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Vorwort der Herausgeber

Das Wissenschaftsgebiet Molekulare Genetik gewinnt
weiterhin stindig an Bedeutung. Mit zunehmender Ge-
nauigkeit und immer tiefer gehendem Verstdndnis der
mechanistischen Details erforscht die Molekulare Genetik
die Grundlagen allen Lebens auf der Erde.

Neue methodische Entwicklungen, vor allem die paral-
lelisierte Nucleinsdure-Sequenzierung (next generation
sequencing, NGS), und die verstdrkte Einbeziehung neuer
Wissenschaftsdisziplinen, speziell die Bioinformatik, ha-
ben in den vergangenen 10 Jahren die Molekulare Gene-
tik revolutioniert. Dies wird besonders deutlich an den
iiberraschenden Einblicken in die unerwartete funktio-
nelle Vielfalt von RNA-Molekiilen oder die verbliiffende
Komplexitdt epigenetischer Regulationsprozesse.

Die vorliegende 10. Auflage des Lehrbuches Molekulare
Genetik tragt diesen neueren Entwicklungen Rechnung.
Wihrend alle bisherigen Auflagen dieses Lehrbuches seit
dem Jahre 1971, d.h. iiber den Zeitraum von mehr als
40 Jahren, meist von einem Autor verfasst wurden, so
wird die neue Version jetzt von einem Sieben-Autoren-
Team vertreten. Wir haben uns gemeinsam der Aufgabe
gewidmet, die Molekulare Genetik — unter Einbeziehung
historischer Entwicklungen - in ihrem aktuellen Kennt-
nisstand zu prasentieren. Obwohl die aktuelle 10. Auflage
weitgehend auf der vorangegangenen 9. Auflage aufbaut,
wurden doch sehr wesentliche Verdnderungen vor-
genommen: Neue Kapitel wurden formuliert und alle frii-
heren Texte und Abbildungen wurden umfassend bear-
beitet, aktualisiert und in neue didaktische Zuordnungen
gebracht. Trotz der hohen Komplexitdt der Materie haben
wir uns - entsprechend der Tradition dieses Lehrbuches -
um eine verstandliche Darstellung bemiiht. Wir vermit-
teln die Prinzipien molekulargenetischer Prozesse haupt-
sdchlich an mikrobiellen und tierischen Systemen, inklu-
sive des Menschen als besonderem und vielfach interes-
santem ,Modellorganismus*“. Fiir genetische Systeme der

Pflanzen, aber auch fiir Spezialbereiche wie Neuro- und
Immungenetik von Mensch und Tier, verweisen wir auf
einschldgige Lehrbiicher.

Vermutlich hat sich das Spektrum interessierter Leser
dieses Lehrbuches gegeniiber fritheren Auflagen erwei-
tert. Denn molekulargenetisches Wissen ist unerldsslich
fiir das Verstandnis aller Lebensprozesse. Bereits in gym-
nasialen Leistungsfichern wird Molekulare Genetik ver-
mittelt. Im Besonderen gewinnt die Molekulare Genetik
auch weiterhin zunehmenden Einfluss in der Medizin. Zu
einem grofRen Teil basiert das Verstehen von Krankheit
bei Mensch und Tier, sowie die Entwicklung neuer mole-
kiilbezogener Therapien, auf Erkenntnissen der Moleku-
largenetik. Somit gilt eine fundierte Kenntnis der Mole-
kularen Genetik als Schliisselqualifikation zum erfolgrei-
chen Studium der Fachrichtungen Biologie und Medizin,
besonders auch spezieller Ausrichtungen wie Biochemie,
Bioinformatik, Biophysik, Biotechnologie, Evolutionsbio-
logie, Molekularmedizin, Nano-Technologie und Pharma-
zie.

Im Namen des Autorenteams wiinschen wir allen Le-
sern ein gewinnbringendes, kreatives und freudvolles
Studium der molekularen Genetik. Wir erhoffen uns, dass
dieser Text zu eigenstindigem Nachdenken und selbst-
standiger forscherischer Tatigkeit ermuntert.

