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28 Kapitel 2 - Genexpression

Transkription (das Ablesen bestimmter Gene von
der DNA) und Translation (Ubersetzen des Tran-
skriptionsproduktes in ein Protein) werden unter
dem Begriftf Genexpression zusammengefasst. Da
bestimmte Proteine jeweils zum richtigen Zeitpunkt
in den richtigen Zellen gebildet werden miissen,
ist die Regulierung der Genexpression von essen-
tieller Bedeutung - nicht nur in der Anpassung an
sportliche Belastungen. Doch nicht nur der Aufbau,
sondern auch der Abbau von Proteinen unterliegt
einem koordinierten Prozess, wodurch gezielt nicht
mehr benétigte oder funktionsuntiichtige Proteine
wieder eliminiert werden kénnen.

2.1 Zentrales Dogma der

Molekularbiologie

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, ist
die gesamte Information, die ein Organismus zum
Uberleben benotigt, in der DNA bzw. im Genom
gespeichert. Beinahe alle Korperzellen (sofern sie
einen Zellkern aufweisen) enthalten dieselbe idente
Information. Doch wie wird die Information abge-
lesen und wie werden Gene spezifisch zu einem
bestimmten Zeitpunkt oder in einer bestimmten
Zelle aktiv? Zunichst wollen wir uns der ersten Frage
zuwenden.

Im Jahr 1958 formulierte Francis Crick zwei
Hypothesen, die noch heute in weiten Teilen ihre Giil-
tigkeit haben. Die erste (Sequenzhypothese) besagt,
dass die Reihenfolge der Basen der Nukleinsdure den
Code fiir die Aminosduresequenz eines bestimmten
Proteins ausmacht. Die zweite Hypothese bezeich-
nete er als das ,,zentrale Dogma der Molekularbio-
logie® Dabei schlug er vor, dass der Informations-
transfer von der Nukleinsdure zur Nukleinsdure und
von der Nukleinsdure zum Protein, nicht aber vom
Protein zur Nukleinsdure moglich sei [1, 2].

Heute wissen wir, dass das ,Dogma“ in seiner
restriktiv ausgelegten Form nicht in Ganze haltbar
ist, aber dennoch tragt es als Modell zum grundsitz-
lichen Verstandnis der Informationsiibertragung von
der DNA (dient als Matrize) (iber die RNA (dient als
Botenstoff) zum funktionell wirksamen Protein bei
(8 Abb.2.1) [3,4]. Die beiden wesentlichen Prozesse,
die in » Abschn. 2.2 und 2.3 im Detail beschrieben
werden, nennt man:

Transkription (Ubertragung von DNA auf

RNA)

Translation (Ubersetzung der Information der

RNA in ein Protein)

Eine Abschitzung aus den Analysen der Chromo-
some 6, 7, 14, 20 und 22 ergab, dass nur etwa 2%
des humanen Genoms abgelesen und in ein Protein

RNA
Replikation
Reverse
Transkription &
c
.0
® <G .
= DNA - 5 RNA —> Protein
&
[
Transkription "‘ Translation
RNA
Editing
B Abb.2.1 Genetischer Informationsfluss. Dargestellt sind neben dem ,zentralen Dogma” der Molekularbiolgie

(durchgezogene Pfeile) auch die Ausnahmen (gestrichelte Pfeile). So besteht das Genom einiger Viren etwa aus RNA. Das
zu den Retroviren gehorige HIV (human immunodeficiency visus) etwa kann die RNA Uber die reverse Transkription in eine
doppelstrangige DNA libersetzen, die in das Wirtsgenom eingebaut werden kann. Eine weitere Ausnahme ist auch das RNA-

Editing, bei dem die RNA nach der Transkription verandert wird.
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Exon 1 Exon 2 Exon 3
DNA [l CITTITTTT—— Y |
Enhancer Promoter Intron 1 Intron 2 Terminator
l Transkription
5'UTR 3'UTR
Pra-mRNA R — EESSAAAAA. .
(Nukleus) 5'cap 3'Poly-A Schwanz
l Spleien
Reife mRNA
eire G-PPP [TIIITIT] NN\ AAAAA...

(Zytoplasma)

B Abb.2.2 Schematischer Aufbau von eukaryotischen Genen. Wichtige Elemente eines Gens dargestellt auf Ebene der DNA,
sowie nach der Transkription (pra-mRNA) und Prozessierung (reife mRNA).

ubersetzt werden, 43% werden abgelesen, aber nicht
tibersetzt, und 55% der DNA werden tiberhaupt nicht
abgelesen [5]. Dieser Befund heif3t aber nicht, dass
mehr als die Halfte unserer DNA ,,unnétig® ist. Viel-
mehr liegen hier offenbar teilweise hoch-konserva-
tive Regionen, die fiir die Regulierung der Genex-
pression von Bedeutung sind [6].

Jenen Abschnitt der DNA, der die genetische
Information zur Bildung eines biologisch wirksamen
Proteins (oder aktiver RNA) beinhaltet, bezeichnet
man als Gen. Dazu gehoren die Abschnitte, die die
Aminosauresequenz des Proteins vorgeben (Exons),
die dazwischen liegenden Abschnitte (Introns) sowie
jene Teile, die fiir die Regulierung der Transkription
notwendig sind (Promotor, Enhancer, Silencer, Ter-
minator) (8 Abb. 2.2).

