¢ Durch die Ubertragung von dem Modell
in b abgeleitetes Modell, wonach die Organdifferenzierung durch tiberlappende, miteinander in Wechselwirkung
tretende Faktoren erklart wird. d An dem Modellorganismus A. thaliana gewonnenes Modell, wonach die Organ-
differenzierung durch den gerichteten Fluss des Signals Auxin erklart wird, wobei die molekulare Ausgestaltung dieses
Modells stark von der Identifizierung von Genen profitiert hat, die mithilfe des in c gezeigten Modells entdeckt wurden
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hoch- oder heruntergeregelt werden, und
wir konnten dies dann an real existierenden
Fruchtfliegen ausprobieren, indem wir etwa
die entsprechenden Gene mithilfe von gen-
technischen Verfahren wie Uberexpression
oder RNAI verstirken oder unterdriicken. Wir
wiren nun also in der Lage, Taufliegen mit
bestimmten Eigenschaften ,,herzustellen®
Damit stehen uns nun verschiedene
Moglichkeiten offen: Wir konnten unseren
kybernetischen Schaltplan weiter verfeinern
und erweitern, wenn wir {iber solche Experi-
mente Daten gewinnen, die auf weitere Fakto-
ren deuten, die wir bisher nicht beriicksichtigt
hatten, oder wenn unsere Daten erlauben, die
Knoten und Linien in unserem Schaltplan
in Zahlen oder mathematischen Gesetzma-
Bigkeiten auszudriicken. Wir kénnten unser
Modell aber auch dazu nutzen, Taufliegen mit
gewiinschten Eigenschaften zu erzeugen, um
sie fiir andere, wissenschaftliche, aber auch
auflerwissenschaftliche Zwecke einzusetzen -
als Modellorganismen eben. Vielleicht wollen
wir die Wirkung eines bestimmten Medika-
ments erproben, von dem wir vermuten, dass
es den Transport nicht translatierter vira-
ler mRNA entlang von Mikrotubuli unter-
driickt. Unser kybernetischer Schaltplan fithrt
dann zur Idee, dass, wenn unsere Vermutung
zutrifft, dieses Medikament dann auch den
Transport von oskar-mRNA zum posterio-
ren Pol unterdriicken miisste. Wir wiirden
nun also priifen, ob die Anwendung unseres
Medikaments bei Drosophila also den Phéno-
typ von oskar -oder nanos-Mutanten pha-
nokopiert. Wir konnten aber auch fiir einen
befreundeten Zoohidndler fliigellose Droso-
phila ziichten, damit er damit seine kostbaren,
aber wihlerischen Pfeilgiftfrosche fiittern
kann (die nur lebende Beute akzeptieren).
Unser Schaltplan zeigt uns namlich einen Weg,
durch Ausschalten eines Liickengens die ent-
sprechenden Thoraxsegmente zu entfernen.
Spitestens an dieser Stelle sollte Kklar-
geworden sein, dass unser Modellorganismus
Drosophila melanogaster mit der vor uns aus
sich zersetzendem Bananenbrei aufsteigenden
kleinen Fliege nur noch wenig zu tun hat. Dieser

Modellorganismus besteht strenggenommen aus
den Fliegen der Art D. melanogaster, den an die-
ser Lebensform gewonnenen Modellen (unser
kybernetischer Schaltplan der anterior-post-
erioren Achsenbildung ist ja nur einer von vie-
len, der hier entwickelt wurde), aber auch der
gesamten Geschichte, wie diese Modelle an
diesem Organismus gewonnen und verfeinert
wurden.

Dieser Prozess der Abstraktion macht
jedoch nicht an den Grenzen eines bestimmten
Organismus halt, Wir kénnten unseren kyber-
netischen Schaltplan ndmlich auch dazu
verwenden, die Entwicklung anderer Insek-
ten zu beschreiben, die genetisch nicht so
gut erschlossen sind wie D. melanogaster.
Wir kénnten sogar, kithner geworden, ver-
suchen, unabhdngig vom konkreten organis-
mischen System (D. melanogaster) weitere
solcher Systeme auch in entfernten Gruppen
zu beschreiben und dabei unseren kyberneti-
schen Schaltplan als Leitfaden verwenden. Was
uns in die Lage versetzt, unseren Schaltplan
auf diese Weise einzusetzen, ist der sehr hohe
Abstraktionsgrad, den wir inzwischen erreicht
haben. Dieser Abstraktionsgrad erlaubt es
uns namlich, von vielen Details, die wir {iber
den Organismus D. melanogaster wissen, ein-
mal abzusehen und nur die uns als wesent-
lich erscheinenden Aspekte herauszugreifen
und zu iibertragen. Beispielsweise konnten
wir einfach einmal beiseitelassen, welche
Gene oder Genprodukte im Einzelnen fir die
Unterteilung eines Embryos in verschiedene
Regionen verantwortlich sind, und die Frage
stellen, ob das Prinzip der Uberlappung
und molekularen Interaktion in Form von
Transkriptionsfaktor-Komplexen auch in ande-
ren Organismen gilt und uns dabei hilft, Ent-
wicklungsvorgiange zu verstehen. Wir nehmen
nun also unseren kybernetischen Schaltplan
und streichen die Namen der Elemente aus,
behalten nur die Pfeile und Knoten bei und
wenden nun dieses ,,Destillat unseres Modells“
auf einen anderen Organismus an, um diesen
so zielfithrender untersuchen zu kénnen.

Tatsdchlich ist dies genau ein Vorgehen, wie
es in der modernen, experimentell gestiitzten
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Biologie tblich ist, wie wir nun beispiel-
haft am Beispiel der Ubertragung des Droso-
phila-Modells auf den Modellorganismus
Arabidopsis thaliana darstellen wollen. Diese
Ubertragung war in einem Fall (Bliitenbildung)
erfolgreich, im anderen Falle (Embryogenese)
aber nicht. Gelungen war sie in beiden Fillen
und hat unser Verstindnis von Entwicklung
entscheidend vorangebracht.

8.6.2 Vom Modell zur Arabidopsis-
Bliite - eine erfolgreiche
Ubertragung

Die Modellierung der anterior-posterioren
Achsenbildung bei Drosophila gilt als Meilen-
stein der Entwicklungsbiologie. Zum ersten
Mal war es gelungen, einen komplexen Ent-
wicklungsvorgang einer genetischen Erklirung
zuzufithren. Das Modell von {iiberlappenden
Expressionsmustern, wobei Regulatoren der
Genexpression abhdngig von ihren Inter-
aktionspartnern (also abhangig vom ,Kon-
text“) unterschiedliche Zielgene ansteuern,
war ebenso elegant wie anregend. Es lag daher
nahe, dieses Modell auf andere Entwicklungs-
vorgdnge anzuwenden, auch wenn man davon
ausgehen musste, dass die molekularen Kom-
ponenten dieses kybernetischen Schaltplans
vermutlich andere Gene und Proteine sein wiir-
den. Wie haufig in der Wissenschaftsgeschichte
gab es aber auch ganz pragmatische Griinde,
die einer solchen Ubertragung auf andere
Modellorganismen Vorschub leisteten: Die ein-
drucksvollen Fortschritte beim Verstdndnis
des Modellsystems Drosophila hatten natiirlich
dazu gefiihrt, dass sich viele Arbeitsgruppen mit
diesem System beschiftigten, sodass eine ganze
Generation von Forschenden heranwuchs, die
durch dieses Modell und seine entwicklungs-
genetische Ausrichtung gepragt waren. Um die
hieraus erwachsende Konkurrenz um Forder-
mittel und Stellen wenigstens teilweise ver-
meiden zu kénnen, lag es nahe, auf andere
Modellsysteme oder Phanomene auszuweichen,
die ebenfalls iiber Mutanten erschlossen waren
oder die zumindest fiir einen Mutageneseansatz
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geeignet erschienen. Ungefihr um dieselbe Zeit
wurden durch die Arbeiten von Marten Korneef
in Holland die ersten systematischen Mutanten-
kollektionen von Arabidopsis thaliana verfiigbar,
und so begannen eine ganze Reihe von ,,Dro-
sophilologen, sich diesem neuen Modellsystem
zuzuwenden, das eine Art ,Drosophila der
Pflanzenwissenschaften” darzustellen schien.
Wenn man versucht, einen Mutanten-
ansatz fiir pflanzliche Entwicklungsvorginge
zu entwickeln, stofit man auf ein Problem,
das bei einem tierischen Modellorganismus
in dieser Form nicht auftritt: Die pflanzliche
Entwicklung weist eine extrem hohe Plastizi-
tat auf, ist also in hohem Mafle von den
Umweltbedingungen abhingig. Der Phidno-
typ einer gegebenen Mutation ist daher hiufig
nicht durchgingig sichtbar, sondern oft nur
unter ganz bestimmten Randbedingungen.
Es ist sicherlich kein Zufall, dass viele der von
Marten Korneef isolierten Mutanten in der Per-
zeption oder Transduktion von Lichtsignalen
gesucht und gefunden wurden. Es gibt nur
wenige pflanzliche Merkmale, die weitgehend
unabhingig von den Umweltbedingungen aus-
gepragt werden. Die Ausbildung der Bliiten-
organe zahlt dazu, was auch der Grund dafiir
ist, warum die Taxonomie vor allem auf
Blittenmerkmale zurtickgreift, um Pflanzen
sicher bestimmen zu koénnen. Da Bliiten aufler-
dem seit Jahrhunderten im Brennpunkt ziich-
terischer Bemilhungen standen (was durchaus
auch 6konomische Griinde hat, man denke nur
an das Tulpenfieber in Holland), kannte man
schon zahlreiche Mutanten mit verdnderter
Blittenentwicklung. Schon Goethe kam in sei-
nem Werk ,Die Metamorphose der Pflanze”
(1790) zum Schluss, dass bei den sehr beliebten
gefiillten Bliten im Grunde die Staubblitter zu
Kronbldttern umgebildet waren, also eigentlich
nur ihre Identitdt verdndert hatten. Vor dem
Hintergrund der an Drosophila entwickelten
Modellierung lieflen sich solche gefiillten Blii-
ten als homodotische Mutanten beschreiben.
Ahnlich wie bei der Mutante antennapedia
war hier eine Struktur in eine andere Struk-
tur umgewandelt, die an sich an einer anderen
Stelle hitte entstehen sollen. Solche Mutanten
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bei Arabidopsis zu finden, war relativ einfach,
da man ja schon wusste, wonach man suchen
wollte - ndmlich nach Bliiten, bei denen alle
vier Blattkreise vorhanden, aber zumindest
teilweise in andere Bliitenorgane umgewandelt
waren. Wie in » Kap. 5 Arabidopsis ausfiihrlich
dargestellt, lieflen sich diese Mutanten auf ein
Modell zuriickfithren, das mit drei morpho-
genetischen Faktoren arbeitete, die abhingig
davon, ob sie alleine oder in Kombination mit
einem anderen Faktor wirkten, eine unter-
schiedliche Auspridgung des Blatts (Kelchblatt,
Kronblatt, Staubblatt oder Fruchtblatt) hervor-
riefen (B Abb.8.1b). Die konzeptionelle Ahn-
lichkeit dieses sogenannten ABC-Modells zum
Modell der anterior-posterioren Achsenbildung
ist offensichtlich. Auch dieses Modell tiber-
zeugte durch seine Eleganz und Erkldrungs-
macht. Als dann iiber miithsame genetische
Kartierung und Klonierung die betroffenen
Gene identifiziert wurden, zeigte sich, dass
diese Gene tatsichlich Ahnlichkeiten mit den
bei Drosophila gefundenen homdootischen
Genen aufwiesen - es handelte sich ebenfalls
um Transkriptionsfaktoren, und diese waren
sogar mit homologen Proteindominen, der
sogenannten Homoobox, ausgestattet. Diese
erfolgreiche Ubertragung eines Modells 15ste
geradezu euphorische Reaktionen aus: Nicht
nur war es gelungen, von einem ,kyberneti-
schen Schaltplan® zum Verstdndnis einer Bliite
zu gelangen, sondern man hatte dabei sogar
fir die molekulare Verwirklichung dieses
Schaltplans verwandte Faktoren (die Homoo-
box-Gene) gefunden.

8.6.3 Vom Modell zum
Arabidopsis-Embryo - eine
erfolglose Ubertragung?

Neben der Bliite gibt es eigentlich nur noch
einen pflanzlichen Entwicklungsvorgang, der
sich weitgehend unabhéngig von der Umwelt
vollzieht - die Ausbildung der Kérpergrund-
gestalt des Embryos. Im Gegensatz zur Bliiten-
bildung war ein genetischer Zugang hier weit

schwieriger, denn die Embryogenese verlduft
ja im Inneren der Samenanlage, die von den
Fruchtblattern der Schote umschlossen ist,
und man muss davon ausgehen, dass viele
der in der Embryogenese betroffenen Mutan-
ten gar nicht keimfihig sind. Man muss also,
um solche Mutanten zu finden, Schoten und
Samenanlagen zahlloser Mutantenlinien frei-
praparieren — was freilich beim Ursprungs-
modell Drosophila auch schon der Fall war.
Die Arbeitsgruppe von Gerd Jirgens liefd
sich von diesen Miihen nicht schrecken und
machte sich ab Mitte der 1980er-Jahre daran,
in einem mdglichst saturierenden Screen sol-
che Embryogenesemutanten zu suchen. In der
Tat gelang es, zahlreiche solcher Mutanten zu
finden, von denen viele letal waren, also gar
nicht bis zur Ausbildung eines keimfihigen
Embryos gelangten (Mayer et al. 1991).

