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1. Genome und Genomanalyse (Genomics, 

Metagenomics) 

2. Transkriptomanalyse (Transcriptomics) 

 

3. Proteomanalyse (Proteomics) 

4. Andere Analysemethoden (Metabolomics) 

“OMICs” – High throughput (non 

biased) Datenerzeugung 
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Voraussetzung für „omics“ 

- Vorhandensein von möglichst der kompletten 

Genomsequenz  

Relevanz des Zielorganismus 

 - als Modellorganismus (Beispiele: E. coli, Hefe, 

Synechocystis, Zebrafisch, Caenorhabditis elegans, 

Drosophila melanogaster, Ratte, Maus, Arabidopsis 

thaliana, Physcomitrella patens) 

 - aus ökonomischen und humanitären Aspekten 

(Beispiele: pathogene Mikroben, Mensch, einige 

Kulturpflanzen) 



Humangenomprojekt – HUGO vs. Craig Venter 



Sequenzierungsstrategien - Metagenomics 

Shot-gun Sequenzierung von Zufallsfragmenten aus Umweltproben bzw. 

von Lebensgemeinschaften 
bis hin zur Zusammenstellung kompletter bakterieller Genome 



z.B. Prochlorococcus marinus, globale Population -  3 x 1027 

45 Genome: ca. 1.000 Gene im core genome, mind. 80.000 im pangenome 
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Bioinformatik zur Auswertung 

 

1. Vorhersage möglicher kodierender Strukturen (gene prediction) 

- GENSCAN 

- GRAIL 

- NETPLANTGENE 

 

2. Vergleich mit bekannten Genen (BLAST-Searches) 

- basic local alignment search tool 

- verschiedene Arten: blastn, blastp, blastx, heute auch mit Clusteranalyse 

 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 

http://www.expasy.ch/ 
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Probleme der bioinformatischen 

Vorhersagen 
 Trefferquote der Vorhersage kodierender Regionen mit 95 % zu gering 

- Vorhersage über die Ähnlichkeit zu bekannten Genen zu ungenau 

 - noch unbekannte Gene können so nicht gefunden werden 

 - Gene werden falsch annotiert (Annotationsproblem) 

- Am besten interaktive Datenbanken nutzen!! 
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2. Transkriptomanalyse - Transcriptomics 

Ziel:  Untersuchung möglichst vieler (aller) Transkripte 

 gleichzeitig in einem Zielorganismus 

Bei Prokaryoten realistisch aber auch hier Variabilität je nach 

Wachstumsbedingungen! 

 

Häufig angewandte Verfahren: 

a) Electronic Northerns 

b) DNA-arrays 

1. cDNA-Arrays 

2. Oligonukleotid-Chips (Affymetrix-Arrays) 

c) RNAseq – high throughput cDNA Sequencing (Solexa, 454) 
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cDNA- bzw. EST-Datenbanken 
 

- experimenteller Ansatz zur Feststellung und Verifikation kodierender 

Bereiche 

- werden fast ausschließlich bei eukaryotischen Organismen eingesetzt 

- z.B. Abgleich mit Genomsequenz zur ORF-Verifizierung 

 

Anwendungen: 

1. ESTs (Expressed sequence tags) 

2. Vollständige Sequenzierung von cDNA-Klonen (FL-cDNAs) 
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Varianten und Probleme bei der Analyse 

von cDNA-Datenbanken 
- alternatives Splicing 

 - häufig in Tieren, seltener in Pflanzen 

- seltene Transkripte 

 - Expression abhängig von äußeren Faktoren oder   

 Entwicklungsstadien 

 - Herstellung spezifischer cDNA-Banken 

- transkribierte Pseudogene 

 - führen zum Ausschluss dieser Regionen aus der primären Analyse 

- miRNAs, siRNAs – fehlen meist (methodische Probleme) 

 - Funktionen bisher weitgehend unbekannt 

 - beteiligt an verschiedensten Prozessen durch Repression von 

 Zielgenen 
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2.1. Electronic Northerns 