2.2 Transkription

Da die genetische Information im Zellkern gespei-
chertist, die Ubertragung in ein Protein, die Trans-
lation, aber im Zytosol erfolgt, ist es notwendig,
die Information zunéchst auf einen Botenstoft zu
ibertragen, der aus dem Zellkern auswandern
kann. Dieser Botenstoff, der durch die Transkrip-
tion gebildet wird, ist die sogenannte Ribonuk-
leinsdure (RNA), genauer gesagt die Messenger
RNA (mRNA), die sich von der DNA in folgenden
Punkten unterscheidet:

Sie enthilt als Zuckerbaustein Ribose (statt
Desoxyribose).

Sie liegt als Einzelstrang vor (statt
Doppelstrang).

Einbau von Uracil (U) (statt Thymin (T)).

Alldiese Anderungen haben zur Folge, dass die RNA
im Vergleich zur DNA wesentlich instabiler ist und
nach Erfiillung ihrer Funktion leichter wieder abge-
baut werden kann. Bei der Proteinbiosynthese sind
neben der mRNA noch die Transfer RNA (tRNA)
und ribosomale RNA (rRNA) beteiligt.

2.2.1 Ablauf der Transkription

Bei der Transkription wird die Information der DNA
mit Hilfe von RNA-Polymerasen abgelesen und in
eine Vorlauferform der mRNA (= pra-mRNA) iiber-
setzt (transkribiert). Dabei lassen sich drei Schritte
unterscheiden: Initiation, Elongation und Termi-
nation. Bei der Initiation bindet die RNA-Polyme-
rase an einer bestimmten Stelle vor einem Gen, dem
Promotor. Die DNA wird dabei entspiralisiert. Diese
Initiationsstelle bestimmt auch, welcher Strang der
DNA abgelesen wird. Im darauf folgenden Schritt,
der Elongation, bewegt sich die RNA-Polymerase am
DNA Strang in 5° > 3‘-Richtung entlang und kopiert
den sogenannten antisense Strang der DNA durch
das Anhdngen von entsprechenden Nukleotiden an
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das 3*-Ende des wachsenden Transkripts. Bestimmte
DNA-Sequenzen am Ende des Gens (Terminator)
bestimmen den Abbruch (die Termination) der
Transkription. Die RNA-Polymerase verldsst den
DNA-Matrizenstrang (8 Abb. 2.3).

2.2.2 Posttranskriptionale
Modifikationen

Vor der Ubersetzung der mRNA in ein Protein
(Translation) wird das primére Transkript, die pra-
mRNA, noch im Zellkern prozessiert (modifiziert).
Um die mRNA im Zytosol vor dem Abbau durch
Ribonucleasen zu schiitzen und gleichzeitig die
Bindung der mRNA an das Ribosom bei der Trans-
lation zu unterstiitzen, erfolgt zunéchst das soge-
nannte Capping. Dabei wird ein modifiziertes GTP
(Guanosintriphosphat) an das 5°-Ende der mRNA
angehdngt. Zur Unterstiitzung des Exports der
reifen mRNA aus dem Zellkern wird am anderen
Ende der mRNA ein sogenannter Poly-A-Schwanz
bestehend aus 100-300 Adeninnukleotiden ange-
héngt (@ Abb. 2.2).

Letztlich miissen noch die Introns (nicht-co-
dierende Sequenzen) aus der pra-mRNA entfernt
werden. Dieser Vorgang wird Splicing genannt.
Dazu wird ein Komplex aus verschiedenen Protei-
nen und der RNA gebildet (Spliceosom), der an den
Exon-Intron-Grenzen ansetzen kann. Die Introns
werden aus der pra-mRNA herausgeschnitten und
wieder abgebaut. Die einzelnen Exons werden mit-
einander zur reifen mRNA verkniipft, die nach
dem Transport aus dem Zellkern als Vorlage fiir
das Protein dient. Es ist mittlerweile bekannt, dass
so durch alternatives Splicing aus einem einzelnen
Gen verschiedene mRNAs und somit Proteine ent-
stehen konnen, indem die einzelnen Exons unter-
schiedlich zusammengesetzt werden. Eine aktuelle
Abschitzung ergibt, dass aus jedem Gen zumin-
dest zwei alternative Proteine entstehen konnen
[7]. Ein bekanntes Beispiel ist der humane Insulin-
dhnliche Wachstumsfaktor-1 (Insulin-like growth
factor-1, IGF-1), der in seinen unterschiedlichen
Formen eine wesentliche Rolle in der Anpassung
der Muskulatur an Training, insbesondere Kraft-
training, spielt (» Kap. 8 und 12). Durch alternati-
ves Splicing entstehen hier IGF-1Ea, IGF-1b und

IGF1-Ec (auch MGF, mechano growth factor) [8]
(8 Abb.2.4).

Eine interessante Form der posttranskriptionel-
len Modifikationen stellt die RNA Editierung dar.
Darunter versteht man die Veranderung der Basen-
sequenz nach der Transkription. Beim Apolipopro-
tein B etwa, das fiir den Transport von Lipiden im
Blut wichtig ist, gibt es zwei verschiedene Proteine,
eines von der Leber und eines im Diinndarm synthe-
tisiert. Beide werden jedoch von einem einzigen Gen
kodiert. Die unterschiedliche Ldnge der Proteine ent-
steht durch eine Modifizierung der mRNA, wobei ein
Cytosin in ein Uracil umgewandelt wird. Dadurch
findet man in der Diinndarm-Version ein vorzeitigs
Stopp-Codon, was in einem kiirzeren Apolipoprtein
B miindet [9].