Als Herausgeber bedanken wir uns fiir die iiberaus
wertvolle Unterstiitzung durch den Thieme Verlag, Stutt-
gart, speziell durch Frau Dr. K. Hauser, Frau Dr. B. Jarosch,
Frau M. Mauch und Herrn M. Lehnert.

Wir bitten die Leser um Kommentare zu dieser 10. Auf-
lage, vor allem um Hinweise auf potenzielle Fehler, sowie
Anregungen zur Verbesserung von Text und Bild.

Alfred Nordheim, Tiibingen, Dezember 2014
Rolf Knippers, Konstanz, Dezember 2014
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1.1 Einleitung

1 Lebensformen: Zellen mit und ohne Kern

Rolf Knippers

1.1 Einleitung

Seit einigen Jahrzehnten wird die Genetik gepragt durch
Informationen {iber die molekulare Struktur des Erbguts
(des Genoms) von immer mehr und immer komplexeren
Organismen. Genauer gesagt, geht es um die Reihenfol-
gen (,Sequenzen”) der Bausteine (,Basen oder Nucleoti-
de“) in den fadenférmigen DNA-Molekiilen, die die Trager
der Gene sind. Die DNA ist der universelle Triger der ge-
netischen Information aller Organismen auf der Erde. Je-
der Organismus besitzt ein Genom. Als Genom bezeich-
net man die Gesamtheit der genetischen Information
eines Organismus.

Wir werden spdéter lernen, wie die Informationen in
den Sequenzen der Nucleinsdurebasen aussehen, wie sie
gedeutet werden und welche Methoden man dabei ein-
setzt.

An dieser Stelle ist das folgende Ergebnis wichtig: Ein
Vergleich von DNA-Sequenzen zeigt, dass sich die Lebe-
wesen auf der Erde in drei groBe Reiche oder Domdnen
ordnen lassen:

e Bakterien (Bacteria)
e Archaeen (Archaea)
e Eukaryoten (Eukarya)

Zu den Eukaryoten gehoren alle Pflanzen und Tiere, dazu
Hefen, Protozoen und andere einzellige Protisten.

Mithilfe computergestiitzter Analysen kdnnen die Ver-
gleiche von Genomsequenzen unterschiedlicher Organis-
men in der Form eines Baumes dargestellt werden
(» Abb. 1.1). Das Bild deutet die Verwandtschaftsverhalt-
nisse an: Je dhnlicher die DNA-Sequenzen sind, desto en-
ger miissen die untersuchten Organismen verwandt sein,
und umgekehrt.

Die Darstellung der » Abb. 1.1 ist eine Vereinfachung,
die wir uns hier gestatten, um eine erste Ordnung in die
Welt des Lebendigen zu bringen. In der Wirklichkeit der
Evolution hat es einen Austausch von Genen zwischen
den verschiedenen Zweigen des Stammbaums gegeben,
vor allem zwischen den verschiedenen Zweigen des Bak-
terienastes, zudem zwischen Bakteriendsten und Ar-
chaeendsten.

Die Erkenntnis, dass die lebende Welt aus drei Reichen
oder Domdnen besteht, hat sich erst seit den spiten
1970er-Jahren in der Wissenschaft durchgesetzt. Vorher
verlieR man sich weitgehend auf eine einfache Betrach-
tung mit dem Mikroskop. Dies zeigt, dass Eukaryotenzel-
len groRer sind als Bakterien und Archaeen (> Abb. 1.2)
und vor allem dass sie ein vielgestaltetes Inneres haben
mit einem auffdlligen, meist kugelférmigen Gebilde, dem
(Zell-)Kern.