- Ermittlung der relativen Transkriptionsrate von Genen durch 

ihre Anzahl von ESTs 

- Methode abhängig von Größe der EST-Datenbanken 

- nur eingeschränkt einsetzbar und aussagefähig 
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2.2 Transcript”omics” – DNA-Microarray 

DNA-Stücke bekannter Gene werden auf einen Träger 

immobilisiert und durch Hybridisierung mit markierter 

cDNA quantitativ nachgewiesen 
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Beispiel für einen cDNA-Array von Hefe 

2.2. (c)DNA-Arrays 

- DNA-Arrays bestehen aus 

einem inerten Trägermaterial, 

das mit mehreren tausend 

(c)DNAs beschickt ist. 

- Bei (c)DNA-Arrayanalysen 

werden die beiden zu unter-

suchenden RNAs markiert und 

abhängig von der Markierung 

auf einen oder zwei Arrays 

hybridisiert („umgekehrter 

Northern“). 

- Markierung erfolgt entweder 

radioaktiv oder mit 

Fluoreszenzfarbstoffen 
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Methoden der Arrayherstellung 

a) Photolithographie 

b) Microspotting 

c) Microspraying 

- Verbesserung der Zugänglichkeit der 

Proben durch Spacermoleküle 
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Herstellung von (c)DNA-Arrays 

- zunächst werden Gene des Interesses ausgewählt 

- spezifische Sequenzen werden amplifiziert (PCR) 

- die Produkte werden aufgereinigt und auf Membranen oder    

Glas (Slides) aufgebracht und immobilisiert 

 

Verfahren der Analyse 

- mRNAs von zwei verschiedenen Zuständen eines Organismus 

werden mit zwei verschiedenen Farbstoffen markiert 

- diese Proben werden anschließend mit den Arrays hybridisiert 

- eine Falschfarbendarstellung der Images der Arrays zeigt dann 

die Veränderung der Transkription der einzelnen Gene 
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Prinzip der Auswertung von cDNA-Arrays 

Auslöschung des 

Signals durch 

gleich starke 

Expression in 

beiden Zuständen 

Tubulin als 

interne Kontrolle 

keine 

Expression  

Doppelspotting 

zur Absicherung 
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Vor- und Nachteile von cDNA-Arrays 

- begrenzte Anzahl von cDNAs werden benötigt (keine 

Kenntnis des kompletten Genoms vonnöten) 

- können auch in Eigenregie hergestellt werden 

- Einsatz für Spezialanwendungen möglich („custom chips“ 

z.B. von Agilent, „Phylochips“, „Tiling arrays“) 

- Risiko der Kreuzhybridisierung 

- Standardisierung und Vergleich mit anderen 

Chipergebnissen sehr erschwert 

- Ist immer spezifisch für einen Organismus 
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Affymetrix-Arrays 

- Pro Gen existieren mehrere Sonden 

- Sonden bestehen aus maximal 25 bp 

- Arrays sind extrem spezifisch, selbst 

Unterschiede von nur einem bp 

werden erkannt 

- Transkripte werden in cDNA 

umgeschrieben, fragmentiert, markiert, 

und danach hybridisiert 

- Nach Hybridisierung erfolgt Scanning 

und Auswertung 
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Vor- und Nachteile von Affymetrix-Arrays 

- extrem spezifisch 

- Gesamtgenom-Chips für eine Reihe von Organismen 

erhältlich 

- sehr gut standardisierbar 

- sehr teuer in Anschaffung und Anwendung 

- Ist immer spezifisch für einen Organismus 
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Clusteranalysen 
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Probleme bei der Analyse von Arraydaten 

 

- Relevanz der Daten (Signal-Noise-Ratio) 

 - teilweise experimentelles „Rauschen“ stärker als  

 tatsächliche Unterschiede 

 - Verlust von Informationen als Folge (z. B. Gene mit 

 zu geringer Expression werden nicht gemessen) 

- Normalisierung der Daten (Kalibrierung der Arrays) 

- Auswertung der Daten (z. B. Clusteranalyse) 