Methoden INFO: RNA-Isolierung und -Quantifizierung
Im Gegensatz zur DNA liegt RNA Ublicherweise in Einzel-
strangen vor; sie ist deshalb anfalliger fir spontane und enzy-
matische Hydrolyse. Wéhrend der Isolierung muss absolut
steril gearbeitet werden, da die sowohl im Ausgangsmaterial
als auch in der Umgebung vorkommenden RNasen die vor-
handene RNA sofort zerstéren wirden. (Insbesondere das
Tragen von Handschuhen ist wichtig, um Verunreinigungen
mit den auf der menschlichen Haut vorkommenden RNasen,
die dort der unspezifischen Immunabwehr dienen, zu ver-
hindern.) Durch die Verwendung von speziellen Blutréhrchen
(z. B. PAXgene) oder Losungen (z. B. RNAlater) kann die RNA in
der Probe allerdings sofort nach der Gewinnung stabilisiert
werden.

Die RNA-Isolierung dhnelt von den Arbeitsschritten der Iso-
lierung der DNA. Als erstes erfolgt die Homogenisierung der
Zellen, dann die Inaktivierung der Proteine. Die Phenolextrak-
tion erfolgt anders als bei der DNA-Isolierung im sauren Milieu
(meist durch einen Indikator erkennbar). Fur die Isolation
selbst werden heutzutage fast ausschlielich kommerzielle
Kits verwendet, die fiir die RNA-Isolierung aus unterschied-
lichen Geweben optimiert sind und entweder Silica-Membra-
nen oder Magnetic Beads enthalten, an die die RNA bindet.
AnschlieBend folgen Waschschritte sowie der Elutionsschritt.
Die Ermittlung der gewonnenen RNA-Konzentration erfolgt
durch photometrische Messung bei der Wellenldnge von 260
bzw. 280 nm. Der Quotient der erhaltenen Werte gibt Auf-
schluss tiber die Reinheit der gewonnen Probe (OD260/0D280
Ratio um 2,0 ist typisch fiir reine RNA).

Die so gewonnene RNA kann durch weitere Arbeitsschritte
in Untergruppen (wie rRNA mRNA, miRNA etc.) aufgetrennt
werden. Fur die Reverse Transcriptase-PCR, bei der die RNA
in cDNA (DNA, die mittels des Enzyms Reverse Transkriptase
aus RNA synthetisiert wird) umgeschrieben und anschlieBend
amplifiziert wird, ist Gesamt-RNA (blicherweise ausreichend.
Auch fir Northern-Analysen kann meistens Gesamt-RNA ver-
wendet werden.
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B Abb.2.3 Transkription. Initiation, Elongation und Termination als Teilschritte der Transkription [39].
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Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6
DNA L1 [ | | | B [[ ] /gf1Gen
[Toder2] 3 [ 4 J6] | IGF-1Ea
mRNA
1 oder 2 3 4 IGF-1 Eb
Varianten l l l -
[1oder2] 3 [ 4 [WBW6] IGF-1Ec(oder MGF)

B Abb.2.4 Alternatives Splicing am Beispiel des IGF-1.

2.3 Translation

Nach erfolgreicher Transkription und Prozessierung
wird die nun reife mRNA vom Nukleus in das Zytosol
transportiert, wo sich die Ribosomen befinden, die
fir die Proteinsynthese essentiell sind.

Bei der Translation wird die mRNA im Zytosol
in ein Protein tibersetzt. Dieses kann nach entspre-
chender Modifizierung seine Funktion im Kérper
ausiiben. Thre Funktionen sind vielfaltig und umfas-
sen Strukturproteine (Kollagene, Actin, Myosin, ...),
immunologisch wirksame Proteine (Immunglobu-
line, Antikorper, ...), Transportproteine (Himo-
globin, Transferrin, ...), Speicherproteine (Casein,
Ovalbumin, ...) und regulierende Proteine (Enzyme,
Rezeptoren, Signalproteine, ...).

2.3.1 Der genetische Code

Die Regel, mit der eine Nucleotidsequenz der mRNA
in eine Aminosdure iibersetzt wird, nennt man den
»genetischen Code® (@ Abb. 2.5). Die Aminoséu-
ren werden kettenartig miteinander verkniipft und
bilden ein Polypeptid bzw. Protein.
Der genetische Code beinhaltet drei Regeln:
Jeweils drei aufeinanderfolgende Basenpaare
(Codons) tibermitteln die Information fiir eine
Aminosaure.
Der Code ist degeneriert/redundant (d. h.
mehrere verschiedene Codons kénnen fiir eine

Aminosaure codieren), aber nicht mehrdeutig
(ein bestimmtes Codon codiert nicht fiir
verschiedene Aminosauren).

Der genetische Code ist mit wenigen
Ausnahmen universell (d. h. er ist fiir alle
Organismen gleich).

Proteine sind aus 20 verschiedenen Aminosduren
aufgebaut. Mit vier verschiedene Basen, die in 3er-
Gruppen aneinandergereiht werden, ergeben sich
4’ = 64 Moglichkeiten. Das heifit, dass fiir die meisten
Aminosduren mit Ausnahme von Tryptophan und
Methionin mehr als ein Codon zur Verfiigung steht
(Redundanz). Das Triplett AUG bestimmt immer
den Startpunkt eines Proteins, steht aber auch fiir
Methionin (Met), das Ende wird durch UAA, UAG
oder UGA vorgegeben (Stopp-Codons).