Bacteroides .
Escherichia Bacteria
Bacillus
Synechococcus

Chloroflexus
Thermotoga

Pyrodictium
Thermoproteus

Thermococcus Archaea

Methanococcus

Methanobacterium
Methanomicrobium

Halobacterium

Saccharomyces

Paramecium

Trypanosoma Eukarya

Abb. 1.1 Lebensformen. Die urspriinglichen Daten, die dieser
Konstruktion der Verwandtschaftsverhdltnisse zugrunde liegen,
stammen aus den Vergleichen eines bestimmten und allgemein
verbreiteten DNA-Abschnitts, ndmlich eines Gens fiir riboso-
male RNA [1]. Ribosomale RNA ist ein Bestandteil von
Ribosomen (S.80), den kompliziert zusammengesetzten mole-
kularen Maschinen, die den Bau von Proteinen durchfiihren. Die
Berlicksichtigung nur eines einzigen Gens ist eine starke
Einschrankung, doch Vergleiche der Sequenzen vieler Gene bei
vielen Organismen, oder gar Vergleiche kompletter Genom-
sequenzen verschiedener Organismen, kommen zu dhnlichen
Ergebnissen [2]. (nach Olsen GJ, Woese CR (1997) Archaeal
genomics: an overview. Cell 89: 991-994)

Daher stammt ihre Bezeichnung. Eukaryot heifSt: mit
einem echten oder richtigen Kern ausgestattet (von eu,
griech. echt; und karyos, griech. Kern). Bakterien und Ar-
chaeen besitzen keinen Kern. Deswegen fasst man sie un-
ter der Bezeichnung Prokaryoten zusammen.

Betrachtungen mit dem Elektronenmikroskop oder
Analysen mit den Methoden der Zell- und Molekularbio-
logie ergeben eine Vielzahl von Unterschieden zwischen
Eukaryoten und Prokaryoten - und bei den Prokaryoten
dann wieder zwischen Bakterien und Archaeen. Fiir die
Zwecke dieses Buches ist von Interesse, dass sich die drei
grofRen Reiche des irdischen Lebens in grundlegenden ge-
netischen Strukturen und Funktionen unterscheiden.
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Als Genom bezeichnet man die Gesamtheit der geneti-
schen Information eines Organismus.

1.2 Eukaryoten

um
Wir betrachten die einfache Skizze (> Abb. 1.2) und dane- = N 1 ;
ben die elektronenmikroskopische Aufnahme einer Sdu- e rn Endoplas-
getierzelle (> Abb. 1.3). Wie gesagt, ist das auffalligste Ge- matisches| ||| T3
bilde im Innern der Zelle der Kern. In der englischen Wis- = Retikulum T4 @
senschaftssprache wird das lateinische Wort fiir Kern, +5
Nucleus, verwendet. Daraus leitet sich das Adjektiv ab, 16

das auch in diesem Buch oft benutzt wird: nucledre DNA,
nucledre RNA, oder nucledre Proteine.

Die Funktion des Zellkerns ist die Aufbewahrung der
DNA. Mit diesem Satz bringen wir etwas zum Ausdruck,
was alles andere als trivial ist, wie einem leicht klar wird,
wenn man sich die Dimensionen vor Augen fiihrt.

Kerne in den meisten menschlichen Zellen haben einen Abb. 1.2 GroRenvergleiche. Das Schema einer tierischen Zelle
Durchmesser zwischen 5 und 20 Mikrometer (10-6 m; mit dgm Kern als dem prominenten Bestanfjteil und.mit
um) (> Tab. 1.1). Sie umschlieBen DNA-Fiden mit einem zahlreichen andern.an 'Struk.tur.en'. Daneben ein Bakterlum,' etyva

von der Art Escherichia coli, die in der molekularen Genetik eine
Durchmesser von etwa 2 Nanometern (10-° m; nm) und wichtige Rolle spielt.
einer Gesamtldnge von 2 Metern. Um sich die Verhaltnis-
se vorstellen zu kénnen, multiplizieren wir die wirklichen
Dimensionen mit dem Faktor von einer Million. Die DNA
wiirde dann einer kraftigen Angelschnur mit einer Linge
von 2000km entsprechen. Die Schnur reichte also von

Abb. 1.3 Querschnitt durch eine tierische
Zelle. Leberzelle der Ratte. VergroRerung ca.
5000 x. Beachte die dichte Packung der mehr
als 1000 Mitochondrien einer Leberzelle. Eine
weitere Besonderheit von Leberzellen sind die
schwarzen Partikel, von Fachleuten als peribi-
liary dense bodies bezeichnet. Sie befinden sich
in der Nahe von Gallenkapillaren und stellen
Lysosomen dar, gefiillt mit Abbauprodukten
von Lipiden. Nu=Zellkern (Nucleus), ER =en-
doplasmatisches Retikulum, Mi=Mitochon-
drien; ZM = Zellmembran. (Aufnahme: H.
Plattner, Konstanz)
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Tab. 1.1 GroRenordnungen/Zehnerpotenzen.