- Probenkultivierung und –Aufarbeitung!!! RNA und 

Anzuchtqualität 
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Signal-Noise-Ratio 

chip to chip experiment to 

experiment 

2 days callus 

induction 

15 days 

shoot 

induction 

Threshold 

4-fold change 

2-fold change 

no change 
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DNA-Microarray von TaKaRa 

mit 3079 Synechocystis Genen 

Untersuchung der salzregulierten Genexpression bei allen  

43 hik-Mutanten von Synechocystis durch Transcriptomics 
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Mit dem DNA-Microarray wurde gezeigt, dass in der Mutante Hik16 

drei Gene (rot) im Gegensatz zum WT nicht mehr salzreguliert sind! 
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2.3 Transcript”omics” - RNAseq 

Isolation and sequence analysis of all (small) 

RNAs („RNAseq, dRNA-seq“, 454, Illumina, 

etc.)  

Universally applicable (not organism-specific) 

Annotation quality of genome is less important, 

it improves it!  



Direct identification  of 

ncRNAs: 

“Next Generation“ sequencing 

(„transcriptomics“) 

Gel purification  

beads 

polymerase 

PPi 

ATP 

light 

T 

T/A/G/C 

Linker ligation 

PCR 

Pyrosequencing 

RT-PCR 

Size selection 

Total-RNA extraction 

From: Hüttenhofer & Vogel NAR 2006, 

Medini et al. Nature  2008. 

e. g. 454, Solexa HiSeq2000 

 deep sequencing 
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RNAseq mainly sequences ribosomal RNA 

ribosomal RNAs 
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Differential RNA-seq (dRNA-seq) PRINCIPLE  

-3’ 5‘ 

-3’ 5‘ P ~ 

-3’ 5‘ P ~ P P ~ ~ 

OH 

from initiation of transcription („fresh“ transcripts) 
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Differential RNA-seq (dRNA-seq) 

PRINCIPLE 

-3’ 5‘ 

-3’ 5‘ P ~ P P ~ ~ 

OH 

+ RNA 5´ Polyphosphatase 

Mitschke et al. (2011b) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 108, 20130-20135.  
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Differential RNA-seq (dRNA-seq) 

PRINCIPLE  

-3’ 5‘ 
5‘ 

-3’ P ~ 

OH 

• reverse transcription 

• fragmentation 

• size fractionation 

• adding of Illumina adaptors with 4 nt tags 

 

 Illumina sequencing 

Mitschke et al. (2011b) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 108, 20130-20135.  
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trxA 

Two TSS previously described  
(Navarro et al. (2000) Electron transport controls transcription of the thioredoxin gene (trxA) in 

the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803. Plant Molecular Biology 43: 23–32) 

Deep sequencing of RNA: Synechocystis PCC6803 
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genome coordinate 
386 TSS for ncRNA 

>1000 TSS in antisense orientation 
Comparative genomics-based prediction & verification: 

BMC Genomics (2009) 10, 123. 

(Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2006) 103, 7054-

7058) 

Distribution of >3000 TSS along the genome of Synechocystis measured 

by dRNA-seq 
(Mitschke, Georg, et al. (2011) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 108, 2124-2129) 

Tiling array & asRNAs: Mol. Sys. Biol. 

(2009) 5, 305.  

Yfr2 family: RNA Biology (2009) 6, 222-7. 

65% of all promoters give raise to non-coding 

RNA.....in a genome that is 87% protein-coding! 
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3. Proteomics 

 

4.1 Analyse ausgewählter Proteinfraktionen 

4.2 Vergleich von Proteinmustern 

Ziel:  Untersuchung möglichst vieler (aller) Proteine 

  und deren Modifizierungen gleichzeitig in einem  

 Zielorganismus 

 

Heute nicht mit allen Proteinen realisierbar! 
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2D-PAGE protein pattern of soluble proteins 

after SyproRuby-staining 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mastergel:  analyses of 700 spots led to the identification of about   

  400 proteins 
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4.1 Nachweis der Proteine durch 

Massenspektroskopie (MALDI-TOF) 
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Anwendungen von MALDI-TOF 

