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Eine bakterielle Leucht-Uhr

Biologische Rhythmik arbeitet wie eine
altmodische Uhr. Als Energiespender ent-
hélt sie die treibende Feder, die lUber ein
Zahnradwerk auf das GleichmaB regelnde
Pendel (die ,Unruhe®) wirkt, eine Art
negative Riickkopplungsschleife. Sie
erzeugt bei jedem Einrasten eine ,Verspa-
tung®, die wiederum als Pulserzeuger fir
den néachsten Pendelschlag dient. Analog
sind die ,inneren Uhren* konstruiert. Die-
se miissen aus gleichem Grund gegen-
tiber der ,realen” (Sonnen)Zeit nachgehen,
damit sie taglich ,nachgestellt* werden
konnen. Wie man so etwas bei Mikroorga-
nismen ,engineeren kann, zeigen T. Dani-
no et al. (Nature (2010) 463:326-330).

B Fir einen Biooszillator braucht man einen
sRepressilator” (aus drei negativ zum Kreis
riickgekoppelten Genen) und einen ,,Oszilla-

tor“ (in dem ein Gen seine eigene Expression
und die eines anderen, das wiederum das erste
Gen reprimiert, aktiviert). Das Ganze wird
durch einen ,,Metabolator® getrieben. Dieses
Konstrukt hat Schwachen, denn Frequenz und
Amplituden lassen sich nicht regeln. Das wird
moglich, wenn eine positive und eine negative
Riickkopplungsschleife eingebaut werden. Die
Bio-Uhrmacher konnten so regelfahige Bio-
Uhren bauen, allerdings, da jede Zelle ihre
eigene Uhr hat, ohne ,Funksignal“ aus der
Zentrale.

Die Autoren haben Zellen synchronisiert, in-
dem sie vom Quorum-Sensor-Kommunika-
tionssystem der E. coli-Zellen Gebrauch mach-
ten. Das Prinzip beruht darauf, dass die Zellen
dauernd einen Signalstoff (auf der Grundlage
von diffusiblen Acyl-Homoserinlactonen (AHL))
abgeben. Dadurch erkennen sie die GroBe ih-

rer Population und eine dadurch gegebene
Moglichkeit, diese synerg zur optimierten Ver-
stoffwechselung und Vermehrung zu nutzen.
Im Experiment wurde AHL mit dem Rezep-
tor LuxR gekoppelt. LuxR startet den positiven
Kopplungkreis auf Luxl, das wiederum AHL
synthetisiert. Lux| wird durch eine DNA-Pro-
motorsequenz P .angetrieben. Luxl/AHL ist
die ,Unruhe®, indem es die Bildung der AHL-
inaktivierenden Lactonase AiiA aktiviert. Es ist
zugleich mit der Expression eines Griinfluores-
zenz-Systems yemGFP verkoppelt.
—> Die Verkniipfung von positiven und nega-
tiven Kopplungsschleifen erzeugt Pulse von
AHL, die die Zeitgeber dieser biomolekularen
Uhr sind. Dadurch empfangen und senden alle
E. coli-Zellen im Milieu zur gleichen Zeit und
strahlen in rhythmischem Fluoreszenzlicht.
Lothar Jaenicke W

Dinoroseobacter shibae: ein phototrophes Bakterium als Partner

von Dinoflagellaten

Betrachtete man sie urspriinglich als
Exoten unter den phototrophen Bakterien,
so sind sie heute als haufige und weit ver-
breitete Vertreter in den Ozeanen be-
kannt. Die Rede ist von aeroben anoxyge-
nen phototrophen Bakterien, einer physio-
logisch vielseitigen, chemoheterotrophen
Gruppe mit Roseobacter als bekanntes-
tem Vertreter.