1.2 Eukaryoten

G=giga 10° GroRe der menschlichen DNA: 3 Milliarden Basenpaare oder 3 Gb (Gigabasen)
M=mega 10° GroRe der DNA mancher Bakterien: 4 Millionen Basenpaare oder 4 Mb (Megabasen)

k =kilo 103 Viele menschliche Gene sind groRer als 100 000 Basenpaare oder 100 kb (Kilobasen)
m = milli 103 Eine menschliche Eizelle hat einen Durchmesser von 0,15 mm (Millimeter)

p=mikro 10-6 Die Bakterienart Escherichia coli hat die Form eines stumpfen Stabchens mit einer Lange

von etwa 2 pm (Mikrometer)

n=nano 10-9 Der Durchmesser einer DNA betrdgt 2 nm (Nanometer). Viele Biologen, insbesondere
Strukturforscher, benutzen die MaReinheit A (Angstrom): 1 A entspricht 0,1 nm. Sie sagen
deswegen: Der Durchmesser einer DNA betragt 20 A.

Konstanz nach Rostock und zuriick und miisste zu einer
Kugel mit dem Durchmesser von 5m geknduelt, gefaltet
oder gestaucht werden.

Ein grofer Teil des Kap. 7 wird darstellen, wie die
strukturelle Organisierung der DNA-Fdden in der Zelle
realisiert ist. Dort werden wir auch lesen, dass der Zell-
kern von einer doppelten Lipidhiille umgeben ist, von de-
nen die duBere in das komplexe cytoplasmatische Mem-
bransystem des endoplasmatischen Retikulums (ER) au-
Berhalb des Kerns {ibergeht.

Der Raum der Zelle auBerhalb des Kerns ist das Cyto-
plasma. Das Cytoplasma ist von einem komplexen, ver-
netzten Membransystem durchsetzt, dem Endomem-
bransystem, zu dem u. a. das ER gehort. Weiterhin ist das
Cytoplasma von netzwerkdhnlichen Geriiststrukturen
langkettiger Proteinmolekiile durchzogen, dem Cytoske-
lett. Eine Gruppe dieser Proteinmolekiile bestimmt als
Aktinmikrofilament Form und Beweglichkeit der Zelle,
andere Proteinmolekiile bilden das Intermedidrfilament
und verleihen der Zelle Stabilitdt.

Das Cytoplasma enthdlt mehrere Arten von kompliziert
aufgebauten, membranumschlossenen Koérperchen, den
Organellen. Dazu gehoren z. B. die Lysosomen und Peroxi-
somen. Das auffdlligste der Organellen ist das Mitochon-
drium. Die meisten Eukaryotenzellen haben mehrere, bis
tiber 1000 Mitochondrien, die zum Teil schlauchférmig
verbunden sind. Thre Aufgabe ist die Verwendung von
Sauerstoff fiir die Produktion des universellen biologi-
schen Energietrdgers, Adenosintriphosphat, kurz ATP,
aus Ndhrstoffen, die von aufen in die Zelle transportiert
werden. Fiir die Genetik ist wichtig: Mitochondrien ent-
halten DNA als Trager von Genen mit der Information zur
Herstellung einiger mitochondrialer Proteine. Mitochon-
driale DNA macht meist weniger als 0,1% der Gesamt-
menge der DNA einer Zelle aus. Aber die mitochondriale
DNA ist notwendig fiir das Leben der Zelle. Im Kap. 19
werden die Struktur und die Aufgaben der DNA in Mito-
chondrien ausfiihrlich beschrieben.