Die Vielzahl dieser Mutantenlinien zu
ordnen und konzeptionell zu fassen, war eine
grofle Herausforderung. Die Tatsache, dass es
von vielen Genen zahlreiche Allele gibt, die sich
in der Stdrke ihrer Auspragung unterscheiden,
machte diese Aufgabe nicht leichter. Auch
hier wurde daher wieder eine Ubertragung
des fur die anterior-posteriore Achsenbildung
von Drosophila entwickelten Modells genutzt
(B Abb. 8.1¢), die diesmal an die Modellierung
der Liicken-Gene angelehnt war. So wurden
Mutanten, die in ihrer Lingsgliederung ver-
andert waren, als Mustermutanten gedeutet,
bei denen einzelne Korperbereiche ausgefallen
waren (Mayer et al. 1993):

» For example, mutations in four genes
delete different parts of the apical-basal
pattern, and these seedling phenotypes
were traced back to specific defects in
the developing mutant embryos. The
mutant phenotypes suggested that the
apical-basal axis is partitioned into three
regions, roughly corresponding to epicotyl
and cotyledons, hypocotyl and root.

In dhnlicher Weise wurden Mutanten mit
abweichender Gliederung von Wurzelgeweben
als radiale Mustermutanten aufgefasst.
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In den folgenden Jahren gelang es dann
tiber genetische Kartierung, zum Teil aber
auch schon mithilfe der neu zur Verfiigung ste-
henden T-DNA-Mutantenkollektionen, viele
der betroffenen Gene zu identifizieren. Im
Gegensatz zur Modelliibertragung im Falle der
Bliitenbildung waren unter diesen Genen nur
sehr wenige Transkriptionsfaktoren zu finden.
Die Mehrheit der Gene hatte mit Sekretion
und Signaltransport zu tun und hing hau-
fig mit dem polaren Transport des Pflanzen-
hormons Auxin zusammen. Dies war aus der
fur die Deutung der Mutantenphinotypen
eingesetzten Modellierung nicht zu erwarten
gewesen. Mithilfe von neuen Werkzeugen wie
etwa der Enhancer-Trap-Linien, bei denen
einzelne Zellschichten im Verlauf der Ent-
wicklung verfolgt werden koénnen, oder der
Méglichkeit, iiber Laserablation einzelne Zellen
aus dem Zellverband zu eliminieren (» Kap.5
Arabidopsis) entstand schliefllich eine neue
Modellierung, bei der die Embryonalent-
wicklung auf gerichteten Transport von Sig-
nalen (wie dem Pflanzenhormon Auxin)
zuriickgefithrt wurde (8 Abb.8.1d), wihrend
die urspriinglich angenommene gemeinsame
Entstehung von Zellen (cell lineage) aus einer
schon determinierten Vorlduferzelle in den
Hintergrund trat. Anders als im Falle der
Bliitenbildung musste hier also das urspriing-
liche, an Drosophila angelehnte Modell ver-
worfen werden (Mayer und Jiirgens 1998):

» The concept of pattern formation,
which was originally based on the
analysis of Arabidopsis pattern mutants,
is re-examined in the light of recent
data ... The available evidence from
genetic, molecular and experimental
approaches supports the notion that
embryonic pattern formation occurs in
steps involving communication between
clonally unrelated cells.

Wie ist nun dieser offenbar nicht von Erfolg
gekronte  Ubertragung eines Modells zu
bewerten? Der urspriingliche, an Drosophila
entwickelte kybernetische Schaltplan musste ja
nicht nur hinsichtlich der molekularen Faktoren
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gedndert werden (das war zu erwarten), son-
dern auch hinsichtlich der Pfeile und Knoten.
Der Versuch, vom Modell zum Embryo zu
gelangen, war nicht erfolgreich. Dennoch war
das durch diese Modelliibertragung motivierte
Unternehmen gelungen. Immerhin steht jetzt
eine umfangreiche und griindlich untersuchte
Sammlung von Mutanten zur Verfiigung, die
ohne diesen Versuch einer Modellierung nie
gesucht worden wire. Weiterhin konnten an
diesen Mutanten neue und tiefschiirfende Ein-
blicke in die rdumlich-zeitliche Organisation
der pflanzlichen Embryogenese gewonnen
werden, die zu einem neuen Modell fiihrten,
das sich grundlegend von der Modellierung
der anterior-posterioren Achsenbildung unter-
scheidet und neue, spannende Fragen aufwirft,
wie etwa nach den Griinden fiir diese vollig ver-
schiedenen kybernetischen Schaltpléne.

Die drei Modelle (Embryo von Drosophila,
Blittenmeristem von Arabidopsis, Embryo von
Arabidopsis) unterscheiden sich hinsichtlich
einer wichtigen Eigenschaft: Die Musterung
des Drosophila-Embryos erfolgt in einer Struk-
tur, die schon vor Beginn der Musterung exis-
tiert. Die Eizelle ist ja schon gegeben, nach der
Befruchtung wird sie lediglich in Form freier
Zellteilungen mit zahlreichen freiliegenden
Kernen gefiillt (sie stellt also ein Syncytium
dar). Auch das Blitenmeristem von Arabidop-
sis ist ein geschlossenes System, denn nach
Induktion der Bliite geht das Meristem von
einer offenen zu einer terminalen Entwicklung
tiber, die Bliite bildet die vier Blattkreise und
stellt dann die weitere Entwicklung ein. Also
wird auch hier eine vorgegebene Struktur in
ein Muster von Organen differenziert. Fiir die
Embryonalentwicklung von Arabidopsis ver-
halt sich dies vollig anders: Hier erfolgt die
Musterung an einem offenen System, das im
Verlauf der Musterung fortwéhrend neue Ele-
mente hinzufiigt. Dass sich ein solches System
nicht aus einer Modellierung ableiten lésst, die
an Systemen mit einer geschlossenen Muster-
bildung gewonnen wurde, liegt auf der Hand.

Diese Uberlegungen fithren nun zu einer
tiberraschenden  Schlussfolgerung: ~ Auch
wenn die Ubertragung der Modellierung
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von Drosophila auf Arabidopsis im Falle der
Embryogenese nicht erfolgreich war, vielleicht
auch, weil sie den Blick auf die im Modell
Arabidopsis geltenden Prinzipien moglicher-
weise verstellt hat, ist sie doch als gelungen
zu bewerten, und zwar in einem doppelten
Sinn: Zum einen wurde sie nach allen Regeln
der wissenschaftlichen Kunst durchgefiihrt
und fithrte daher zu neuen Erkenntnissen,
zum anderen lieferte sie die Motivation fiir
ein langwieriges und mithsames Unterfangen,
das andernfalls vermutlich nicht zustande
gekommen wire.

An diesem Beispiel tritt ein weiteres
Moment von Modellen zutage: Modelle sind
immer auch auf einen bestimmten Zweck aus-
gerichtet, und diese Zweckgerichtetheit scheint
vom Erfolg des Ubertrags unabhingig zu sein.

Aus dem Beispiel dieser gelungenen, aber
nicht erfolgreichen Modelliibertragung koénnen
wir einige allgemeine Schlussfolgerungen ziehen:
1. Die experimentelle Uberpriifung von

Modellierungen fithrt in der Regel

nicht zu einer einfachen Wahr-falsch-

Unterscheidung. Abgesehen von sehr

einfachen Modellierungen wird die

»Falsifikation” von einer oder wenigen

Voraussagen des Modells noch nicht

dazu fithren, dass man ein Modell in

seiner Ginze verwirft. Eher wird man

versuchen, durch Verdnderungen und

Anpassungen das Modell zu verbessern.

Der ,Wahrheitsgehalt“ einer Modellierung

ist also eher eine graduelle Angelegenheit.
2. Aus diesem Grund empfiehlt es sich,

Modelle nicht als ,wahr® oder ,falsch*

zu charakterisieren, sondern eher als

»angemessen” oder ,,nicht angemessen

Wie das Beispiel zeigt, gab es ja durch-

aus Aspekte, die auf eine erfolgreiche

(und nicht nur gelungene) Modellierung

hinwiesen. ,Wahr“ oder ,,falsch“ kdnnen

hingegen nur Sitze sein. Das wiren etwa

Aussagen, die sich aus der Ubertragung

des Drosophila-Modells auf die emb-

ryonale Musterbildung bei Arabidopsis
ergaben. Wenn eine solche Aussage als
falsch erkannt wird, heif3t das lediglich,

dass die Modellierung nicht angemessen
war.

3. Auch solche Modellierungen, bei welchen
sich spéater herausstellt, dass sie nicht
addquat waren, konnen interessantes
Wissen hervorbringen.

4. Modelle sind mehr als Ergebnisse, ndm-
lich immer auch Schritte einer Tatigkeit,
weisen also iiber sich selbst hinaus. So
ist das Modell der anterior-posterioren
Achsenbildung von Drosophila einerseits
das Ergebnis eines langen Forschungs-
prozesses, andererseits aber gleichsam die
Aufforderung zur Ubertragung auf andere
Entwicklungsphdnomene. Es ist also
nicht sinnvoll, ein Modell herausgeldst zu
betrachten. Seine Relevanz, Tragweite und
Adéquatheit erschlieflen sich nur, wenn
wir das Modell als eine Station auf einem
Weg auffassen. Die Geschichte seiner Ent-
stehung gehort hier ebenso dazu wie die
Fragen und Forschungsansitze, die durch
dieses Modell angeregt wurden. Ein Modell
ist also immer Antwort und Frage zugleich.
Wenn wir verstanden haben, dass Modelle
immer auf vorhergehende Modelle, Theo-
rien, Annahmen antworten und ihrerseits
Fragen fiir folgende Modelle, Theorien
und Annahmen sind, dann fillt es auch
leicht, einzusehen, dass Modellierung nicht
auf ein einzelnes Modell abzielt, sondern
auf Modelle in mannigfaltiger Variation.
Ein Modell ist kein Modell, sondern eine
Momentaufnahme eines Prozesses! Des
Prozesses, den wir Wissenschaft nennen.

Modelle koénnen wir also nur verstehen,
wenn wir sie als Mittel, beispielsweise fiir
Erklarungen, auffassen. Genau diesem Aspekt
wollen wir uns jetzt zuwenden.

8.7 Modelle als Mittel der
Erklarung

In den vorangegangenen Abschnitten haben
wir gesehen, dass Modelle in der Biologie nicht
nur dazu verwendet werden, um Ausschnitte
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»der Welt“ abzubilden, sondern vor allem
dazu, diese Ausschnitte zu verstehen oder zu
erkliren. Diese Zwecke sind aber hiufig auf
der Ebene des Modells gar nicht prasent. So
wenig, wie ich einem Schraubenzieher seine
Funktion ansehe, so wenig ist das dem Modell
der homootischen Regulation anzusehen. In
beiden Fillen héngt dies damit zusammen,
dass ein Werkzeug zumeist fiir mehr als einen
Zweck eingesetzt werden kann. Ein Schrauben-
zieher kann namlich nicht nur zum Ausdrehen
von Schrauben benutzt werden, sondern in
Gegenrichtung auch zum Eindrehen, man kann
damit ein klemmendes Fenster aufstemmen,
einen verstopften Abfluss freistochern oder
aber einen Luftballon zum Platzen bringen.
Dieser ,,Zweckiiberschuss® gilt fir alle Mit-
tel. Wahrend ich dieses Problem im Falle des
Schraubenziehers einfach durch Ausprobieren
16sen kann, ist dies im Fall des homdotischen
Regulationsmodells nicht so einfach. Hier miis-
sen wir uns vielmehr genauer ansehen, von
welchen Fragestellungen das Modell ausging,
welches  Hintergrundwissen verfiigbar war
und welche Theorien vorlagen. Dies schliefit
ebenfalls mit ein, dass wir das ,urspriing-
liche“ Modell, das in engem Zusammenhang
mit Beobachtungen am Modellorganismus
D. melanogaster stand, auch auf andere
Félle erweitern konnen. Diese Erweiterung
des Blickfelds zeigte sich ja als ein wesent-
liches Moment von Modellierung. Das oben
geschilderte Beispiel der Ubertragung auf Ara-
bidopsis illustriert auch, wie wichtig es ist, dass
solche Erweiterungen immer von experimen-
teller Uberpriifung begleitet werden - nur iiber
die experimentelle Uberpriifung der Impli-
kationen eines Modells ldsst sich feststellen,
inwiefern eine Modellierung angemessen
ist. Im Fall der Embryogenese war es nur
die experimentelle Uberpriifung, wodurch
die eigentlich sehr plausible Ubertragung als
nicht angemessen erkannt wurde. Gemeinsam
ist beiden Modellierungen aber, dass es um
Erklarungen der Embryogenese ging, einmal
bei Insekten, im anderen Fall von Pflanzen.

Ein wesentlicher Verwendungszweck von
Modellen in Biologie ist also die Erklirung.
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Was eine Erklirung sei und welche Ele-
mente sie beinhalte, ist in der Wissenschafts-
theorie ausfithrlich und auf komplexe Weise
diskutiert worden. Formalisierungen wie
das  Hempel-Oppenheimer-Schema  sind
Ergebnisse dieser Debatte, die wir aber
gar nicht bendétigen, um das Wesen einer
Erkldrung verstehen zu koénnen. Wenn wir
etwas erkldren, dann geben und nehmen wir
Griinde. Erklarungen antworten also auf Fra-
gen — und zwar auf ganz unterschiedliche, was
wir durch Fragepartikel wie ,Warum blinzelst
du?, ,Wie hast du das befestigt?", ,Wo ist der
Kamm?“, ,Wann solltest du das Manuskript
abgeben?, ,Wieviel ist 8 geteilt durch 47
~Wohin fihrst du nochmal?“, ,Woher hast
du das denn?“ oder ,Wodurch wird der Teig
so hoch?“ anzeigen. Die Antwort gibt dann
einen Grund fiir das, wonach gefragt wurde,
wie etwa ,weil ich miide war®, ,indem ich es
angendht habe®, ,,im Kithlschrank, wo sonst?*
seigentlich gestern, ,zwei, ,nach Ham-
burg®, ,aus der Bibel, ,durch Backpulver®
Erklarungen sind also keine Spezialitit von
Wissenschaften, sondern lebensweltlich und
alltiglich vertraute Formen der Verstindigung
tiber Umstdnde, in denen wir uns befinden
oder in die wir geraten sind.