Nun wird auch verstindlich, dass Mutationen oder
Polymorphismen in einer codierenden Region eine
Anderung in der Aminosiuresequenz zur Folge haben
kann, aber auf Grund der Redundanz nicht haben
muss. Ein markantes Beispiel aus der Leistungsphy-
siologie betrifft das ACTN3-Gen. Dieses codiert fiir
das a-Actinin-3-Protein, das in der Muskulatur eine
wichtige Rolle spielt. Ein SNP (Single Nucleotid Poly-
morphism),also eine Anderung einer einzigen Base an
der Stelle 577, fithrt dazu, dass statt eines CGA (> Arg)
ein UGA (= Stopp) steht. Dies fithrt dazu, dass kein
vollstandiges a-Actinin 3 gebildet werden kann, was
fiir etwa 18% der Bevolkerung zutrifft, die homozy-
got fiir diesen Polymorphismus sind (» Kap. 16) [10].
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B Abb.2.5 Genetischer Code. Ubersicht der Codons, die fiir die 20 kanonischen Aminosauren codieren. Die Aminosauren
sind im Drei- und Einbuchstabencode angegeben (Phe, Phenylalanin; Leu, Leucin; lleu, Isoleucin; Met, Methionin; Val, Valin;
Ser, Serin; Pro, Prolin; Thr, Threonin; Ala, Alanin; Tyr, Tyrosin; His, Histidin; GIn, Glutamin; Asn, Asparagin; Lys, Lysin; Asp,
Asparaginsaure, Glu, Glutaminsdure; Cys, Cystein; Trp, Tryptophan; Arg, Arginin; Gly, Glycin). Das AUG (Methionin) entspricht

dem Startcodon.

2.3.2 Ablauf der Translation

Bei der Translation wird die mRNA unter Zuhilfe-
nahme des genetischen Codes in eine spezifische
Sequenz aus verschiedenen Aminoséuren tibersetzt.
Verkniipft bilden diese das Polypeptid (Protein). Eine
wichtige Rolle spielt hier die Transfer RNA (tRNA),
die zum einen die Information aus den Codons der
mRNA abliest und die entsprechenden Aminosau-
ren herbeibringt. Insgesamt gibt es fiir die 20 ver-
schiedenen Aminosduren mindestens ebenso viele
spezifische tRNAs. Diese werden mit der entspre-
chenden Aminosdure beladen und kénnen dann

am entsprechenden Codon binden. Die eigentliche
Translation erfolgt an den Ribosomen im Zytosol
[11]. Diese bestehen aus zwei Untereinheiten (einer
kleineren und einer grofieren), die jeweils aus ribo-
somaler RNA (rRNA) sowie verschiedenen Protei-
nen zusammengesetzt sind. Erst bei der Translation
finden diese beiden Untereinheiten zusammen.
Ahnlich zur Transkription erfolgt die Transla-
tion in drei Schritten: Initiation, Elongation und Ter-
mination. Bei der Initiation bindet die kleine ribo-
somale Untereinheit an der mRNA (am Startcodon
AUG). Eine mit Methionin beladene tRNA kann nun
andocken und die grofie ribosomale Untereinheit



34 Kapitel 2 - Genexpression

vervollstindigt den Initiationskomplex. Danach
folgt die Elongation, wo eine neue tRNA das nichste
Codon der mRNA erkennt und daran bindet. Die
neue Aminosédure wird von der tRNA abgelost und
mit dem Methionin verkniipft. Das Ribosom bewegt
sichin 3°-Richtung weiter an der mRNA entlang und
die erste tRNA verldsst den Komplex, wihrend die
Peptidkette verlangert wird. Dieser Vorgang wie-
derholt sich, bis das Ribosom auf ein Stopp-Codon
(UAA, UAG oder UGA) trifft. Dies leitet die Termina-
tion ein, bei der ein sogenannter Releasefaktor an die
mRNA bindet und es zur Freisetzung des neu gebil-
deten Polypeptids kommt. Danach zerfallt auch das
Ribosom wieder in die Untereinheiten (B Abb. 2.6).
Die Linge der Polypeptidketten ist je nach Protein
hochst unterschiedlich. Withrend die durchschnittli-
che Linge der Proteine in Eukaryoten ~ 472 Amino-
sduren betragt, gibt es auch Rekordhalter wie das in
der Muskulatur vorkommende Titin, das iiber 30.000
Aminoséduren lang ist [12, 13].

2.3.3 Posttranslationale
Modifikationen

Die verschiedenen Proteine iiben die unterschied-
lichsten Funktionen aus. Um diese Funktionen
bestmoglich zu erfiillen, konnen die Peptidket-
ten nach der Translation noch verdndert werden.
So konnen aus einem Gen verschiedene Pro-
teine entstehen [14]. Wichtige Modifikationen
sind die Proteolyse, die Glykosylierung sowie die
Phosphorylierung.

Bei der Proteolyse wird das Polypeptid mit Hilfe
von bestimmten Enzymen (Proteasen) in kleinere
Einheiten zerlegt oder Teile abgeschnitten. Durch
die Glykosilierung werden Glykane (Zucker) an die
Peptidkette angehdngt, ein Prozess, der im endoplas-
matischen Retikulum bzw. im Golgi-Apparat statt-
findet. Wichtige Glykoproteine im menschlichen
Korper sind Kollagene, das Transferrin, verschiedene
Immunglobuline und Hormone wie das Thyroid-sti-
mulierende Hormon (TSH). Besonders wichtig fiir
die Signalweiterleitung innerhalb von Zellen (Sig-
naltransduktion » Kap. 3) ist die Phosphorylierung.
Mit Hilfe von Enzymen (Proteinkinasen) werden
Signalproteine phosphoryliert und somit aktiviert.
Dieser Vorgang ist reversibel und kann mit Hilfe von

Phosphatasen, die die Phosphatgruppe wieder ent-
fernen, riickgingig gemacht werden.