Pflanzenzellen besitzen aufler den Mitochondrien
noch eine zweite Gruppe DNA-tragender Organellen,
Chloroplasten (> Abb. 1.4). Das sind die Orte der Photo-
synthese, in denen das CO, der Luft fixiert wird und die
Synthese von Kohlenhydraten erfolgt. Auch {iber die DNA

von pflanzlichen Chloroplasten werden wir im Kap. 19

Genaueres erfahren.

Pflanzenzellen unterscheiden sich von Tierzellen noch
durch mindestens zwei andere typische Merkmale
(» Abb. 1.4):

e Anders als Tierzellen, die von einer Cytoplasmamem-
bran in Form einer Lipiddoppelschicht mit vielen einge-
lagerten Proteinen umgeben sind, besitzen Pflanzenzel-
len zusdtzlich eine starre Zellwand mit Cellulose als
Grundgeriist, das der Cytoplasmamembran von au3en
aufliegt.

¢ Pflanzenzellen enthalten oft grof3e, fliissigkeitsgefiillte
Vakuolen, die den Zellkern gegen die starre Zellwand
drangen und dabei dessen Form verdndern kénnen.

Abb. 1.4 Querschnitt durch eine Pflanzenzelle (Ausschnitt).
Vergleiche die schematische Zeichnung einer Pflanzenzelle in
der » Abb. 19.12. Nu=Zellkern (Nucleus), Mi = Mitochondrien,
Chl = Chloroplasten, Zw = Zellwand, Va = Vakuole. (Aufnahme:
K. Mendgen, Konstanz)
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Tierzellen haben zwei genetische Systeme, eines im Zell-
kern und ein weiteres in Mitochondrien.

Pflanzenzellen haben dazu noch ein drittes geneti-
sches System in Chloroplasten.

1.3 Prokaryoten

Im Gegensatz zu den Eukaryoten besitzen Prokaryoten,
also Bakterien und Archaeen, keine Organellen. hre DNA
ist nicht von Membranen umgeben, sondern liegt als frei-
es Knduel im Zellinnern (> Abb. 1.5). Das Cytoplasma ist
nicht durch ein Membransystem oder ein Cytoskelett or-
ganisiert. Es ist nach aufen von einer Cytoplasmamem-
bran begrenzt, in der u.a. auch energieliefernde Prozesse
ablaufen, vergleichbar den Prozessen, die sich bei Euka-
ryoten in den Mitochondrien abspielen. Bei den meisten
Bakterien liegt zusdtzlich eine feste Zellwand auBen auf
der bakteriellen Cytoplasmamembran.

Im Laufe der Evolution hat sich eine bis heute noch
nicht tiberschaubare Zahl an Bakterienarten entwickelt,
die sich an viele, oft extreme Okologische Bedingungen
angeglichen haben und deswegen ungewdhnliche Stoff-
wechselleistungen bringen miissen. Das zeigt sich nicht
zuletzt daran, dass viele Bakterienarten mit oder ohne
Sauerstoff und unter extrem heifen oder sauren Bedin-
gungen leben und sich vermehren kénnen.

In den Labors der Molekulargenetiker werden meist
nur wenige Bakterienarten untersucht. Besonders popu-

Abb. 1.5 Schnitt durch eine Bakterienzelle. EndvergroRerung
ca. 200 000 x . Beachte das zentral gelegene hantelférmige
DNA-Knduel (hell) und die drei Schichten der Zellhille: erstens
die als Doppellinie sichtbare duRere Membran, zusammenge-
setzt aus Lipopolysacchariden, Phospholipiden und porenbil-
denden Proteinen, die die Passage kleiner Molekiile wie Zucker
und Aminosauren erlauben, aber groRe Molekiile wie Proteine
zuriickhalten, zweitens die dicht darunter als Einzellinie
erkennbare starre Peptidoglykanschicht und drittens die Cyto-
plasmamembran, eine Lipiddoppelschicht, in der viele ver-
schiedene Proteinarten eingelagert sind, darunter solche, die
den Transport von Néhrstoffen und Salzen steuern. (Aufnahme:
H. Frank, Tiibingen, 1975)

ldr ist die Bakterienart Escherichia coli (E. coli). Arbeiten
tiber E. coli haben das Fundament der heutigen Molekula-
ren Genetik gelegt. Deswegen wird dessen Genetik im
Kap. 6 gesondert zur Sprache kommen.