Ganz allgemein gesprochen erkliren wir
also einen Sachverhalt dadurch, dass wir auf
einen anderen Sachverhalt verweisen. So kon-
nen wir zum Beispiel erkliren, warum Herr
Mayer tot vor seiner Wohnungstiire liegt,
indem wir auf die neben seinem Kopf liegen-
den Ziegelstiicke verweisen und den herunter-
gefallenen Ziegel als Ursache seines Ablegens
annehmen. Stellen wir nun aber fest, dass sich
an seinem Schidel gar keine Druckspuren fin-
den, konnte es sich um eine blofle Korrelation
gehandelt haben und die Ursache vielleicht in
einem Herzinfarkt begriindet sein. Immer-
hin aber ldsst sich das Beispiel so weit ver-
allgemeinern, dass wir einen vorliegenden
Sachverhalt - Herr Mayer liegt tot vor seiner
Wohnung, und Bruchstiicke eines Ziegels liegen
daneben - als Fall einer Regel auffassen. Immer
dann, wenn ein Gegenstand hinreichenden
Gewichts auf einen menschlichen Schidel
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auftrifft, kann dies zum Tod des Getroffenen
fithren. Da Bruchstiicke eines Ziegels neben
dem Toten liegen und der Ziegel ein hin-
reichendes Gewicht hatte, schlieflen wir aus
dieser Regel, dass der Ziegel die Ursache des
Todes von Herrn Mayer gewesen sein miisste.
Wie tiberzeugend dieser Grund auf uns wirkt,
hat oft damit zu tun, wie grofl die Detailtiefe
unsere Erklirung ist. Wenn uns ein Passant
erzdhlt, dass vor fiinf Minuten weder Herr
Mayer noch der Ziegelstein auf dem Gehsteig
lagen, als er vorbeiging, dass er aber, kurz nach-
dem er um die Ecke gebogen war, einen dump-
fen Aufprall gehort hatte, sind wir eher geneigt,
der Erklirung zu glauben, weil hier weitere
Bedingungen hinzukommen. Wenn uns die
Nachbarin aber dariiber aufklirt, dass der Zie-
gel doch schon letzte Woche heruntergefallen
sei, wiirden wir wohl eher zu zweifeln beginnen
und die Erklarung als gescheitert betrachten.
Wissenschaftliche  Erkldrungen weisen
nun - bei allen wichtigen Unterschieden -
grundsitzliche Gemeinsamkeiten mit diesem
lebensweltlichen Vorgehen auf:
1. Es gibt einen Regelteil. Im Alltag sind
das mehr oder minder bestétigten Ver-
mutungen, Annahmen, Erwartungen
oder gar Vorurteile oder andere For-
men von Erfahrungswissen, die wir
als ,normal, ,,iblich, oder ,,gew6hn-
lich® ansehen. Bei wissenschaftlichen
Erkldrungen sollten hier natiirlich
allgemeine, moglicherweise sogar uni-
verselle Regelmifligkeiten stehen. Das
sind hdufig sogenannte Naturgesetze
oder experimental davon abgeleitete
Regelmifligkeiten (man denke etwa an
die Fick’schen Gesetze der Diffusion,
die Stoke‘schen Reibungsgesetze oder
die Gesetze zur laminaren Strémung).
Die hdufig diskutierte Frage, ob die
Gasgesetze oder das Ohm’sche Gesetz
Naturgesetze reprasentieren, ist hier
unwichtig — wir verlangen von den in
wissenschaftlichen Erklarungen ver-
wendeten Regelmiafligkeiten, dass sie sich
auf klar definierte Typen von Umstédnden
beziehen und dann aber auch fiir alle

Situationen dieses Typs giiltig sind.

Dies sollte unabhéngig davon sein, wer
dieses Experiment durchfiihrt oder ob
das Experiment nun in Toronto oder in
Moskau durchgefiihrt wird. Solche Natur-
gesetze sind, wie man sagt, situations-
und personeninvariant.

. Damit wir von diesem Regelteil auf

den Einzelfall (etwa den Fall dieser
Boule-Kugel, die ich jetzt in diesem
Moment loslasse) schliefSen kann,

muss diese Situation, die ich gerade

vor mir habe, in standardisierter Form
beschrieben werden, um sie als einzelnen
Fall des allgemeinen Gesetzes bestimmen
zu kénnen. Wenn wir die Verdnderung
der Geschwindigkeit von Gegenstanden
messen wollen, die wir ,,zur Erde fallen
lassen, dann sind die Gegenstinde hin-
sichtlich bestimmter Kriterien wie etwa
Masse, Geometrie, Homogenitit des
Materials oder Oberflichenbeschaffen-
heit zu standardisieren. Die Kugeln also,
welche wir am Ende in die Fallrinne legen
oder vom Turm zu Pisa hinunterfallen
lassen, sind keine ,,natiirlichen Gegen-
stinde®, sondern wir haben sie zuvor
entsprechend vorbereitet, um dieses
Experiment durchfithren zu kénnen
(und sei es dadurch, dass wir nur so tun,
als ob es homogene Kugeln mit idealer
Oberflache seien). Diese Kugeln sind
also jetzt, in diesem Zusammenhang,
von uns hergestellte Artefakte. Dasselbe
Verfahren wenden wir an, wenn wir

mit Modellorganismen arbeiten — wir
standardisieren sie, indem wir zum Bei-
spiel homozygote Linien ziichten, um
einen Mutantenphénotyp bestimmen zu
konnen, indem wir die Genexpression zu
einem ganz definierten Zeitpunkt nach
der Behandlung messen oder indem wir
den Zyklus sich teilender Zeilen synchro-
nisieren, um individuelle Unterschiede
moglichst klein zu halten. Genau dies,

so die durchgidngige These des gesamten
Buches, ist ja das besondere von Modell-
organismen: Es handelt sich nicht um
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Naturgegenstidnde, sondern um teilweise
fast schon ,,industriell bereitgestellte
Artefakte, und von diesen gilt eben,
dass sie nicht auf Biumen wachsen. Ob
wir den Mechanismus der Synthese des
Pflanzenhormons Ethylen studieren
und dafiir die Keimung unserer Modell-
pflanzen durch genau abgestimmte
Belichtung und Kaltebehandlung strati-
fizieren, oder ob wir die Fettsdure-
synthese aus Acetyl-CoA aufkliren
wollen und dafiir nur analytische reine
Substrate einsetzen, deren chemische
Eigenschaften moglichst gut zu kontrol-
lieren sind - es handelt sich nicht um
»natiirliche® Objekte. Dies gilt ibrigens
mehr oder minder fir alle experimentell
gestiitzten Wissenschaften.

3. Auch die Messmethode muss einer
Standardisierung unterzogen werden.
Storende Faktoren, die unsere Messung
verfilschen konnten, miissen moglichst
abgepuffert werden - Schwankungen
der Temperatur versuchen wir ebenso
auszuschliefSen wie Vibrationen durch
vorbeifahrende Straflenbahnen, um eine
moglichst sichere Messung zu erreichen.
Wenn wir etwa die Menge eines Tran-
skripts iiber qPCR bestimmen, gehdren
nicht nur mehrere biologische Replika
zum Standard, um Schwankungen
unseres Modellorganismus zu bertick-
sichtigen, sondern es muss auch jede
Bestimmung in mehreren technischen
Replika durchgefithrt werden, um so
die Variation in der Messung selbst
bestimmen zu kénnen.

4. Schliefilich sind auch die Experimentie-
renden selbst Teil der Standardisierung.
Viele Methoden erfordern handwerk-
liches Geschick, und dies geht iiber die in
der Arbeitsanweisung moglichst genau
beschriebenen Schritte oft hinaus. Fiir
viele Methoden, etwa Mikroinjektion,
Transplantationen oder histologische Pré-
parationen, muss man erst eine geraume
Zeit tiben, bis man die fiir dieses Feld
geforderte Fingerfertigkeit erworben hat.
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Erst dann hat es iiberhaupt Sinn, mit dem
eigentlichen Experiment zu beginnen, weil
erst dann die notwendige Standardisierung
des Experimentators selbst erreicht ist.

Zusammenfassend konnen wir daher sagen,
dass die experimentelle Einzelsituation, die
unter ein bestimmtes Gesetz fallen soll, eben
nicht ein Einzelfall ist, sondern eigentlich
Vertreter eines Typus - denn jede beliebige
Wiederholung dieses Experiments ist zwar
hinsichtlich ihrer Details ein Einzelfall, aber
weist eben immer auch die wesentlichen
Merkmale dieses Situationstyps auf, den wir
mit diesem experimentellen Aufbau verwirk-
licht haben. Die Reproduzierbarkeit ist eine
zentrale Forderung experimentellen Arbei-
tens. Wir erkldren diesen Einzelfall also als
Auspragung eines experimentell standardi-
sierten Situationstyps. Diese Erkldrung sollte
gleichzeitig zu den Erkldrungen passen, die
wir vorher schon angefertigt haben und die
wir als korrekt annehmen. Sie wird ihrerseits
die Basis sein, fiir Erkldrungen, die wir in der
Zukunft anfertigen werden.

Erklarungen sind also in der Regel nicht
unverbundene, gleichsam atomare Bausteine,
sondern sie beziehen sich auf frither schon
angefertigte Erkldrungen und damit auf schon
geltendes Wissen. Diese Vorldufer unse-
rer Erklirung gehéren ebenso dazu wie die
Erklarungen, die wir kiinftig davon ableiten
konnen. Eine Erkldrung ist also kein in sich
abgeschlossenes Ding, sondern ein Schritt auf
einem Weg. Der urspriingliche Eindruck, dass
Modelle einfach nur Gegenstinde abbilden
oder représentieren, hat sich nun grundsitz-
lich verandert, weil wir nun verstehen, dass
Modelle vor allem Mittel (und Stationen)
wissenschaftlicher Erkldrungen.

8.8 Auch mit Beispielen kann man
erklaren

Modellbildung und Theorie stehen in einem
wechselseitigen Verhdltnis. Einerseits fithrt die
Modellierung zur Bildung von neuen Theorien,
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andererseits wird sie von zuvor gebildeten Theo-
rien geleitet. Auch wenn Modelle und Theorien
uns helfen, mithilfe von Experimenten einen
Teil der Welt erfahrbar zu machen und dieser
Welt einen Teil ihrer Geheimnisse zu entrei-
L3en, sind sie doch nicht Teil der uns erfahrbaren
Welt. Wenn wir in ein Mitochondrium hinein-
schauen, koénnen wir den Citratzyklus nicht
sehen, ebenso wenig, wie wir die Codonsonne
an einem Ribosom beobachten konnen. Beide
Modelle ermdéglichen uns jedoch, das, was
wir in Mitochondrien oder an Ribosomen
beobachten, in einen sinnvollen Zusammen-
hang zu stellen und sogar vorherzusagen, was
vermutlich als Néchstes geschehen wird.

Was aber kommt bei Modellen dazu, was
in der Welt nicht erfahrbar ist, was erlaubt es
uns, unsere experimentell gewonnenen Daten
zu ordnen, ohne selbst der Welt der Daten
anzugehoéren? In der Einleitung zu diesem
Buch hatten wir die Nutzung von Metaphern
als einen moglichen Weg angegeben, um aus
der Ebene der experimentell erzeugten Daten
auf die Ebene der Modellierung vorzudringen
(» Kap. 1). Diese metaphorische Beschreibung
beruht auf einem ,,s0 etwas wie“ — so kénnen
wir Elektronenbahnen als ,,so etwas wie“ eine
Planetenbahn, eine Lunge als ,,s0 etwas wie®
einen Blasebalg, das Vertebratenauge ,als so
etwas wie® eine Kamera oder die Kooperation
von Tieren einer Population ,als so etwas
wie“ eine Spielstrategie darstellen, obwohl
uns klar ist, dass Elektronen keine Planeten
sind, sowenig wie Augen Kameras, Lungen
Blasebdlge oder Verhaltensweisen Strategien.
Es handelt sich eben um Metaphern, und der
Ubergang zum Modell benutzt dieses ,,x ist so
etwas wie y“ gerade nicht als Gleichsetzung,
sondern als Vergleich. Wie schon in » Kap. 1
ausgefiihrt, miissen wir, um vergleichen zu
konnen, von bestimmten Aspekten absehen,
wihrend andere, von uns als wichtig erachtete
Aspekte, in den Vordergrund geriickt wer-
den. Wir haben die Wirklichkeit vor uns also
gefiltert und fiir einen bestimmten Zweck
einen Teil herausgegriffen. Nur so gelingt
es uns namlich, diesen Teil dieser Wirklich-
keit {iberhaupt begreifen zu konnen. Dieses

Herausgreifen als Metapher er6ftnet uns einen
Weg, auf der Grundlage der experimentell
erzeugten Wirklichkeit (also den im Experi-
ment hervorgebrachten Daten), Information
hervorzubringen:

Wenn wir den Strahlengang einer
Sammellinse kennen, dann koénnen wir
aus dem Bild auf der Retina Informationen
iiber die Funktionsweise der Linse gewin-
nen. Wenn wir das Modell genetischer
Koppelung kennen, dann fithren uns die
Daten  bestimmter ~Merkmalsverteilungen
zu Informationen tiber den Koppelungsgrad
der Gene und damit @iber ihre Anordnung
auf dem Chromosom. Modelle liefern uns
also das Wissen, womit wir aus (andern-
falls bedeutungslosen) Daten Informationen
erzeugen konnen, wir nutzen sie gleichsam als
Anleitungen, wie wir mit den Daten umgehen
sollen.