Proteomics: Quantitative und Qualitative Analyse aller Proteine einer 

Zelle/Gewebe/Organ/Organismus 

 

Proteinidentifizierung durch „Peptide-Mass-Fingerprinting“ 

Voraussetzung: Proteinsequenz ist in der Datenbank 

 

- Erzeugen eines zu mind. 90 % reinen Proteins (klassische Proteinreinigung, 

einzelner Spot nach 2D-PAGE, 2D-nano LC Chromatographie) 

-Definierte Fragmentierung des Proteins i.d.R. durch Trypsin-Verdau 

-Schonende Ionisierung durch „Matrix-assisted-laser-dissorption“ MALDI 

-Bestimmung der Massen der Fragmente durch MALDI-TOF 

-Abgleich der ermittelten Bruchstückmassen mit Bruchstücken bekannter 

Proteine in der Datenbank 

-Übereinstimmung wird durch statistische Werte angegeben (MASCOT etc.) 

-Kontrolle der erhaltenen Ergebnisse ist wichtig 
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Nachteil der 2D-PAGE 
 

Proteine werden diskriminiert. 

Membran- und basische Proteine. 

Detektion gering exprimierter Proteine. 

Quantifizierung eingeschränkt 

 

 

Ausweg: Gelfreie Proteomics 

Analyse von Proteingemischen – MS/MS 

Meist QTOF 

MudPIT 

 

Quantitative Proteomics - Proteinmarkierungen – ICAT 

 

Vorteile: man sieht etwas 

Proteinmodifizierungen gut abgebildet 



39 

MudPIT – multidimensional protein identification technology  



4.2 2DE-Nachweis von Proteinphosphorylierungen 

GLNB Ssr1600 

Slr1856 

Slr1859 
Slr1659 

BTPA 

KAIC 
KACL1 

KACL2 RBL 

ALF2 

Y103 

EFG1 

PGM 

DNAK3 

GRPE 

Ycf23 

F16P 

+TRPC 

HEM6 

+G3P2 

RS1A 

Slr1334 

ENO 

Sll1070 

CH601 

RS2 

G6PI 
AM

PA 

GLNB Ssr1600 

Slr1856 

Slr1859 

Slr0148 

Slr1659 

Sll0359 

LRTA 

KAIC 

KACL1 
KACL2 

RBL 

ALF2 Y103 

EFTU 
DLDH 

DNAK 
+ PNP 

RS1A 

Proteinspots – blau; Phosphoproteinspots - gelb 

Proteingesamtextrakt                                       Angereicherte Phosphoproteine 



4.2 Nachweis von Proteinphosphorylierungen 

Verifizierung phosphorylierter Proteine durch MALDI-TOF 

Gesamtspektrum eines trypsinierten Proteins        Angereicherte Phosphopeptide 
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4. Metabolomics 

Ziel:  Untersuchung möglichst vieler (aller) Metabolite 

  und deren Syntheseleistungen gleichzeitig in einem  

 Zielorganismus 

 

Heute nicht mit allen Metaboliten realisierbar!  

Aber weitgehend unabhängig vom Organismus einsetzbar! 



C O 
+ CH3-O-NH2 

C N 

O CH3 

X H X Si (CH3)3 

+ MSTFA 

Metabolomic analysis 

Sampling Extraction Derivatisation Analysis Data evaluation 

Methoxyamination 

Stabilisation of 
carbonyl moieties 

Trimethylsilyation 

Silylation of acidic 
proton in functional 
groups TMS 

MEOX 



Metabolomic analysis 

Sampling Extraction Derivatisation Analysis Data evaluation 

Gas chromatography 

Separation of the 
metabolite derivates 

Mass spectrometry 

Identification of the 
metabolite fragmentations  Inert gas Column oven 

Column 

Sample injector 

Electron impact 
(EI) 

Time-of-flight (TOF) 

Detector 



Metabolomic analysis 

Sampling Extraction Derivatisation Analysis Data evaluation 

Mass spectra 

Lysine (4TMS) 

Huege et al. (2007) 
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Metabolic profiling 
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