B Zu dieser Gruppe zéhlt auch Dinoroseo-
bacter shibae, von dem jetzt das Genom kom-
plett sequenziert wurde (Wagner-Dobler | et
al., ISME J (2010) 4:61-77). Dinoroseobacter
kommt in der Natur zusammen mit einer Rei-

he von weit verbreiteten marinen Mikroalgen
vor und wurde von dem benthischen Dinofla-
gellaten Prorocentrum lima isoliert, auf dessen
Oberflache das Bakterium siedelt. Daher wur-
de auch bei der Genomanalyse besonders nach
Hinweisen gesucht, die auf spezifische sym-
biotische Eigenschaften deuten. Dazu z&hlt
sicherlich die Féhigkeit, die Vitamine B, und
B,, zu synthetisieren, beides Wachstumsfak-
toren fiir den Dinoflagellaten. Gleich fiir zwei
Synthesewege von B, gibt es genetische Vor-
lagen. Dadurch wird das Bakterium zu einem
wichtigen Partner flir den Dinoflagellat, der die
Vitamine direkt vom Bakterium beziehen kann.

Andererseits wachst, wie vielfach in syntro-
phischen Beziehungen, Dinoroseobacter auf
Kohlenstoffsubstraten, die die Dinoflagellaten
ausscheiden.
—> Auch wenn das Genom von Dinoroseobac-
ter wichtige Hinweise auf physiologische Wech-
selwirkungen mit Dinoflagellaten geliefert hat,
so bleiben Fragen nach spezifischeren, iiber
syntrophe Beziehungen hinausgehende Inter-
aktionen offen. Da mikroskopische Aufnahmen
zeigen, dass Dinoroseobacter sich an der Zell-
oberfliiche des Dinoflagellaten anheften kann,
hat maglicherweise das Genom noch nicht alle
Geheimnisse preisgegeben.

Johannes F. Imhoff W
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Karsten Becker '

Das Neandertaler-Genom entschliusselt: Elemente des Neandertaler-Genoms
sind auch in modernen Menschen vorhanden

Die Neandertaler sind die engsten Ver-
wandten des modernen Menschen und
lebten in weiten Teilen Europas und West-
asiens, bevor sie vor etwa 30.000 Jahren
ausgestorben sind. Dabei teilten sie sich
in der spaten Phase ihren Lebensraum
mit dem modernen Menschen und seit
langem wird dariiber spekuliert, ob es in
dieser Phase zu einem Austausch geneti-
schen Materials gekommen sein kénnte.
Die bisherigen Vergleiche des mitochon-
drialen Genoms gaben allerdings keinen
Hinweis darauf. Ein groBes internationa-
les Konsortium unter der Federfiihrung
von Svante Paabo (Leipzig) hat jetzt -
basierend auf drei Individuen - einen
ersten ,,Entwurf* fiir das Kerngenom des
Neandertalers vorgelegt und mit dem von
fiinf modernen Menschen verglichen
(Green RE et al., Science (2010) 328:710-
722).

B Dabei lassen sich theoretisch zwei Fragen
klaren: Haben ,wir“ noch Gemeinsamkeiten
mit den Neandertalern und welche Gene des
modernen Menschen unterliegen einer positi-
ven Selektion? Die Frage der Gemeinsamkeiten
wird mit etwa 1-4 Prozent beantwortet - und
dieses Ergebnis ist wohl nicht ganz vereinbar
mit der Hypothese, dass alle modernen Men-
schen auf eine kleine afrikanische Population
zuriickgehen, die sich ohne Vermischung mit
friiheren hominiden Formen (iber die Erde aus-
gebreitet hat. Die Frage nach der positiven
Selektion kann mit der Neandertaler-Sequenz
auch in einem ersten Ansatz beantwortet wer-
den: Es gibt 78 Nukleotid-Substitutionen in
Protein-codierenden Bereichen, an denen sich
das Genom des modernen Menschen von dem
des Neandertalers und des Schimpansen
unterscheidet; insgesamt sind es fiinf Gene,
in denen mehr als eine fixierte Substitution die
Primérstruktur des Ur-Gens verdndert.