Was wir hier mithilfe des Modells tun,
ist eine sogenannte Abduktion, die sich von
den Kklassischen Verfahren Induktion und
Deduktion unterscheidet: Bei der Induktion
gehen wir von Einzelfillen zu allgemeinen
Aussagen iiber (dieser Rabe ist schwarz, die-
ser auch ... — also sind alle Raben schwarz).
Hingegen hebt Deduktion auf die Spezialisie-
rung von allgemeinen Regeln zu Einzelfillen
ab (alle Zahlen, die durch 4 teilbar sind, las-
sen sich durch 2 teilen; die 8 ist durch 4 teil-
bar, also muss sie ebenfalls durch 2 teilbar
sein). Modellierende Abduktion besteht nun
darin, regelmiflige Zusammenhinge, die sich
in einem bestimmten Bereich bewdhrt haben,
auf einen anderen Bereich zu tibertragen und
die daraus gezogenen Schliisse zu tiberpriifen
(Modellierende Abduktion und die Entdeckung
der Mikrotubuli).

Modellierende Abduktion und die
Entdeckung der Mikrotubuli

Die Mikrotubuli sind als Bausteine der
Teilungsspindel fir alle eukaryotischen
Zellen zentral, und haufig wird vermutet,
dass sie auch in diesem Zusammenhang
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entdeckt wurden. Dem ist aber nicht

so — vielmehr wurden sie im Rahmen
einer modellierenden Abduktion an
Pflanzenzellen zunachst vorhergesagt und
dann, kurz darauf, mithilfe von Elektronen-
mikroskopie sichtbar gemacht.
Ausgangspunkt dieser Entdeckungs-
geschichte waren biophysikalische
Uberlegungen von Paul Green zum
Streckungswachstum von Pflanzen.

Da differenzierte Pflanzenzellen fast
vollstandig von einer Zentralvakuole
ausgefillt werden und sich in der Regel

in einer wassrigen Umgebung befinden,
in der gewohnlich nur wenig Stoffe

gelodst sind (ganz im Gegensatz zu
unseren Korperzellen, die sich in einer
durch unsere Nieren streng regulierten
isotonischen Umgebung befinden), ist
das Wasserpotenzial im Zellinnern viel
negativer als in der Umgebung, weil

hier viele Molekile wie lonen, Zucker

oder Proteine gel6st sind. Aufgrund der
Semipermeabilitdt von Biomembranen
kénnen diese geldsten Molekile nicht aus
der Zelle hinaus, das Wasser stromt jedoch
fortwdhrend in die Zelle ein (Osmose),
sodass sich die Zelle eigentlich ausdehnen
musste. Die aus dehnbaren Cellulosefasern,
den Mikrofibrillen, aufgebaute Zellwand
begrenzt diese Dehnung jedoch, sodass
ein Druck des Zellinnern auf die Zellwand
aufgebaut wird, der sogenannte Turgor. Es
sei hier nur am Rande erwahnt, dass diese
Erkldrung letztendlich auch wieder auf
einem Modell beruht, dem Pfeffer'schen
Osmometer (gleichzeitig ein Gerat, mit
dem sich das osmotische Potenzial einer
Lésung messen lasst).

Auf der Grundlage dieser Modellierung
schlug Paul Green vor, dass eine
wachsende Zelle im Grunde als sich
ausdehnender Zylinder gesehen werden
konnte, bei dem ein innerer Druck in
allen Richtungen auf die Wande einwirkt,
die daher einen Teil der Kraft auffangen,
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sodass eine Wandspannung (englisch
strain) entsteht (Green 1962). Hier liegt
also eine typische Metapher vor: Eine
wachsende Pflanzenzelle ist ,so etwas
wie” ein sich ausdehnender Zylinder

mit dehnbaren Wanden. Paul Green

sieht hier vollig davon ab, aus welchen
Molekiilen die Wande bestehen, durch
welche im Zellsaft gelosten Molekiile

das negative osmotische Potenzial
entsteht oder ob es sich um eine Zelle
einer Getreidekoleoptile oder um

die Riesenzelle eines Armleuchter-
algen-Internodiums handelt (mit diesen
Zellen hat er tatsachlich gearbeitet). All
diese Aspekte sind fiir seine Modellierung
irrelevant — es geht ihm ausschlielich
um die biomechanischen Aspekte der
pflanzlichen Zelle.

Die Kréfteverhdltnisse in einem Zylinder
lassen sich physikalisch beschreiben.

Sie hdngen davon ab, auf welche
Projektionsflache die entsprechende
Komponente wirkt und wie dick die
Stdrke der Wand ist. Nimmt man ein
Gleichgewicht der Kréfte an, missen Stress
und Spannung in Richtung von Langs-
und Querachse gleich groB sein. Fiir

diese Situation zeigt sich, dass der Stress
in Querrichtung doppelt so grof3 wird

wie der Stress in Langsrichtung. Dieses
Verhéltnis ist unabhdngig davon, wie gro3
der Zylinder ist oder ob es sich um einen
langen oder einen gedrungenen Zylinder
handelt. Dieses Verhaltnis ist allein durch
die Geometrie des Zylinders bedingt. Paul
Green (1962) kam nun zum Schluss, dass
ein sich ausdehnender Zylinder, dessen
Wande in allen Richtungen gleich dehnbar
sind, aufgrund der doppelt so groRen
Querstresskomponente in Querrichtung
wachsen musste und sich daher eigentlich
gar nicht verldngern kann.

Nun kommt der Schritt der Abduktion:
Wenn man nun dieses mechanische
Modell des sich ausdehnenden Zylinders
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auf Pflanzenzellen tbertragt, die ja nun
tatsachlich in die Lange wachsen und
dies sogar in erheblichem Ausmaf3, muss
man folgern, dass hier die Dehnbarkeit
der Wand eben nicht in allen Richtungen
gleich sein kann. Vielmehr muss man
annehmen, dass sie in Langsrichtung
hoch, in Querrichtung aber niedrig sein
sollte. Green postulierte daher eine
Anisotropie der Zellwanddehnbarkeit. Da
die Zellwand vor allem aus Cellulosefasern
besteht, lieBe sich eine solche Anisotropie
der Zellwand dadurch erreichen, dass
diese Fasern nicht zuféllig liegen,
sondern in parallelen Biindeln quer zur
Hauptachse des Zylinders (also nach

Art von Fassdauben) organisiert sind.
Durch eine solche Anordnung wiirde

nun die Ausdehnung des Zylinders

in die Ldngsachse umgelenkt, sodass

der Zylinder sich verlangern wirde.
Green sprach von einem reinforcement
mechanism, der die Streckung pflanzlicher
Zellen aufrechterhalten misse. Diese
Modellierung fiihrte ihn nun zur ndchsten
Frage: Wenn die Orientierung der
Cellulosefasern kontrolliert wird, muss

es etwas geben, was die Bewegung der
entsprechenden Enzyme (sogenannte
Cellulose-Synthase-Komplexe) in der
Plasmamembran so lenkt, dass sie sich
quer zur Zellachse bewegen und auf der
AulBlenseite der Membran eine ,Spur”

aus Cellulose zuriicklassen. Es miisse also
innerhalb der Zellmembran ,so etwas
wie” eine Schiene geben, entlang der
diese Enzymkomplexe mithilfe von ,so
etwas wie” einem Motor entlanggezogen
wirden. Diese ,Schienen” mussten

daher winzig kleine R6hrchen (micro-
tubules) sein, die an der Innenseite der
pflanzlichen Zellmembran vorkommen.
Diese zu diesem Zeitpunkt mehr als
kiihne Vorhersage motivierte Keith
Roberts Porter und Myron Ledbetter dazu,
mithilfe der noch neuartigen Elektronen-

mikroskopie nach diesen micro-tubules zu
suchen. In der Tat wurden sie fiindig und
stellten dann fest, dass diese micro-tubules
nicht nur, wie von Green vorhergesagt,
an der Innenseite pflanzlicher
Zellmembranen zu finden sind, sondern
auch die Fasern der Teilungsspindel
bilden (Ledbetter und Porter 1963).

Die Entdeckung der Mikrotubuli ldsst sich
also auf einen Prozess der mehrfachen
Abduktion von Modellen zurlickfiihren, der
mit der Modellierung einer pflanzlichen
Zelle in Form des Pfeffer’'schen
Osmometers seinen Anfang nahm,

dann in dem Green’schen Modell eines
dehnbaren Zylinders einer physikalischen
Modellierung zugefiihrt wurde und
schlieBlich in einem weiteren Modell
mindete, das erklarte, wie die Richtung
von Cellulosefasern bestimmt wird. Dieses
Modell lenkte dann die gezielte Suche
nach bisher unbekannten zelluldren
Komponenten an einer vorhergesagten
Stelle und in einer vorhergesagten

Form. Damit ist die Geschichte dieser
Modellierung jedoch nicht zu Ende. In
Form einer weiteren Abduktion wurde
das Mikrotubuli-Cellulose-Modell dann
dazu eingesetzt, den Phototropismus (die
Kriimmung von Pflanzen zum Licht hin)
Uber eine vom Pflanzenhormon Auxin
ausgeldste Umrichtung der Mikrotubuli zu
erklaren (Nick et al. 1990).

Uber modellierende Abduktion gelangen wir
also zur Abstraktion und gelegentlich auch
zu Theorien: Darwins Ziichtungsmodell der
Selektion erlaubte es, Evolution vor allem
unter dem Blickwinkel der Reproduktion
neu zu betrachten, was ihm erlaubte, vor-
her nicht verbundene Beobachtungen zu
einer Erklirung zu verbinden. Induktion,
Deduktion und Abduktion sind also Formen
der Erklarung, die regelmaf3ig gemeinsam vor-
kommen und fiir die Bildung wissenschaft-
licher Theorien auch alle benétigt werden.
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8.9 Allgemeine Kriterien der
Modellbildung

Nachdem wir uns nun exemplarisch For-
men der Modellierung in der Biologie, ihre
Rolle beim Erkldren, ihre Grenzen und ihre

Wirkmaichtigkeit — vergegenwirtigt  haben,

wollen wir zum Abschluss noch einmal auf all-

gemeine Kriterien der Modellbildung sehen.

Es soll hier nicht unser Ziel sein, ,die“ Theo-

rie ,des“ Modells entwickeln zu wollen - um

Modellbildung erfolgreich auf biologische

Fragestellungen anwenden zu konnen, ist

dies auch gar nicht notig; die Darstellung

der deskriptiven (,Modell von®) und pri-
skriptiven (,,Modell fir) Momente reicht voll-
kommen aus. Wir wollen vielmehr die oben
entwickelten Gedankenginge mit den all-
gemeineren Uberlegungen von Stachowiak zur

Modellbildung vergleichen, die wir in » Kap. 1

schon kurz gestreift hatten. Stachowiak hat

die iiblichen Kriterien der Verwendung von

Modellen prignant zusammenfasst, und

es lohnt sich, diese Passage aus seiner All-

gemeinen Modelltheorie im originalen Wort-

laut anzuschauen (Stachowiak 1973):

1. Abbildmerkmal: Modelle sind stets
Modell von etwas, ndmlich Abbildungen,
Repridsentationen natiirlicher oder
kiinstlicher Originale, die selbst wieder
Modelle sein kénnen.

2. Verkiirzungsmerkmal: Modelle erfassen
im Allgemeinen nicht alle Attribute des
durch sie reprasentierten Originals,
sondern nur solche, die den jeweiligen
Modellschaffern und/oder Modell-
benutzern relevant erscheinen.

3. Pragmatisches Merkmal: Modelle sind
ihren Originalen nicht per se eindeutig
zugeordnet. Sie erfiillen ihre Ersetzungs-
funktion
a) fur bestimmte — erkennende und/oder

handelnde, modellbenutzende - Sub-
jekte,
b) innerhalb bestimmter Zeitinvervalle und
¢) unter Einschrankung auf bestimmte
gedankliche oder tatsdchliche Operationen.
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Uber-

Im Wesentlichen stimmen diese
legungen mit unseren iiberein - es gibt aber
auch einige wichtige Unterschiede. Mit sei-
nem Abbildmerkmal besteht Stachowiak auf
dem représentationalen Aspekt aller Modelle.
In unserer Argumentationskette befasst er
sich also nur mit Modellen von, also nur mit
solchen Zusammenhingen, in denen das
»Original® vorliegt oder bekannt ist. Unsere
Erweiterung sieht hingegen vor, dass alle
Modelle von immer auch Modelle fiir sind,
nicht jedoch umgekehrt. Der Vorteil dieser
Erweiterung liegt in der in » Abschn. 8.8 ent-
wickelten Moglichkeit zur Abduktion. Wie
wir am Beispiel der Modelliibertragung von
Drosophila auf Arabidopsis gesehen haben, ist
diese Abduktion nicht nur wichtig, um eine
Theorie entwickeln zu konnen, sondern ist oft
auch nétig, um einen Gegenstand iiberhaupt
fir die wissenschaftliche Forschung erschlie-
en zu konnen.

Wie steht es nun mit dem Verkiirzungs-
merkmal? Zunichst einmal stellt man eine
Ahnlichkeit zu unseren Uberlegungen fest.
Da jedes Modell immer auch Modell fiir
ist, folgt, dass jedem Modell Zwecke unter-
liegen. Diese Zwecke werden durch die Ver-
wendenden bestimmt, hier also durch die
Forschenden, die Formbildung bei Droso-
phila oder Arabidopsis erkliren mochten.
Wir kennen also schon, bevor wir mit der
eigentlichen Modellierung beginnen, die von
Stachowiak so genannten ,relevanten Attri-
bute“ (damit sind Eigenschaften gemeint).
Wir wihlen also bestimmte Attribute aus,
andere vernachldssigen wir. Ob diese Auswahl
erfolgreich war, konnen wir aber erst nach
Abschluss der Modellierung sagen - denn das
Abbildmerkmal hilft uns bei einem Modell
fiir nicht wirklich weiter. Aber dies gilt fiir
jede Art empirischer Forschung, im Grunde
jede Art wissenschaftlicher Forschung iiber-
haupt: Der Erfolg kann erst retrospektiv, nach
Abschluss der Handlung (oft sogar erst viele
Jahre spiter) festgestellt werden (Das Ver-
kiirzungsmerkmal beim Modell fiir). Eigent-
lich wird damit der Ausdruck ,Verkiirzung*
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sinnlos, verkiirzen kénnen wir die Liste der
Attribute eines Modells ja nur, wenn wir schon
wissen, welche relevant sind. Das wissen wir
aber eben erst hinterher. Ahnlich wie schon
beim Abbildmerkmal gibt dieses Verkiirzungs-
merkmal nur eine reduzierte Sicht auf die
Modellierung wieder (wobei hier Stachowiaks
tibermiflige Reduktion eine Folge dessen ist,
dass nur Modelle von betrachtet werden).