2.3.4 Raumliche Anordnung der
Proteine

Man unterscheidet bei den Proteinen vier ver-
schiedene Strukturebenen, die ihre Anordnung
im Raum betreffen. Diese Ebenen umfassen die

a

groBBe
kleine Untereinheit
Unter- ‘& 5'
einheit ' — \
—_—
mRNA
Richtung der
Translation
F
L3 3r
™y
b Die Polypeptide
E wachsen weiter,
wéhrend die
Ribosomen zum
3'-Ende der
mRNA wandern.

B Abb.2.6 Translation [39]
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Primar-, Sekundar-, Tertidr- und Quartarstruk-
tur [15]. Die Aminosduresequenz eines Proteins
bestimmt die Primarstruktur. Da sich die einzel-
nen Aminosduren in den Eigenschaften ihrer Sei-
tenketten unterscheiden (hydrophil, hydrophob,
geladen, ungeladen), ergeben sich charakteris-
tische Wechselwirkungen. Die Ausbildung von
Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den Ami-
nosdureresten fithrt zur Sekundarstruktur. Typi-
sche Formen der Sekundarstruktur sind a-Helix
und (-Faltblatt. Wahrend sich diese beiden Struk-
turelemente innerhalb eines Proteins abwechseln
konnen, gibt es auch Proteine, die ausschliefilich
aus a-Helices aufgebaut sind (z. B. Myoglobin oder
Hémoglobin). Bei der Tertiarstruktur werden die
einzelnen Sekundirstrukturen innerhalb einer
Peptidkette durch stabilisierende Wechselwir-
kungen raumlich gefestigt. Diese Wechselwirkun-
gen umfassen die Ausbildung von Disulfidbriicken
zwischen zwei Cysteinen, ionische Wechselwirkun-
gen zwischen positiv- und negativ-geladenen Sei-
tenketten (Arginin, Lysin mit Glutaminsdure und
Asparaginsiure), hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen ungeladenen Gruppen mit schlecht was-
serlgslichen aliphatischen oder aromatischen Sei-
tenketten (z. B. Alanin, Phenylalanin, ...) und die
schon zuvor erwihnten Wasserstoffbriickenbindun-
gen. Obwohl viele Proteine aus nur einer Protein-
kette bestehen (Monomere), kommt es bei anderen
zur Ausbildung einer Quartarstruktur. Hier bilden
mehrere gleiche oder unterschiedliche Peptide
(Untereinheiten) das fertige Protein aus. Wie schon
zuvor werden die Untereinheiten iiber verschie-
dene kovalente oder nicht-kovalente Wechselwir-
kungen zusammengehalten. Die Pyruvatkinase, die
eine wesentliche Rolle in der ATP-Synthese (Gly-
kolyse) spielt, ist ein Beispiel fiir ein Protein, das
aus vier identen Untereinheiten zusammengesetzt
ist (Homooligomer). Ein zweites Enzym der Glyko-
lyse, die Lactat-Dehydrogenase, besteht ebenfalls
aus vier Untereinheiten. Diese konnen aber zwei
verschiedenen Typen entsprechen (H fiir Herz-
Form oder M fiir Muskel-Form): Je nach Gewebe
kommen unterschiedliche Isoformen des Proteins
vor. So werden die homooligomeren Formen M, in
Muskel und Leber sowie H, im Herz gefunden. Die
Heterooligomere MyH, M,H,, MH, kommen etwa
in Immunzellen oder dem Gehirn vor [15].
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Unter Western Blot versteht man eine Technik zum Nachweis
von Proteinen (im Gegensatz zum Southern und Northern
Blot, wo DNA bzw. RNA nachgewiesen werden). In einem ers-
ten Schritt werden die Proteine mittels Elektrophorese nach
ihrer GroBe, Ladung oder anderen Eigenschaften aufgetrennt
(Ublicherweise Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelek-
trophorese) und anschlieBend auf eine Membran tibertragen.
Diesen Vorgang nennt man Blotting. Werden die Proteine
direkt auf die Membran aufgetragen, spricht man von Dot-
Blot. Generell werden die Proteine immobilisiert und anschlie-
Bend durch entsprechende Antikorper markiert. Der Nachweis
kann durch Fluoreszenz-, Farb- oder Chemoluminiszenz-Visu-
alisierung erfolgen.

Anwendung findet der Western Blot in der Forschung sowie in
der Diagnostik (z. B. Nachweis von Antikorpern).

2.4 Regulierung der Genexpression

In einem komplexen Organismus wie dem Men-
schen ist es unerlisslich, dass die einzelnen Proteine
genau zum richtigen Zeitpunkt in den richtigen
Zellen gebildet werden. Es ist daher nicht tiberra-
schend, dass die Genexpression (die Neubildung
von Proteinen) genauestens kontrolliert wird. Das
Fine-Tuning ist dabei auf vielen Ebenen maglich,
wobei die wichtigsten Kontrollpunkte im Folgen-
den genauer betrachtet werden sollen (8 Abb. 2.7).