—> Die Veriffentlichung des Neandertaler-
Genoms ist ein Meilenstein in der noch jungen
Disziplin der Paliogenetik. Die Schwierigkei-
ten bei der Isolation der DNA aus fossilen Kno-
chen und die Vermeidung von Kontaminatio-
nen stellten eine enorme technische Heraus-
forderung dar. Diese ersten Daten erlauben
dennoch schon bedeutende Schlussfolgerun-
gen, die unsere bisherigen Vorstellungen von
,klaren Verhdltnissen“ bei unseren Vorfahren
doch etwas relativieren.

Jochen Graw H

Genomweite SNP-Analyse zur Genotypisierung von MRSA-Isolaten

Typisierungsverfahren konnten bisher den
Spagat zwischen paralleler Nachverfol-
gung von makro- und mikroevolutionaren
Veranderungen nur eingeschrénkt 16sen.
Gerade fiir Methicillin-resistente Staphylo-
coccus-aureus-Staimme (MRSA) wiére eine
Zuordnung von Patientenisolaten zu globa-
len Linien sowie eine gleichzeitige Analyse
von Infektionsketten bis hinunter in Kran-
kenhausabteilungen ideal.

B Als heterogene Spezies mit klonaler Popu-
lationsstruktur besitzt S. aureus glinstige Vor-
aussetzungen zur Genotypisierung. Harris
et al. (Science (2010) 327:469-474) sequen-
zierten genomweit SNPs (single nucleotide
polymorphisms; DNA-Sequenzvariationen ein-
zelner Basenpaare unter Angehdrigen einer
Spezies) in einer globalen Kollektion von
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ST239-Isolaten, einer der haufigsten nosoko-
mialen MRSA-Linien in Asien. Mit unter einem
Prozent war der Anteil von gleichen, aber unab-
hangig voneinander evolvierten SNPs bemer-
kenswert gering. Neben einer klaren geografi-
schen Zuordnung spiegelte sich deutlich die
interkontinentale Ausbreitung von ST239
wider. Ausgehend von einer geschatzten Muta-
tionsrate von 3,3 x 107 pro SNP und Jahr
konnte der Ursprung dieser MRSA-Linie in die
1960er Jahre datiert werden - einer Zeit, in
der Europa die erste MRSA-Welle verzeichne-
te. In einer zweiten, siebenmonatigen Kollek-
tion von innerhalb eines Krankenhauses tber-
tragenen MRSA offenbarte sich auch auf mikro-
evolutiondrer Ebene eine erstaunliche SNP-
Divergenz mit einer Mutationsrate von etwa
einem SNP in sechs Wochen.

—> Moderne Hochdurchsatz-Sequenzierungs-
verfahren erdffnen neue Perspektiven auch fiir
die molekulare Epidemiologie. Erstmals ist mit
vertretbarem Aufwand ein nahezu volistindiges
Abdecken der mikro- und makroevolutiondren
Dynamik von MRSA (und anderen klonal struk-
turierten Mikroorganismen) zu erreichen.
Essenziell wird hierbei die rasche Einfiihrung
einer einheitlichen und brauchbaren Nomen-
klatur sein.

Karsten Becker und Georg Peters M
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Schweine-Peptide gegen Pseudomonas aeruginosa

Neue Antibiotika mit neuen Wirkmecha-
nismen werden dringend benétigt, um die
weit verbreiteten Resistenzen zu umge-
hen, doch hat sich die Suche nach wirk-
lich Neuem als auBerst schwierig heraus-
gestellt. Antimikrobielle Peptide, die von
jedem Lebewesen als wichtige Kompo-
nente der angeborenen Infektabwehr
genutzt werden, gelten seit Langem als
vielversprechende Kandidaten, aber bis-
her konnten auch hier keine nennenswer-
ten Erfolge erzielt werden.