Im dritten Merkmal, dem Pragmatis-
mus, herrscht dagegen weitgehend Uberein-
stimmung. Jedes Modell dient jemandem fiir
einen bestimmten Zweck, ist also adressiert.
Damit ist gemeint, dass Modelle nicht einfach
so Informationen tiber oder von etwas liefern,
sondern nur ,fiir jemanden’, hier also unsere
Biologen, die wissen, wie und warum sie das
Modell verwenden mochten. Dies soll nicht
heiflen, dass Modellieren ,,subjektiv® wire im
Sinne von ,fiir den so, fiir jenen anders® Im
Gegenteil ist hier mit ,,Subjekt” gemeint, dass
jene, die Modelle verwenden, dadurch zu
Wissen gelangen, was es ihnen erst erlaubt,
die Ergebnisse der Modellierung zu ver-
stehen. Wir haben dies oben mit der Formu-
lierung wiedergegeben, dass Daten erst dann
zu Informationen werden, wenn ein Wis-
sen vorliegt, das die Auswahl der relevanten
Daten gestattet — genau das ist hier gemeint.
Diese Adressierung ist gerade bei den Modell-
organismen ein wichtiges Merkmal. In dem
Augenblick, wo wir einen Modellorganis-
mus finden oder entwickeln, der fiir unsere
Fragestellung geeigneter erscheint, werden
wir auf diesen iibergehen. In der modernen
Biologie zeigt sich diese Adressierung oft in
Form methodischer Zuginglichkeit, und sol-
che Uberginge sind hiufig zu beobachten,
wenn neue methodische Ansédtze zur Ver-
fiigung stehen: Wihrend etwa ein Jahrhundert
lang die Koleoptile von Hafer als Modell
fir die Untersuchung des Phototropismus
beherrschend war, weil dieses System auf-
grund seiner extrem homogenen Keimung fiir
physiologische Versuche ideal geeignet und
gleichzeitig grofy genug war, um damit auch
feinmotorische Manipulationen wie das

asymmetrische Aufsetzen von Agarblockchen
oder teilweise Entfernung der Koleoptilspitze
durchfithren zu konnen, traten diese Vorziige
in den Hintergrund, als ab Mitte der 1980iger
Jahre die Molekulargenetik zur dominieren-
den biologischen Methode wurde. Nun waren
plotzlich ganz andere Merkmale zentral -
kleines Genom, leichte Transformierbarkeit
oder die Moglichkeit, gesittigte Mutagenese-
kollektionen erstellen zu kénnen. Diese ver-
dnderte Adressierung der Modellierung fiihrte
nun dazu, dass die Haferkoleoptile als Modell
vollig aus dem Blickfeld geriet und durch Ara-
bidopsis ersetzt wurde (Das Gen hinter Dar-
wins Entdeckung - 100 Jahre Phototropismus
in » Kap.5 Arabidopsis), obwohl der Photo-
tropismus dieses Modells nicht anndhernd
so ausgeprégt ist wie beim klassischen Hafer-
modell. An diesem Beispiel kann man auch
erkennen, dass das Abbildmerkmal véllig in
den Hintergrund getreten ist. Die Ahnlich-
keit hinsichtlich der fiir die Adressierung
wichtigen Kriterien bleibt ohne Bezug auf die
anderen Kriterien: Inwiefern das Hypokotyl
von Arabidopsis einer Haferkoleoptile gleicht,
interessiert uns erst einmal nicht, solange
uns das Hypokotyl von Arabidopsis erlaubt,
die molekulare Identitit des Photorezeptors
Phototropin zu bestimmen. Erst in einem
zweiten Schritt, wenn wir dann versuchen, die
Funktion des homologen Gens aus Hafer im
System Hafer zu verstehen, werden wir mog-
licherweise auf diesen Unterschied noch ein-
mal eingehen. Aber hier haben wir dann ja
nun auch die Adressierung verdndert. Unser
Modellorganismus (Arabidopsis) ist also kein
Abbild des Zielorganismus (Hafer) - ein bes-
seres Abbild als den Zielorganismus selber
kann es ja gar nicht geben. Unser Modell-
organismus ist nur ein Abbild hinsichtlich der
uns interessierenden Aspekte (in diesem Fall
des Gens, das den Photorezeptor codiert).

Wir vereinfachen also - aber in anderer
Weise als es beim Modell von etwas der Fall
wire. Beim Modell von hitten wir das Original
in allen seinen Eigenschaften ja schon vor uns —
also auch in den gerade nicht interessierenden.
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Das Verkiirzungsmerkmal beim Modell
fiir

Beim Verkiirzungsmerkmal lasst sich der
Unterschied zwischen dem Modell von und
dem Modell fiir vermutlich am klarsten
verdeutlichen. Wenn wir nur an der Form
der Backenzdhne fiir die Kronenher-
stellung interessiert sind, werden uns die
Oberflachenbeschaffenheit, die Farbe

des Zahnes, seine Nervenversorgung,

die Verbindung zwischen Zahn und
Knochen Uber die Sharpey-Fasern oder die
Verbindung zum Blutgefa3system nicht
interessieren - all dies wird nicht in das
Modell ibernommen, weil all dies fiir die
Kronenherstellung eben nicht relevant ist.
Das Verkirzungsmerkmal leitet sich also
im Grunde aus dem Pragmatikmerkmal
ab. Der Zweck des Modells hilft uns dabei,
die fiir die Modellierung relevanten
Merkmale des Originals auszuwahlen.
Wenn wir ein Modell fiir nutzen, um damit
zu erklaren, wie die modellierte Struktur
eine bestimmte Funktion hervorbringt,
benutzen wir die Verkirzung gleichsam in
der Gegenrichtung: Wenn wir etwa eine
Glaslinse als Modell fiir das Auge nutzen,
konnen wir allein durch Beschéftigung
mit dieser Glaslinse herausfinden,

dass Krimmung, Dicke, Lange und
Brechungsindex fiir die optischen
Eigenschaften dieser Linse entscheidend
sind, wahrend etwa die Tatsache, ob

wir diese Linse aus gewdhnlichem Glas
oder aus Fluorit hergestellt haben, keine
Rolle spielt. Die Kriterien, nach denen

wir beim Modell fiir die Verkirzung
vornehmen, sind also zunachst am
Artefakt gewonnen — und zwar deshalb,
weil wir dessen Eigenschaften sowie die
Bedingungen der Funktionsausiibung
technisch vollstandig beherrschen. Dieses
Verfahren kdnnen wir daher auch dann
anwenden, wenn wir vom Original noch
recht wenig wissen. Es kann sich zeigen,
dass bestimmte Vereinfachungen, die
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wir am Artefakt vorgenommen haben,
doch nicht angemessen waren (vielleicht
finden wir heraus, dass die Material-
beschaffenheit der biologischen Linse
doch eine groRe Rolle spielt, weil damit
der Brechungsindex gesteuert werden
kann). Wir wirden dann zum Schluss
kommen, dass unsere Verkiirzung also
unsere Erklarung selber tangiert hat

und unsere Modellierung entsprechend
anpassen. Ob die Verkiirzung angemessen
vorgenommen wurde, ergibt sich beim
Modell fiir also a priori am Modell und
wird dann a posteriori (vom Ende her)

am zu modellierenden Original mittels
des Pragmatikmerkmals hinsichtlich
seiner Angemessenheit ,gemessen”.

Beim Modell von gehen wir hingegen
vom zu modellierenden Original aus

und mussen dieses schon sehr gut
kennen, um entscheiden zu kénnen,
welche seiner Aspekte wir flr unseren
Modellierungszweck weglassen kdnnen
und welche nicht. Hier gehen wir also a
priori vom Original aus und ,messen” den
Erfolg der Verkiirzung daran, inwiefern
unser Modell zu unserer Zwecksetzung
passt (etwa, wie gut der Patient, dem wir
die Krone eingesetzt haben, nun zubei3en
kann). Obwohl in beiden Féllen das dritte
Stachowiak’sche Kriterium, jenes der
Pragmatik, Gber den Erfolg der Verkirzung
entscheidet, ist die Arbeitsrichtung genau
umgekehrt.

8.10 Modellieren als Praxis und
als Prozess

Fassen wir unsere Uberlegungen zu den
Besonderheiten von Modellen zusammen:
Modelle konnen bestimmte Aspekte eines
Gegenstandes der wissenschaftlichen For-
schung - und nur auf diese haben wir uns
hier beschriankt — reprisentieren. Wihrend
diese Modelle von vor allem Abbilder der
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Gegenstinde sind, dienen Modellen fiir im
Wesentlichen als Werkzeuge, um Gegen-
stinde, deren Eigenschaften oder Leistun-
gen erarbeitet und erkldrt werden sollen,
beschreiben zu konnen. Modelle fiir sind also
nicht Abbilder, sondern Vorbilder.

Modelle treten also zwischen den (fragen-
den oder Fragen beantwortenden) Wissen-
schaftler und das Objekt seiner Erkldrung.
Sowohl Modelle von als auch Modelle fiir sind
zweckorientiert (Pragmatik) — freilich in ver-
schiedener Weise. Beim Modell von geht es
darum, die im Modell abgebildeten Aspekte
praktisch anzuwenden (das Modell des Zahns
dient etwa dazu, eine passende Fiillung zu
bekommen oder daran etwas genauer zu ver-
messen, als es beim Original aufgrund der
beengten Verhdltnisse im Mund méglich
wire). Beim Modell fiir besteht der Zweck in
der Erkldrung, die man mithilfe des Modells
anfertigen will. Modelle fir sind also vor
allem Werkzeuge der Erkenntnis, und darin
liegt ihre eigentliche Pragmatik. Modelle sind
immer auch verkiirzt — sie geben also nicht
»den Gegenstand an sich“ wieder, sondern
nur jene Aspekte und nur auf die Weise, die
fiir die Fragestellung relevant sind (dies gilt
fiir Modelle von und Modelle fiir gleicherma-
len, aber die Verkiirzung erfolgt in entgegen-
gesetzter Richtung, wie wir in » Abschn. 8.9
ausgefithrt haben). SchliefSlich erweisen sich
Modelle als adressiert, denn erst mit Blick auf
die Fragestellung und die erwartete Antwort
konnen die Resultate der Beschreibung und
Erklarung verstanden werden.

Nun war in den vorangegangenen
Abschnitten immer wieder von Beschreibung
die Rede, und dies ist sinnvoll, weil fiir
Erklarungen Gegenstinde so beschrieben
werden miissen, dass sie der Erklarung iiber-
haupt zuginglich werden. Dies fithrt zu
der Frage, warum eigentlich tiberhaupt von
Modellierung die Rede ist und nicht einfach
von Beschreibung.

Der Unterschied zwischen beschreiben
und modellieren sei hier beispielhaft fiir die
elektrischen Eigenschaften von Neuronen
herausgearbeitet: Sicher sind Neurone keine

elektrischen Leiter in einem technischen Sinn;
sie kénnen aber als solche beschrieben wer-
den, was so viel heift wie: Wir ordnen dieser
Beschreibung als Leiter alle weiteren Aspekte
und Eigenschaften unseres Gegenstands (der
Neurone) unter, von denen wir wissen, dass
sie mit diesem Leitungscharakter zusammen-
hingen. Bei der Beschreibung werden wir
uns also auf jene Aspekte konzentrieren, die
fir elektrische Strome, die Ausbildung von
Spannungen oder fiir die Entstehung eines
Ohm’schen Widerstands relevant sind. Wir
werden uns also mit den Nernst-Potenzia-
len der iiber die Membran transportierten
Ionen befassen, uns mit spannungsabhéngigen
Ionenkanidlen auseinandersetzen oder die
Dicke der Membran und die Myelinscheide
in unsere Betrachtung mit einbeziehen. Hin-
gegen werden wir andere Aspekte von Nerven-
zellen ausblenden, etwa den Transport von
Vesikeln entlang der Mikrotubulibiindel im
Axon oder die unterschiedliche posttranslatio-
nale Modifikation der Mikrotubuli zwischen
dem dendritischen und dem axonalen Pol
des Zellkorpers. Um zu dieser Beschreibung
gelangen zu konnen, mussten zuvor in miih-
samer Arbeit diese ganzen Aspekte gemessen
werden - in dieser Beschreibung sind also
zahlreiche Modellierungen verborgen, deren
Vorhersagen dann experimentell {iberprift
wurden. Die Beschreibung ist also das Produkt
einer komplexen priparativen Intervention an
dem - hier als Leiter - modellierten Gegen-
stand. Der schon in » Kap. 1 erlduterte Begriff
der Beschreibung erhdlt also durch die Nut-
zung von Modellen eine besondere Anbindung
an experimentelle Praxis. Dies rechtfertigt also,
dass wir beschreiben von modellieren unter-
schieden haben: Sicher ist modellieren immer
auch beschreiben, aber umgekehrt gilt das
nicht immer - wir konnen Gegenstinde sehr
wohl beschreiben, ohne zu modellieren. Frei-
lich ist diese Form der Beschreibung gleichsam
oberfldchlich ohne den Versuch, in das Wesen
des beschriebenen Gegenstands einzudringen.
Wenn wir modellierend beschreiben, wire
es vielleicht genauer von ,beschreiben als“ zu
sprechen.
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Vielleicht ist beim Lesen aufgefallen,
dass wir inzwischen von dem Substan-
tiv. Modell von/fiir zum Verbum model-
lieren {ibergegangen sind. Das hat einen
wichtigen Grund: Auf diese Weise konnen
wir das Modell als Resultat von Titigkeiten
verstehen, die, wie wir sahen, sehr unter-
schiedlicher Art sein konnen. Um diese Tatig-
keit erkldren zu koénnen, beziehen wir uns
auf andere Tétigkeiten, die in irgendeiner
Form sinnfillig sind. Um Modelle von zu
erklaren, stellten wir modellieren wesentlich
als abbilden dar, was auf ganz unterschied-
liche Weise getan werden kann. Um Modelle
fiir zu erkldren, gebrauchten wir modellieren
vor allem im Sinne von ,an und mit einem
Gegenstand experimentieren®.