2.4.1 Epigenetische Mechanismen

Die epigenetischen Mechanismen wurden bereits in
» Abschn. 1.5 beschrieben. Wichtig fiir die Regulie-
rung der Genexpression sind die DNA-Methylierung
und das Chromatin-Remodeling. DNA-Methylierun-
gen finden oft an sogenannten CpG-Inseln (Haufung
von Cytosin/Guanin-Abfolgen in der DNA) am
Anfang eines Gens (am Promotor) statt. Durch die
Methylierung des Cytosins werden in der Regel die
entsprechenden Gene inaktiviert. Interessanter-
weise werden Methylierungsmuster auch vererbt und
sind dabei relativ stabil. Dennoch werden unmittel-
bar nach der Befruchtung einer Eizelle viele Gene
demethyliert, wodurch diese in der frithen Phase
der Embryonalentwicklung aktiv sind. Erst spéter
werden sie durch erneute Methylierung wieder inak-
tiviert. Daneben gibt es Gene, die geschlechtsspezi-
fisch methyliert und somit abgelesen werden (geno-
misches Imprinting). Ein Beispiel fiir ein paternal
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exprimiertes Gen wire das IGF-2 (Insulin-dhnlicher
Wachstumsfaktor 2), wihrend die Ubiquitin Protein-
ligase E3A maternal aktiv ist [16].

Beim Chromatin-Remodeling wird etwa durch
die Acetylierung der Histonschwinze durch das
Enzym Histonacetyltransferase die Zuganglichkeit
der DNA fiir regulatorische Proteine erleichtert.
Dabei wird die dichte Packung der DNA gelockert
und fiir die Transkription vorbereitet (8 Abb. 2.8).
Im Gegensatz dazu konnen die Histondeacetylasen
diese Acetylgruppen entfernen und somit die Tran-
skription erschweren. Wissenschaftliche Studien
konnten zeigen, dass wesentliche Schritte zum Auf-
und Abbau der Skelettmuskulatur durch die epige-
netische Kontrolle von MRF (myogenic regulatory
factor) und MEF-2 (myocyte enhancer factor 2)
gewihrleistet werden [17].

2.4.2 Kontrolle auf Ebene der
Transkription

Wichtige Regulatoren auf Ebene der Transkrip-
tion stellen die Transkriptionsfaktoren dar. Wie in
» Abschn. 2.2 dargestellt, beginnt die Transkription
am Promotor. Doch die RNA-Polymerase kann nicht
direkt an den Promotor binden; dazu ist ein Protein
(Transkriptionsfaktor IID, TFIID) notwendig, das
eine bestimmte Stelle am Promotor (die TATA-Box)
erkennt und dort bindet. In weiterer Folge binden an
diesen Transkriptionsfaktor weitere Proteine sowie
die RNA-Polymerase-II, bis der Transkriptionskom-
plex vollstindig zusammengesetzt ist und die Tran-
skription beginnen kann. Neben der TATA-Box gibt
es auch andere Sequenzen in der DNA, die von spe-
zifischen Transkriptionsfaktoren erkannt werden
kénnen.

Neben dem Promotor gibt es weitere Bindungs-
stellen an der DNA, die von verschiedenen regulato-
rischen Proteinen besetzt werden konnen, die wie-
derum mit der RNA-Polymerase interagieren und so
die Ableserate regulieren. Positive Regulatoren nennt
man Aktivatorproteine - diese binden an Enhancer-
Sequenzen an der DNA. Negative Regulatorproteine
werden Repressoren genannt — diese interagieren an
den Silencer-Sequenzen. Interessant ist, dass diese
oft weit entfernt vom eigentlichen Promotor liegen
(8 Abb. 2.9). Es konnte gezeigt werden, dass durch
Muskelkontraktionen wichtige Transkriptionsfakto-
ren wie MEF-2 (myocyte enhancer factor-2), NRE-1
(nuclear respiratory factor-1), SRF (serum response
factor) und FOXO1 (forkhead box protein O1) akti-
viert werden. Durch diese Aktivierung werden in
weiterer Folge spezifische Proteine gebildet, die die
Anpassung der Muskulatur an sportliche Aktivita-
ten bestimmen [18]. PGC-1a (peroxisome prolifera-
tor-activated receptor gamma coactivator-1 o) wurde
als wichtiger Co-Aktivator fiir die oben genannten
Transkriptionsfaktoren identifiziert [19].

2.4.3 MicroRNAs

MicroRNAs sind kurze (20-23 Nukleotide) nicht-
codierende einzelstringige RNA-Molekiile, die eine
wesentliche Rolle in der post-transkriptionellen Kon-
trolle der Genexpression spielen [20]. Zurzeit sind
in der Datenbank miRBase knapp 1900 menschliche



2.4 - Regulierung der Genexpression

Histon-

Nucleosom proteine

3 2

Histon-
schwinze

= -

| Die Modifizierung der Histone

Acetyl- Histon-Acetyltransferase durch die Histon-Acetyltrans-

gruppen ac‘etylierte | ferase lockert die Befestigung
Histone = & Ldes Nucleosoms an der DNA.

Remodeling-
Protein

™~

F Remodeling-Proteine binden und

_——1 I5sen die Nucleosomenstruktur auf.
— | J

Transkriptions-

‘ / komplex o

Jetzt kann der Transkriptionskomplex
binden und die Transkription beginnt.