B N. Srinivas et al. (Science (2010) 327:1010-
1013) berichten lber zyklische Peptidomimeti-
ka, die sich von Protegrin | ableiten, einem anti-

mikrobiellen Peptid des Schweins. Diese Mime-
tika besitzen nicht mehr das breite antimikro-
bielle Wirkungsspektrum des Protegrins, das
auf unspezifischer Zerstérung von Membranen
beruht. Sie sind stattdessen mit hoher Akti-
vitat und Spezifitdt gegen Pseudomonas aeru-
ginosa wirksam. Die Effektivitdt beruht auf
einem neuartigen Wirkmechanismus tiber LptD,
einem integralen Protein der duBeren Mem-
bran. LptD spielt eine essenzielle, bisher nicht
vollstandig verstandene Rolle in der Biosyn-
these des Lipopolysaccharids (LPS) Gram-nega-
tiver Bakterien; seine Inhibierung durch die Pro-
tegrin-Mimetika fiihrte zur Synthese eines modi-
fizierten, nicht voll funktionsfahigen LPS. Die

Identifizierung von LptD als Target gelang durch
Analyse hochresistenter Mutanten, bei denen
eine Peptidinsertion in /ptD den Verlust der
Antibiotikabindung bewirkte.
—> Die Entwicklung Spezies-spezifischer Anti-
biotika ist aus medizinischer Sicht wiin-
schenswert, aber angesichts hoher Entwick-
lungskosten und vergleichsweise reduzierter
Anwendungsmaglichkeiten meist undkono-
misch. Die besondere Wirksamkeit der neuen
Peptidomimetika und die hichst problemati-
sche Resistenzsituation bei Pseudomanden
kénnten jedoch eine weitere Entwicklung recht-
fertigen.

Hans-Georg Sahl B

Struktur der V-Typ-ATPase von Thermus thermophilus

A-, F- und V-Typ-ATPasen bilden eine
eigenstandige Klasse von ATP-Syntha-
sen/ATPasen mit dhnlichem Grundauf-
bau, aber Unterschieden im Detail: Eine
ATPase/ATP-Synthase-Doméne und eine
ionentranslozierende Domane sind iiber
mehrere ,Stdabe“ miteinander verbunden.
Strukturen von vakuoldren (deswegen
aber nicht auf Vakuolen beschrankten) V-
Typ-ATPasen lagen bisher nur in niedriger
Auflosung oder fiir einzelne Untereinhei-
ten oder Subkomplexe vor.

B Lau et al. (Proc Natl Acad Sci USA (2010)
107:1367-1372) ermittelten die 3-D-Struktur

der V-Typ-ATPase von Thermus thermophilus.
Das Bakterium nutzt das Enzym zur ATP-Pro-
duktion; es stellt eine vereinfachte Variante
einer eukaryotischen ATPase dar. Wahr-
scheinlich gelangen periplasmatische Proto-
nen Uber einen Halbkanal zu einem Glu63-Rest
und neutralisieren diesen, sodass er in die
Lipiddoppelschicht eintreten kann. Ein im Uhr-
zeigersinn (Blickrichtung V —V,) gelegener
zweiter Halbkanal erlaubt dann den Durchtritt
des Protons ins Zytoplasma. Als Ort fiir diese
Kanale kommt eine kleine Kontaktzone zwi-
schen der I-Untereinheit und dem L-Ring der
ATPase infrage. Zwei (statt drei bei Eukaryo-

ten) periphere ,,Stédbe* sind dabei so angeord-
net, dass sie bei Verschiebung der |-Unterein-
heit eine exzentrische Kraft auf den L-Ring aus-
iben, sodass es zur Rotation kommt.

—> LEukaryotische V-Typ-ATPasen sind an der
intra- und extrazelluldren Ansduerung und
damit z. B. der Verteilung und dem Abbau von
Proteinen oder dem Schutz vor oxidativem
Stress beteiligt. Extrazellulire Ansduerung
durch V-Typ-ATPasen hat Einfluss auf Krank-
heiten wie Osteoporose, Tumorinvasion und
-metastasierung. Erkenntnisse iiber ihre Struk-
tur helfen daher, diese Prozesse besser zu ver-
stehen. Johannes Sander W

Insulinresistenz des Endothels beglinstigt Arteriosklerose

Bei Diabetikern nimmt die Wirkung von
Insulin im Gewebe ab. Welche Rolle die
Insulinsensitivitat einzelner Gewebe bei
der Entstehung von Diabeteskomplikatio-
nen spielt, ist allerdings unklar. Forscher
aus den USA fanden heraus, dass Insulin-
resistente Endothelzellen die Entwicklung
von Arteriosklerose férdern.