Wenn wir dieses Verstindnis von Modell
nun auf Modellorganismen iibertragen,
wird offensichtlich, dass mit dem Modell-
organismus Drosophila melanogaster mehr
gemeint ist, als die vor uns aus dem Bana-
nenbrei aufsteigende Fruchtfliege. Dieser
Modellorganismus hat und ist eigentlich eine
Geschichte: Eine Geschichte der Verwendung
im wissenschaftlichen Zusammenhang - die
Verwendung fiir die verschiedensten Frage-
stellungen, das Ungentigen fiir einige davon,
der Erfolg fiir andere. Ein Modellorganis-
mus ist in dieser Darstellung also einerseits
ein wirklicher Gegenstand - sogar ein Ding.
Andererseits und zugleich ist er aber auch
Ergebnis eines immer weiter gehenden Pro-
zesses, in welchen die wissenschaftlichen
Erfahrungen aller eingegangen sind, die die-
sen Modellorganismus verwendet haben.
Modelle und Modellierungen sind also ebenso
prozessual und historisch und dadurch Teil
des historischen Prozesses, den wir Biologie
nennen. Wenn wir dieser Sichtweise folgen,
kénnen wir nun nochmals auf die am Anfang
aufgeworfene Frage zuriickgehen, ob es aufler
pragmatischen Argumenten fiir die Ver-
wendung von Modellorganismen auch noch
grundsitzliche Erwédgungen gibt.
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8.11 Die Welt der Modelle und die
Modelle der Welt

In » Abschn. 8.10 haben wir Modelle als Sta-
tionen auf einem Weg dargestellt, Moment-
aufnahmen, die aus vorangegangenen
Momentaufnahmen entstehen und dann wie-
der durch neue Momentaufnahmen abgel6st
werden. Modelle sind also vergingliche
Wesen. Sind sie daher nicht einfach Kriicken,
mit denen wir die Unzuldnglichkeit unseres
Wissens zu kaschieren versuchen? Sollten sie
nicht eines Tages iberfliissig werden, dann
ndmlich, wenn wir so weit vorgedrungen
sind, dass wir die uns interessierenden Vor-
ginge in dem uns interessierenden einzelnen
Lebewesen unmittelbar beobachten kénnen?
Vielleicht kénnten wir bildgebende Verfahren
so weit vorantreiben, dass wir die Expression
des ANTENNAPEDIA-Gens in dieser einen
Fruchtfliege vor uns sehen kénnen, ohne dass
wir auf ein Modell der Genexpression zuriick-
greifen miissten.

Dieser Gedanke erscheint zunichst ver-
lockend, hat aber einen Pferdefufl. Wenn
wir ,diese Taufliege” vor uns ohne die durch
Modellieren errungenen Mittel, Werkzeuge
und Methoden betrachten, werden wir immer
nur bei ,dieser Taufliege“ landen, und das
ausgefallenste bildgebende Verfahren kénnte
nichts daran andern. Erst dadurch, dass wir
»diese Taufliege“ zu ,einer von solchen®
machen, also zu einem Exemplar des Modell-
organismus D. melanogaster, offnet sich uns
die Welt der Erkldrungen ihres Werdens aus
einer rdumlichen und zeitlichen Abfolge von
Genexpression, Diffusion und Verankerung
der Genprodukte, kombinatorische Wechsel-
wirkung und dem An- oder Abschalten von
Zielgenen. Nur durch diesen Ubergang von
»dieser da“ zu ,einer solchen® kénnen wir
also erkldren, wie Gestalt, Segmentierung
oder Gliedmaflen ,dieser Taufliege® vor uns
zustande kommen. Wissenschaft als Suche
nach Gesetzmifligkeiten muss sich ihrem
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Wesen nach vom Einzelnen ablésen. Das
Einzelne als solches ist nicht wissenschafts-
fahig (individuum est ineffabile), sondern
muss erst einmal ,als eines von diesen®
beschrieben werden, um damit wissenschaft-
lich, beispielsweise modellierend, arbeiten zu
konnen.

Wenn wir mit einem Organismus model-
lierend arbeiten, wirkt das in vielen Fillen
auf diesen Organismus zuriick. Das model-
lierend gewonnene Wissen erlaubt uns nim-
lich, diesen Organismus so zu verandern, dass
er fur kinftige Modellierung geeignet wird.
Wir versuchen etwa, {iber eine Mutagenese
abweichende Exemplare dieses Organismus
hervorzubringen, um diese dann als Werk-
zeuge fir genetische Untersuchungen nut-
zen zu konnen. Wir entwickeln Verfahren,
um die Anzucht dieses Organismus standar-
disieren zu konnen, um damit einheitliche
Randbedingungen fiir unsere Experimente
zu erhalten. Oder wir fithren gentechnische
Manipulationen durch, um an diesem Modell-
organismus bestimmte Vorgénge iiberhaupt
beobachten zu kénnen.

Diese technische Zurichtung von Modell-
organismen ist sicher ein Vorgang, in den
vielfiltiges wissenschaftliches Wissen ein-
geht — sie ist aber selber keine Wissenschatft.
Haufig trennt sich diese technische Bereit-
stellung fiir einen experimentellen Zugang
»zugerichteter  Modellorganismen  vom
eigentlichen Wissenschaftsprozess ab und
wird zu einer eigenen Praxis. Die Herstellung,
Charakterisierung, Erhaltung und Erschlie-
fung einer Mutantenkollektion iiber eine
Datenbank ist ein aufwendiges Unternehmen,
das zumeist kollektiv durch die jeweilige
Wissenschaftsgemeinschaft verwirklicht wird.
Durch diese technische Herstellung oder
Zurichtung von Modellorganismen werden
der sich daran anschliefende wissenschaft-
lichen Forschung zahlreiche neue Voraus-
setzungen und damit auch Fragestellungen
zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich zwar
immer noch um ,diese Taufliege da“ — diese
ist aber von ihrem ,natiirlichen Vorbild®
schon weit entfernt und fiir die weitere Praxis

zugerichtet. Solche Werkzeuge erlauben also
weitergehende Modellierungen, im Modell-
organismus selbst, aber auch (durch Uber-
tragung) bei anderen Lebewesen, und sind
daher fiir die moderne Biologie von grofler
Wichtigkeit. Modellierungen nutzen jedoch
nicht nur diese eigens zugerichteten Modell-
organismen als Werkzeuge, sondern auch -
haufig nicht reflektiert — die vorhergehenden,
mithilfe dieser Werkzeuge gewonnenen
wissenschaftlichen Kenntnisse. Der mit der
Herstellung und Zurichtung von Modell-
organismen verbundene technische Auf-
wand hat jedoch auch dazu gefiihrt, dass der
eigentliche Zweck dieser Organismen, die
Welt modellierend zu erkennen, allzu leicht in
den Hintergrund tritt. Wenn das Werkzeug in
Herstellung und Anwendung sehr aufwendig
ist, kann es namlich leicht passieren, dass man
sich vor allem mit dem Werkzeug beschiftigt
und vergisst, wozu man es eigentlich benutzen
wollte. Dies fithrt dann leicht zu Arbeiten, die
von der methodischen und technologischen
Seite her eindrucksvoll sein konnen und auch
Unmengen von Daten hervorbringen (oft im
Hochdurchsatz), aber trotz groflem Aufwand
nur einen bescheidenen Erkenntnisgewinn
nach sich ziehen. Wissen kristallisiert eben
nicht aus der Datenlauge aus, selbst wenn
diese hochkonzentriert ist, sondern muss
modellierend gewonnen werden.

Diese Spannung zwischen der techni-
schen Zurichtung von Modellorganismen und
ihrer spateren Nutzung als Werkzeuge wissen-
schaftlicher Arbeit ist im Grunde nur eine
weitere Facette der Spannung zwischen techno-
logischer Anwendung und ,reiner” Wissen-
schaft. Dies hat durchaus auch politische und
gesellschaftliche Beziige - denn Wissenschaft
benétigt Ressourcen, also Finanzierung. Fir
die Grundlagenforschung kommen diese Res-
sourcen nicht aus industriellen Quellen (da
industrielle Forschung tiblicherweise in kurzen,
inzwischen immer kiirzeren, Zeithorizonten
profitabel sein soll), sondern aus offentlichen
Programmen. Letztendlich sind es also Steuer-
gelder, ohne die Forschung nicht moglich wire.
Dies bedeutet aber auch, dass haufig bestimmte
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Ziele oder Zwecke vorgegeben werden, zumeist
Fragen von gesellschaftlicher Bedeutung,
wodurch sich die Motivation fiir Forschung
stark verandert — an die Stelle des ,,Ich will wis-
sen, warum das so ist“ tritt das ,,Ich will das
anwenden, um dieses Problem zu l6sen® Nun
ist es durchaus moglich, auch angewandte For-
schung hypothesengeleitet (also modellierend)
durchzufithren - das Pragmatikmerkmal von
Modellen legt dies sogar nahe. Freilich fiihrt
die zunehmende Entwicklung von Hoch-
durchsatztechnologien dazu, dass man einfach
technologische Parameter fiir eine bestimmte
Problemlésung anpasst, ohne sich miithsam
modellierend einem tieferen Verstindnis des
Problems zu ndhern. In der Praxis kann dies
durchaus erfolgreich sein, weil man fehlendes
konzeptionelles Verstindnis durch verbesserte
technologische Effizienz wettmachen kann.
Schnellere Computer, leistungsfihigere Robo-
ter, iiber ,,neuronale Netzwerke® selbstlernende
Analysesysteme (sogenannte Kiinstliche Intel-
ligenz) koénnen inzwischen sehr erfolgreich
selbst komplexeste Probleme 16sen, und dies
scheint die modellierende Suche nach Erkennt-
nis tberfliissig zu machen (Wissenschaft und
Anwendung).

Wissenschaft und Anwendung

Engels verweist in seinen Uberlegungen
zur Dialektik der Natur (1883) auf

die Historizitdt von Wissen: Was

einmal als hochste wissenschaftliche
Leistung galt, wird zu einem blof3en
Verwendungswissen, das schon in der
Schule gelernt wird — ohne dass man

die Arbeit der Entdeckung auf sich
nehmen muss. Er driickt dies in einer
,evolutiondren” Metapher aus, die sich an
Lamarckistischen Vorstellungen orientiert
Die im Folgenden zitierte ,gehaufte
Vererbung” wiirden wir aus heutiger Sicht
als rein kulturellen, nicht als biologisch-
genetischen Prozess beschreiben.

Zu Engels Zeit war die ,Vererbung
erworbener Eigenschaften” jedoch ein
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breit akzeptiertes Konzept, selbst Darwin
war in diesem Sinne ein ,Lamarckist” und
hat in seinem Buch ein ganzes Kapitel
entsprechender Fallbeispiele zusammen-
getragen.

» Indem sie [die Naturwissenschaft,
Anm. der Autoren] die Vererbung
erworbener Eigenschaften anerkennt,
erweitert sie das Subjekt der Erfahrung
vom Individuum auf die Gattung; es
ist nicht mehr notwendig daf3 das
einzelne Individuum das erfahren
haben muss, seine Einzelerfahrung
kann bis auf einen gewissen Grad
ersetzt werden durch die Resultate
der Erfahrung einer Reihe seiner
Vorfahren. Wenn bei uns z.B. die
mathematischen Axiome jedem Kinde
von acht Jahren als selbstverstandlich,
keines Erfahrungsbeweises bedrftig
erscheinen, so ist das lediglich
Resultat ,gehaufter Vererbung”.
Einem Buschmann oder Australneger
wirden sie schwerlich durch Beweis
beizubringen sein.

Uberblickt man diese Historizitat von
wissenschaftlichem Wissen, dann wird
Wissenschaft einfach eine Abfolge

von Resultaten, etwa eine Abfolge von
Modellen genetischer Regulation. Durch
diese Sichtweise kommt es zugleich zu
einer eigentiimlichen Transformation:
Wissenschaft wird zu Produktion; denn
nun geht es nur noch um die Nutzung
der einfach - etwa in Lehrbiichern

oder Wikipedia - aufzufindenden
Wissensbestdnde, die von jedermann auch
zu gréBtem eigenen Nutzen verwendet
werden kénnen. Das die Wissenschaft
leitende Ethos, namlich wissen zu wollen,
um zu wissen, geht verloren und wird
ersetzt durch wissen wollen, um zu kénnen.
Versteht man Wissenschaft aber als

eine Aktivitat, wobei Forschende in der
Auseinandersetzung mit Gegenstande,




240 Kapitel 8 - Modellbildung

Modellen und Theorien Wissen
hervorbringen, kommt die Motivation
nicht primar aus einer mogliche
Anwendung von Wissen, sondern aus
dem Drang nach Wissen. Auch wenn die
Motivation eine andere ist, kann auch
aus sogenannter Grundlagenforschung
spater Anwendungswissen hervorgehen,
und in der gesellschaftlichen Diskussion
wird dieses Argument gerne hervorgeholt,
um etwa die Verwendung von
Steuergeldern fiir ,reine” Wissenschaft
zu rechtfertigen. Dies verdeckt jedoch,
dass Wissenschaft und Anwendung
nicht in einem symmetrischen Verhéltnis
stehen; denn es gibt keine Anwendung
ohne vorangegangene Wissenschaft,
wahrend umgekehrt Wissenschaft auch
dann betrieben werden kann, wenn eine
Anwendung (noch) gar nicht angestrebt
wird. Wenn wir uns systematisch mit

der Geschichte biologischer Modelle
befassen, dann handelt es sich also nicht
einfach um geisteswissenschaftliches
,Glasperlenspiel” (dies notwendigerweise
immer auch, jedenfalls, wenn es sich um
Denken handeln soll), sondern um einen
wesentlichen Bestandteil sich selbst
verantwortender Wissenschaft.