Transkriptionsbeginn

B Abb.2.8 Chromatin-Remodeling zur Erleichterung der Transkription [39]

microRNAs gelistet, doch deren Zahl vergrofSert sich
laufend. Obwohl es mittlerweile bekannt ist, dass
es verschiedene Wege zur Bildung der verschiede-
nen microRNAs gibt, sind die folgenden Schritte
wesentlich (8 Abb. 2.10). Zunichst wird das Primar-
transkipt (primary microRNA, pri-microRNA) von
der DNA mit Hilfe der RNA-Polymerase IT oder III
abgelesen. Die pri-microRNA weist eine typische
Haarnadelstruktur auf und wird noch im Zellkern
mit Hilfe der RNase Drosha und dem RNA-Bin-
dungsprotein DGRC8 zur pre-miRNA (precursor
microRNA) gespalten. Diese wird iiber Exportin ins
Zytosol ausgeschleust, wo mit Hilfe einer weiteren
RNAse (Dicer) die Haarnadelstruktur abgeschnit-
ten wird und eine kurze, aber noch doppelstringige
microRNA entsteht. Im folgenden Schritt wird ein
Strang abgebaut, wihrend die nun reife microRNA
mit dem Protein Argonaute (Ago) einen Komplex,
den RISC (RNA-induced silencing complex) formt.
Dieser Komplex interagiert nun mit der mRNA
des Zielgens. Diese kann nun entweder abgebaut,
destabilisiert oder inhibiert werden, wodurch die

posttranskriptionelle Regulierung gewiahrleistet
ist [21]. Studien haben gezeigt, dass eine einzelne
microRNA hunderte Zielgene regulieren kann [22].
Computerunterstiitzte Abschitzungen ergaben,
dass etwa 30% aller protein-codierenden Gene tiber
microRNAs reguliert werden [23].

Eine Vielzahl von Untersuchungen belegt die
Rolle von microRNAs in der Entstehung und Pro-
gression zahlreicher Erkrankungen wie Krebs [24],
Herzkreislauferkrankungen [25], nichtalkoholische
Fettlebererkrankungen [26], Ubergewicht und meta-
bolischem Syndrom [27]. Wihrend viele microRNAs
in den unterschiedlichsten Zelltypen vorkommen,
werden manche microRNAs interessanter Weise
spezifisch in bestimmten Geweben exprimiert [28].
MicroRNAs, die spezifisch im Muskel vorkom-
men, werden unter dem Begriff MyomiRs zusam-
mengefasst. In @ Tab. 2.1 sind die bis jetzt bekann-
ten MyomiRs (miR1, miR133a, miR133b, miR206,
miR208b, miR486, miR499), deren Funktionen
sowie deren Zielgene im Zusammenhang mit der
Skelettmuskulatur dargestellt [29].
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2.5 Proteinabbau

Daviele Proteine nur in einem spezifischen Zeitfens-
ter aktiv sein sollen, muss es im zelluldren Verbund
auch Mechanismen geben, nicht benétigte Proteine
wieder abzubauen. Proteasen sind Enzyme, die die
Peptidketten der Proteine wieder in die einzelnen
Aminosauren zerlegen konnen. Dieser Abbau erfolgt
zum einen in spezifischen Zellorganellen, den Lyso-
somen. Zu den lysosomalen Proteasen (Cathepsine)
zdhlen Enzyme wie die Elastase oder die Kollagenase.
Zum anderen besitzen alle Zellen das sogenannte
Ubiquitin-Proteasom-System, wo die abzubauen-
den Proteine zundchst markiert und danach gezielt
im Proteasom abgebaut werden. Im Folgenden sollen
diese beiden Wege speziell im Zusammenhang mit
dem Abbau innerhalb von Muskelzellen betrachtet

werden. Es ist aber wichtig zu betonen, dass diese
Wege analog auch in anderen Zelltypen aktiv sind.

2.5.1 Ubiquitin-Proteasom-System

Das Proteasom ist ein Komplex aus mehreren Pro-
teinen und kommt in allen Zellen recht hiaufig vor
(ca. 30.000 Kopien pro Zelle). Da dieser Komplex
eine Sedimentationsgeschwindigkeit von 26S auf-
weist, nennt man ihn auch das 26S-Proteasom.
Damit spezifisch geschadigte oder nicht mehr beno-
tigte Proteine abgebaut werden konnen, miissen
diese markiert (poly-ubiquitiniert) werden [15]. In
diese Ubiquitinierung sind verschiedene Enzyme
(E1, E2, E3) involviert. E1 ist das Ubiquitin-ak-
tivierende Enzym. Im Gegensatz zum E1 gibt es
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zahlreiche Ubiquitin-Ligasen (E3), die das abzu-
bauende Protein binden und den Ubergang des
Ubiquitins von E2 auf das Zielprotein katalysieren
(8 Abb.2.11).