B Insulin vermittelt seine Wirkung durch Bin-
dung an Insulinrezeptoren. Bleibt der Rezeptor
trotz Bildung von Insulin weitgehend stumm,
spricht man von Insulinresistenz. Auf lange
Sicht fiihren Insulinresistenz sowie ein erhéh-
ter Blutzuckerspiegel bei Diabetikern zu GefaB-
erkrankungen. Die Gruppe um George King aus

Boston (USA) ging der Frage nach, ob die Insu-
linsensitivitdt von Endothelzellen, welche Blut-
gefaBe an deren Innenwand auskleiden und
auf im Blut zirkulierende Hormone wie Insulin
reagieren, eine Rolle bei der Entstehung von
Arteriosklerose spielt.

Die Autoren (Rask-Madsen et al., Cell Metab
(2010) 11:379-389) verwendeten ein Mausmo-
dell fir Arteriosklerose und entfernten den Tie-
ren genetisch zudem deren Insulinrezeptoren in
Endothelzellen. Auf Glukosetoleranz, Kérperge-
wicht, Blutdruck und Blutfettwerte hatte diese
Mutation keine unmittelbaren Auswirkungen.

Nach einigen Monaten hauften die Mause
allerdings deutlich mehr Fett und Cholesterol

in der GefdBwand an. Dariiber hinaus war die
Anheftung von Entziindungszellen an das Endo-
thel erhoht. Die Gruppe fand heraus, dass da-
fur Adhdsionsmolekiile verantwortlich waren,
deren Expression unter normalen Umstanden
durch das Insulin-Signal in Endothelzellen
unterdriickt wird. Auf diese Weise begiinstigt
ein Insulin-resistentes Endothel die Entstehung
von Arteriosklerose selbst in Abwesenheit wei-
terer Risikofaktoren wie z. B. Bluthochdruck.
—> Die Studie zeigt auf, wo neue Therapien
ansetzen miissten, um endotheliale Insulinre-
sistenz bei Diabetikern zu lindern und so poten-
zielle Komplikationen zu vermeiden.
Christoph Schmitt =
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Unter Kontrolle: Montage der Rubisco aus Cyanobakterien

Die Ribulose-bis-Phosphat-Carboxylase/
Oxygenase (Rbc) der oxygenen phototro-
phen Organismen besteht aus acht gro-
Ben und acht kleinen Untereinheiten:
RbcLg-RbcS,. Ihre funktionelle Form
erhélt sie unter Beteiligung des Chapero-
nins GroEL/ES und eines Proteins RbcX
(Saschenbrecker S et al., Cell (2007)
129:1189-1200), dessen Rolle C. Liu et al.
(Nature (2010) 463:197-202) jetzt in
einem In-vitro-System und mithilfe von
Kryo-Elektronenmikroskopie aufklarten.
B Das Protein RbcL bendtigt zur korrekten
Faltung GroEL/ES. Wahrend sich in anoxyge-
nen Phototrophen spontan aktive Dimere
(Rubisco Il) bilden, bleibt RbcL des Typs |

wegen eines flexiblen C-Terminus monomer
und GroEL verhaftet. Erst wenn das Dimer
RbcX, den Peptidstrang in einer hydrophoben
Tasche bindet und ,ordentlich“ faltet, fligen
sich zwei RbcL-RbcX,-Komplexe antiparallel
zusammen, wobei jedes RbcX, beide RbcL ver-
klammert. Vier dieser Molekdile bilden die
Zwischenform RbcLg-(RbeX,), des Herzstlicks
der Rubisco I. Nun assoziiert pro RbcL das klei-
nere Protein RbcS, es andert die Konforma-
tion der groBen Untereinheit und bewirkt
dadurch die Ablosung des Helferpaares RbcX,.
Faltung und Zusammenbau des Holoenzyms
sind hier eng miteinander verkoppelt und durch
Proteine kontrolliert. Die Beteiligung spezifi-
scher Assemblierungs-Chaperone kdnnte ein