Ein Fisch muss die Gesetze der Hydro-
dynamik nicht verstehen, um erfolgreich
schwimmen zu konnen. Muss Wissenschaft
also tiberhaupt modellierend die Gesetze der
Biologie verstehen, um erfolgreich forschen
zu konnen? Sie muss, wie wir in den letzten
Abschnitten dieses Buches kurz darstellen
wollen:

Wir haben oben gesehen, dass Modelle
nicht nur eine gegenstindliche Seite hatten -
also zum Beispiel auf Taufliegen bezogen wer-
den konnen. Sie hatten vielmehr immer auch
eine theoretische Seite - zum Beispiel mit
Blick auf die Theorie der genetischen Regu-
lation. Damit kommt ein weiteres Moment
der Prozessualitdt wissenschaftlicher Model-

lierung ins Spiel, das wir mit dem Begriff
der Medialitit bezeichnen. Die Physik ver-
steht unter einem Medium etwas, worin sich
etwas anderes, etwa ein Lichtstrahl oder ein
Korper befindet. Dabei werden die Eigen-
schaften des Enthaltenen (zum Beispiel die
Sinkgeschwindigkeit oder die Streuung) durch
die Eigenschaften des Mediums bestimmt.
Eine besonders interessante Eigenschaft von
Medien besteht nun darin, dass sie selbst
nicht als solche bemerkbar sind, sondern nur
im Zusammenspiel mit anderen Medien. Der
Brechungssatz von Snellius — um beim Licht-
beispiel zu bleiben - sagt ja nicht etwas {liber
die den Strahlengang als solchen aus, sondern
beschreibt nur die Anderung des Strahlen-
gangs beim Wechsel des Mediums. Es geht also
um ein und denselben Vorgang im Ubergang
von einem Medium zum anderen, also letzt-
endlich um eine Differenz. Wir kénnen diese
Metapher des Mediums nun auf die wissen-
schaftliche Modellierung iibertragen: Modelle
sind natiirlich auch Mittel und Werkzeuge der
Erarbeitung von Wissen. Gleichzeitig sind sie
aber auch Medien dieses Wissens, denn wir
beziehen uns, wenn wir modellieren, nicht auf
absolutes Wissen, sondern immer auf andere
Modelle oder auf Vorformen unseres Modells.
Wissen ist — nach dieser Konzeption - immer
vermittelt, und hier zwar wesentlich {ber
Modelle, die hier also als Medien des Wissens
fungieren. Die ,nackte Wahrheit“ bleibt uns
also grundsitzlich verborgen. Wir konnen
mithilfe von Modellen als Medien versuchen,
uns ,ein Bild“ der ,nackten Wahrheit“ zu
machen, miissen uns aber bewusst sein, dass
eine unmittelbare Wahrnehmung nie gelingen
wird. Freilich zdhlt gerade dieser ,Versuch
der Entschleierung® der ,nackten Wahrheit*
zu den machtvollsten psychologischen Trieb-
federn von Wissenschaft. Diese Spannung
aus dem Wunsch, ,,das Geheimnis liiften zu
wollen und dem Bewusstsein, dass dies nie
gelingen kann, hat Cassirer (1990) mit Bezug
auf einen antiken Topos - der Schiller zu sei-
ner berithmten Ballade {iber das ,Verschleierte
Bild zu Sais“ veranlasste — wie folgt ausdriickt:
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» Die Wirklichkeit scheint fir uns nicht
anders, als in der Eigenart dieser
Formen, fassbar zu werden; aber darin
liegt zugleich, dass sie sich in ihnen
ebensowohl verhiillt wie offenbart.
Dieselben Grundfunktionen, die der
Welt des Geistes ihre Bestimmtheit,
ihre Pragung, ihren Charakter geben,
erscheinen andererseits als ebenso viele
Brechungen, die das in sich einheitliche
und einzigartige Sein erféhrt, sobald
es vom ,Subjekt “ her aufgefasst und
angeeignet wird. Die Philosophie
der symbolischen Formen ist unter
diesem Gesichtspunkt gesehen, nichts
anderes als der Versuch, fir jede von
ihnen gewissermaflen den bestimmten
Brechungsindex anzugeben, der ihr
spezifisch und eigentiimlich zukommt.
Sie will die besondere Natur der
verschiedenen brechenden Medien
erkennen; sie will jedes von ihnen nach
seiner Beschaffenheit und nach den
Gesetzen seiner Struktur durchschauen.
Aber, wenngleich sie sich bewusst in
dieses Zwischenreich, in dieses Reich der
bloBen Mittelbarkeit begibt, so scheint
doch die Philosophie als Ganzes, als Lehre
von der Totalitat des Seins, nicht in ihm
verharren zu kénnen. Immer von neuem
regt sich vielmehr der Grundtrieb des
Wissens: der Trieb, das verschleierte Bild
von Sais zu enthillen und die Wahrheit
nackt und hillenlos vor sich zu sehen.

Die Wahrheit, die er dann sihe, so ldsst
Schiller seinen Jiingling, der das Bild zu
Sais enthiillte, warnend sagen, ,,Sie wird ihm
nimmermehr erfreulich sein!“

Folgen wir unserem pragmatistischen
Modellverstindnis, so ist das Modell selbst
gar nicht so wichtig, sondern eigentlich der
Prozess der Modellierung. Die zentrale Rolle
von Modellorganismen fiir die Biologie speist
sich eben daraus, dass sie diesen Prozess ent-
scheidend ermdglicht und befliigelt haben.
Selbst dann, wenn wir nicht explizit auf Modell-
organismen Bezug nehmen, sind sie nicht tiber-
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flitssig, sondern prégen unser wissenschaftliches
Handeln. Das {iber Modellorganismen als Mit-
tel, Werkzeuge und Medien des wissenschaft-
lichen Forschungsprozesses erarbeitete Wissen
kann und wird auch dann entsprechende Gel-
tung erhalten, wenn wir gar nicht direkt mit
Modellorganismen arbeiten. Wie wir am Bei-
spiel der Ubertragung des Drosophila-Modells
auf Arabidopsis gesehen haben, bleibt diese
Geltung selbst dann erhalten, wenn wir eine
Modellierung revidieren. Modelle sind also
nicht ,wahr® oder ,falsch’, sie erweisen sich
vielmehr innerhalb der wissenschaftlichen Pra-
xis als addquat oder inaddquat.

Ein zentraler Grund, warum Wissenschaft
nur erfolgreich sein kann, wenn sie modellie-
rend die Gesetze der Biologie zu verstehen ver-
sucht, sei zum Abschluss als These formuliert:
Wenn wir modellieren, verwandeln sich nicht
nur unsere Forschungsgegenstinde, sondern
auch wir als Forschende verwandeln uns selbst.

Literatur

Cassirer E (1990) Philosophie der symbolischen Formen.
Bd 3 Phanomenologie der Erkenntnis. Wissen-
schaftliche Buchgesellschaft, Darmstadt, S 3

Clark J, Giniger E, Ruohola-Baker H, Jan LY, Jan YN
(1994) Transient posterior localization of a kinesin
fusion protein reflects anteroposterior polarity of
the Drosophila oocyte. Curr Biol 4:289-293

Engels F (1883) Dialektik der Natur. In: Marx K, Engels F
(Hrsg) Werke, Bd 20. Karl Dietz, Berlin, S 529 (Nach-
druck der Ausgabe von 1925, Archiw Karla Marksa i
Fridricha Engelsa, Bd 2, Moskwa - Leningrad)

Green PB (1962) Mechanism for plant cellular morpho-
genesis. Science 138:1401-1405

Gutmann M (2017) Leben und Form. Springer, Berlin

Janich P, Weingarten M (1999) Wissenschaftstheorie
der Biologie. Fink, Miinchen

Johnston DS, Nusslein-Volhard C (1992) The origin of
pattern and polarity in the Drosophila embryo.
Cell 68:201-219

Ledbetter MC, Porter KR (1963) A microtubule in plant
cell fine structure. J Cell Biol 12:239-250

Mayer U, Jirgens G (1998) Pattern formation in plant
embryogenesis: a reassessment. Semin Cell Dev
Biol 9:187-193

Mayer U, Torres-Ruiz RA, Berleth T, Miséra S, Jirgens
G (1991) Mutations affecting body organization in
the Arabidopsis embryo. Nature 353:402-407




242 Kapitel 8 - Modellbildung

Mayer U, Bittner G, Jirgens G (1993) Apical-basal pattern
formation in the Arabidopsis embryo: studies on the
role of the gnom gene. Development 117:149-162

Mayr E (1997) This is biology. Harvard University Press,
Cambridge

Nick P, Bergfeld R, Schéfer E, Schopfer P (1990) Uni-
lateral reorientation of microtubules at the outer
epidermal wall during photo- and gravitropic cur-
vature of maize coleoptiles and sunflower hypoco-
tyls. Planta 181:162-168

Stachowiak H (1973) Allgemeine Modelltheorie. Sprin-
ger, Wien, S 130 ff.

von Goethe JW (1790) Versuch die Metamorphose der
Pflanzen zu erklaren. Ettlinger, Gotha

von Goethe JW (1988) Morphologie. Hamburger Aus-
gabe, Bd 13, Naturwissenschaftliche Schriften.
Dtv, Miinchen (Erstverdffentlichung 1817)

Weiterfiihrende Literatur

Gilbert SF (2000) Developmental biology, 6 Aufl. Sinauer
Associates, Sunderland (ISBN:10: 0-87893-243-
7. Kapitel 9 gibt einen guten Uberblick ber die
Modelle der Achsenbildung bei Drosophila und ist
Uber das ncbi-bookshelf in elektronischer Form frei
zuganglich: » https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/
NBK10039/figure/A1977/?report=objectonly)

Janich P, Weingarten M (1999) Wissenschaftstheorie
der Biologie. Fink, Miinchen


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9983/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9983/

Serviceteil

Sachverzeichnis — 245

© Springer-Verlag GmbH Deutschland, ein Teil von Springer Nature 2019
P. Nick et al., Modellorganismen,


https://doi.org/10.1007/978-3-662-54868-4

Sachverzeichnis

245

5-Fluororotsaure 74

A

Abbildmerkmal 233
Abbildung 17,22
ABC-Modell 144
Abduktion 230, 231
Acetobacter xylinum 49
Actin 97,100
Aflatoxin 111
Agrobacterium 126
- fabrum 42,49
- tumefaciens 160
Ahnlichkeit 217
Aktivitdt 19
Alge 45
Allopolyploidie 146
Annotation 23
Antisense-Morpholino-Oligonucleo-
tid 181
Anwendung 239
Aquaporin 177
Arabidopsis 223
Archaebakterium 43
Aristoteles 8
Ascomycet 64
Ascospore 107
Autonomie 20
Auxin 160, 162-164
Auxotrophiemarker 72,73

Bacteriorhodopsin 54
Bakanae 156
Bakterium 43

- Bewegung 47
Barcode 76
Baumwollsamen 50
Beschreibung 15, 18, 200, 236
Beta-Carotin 168
Beta-Catenin 188, 191
Biliverdin 56

Biofilm 49
Biotechnologie 167
Blasenmiitzenmoos 153
Blastocoel 182,184, 189
Blastocoeldach 182
Blastoporus 185
Blastula 182, 184, 189

Blutkreislauf 16

Bone Morphogenetic Protein
(BMP) 182,185,191

Brachypodium distachyon 172

C

Cadherin 192
Caspofungin 96
Causa

- efficiens 8

- finalis 8

- formalis 8

- materialis 8
c-di-GMP 49
Cellulose-Synthase 42,49
- Struktur 52
CheA 48,57
Chemotaxis 42,45
CheR 48

CheY 47

Chitin 97
Chromatinstruktur 113
Cleistothecie 107
Cosmid 50
CRISPR/Cas 148
Cryptochrom 55
Cyanobakterium 42

D

Darwin, Charles 121

Deduktion 230

di-GMP, cyclisches 50

DMRL 56

DNA

- Schaden, Reparatur 55

- T-DNA 126,130

Doménen des Lebens 43

Dormanz 135, 166

Dreifaktorkreuzung 109

Drosophila 217

- bicoid 218

- Homédobox 220

Drug-induced Haploinsufficient
Profiling 77

E

Echinocandin 96
Elektronentransfer 60

Elektronentransport 58

Embryogenese, somatische 129

Emergenz 19

Endocytose 97

Endosymbiose 45, 58

Energietransfer 59

Enhancer trap 132

Entwicklung 23, 26

Epibolie 191

Epithelial-Mesenchymal Transition 193

Erfolg 203

Erklérung 5,10, 226

- Einzelfall 228

- Regelteil 228

Eukaryot 43

Evolution 23,27,42

- Zeitraume 45

Explikation, systematische 16

Extensionsbewegung,
konvergente 190

F

FAD 55,56

(Fe-S-)Cluster 55

FGF 189

FliM 47

Florigen 142

Forward genetics 24
Furchungsteilung 181, 189
- dorsal 181

- ventral 181

G

Gastrula 184
Gastrulation 175, 184, 185, 189
Gelingen 203

Genetik

— reverse 24,77

- Vorwadrtsgenetik 24,77
Gentransfer 51

Gerste 171

Getreide 153
Gibberellinsdure 155,170
Golden Rice 167
Golgiapparat 97
G-Protein 66, 67