Verschiedene E2/E3-Paare sind in den Abbau der
verschiedenen Proteine involvliert, wobei speziell die
Ubiquitin-Ligasen eine gewisse Spezifitit vermitteln.
So gibt es beim Menschen etwa hundert E2s und
mehr als tausend E3s [30]. Im Muskel wurden bereits
einige Ubiquitin-Ligasen identifiziert. Dazu gehoren
Atrogin-1 oder MAFbx (muscle atrophy F-box) und
MuRF1 (Muscle RING finger 1), die eine wesentli-
che Rolle in der alters- oder krankheitsassoziier-
ten Muskelatrophie spielen, aber auch bei Anpas-
sungsreaktionen der Muskulatur aktiv sind [30].
Daneben wurden im Zusammenhang mit Tumor-
kachexie (Tumor-induzierter Abbau der Muskel-
masse), Fasten, Muskeldenervierung oder anderen
muskelabbauenden Situationen auch weitere E3-Li-
gasen wie TRAF6 (tumor necrosis factor receptor-as-
sociated factor 6) [31], TRIM32 (tripartite motif 32)
[32], FBXO40 [33] oder MUSA1 (auch FBXO30 oder
FBXO31) [34] beschrieben.
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2.5.2 Autophagie/Lysosom

Neben dem Ubiquitin-Proteasom-System gibt es
noch einen weit verbreiteten Weg, iiber den gescha-
digte Organellen und Makromolekiile abgebaut
werden konnen - die Autophagie. Man unterschei-
det Mikroautophagie, Chaperon-vermittelte Auto-
phagie und Makroautophagie [35, 36] (8 Abb.2.12).

Bei der Mikroautophagie werden die abzubauen-
den Proteine direkt in das Lysosom aufgenommen,
wo sie iiber lysosomale Proteasen abgebaut werden.
Bei der Chaperon-vermittelten Autophagie werden
Proteine mit einem bestimmten Konsensuspeptid
(Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) selektiv erkannt und tiber
ein Membranprotein (LAMP-2A, lysosome-asso-
ciated membrane protein type 2A) in das Lysosom
transportiert. Die Makroautophagie wird durch ver-
schiedene Stimuli wie oxidativen Stress oder Nah-
rungskarenz induziert. Im nichsten Schritt werden
die abzubauenden Substanzen im Phagophor einge-
schlossen und ein Autophagosom bildet sich. Dieses
Autophagosom fusioniert mit dem Lysosom und
der Inhalt wird abgebaut [30]. Zusitzlich kennt man
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B Tab.2.1 MyomiRs und ihre Rolle in der Skelettmuskulaturentwicklung (adaptiert nach [29])

Forderung der Myoblastendifferen-
zierung, Regeneration, Regulierung
der Angiogenese, pro-apoptotisch,
Kontrolle des oxidativen Stresses,

Férderung der Myoblastenprolife-
ration, -differenzierung und -fusion,
Regeneration, Regulierung des
alternativen Splicings, Chromatin
Remodeling, Regulierung des Zell-

schicksals, pro-apoptotisch, Kontrol-

le des Mitochondrienmetabolismus,

Forderung der Myoblastendiffe-

renzierung und -fusion, Regenera-
tion, Regulierung des alternativen
Splicings, Chromatin Remodeling,

Férderung der Myoblastenprolife-
ration, Regeneration, Regeneration
neuromuskuldrer Synapsen, Chro-
matin Remodeling, anti-angiogen,
pro-apoptotisch, Kontrolle des oxi-
dativen Stresses, Anti-Migration

Muskelfaserswitch, Férderung des

Kontrolle der Myoblastendifferen-
zierung und -fusion, Regulierung
des alternativen Splicings, anti-

MyomiRs Chromosomen- Funktion im Skelettmuskel
Location
miR-1 20q13.33 (miR-1-1),
18911.2 (miR-1-2)
Anti-Migration
miR-133a 18q11.2 (miR-133a-1),
20q13.33 (miR-133a-2)
Muskelfaserswitch
miR-133b 6p12.2
Zellschicksalregulierung, pro-
apoptotisch
miR-206 6p12.2
miR-208b 14q11.2
Muskelwachstums
miR-486 8p11.21
apoptotisch, Pro-Migration
miR-499 20q11.22

Muskelfaserswitch, Férderung des
Muskelwachstums

Zielgene im Skelettmuskel

BDNF, CCND1, CCND2, FZD7, G6PD,
GJA1, HACD3, HDAC4, HSPAT,
IGF1, IGF1R, MAP4K3, MEOX2, MET,
MMD, NFAT5, NOTCH3, PAX3, PAX7,
POLA1, RARB, SARS, SMARCB1,
SMARCD2, UTRN, VEGFA, YY1

CALM1, DNM2, FGFRT,
FOXL2,IGF1R, MAML1, PFN2,
PP2AC,PRDM16, PTBP2, RUNX2,
SMARCDT1, SP1, SRF, TRPS1, UCP2

FAIM, FGFR1, MAML1, PP2AC,
PRDM16, PTBP2, SP1

BDNF, CCND1, CCND2, CLCN3,
FSTL1, FZD7, G6PD, GJA1, HACD3,
HDAC4, HMGB3, IGF1, IGFBP5,
MAP4K3, MEOX2, MET, MMD,
NFAT5, NGFR, NOTCH3, PAX3,
PAX7, POLAT, RARB, SH3BGLR3,
SMARCB1, SMARCD?2, SNAI2,
TIMP3, UTRN, VEGFA

CBX1, MED13, MSTN, PURB,
SOX6,5P3

DOCK3, FOXO1, PAX7, PDGFRB,
PTEN, SRSF1, SRSF3

CBX1, MAPK6, MED13, MSTN,PURB,
SOX6, SP3

noch spezifische Wege, iiber die ganze Mitochond-
rien (Mitophagie) oder Peroxisome (Makropexopha-
gie) recycelt werden.

Interessanterweise wird die Autophagie im
Muskel nicht nur bei der Tumorkachexie oder der

Sarkopenie (altersassoziierter Verlust an Muskel-
masse und -funktion) induziert, auch physiologische
Reize wie Ausdauer- und Krafttraining induzieren
Autophagie, um etwa geschidigte Mitochondrien
abzubauen [37, 38].
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