Prinzip fir die Synthese komplexer Oligomere
sein.
—> Die Autoren zeigen mit ihren Ergebnissen,
wie eines der wichtigsten Enzyme der Biosphdire
in Form gebracht wird. Dies war maglich, weil
sie die Oligomerbildung in vitro auflaufen lie-
fen und ihnen so die entstehenden Zwischen-
formen zugdnglich waren. Die Rubisco ist ein
schlecht arbeitendes Enzym, weil sie neben CO,
auch das in der Atmosphdre 550-mal hdufige-
re 0, umsetzt. Die Autoren mdchten deshalb
die katalytische Effizienz durch Protein-Engi-
neering steigern, und daffir ist es niitzlich, die
in-vitro-Synthese der Rubisco im Griff zu haben.
Harald Engelhardt ™

Netzwerk im Netzwerk - die prasynaptische Zytomatrix

Die zytologische Organisation der neuro-
nalen Synapsen ist seit mehreren Jahr-
zehnten Gegenstand intensiver elektro-
nenmikroskopischer Forschung. In den
1980er Jahren wurde die Zytomatrix als
Bestandteil der Ultrastruktur der Prasy-
napse in Vertebraten beschrieben. Dabei
handelt es sich um eine filamentartige
Struktur, die synaptische Vesikel netz-
werkartig verbindet. Im letzten Jahrzehnt
wurde diese Zytomatrix mithilfe von in
drei Dimensionen isotropisch hochauf-
Iosenden EM-tomografischen Techniken
analysiert. R. Fernandez-Busnadiego et al.
(J Cell Biol (2010) 188:145-156) vom Max-
Planck-Institut fiir Biochemie in Martins-
ried haben in Zusammenarbeit mit Kolle-
gen vom MRC-Labor im englischen Cam-
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bridge nun Pionierarbeit anhand einer
préazisen Beschreibung der Zytomatrix
mittels kryo-elektronentomografischer
Methoden in Synaptosomen und organo-
typischen Gewebeschnitten der Ratte
geleistet.

B Bei der Kryo-Elektronentomografie werden
die Proben tiefgefroren und dann ohne zuséatz-
liche Kontrastierungen im Elektronenmikros-
kop betrachtet. Ein Hauptbestandteil der Zyto-
matrix sind die als connectors bezeichneten
Verbindungen zwischen den synaptischen Vesi-
keln. Sie wurden fiir die Analyse automatisch
segmentiert und so umfassend quantifizierbar
gemacht. In der Umgebung des funktionalen
Zentrums der Synapse, der aktiven Zone, sind
mehr als 80 Prozent der synaptischen Vesikel
durch connectors verbunden. Sie iberspan-

nen meist die kirzeste Verbindung zwischen
den Vesikeln.

Die Autoren analysierten auch Strukturen,
die die synaptische Zellmembran mit Vesikeln
verbinden. Diese tethers stellen einen weite-
ren Bestandteil des prasynaptischen Netz-
werks dar. Nach pharmakologischer Aktivie-
rung konnte eine Veranderung der prasynap-
tischen Ultrastruktur beschrieben werden.
—> Durch die Anwendung dieser Techniken
wird ein umfassender Blick auf die strukturel-
len Eigenschaften der prdsynaptischen Zyto-
matrix erdffnet, der wiederum zusammen mit
den pharmakologischen Studien interessante
Hypothesen fiir die funktionellen Rollen dieser
Strukturen anbietet.

Christian Stigloher B