Green Revolution 157




246 Sachverzeichnis

H

Hefe

- Deletion von Genen 75
- Genomsequenz 75, 86
- Kreuzungstypen 65, 68
- Kreuzungstypwechsel 70
- Lebenszyklus 67

- MAT-Locus 69

- Mutagenese 78

- Mutantenscreen 77

- Pheromon 66

- Shmoo 66,67

- Sporenbildung 68

— Transformation 65,70
- Vektor 71

- Zellwand 65

- Zwei-Hybrid-System 87
Heterokaryon 108
Heuristik 12

Histidin-Kinase 42,48, 51,57

Homeodomdine 69
Homologie 28
Homologiekriterium 213
Homothallismus 109
Hordeum vulgare 171
Hypostasie 208

Induktion 230
In-situ-Hybridisierung 179
Intermediarfilament 100

K

Kappe, animale 182, 190
Keimwurzel 165
Klassifizierung 6
Koleoptile 165
Komplementation 78, 107
Komplementierung 124
Konidiophor 104
Konidium 106
Kreuzung 101
Kulturpflanze 163
Kurztagpflanze 167

L

Leben 4,204
- drei Doménen 43

M

Map-based Cloning 130
MAP-Kinase-Kaskade 66, 67
Marchantia polymorpha 162
Maturation Promoting Factor 187
Mayr, Ernst 18

MCP 48

Mechanizismus 17
Medialitat 240

Meristem 134

Metapher 13,15, 16, 230, 231
Microarray 90

Mid-Blastula Transition 189
Mikrotubuli 97, 100, 230

- organisierendes Zentrum 100
Mitose 101

Modell fur 209, 211, 235
Modellierung 14,16

- funktionaler Kontext 35
Modellorganismus

— Kriterien 31

- Ubertragbarkeit 34
Modell von 209, 211, 235
Moos 152,161

Morpholino s. Antisense-Morpholi-

no-Oligonucleotid
Mosaikentwicklung 147
MTHF 55
Mutagenese 121,125
Mutant 50
- homootischer 143
- ts 101
Mutantenanalyse 103
Mutation
— Suppressormutation 81
- ts-Mutation 80
Mycel 95
Mykotoxin 111

N

Netzwerk, neuronales 215
Neuralleiste 193, 194
Neuralrohr 192

Neurula 183

Neurulation 191
Nitrogenase 53

Nopalin 53

(0

Octopin 53
Oocyte 175,186
Organisator 186, 190

- Spemann-/Spemann-Mangold-
Organisator 186

Organismus 18, 204

- eukaryotischer 42

Organizismus 18

Oryza

- glaberrima 152

- sativa 152

P

Peroxisom 95

Pflanze 45

Photolyase 55

- (6-4)-Photolyase 56
Photoperiodismus 142
Photorezeptor 42, 54
Photosynthese 58,118
Photosystem 60

- cyanobakterielles 60
Phycocyanobilin 56
Physcomitrella patens 153,161
Physikalismus 17
Phytochrom 56, 111

- Evolution 57
Phytochromobilin 56
Plasmidbank 78
Plastiden-Endosymbiose 58
Pleiotropie 130
Poaceae 171
Polyketid-Synthase 113
Porus 95

Pragmatik 22
Pragmatikmerkmal 233
Pragmatismus 17
Promotor 168
Proteorhodopsin 47, 55

Q

Quantitative Trait Loci (QTL) 162

R

Reis 152
Rekombination, homologe 124, 161
Reproduzierbarkeit 229
Reprogrammierung von Zellen 176
Respons-Regulator 42
Retrotransposon 158
RNA, ribosomale 44

S

Schattenmeidereaktion 164



247
Sachverzeichnis

Schicksalskarte 179 V
Screen, synthetisch-letaler 83
Second Messenger 49 Vektor 71

Sekretioun 80 ' - integrativer 74
Sekunddrmetabolit 113 - replikativer 74

Selektionsmarker 126 Vergleich 11,200, 210

Sensory-Rhodopsin 55 Verkiirzung 17,22

Septum 95 Verkiirzungsmerkmal 233
Southern Blot 50 Vg1 189

Spaltdffnung 138 Vier-Ursachen-Schema 7,8, 13
Special Pair 60 VirA 51,57

Spitzenkdrper 99 VirD2 51

Spitzenwachstum 162 VirE2 52

Stachowiak, Herbert 17 VirG 51

Stammzelle 137 Vitalismus 17
Sterigmatocystin 113 Vitamin A 168

Suppressoranalyse 101
Suppressormutation 81
Suppressorscreen 81

Suspensor 136 W

SuBgras 164

Vorwaértsgenetik 24,77

Symmetrie 212,217 Weizen 171
Symmetriebruch 132 Wnt 184, 188
Syncytium 95 Woronink&rper 95

Syntenie 154

T Y

Yeast
Tap-Tag 87 - artificial chromosome (YACs) 123
Taumeln 47 - two-hybrid system 87
T-DNA 126,130
Technologie 23,29 Z
Telomer 74

Terpenoid 168

TGFB 189,191

Therophyt 135

Tos17 158

Totipotenz 119

Trait, quantitativer 128

Transformation 128

Transitivitat 212,217

Transmembranrezeptor, G-Pro-
tein-gekoppelter 66

Transposon 50, 127

ts-Mutation 80

Tubulin 101

U

Uberflutung 170
Ubertragung 217
Urmund 184

Ursache 8

Urzelle, eukaryotische 43

Zellendmarkerprotein 97
Zellwand 45

- gramnegative 46

— grampositive 46
Zentromer 73
ZweckmaBigkeit 21



@ Springer springer.com

Willkommen zu den
Springer Alerts

Jetzt

anmelden!

®  Unser Neuerscheinungs-Service fir Sie:
aktuell *** kostenlos *** passgenau *** flexibel

Springer veroffentlicht mehr als 5.500 wissenschaftliche Blicher jahrlich in
gedruckter Form. Mehr als 2.200 englischsprachige Zeitschriften und mehr
als 120.000 eBooks und Referenzwerke sind auf unserer Online Plattform
SpringerLink verfligbar. Seit seiner Griindung 1842 arbeitet Springer
weltweit mit den hervorragendsten und anerkanntesten Wissenschaftlern
zusammen, eine Partnerschaft, die auf Offenheit und gegenseitigem
Vertrauen beruht.

Die SpringerAlerts sind der beste Weg, um tiber Neuentwicklungen im
eigenen Fachgebiet auf dem Laufenden zu sein. Sie sind der/die Erste,
der/die tiber neu erschienene Biicher informiert ist oder das Inhalts-
verzeichnis des neuesten Zeitschriftenheftes erhalt. Unser Service ist
kostenlos, schnell und vor allem flexibel. Passen Sie die SpringerAlerts
genau an lhre Interessen und lhren Bedarf an, um nur diejenigen Informa-
tion zu erhalten, die Sie wirklich benétigen.

Mehr Infos unter: springer.com/alert



@ Springer Spektrum springer-spektrum.de

Topfit fiir das
Biologiestudium

Stryer Tutorium

der Pflanzen- Biochemie M.athe
wissenschaften fiir Biologen

St
Le

Erstklassige Lehrblcher unter springer-spektrum.de

A13958



	Inhaltsverzeichnis
	I Einführung
	Inhaltsverzeichnis
	1 Biologie ist anders – warum?
	1.1  Vom Lebewesen zum Modellorganismus
	1.2  Für welche Fragen sind Modellorganismen zentral?
	1.3  Kriterien und Begrenzungen von Modellorganismen
	1.4  Idee und Aufbau des Buchs
	Literatur

	II Steckbriefe
	Inhaltsverzeichnis
	2 Bakterien
	2.1  Warum Bakterien als Modelle?
	2.2  Die drei Domänen des Lebens
	2.3  Zellmembranen und Zellwand
	2.4  Bakterielle Chemotaxis
	2.5  Cellulose-Synthase wurde in Bakterien entdeckt
	2.6  Infektion durch Agrobacterium fabrum
	2.7  Bakterielle Photorezeptoren als Strukturmodelle
	2.8  Cyanobakterien als Modelle für Photosynthese
	2.9  Fazit
	Literatur

	3 Hefen
	3.1  Wofür wird Saccharomyces cerevisiae eingesetzt?
	3.2  Vorteile von Saccharomyces cerevisiae als eukaryotischer Modellorganismus
	3.3  Biologie und Entwicklung von Saccharomyces cerevisiae
	3.3.1  Lebenszyklus von Saccharomyces cerevisiae
	3.3.2  Ausprägung des Kreuzungstyps
	3.3.3  Kreuzungstypwechsel

	3.4  Methodische Ansätze
	3.4.1  Hefetransformation
	3.4.2  Deletionsmutanten in Hefe: ein Großprojekt für die Hefe-Community
	3.4.3  Reverse Genetik
	3.4.4  Vorwärts-Genetik
	3.4.5  Suppressorscreens
	3.4.6  Synthetisch-letale Screens

	3.5  Hefe als „Pionierorganismus“
	3.5.1  Entschlüsselung des Hefegenoms
	3.5.2  Netzwerke: Protein-Protein-Interaktionen
	3.5.3  Netzwerke: Geninteraktion
	3.5.4  Netzwerke: Genexpression und Regulation

	Literatur

	4 Aspergillus nidulans als Modellsystem für filamentöse Pilze
	4.1  Der Aufbau der Zelle
	4.2  Wachstum
	4.3  Analyse des Cytoskeletts
	4.4  Zellbiologie
	4.5  Die Entdeckung von γ-Tubulin
	4.6  Mutantenscreen mit anschließender Genomsequenzierung
	4.7  Konidiophorenbildung als Beispiel eukaryotischer Entwicklungsbiologie
	4.8  Entwicklungsmutanten von A. nidulans
	4.9  Sexuelle Entwicklung und Genetik von A. nidulans
	4.10  Sekundärstoffwechsel und neue industrielle Anwendungsmöglichkeiten
	Literatur

	5 Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand)
	5.1  Arabidopsis als Modellsystem: wozu und warum?
	5.2  Methoden und Ansätze
	5.2.1  Mutantenkollektionen
	5.2.2  Transformation
	5.2.3  Vom Phänotyp zum Gen – Map-based Cloning und T-DNA
	5.2.4  Zelluläre Entwicklungsgenetik: Enhancer-Trap-Linien

	5.3  Biologie und Entwicklung von Arabidopsis
	5.3.1  Arabidopsis ist ein Therophyt
	5.3.2  Embryonalentwicklung
	5.3.3  Vegetative Entwicklung
	5.3.4  Generative Entwicklung

	5.4  Verwandte Modellorganismen
	5.5  Limitierungen des Modells Arabidopsis
	5.6  Neue Entwicklungen
	Literatur

	6 Oryza sativa (Reis) und Moose
	6.1  Reis als Modellsystem: wozu und warum?
	6.2  Methoden und Ansätze
	6.2.1  Mutantenkollektionen
	6.2.2  Transformation
	6.2.3  Moose
	6.2.4  Landwirtschaftliche Züchtungsforschung: QTL-Mapping

	6.3  Biologie und Entwicklung von Oryza sativa
	6.3.1  Reis ist eine Kulturpflanze
	6.3.2  Phylogenie von Reis
	6.3.3  Vom Embryo zur Blüte
	6.3.4  Biotechnologische Anwendung

	6.4  Verwandte Modellorganismen
	Literatur

	7 Xenopus laevis (Südafrikanischer Krallenfrosch)
	7.1  Xenopus als Modellsystem: wozu und warum?
	7.2  Methoden und Ansätze
	7.2.1  Die Oocyte als In-vivo-Reagenzgefäß
	7.2.2  Xenopus als Bioindikator
	7.2.3  Injektionen, unilaterale Injektionen und Achsenexperimente vom Gen zum Phänotyp
	7.2.4  Explantationen, DMZ und animale Kappe
	7.2.5  Transplantationen

	7.3  Biologie und Entwicklung von Xenopus laevis
	7.3.1  Die Eizelle reift
	7.3.2  Befruchtung und Furchungsteilungen
	7.3.3  Gastrulation – ein mehrschichtiger Keim entsteht
	7.3.4  Neurulation und Neuralleistenentwicklung
	7.3.5  Neuralleisten

	7.4  Limitierungen des Modells Xenopus
	Literatur

	III Schlussbemerkungen
	Inhaltsverzeichnis
	8 Modellbildung
	8.1  Leitfaden durch dieses Kapitel
	8.2  Das Unternehmen wird entschuldigt
	8.3  Leben, Lebewesen, Organismus
	8.4  Was sind eigentlich Modelle?
	8.5  „Modelle von“ und „Modelle für“
	8.6  Aus alt mach’ neu: Übertragung von Modellen
	8.6.1  Von der Fliege zum Modell
	Das „nackte“ Modell
	Das „destillierte“ Modell: räumliche Überlappung und molekulare Kombination
	Kurze Denkpause – was ist nun aus unserer Fruchtfliege geworden?

	8.6.2  Vom Modell zur Arabidopsis-Blüte – eine erfolgreiche Übertragung
	8.6.3  Vom Modell zum Arabidopsis-Embryo – eine erfolglose Übertragung?

	8.7  Modelle als Mittel der Erklärung
	8.8  Auch mit Beispielen kann man erklären
	8.9  Allgemeine Kriterien der Modellbildung
	8.10  Modellieren als Praxis und als Prozess
	8.11  Die Welt der Modelle und die Modelle der Welt
	Literatur

	Sachverzeichnis