In eng abgegrenzten biologischen Ridumen (Biotopen)
finden sich charakteristische Mischungen (Populationen)
verschiedener Bakterienarten. Solche biotopspezifischen
Populationen unterschiedlicher mikrobieller Organismen
werden als Mikrobiome bezeichnet. Beispielhaft genannt
seien die Mikrobiome des Erdbodens in der Umgebung
pflanzlicher Wurzeln, das Mikrobiom des menschlichen
Dickdarms oder das Mikrobiom eines Korallenriffs. Da die
einzelnen Bakterienarten eines Mikrobioms oft nicht un-
ter experimentellen Kulturbedingungen geziichtet wer-
den kénnen, ermdglicht die effiziente Sequenzierung der
DNA-Nucleotide der vollstindigen Genome von Mikro-
biomen eine molekulargenetische Beschreibung der Viel-
falt mikrobieller Populationen.

Unter dem Mikrobiom versteht man die Mischpopulati-
on vieler mikrobieller Arten, die gemeinsam ein spezi-
fisches Biotop bevolkern.

Definition

Archaeen (oder Archaea, Einzahl: Archaeon, griech. der/
das Alte) vereinigen Eigenschaften von Bakterien, ins-
besondere, was ihre Stoffwechselleistungen angeht, mit
Eigenschaften von Eukaryoten, vor allem in der Art, wie
ihre Gene aufgebaut sind, wie die Information der Gene
genutzt wird und wie Gene von Generation zu Genera-
tion weitergegeben werden.
Eine Existenz in extremen Umwelten ist das besondere
Merkmal der Archaeen. Dazu gehoren
¢ die Methanobacteria, die CO, zu Methan reduzieren
konnen,
e die Halobacteria, die sich in gesdttigten Salzlosungen
vermehren, und
¢ die Thermokokken mit Temperaturoptima von bis zu
100 °C oder dariiber sowie Organismen mit Vorlieben
fiir extrem alkalische oder extrem saure Umgebungen.

Mikrobiologen untersuchen diese Lebensformen mit viel
Aufmerksamkeit. Ein Grund dafiir ist ihre Bedeutung fiir
die Biotechnologie. Zum Beispiel liefern thermophile Or-
ganismen niitzliche temperaturresistente Enzyme und
acidophile Organismen kénnen bei der Extraktion wert-
voller Metalle aus komplexen Mineralien hilfreich sein.

Ein zweiter Grund ist ihre Bedeutung fiir alle Uberle-
gungen zur Entstehung des Lebens. Denn die ,extremo-
philen“ Prokaryoten vermehren sich unter Bedingungen,
die vermutlich vor drei oder vier Milliarden Jahren auf
der Erde geherrscht haben, also zu der Zeit, als sich erstes
zelluldres Leben zu entwickeln begann.



Forscher haben mégliche und plausible Szenarien zur
Entstehung und frithen Evolution des Lebens auf der Erde
entworfen. Davon wird einiges an anderen Stellen des Bu-
ches anklingen, aber eine angemessene Beschreibung
wiirde viele Seiten in Anspruch nehmen und den Rahmen

dieses Buches tiberschreiten.
Merke @

Alle Organismen auf der Erde enthalten DNA als univer-
sellen Trager der genetischen Information. Das ist ein
starkes Argument dafiir, dass die Evolution der belebten
Natur von einer Urzelle mit DNA als genetischem Materi-
al ausging.

1.3 Prokaryoten

1.3.1 Literatur

» Zitierte Literatur
[1] Olsen GJ, Woese CR (1997) Archaeal genomics: an overview. Cell 89:
991-994
[2] Blair Hedges S (2002) The origin and evolution of model organisms.
Nat Rev Genet 3: 838-849
» Weiterfiihrende Literatur
[3] Kutschera U (2008) Evolutionsbiologie. 3. Aufl. Uni-Taschenbuch,
Stuttgart
[4] Storch V, Welsch U, Wink M (2013) Evolutionsbiologie. 3. Aufl. Sprin-
ger-Spektrum, Heidelberg
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2.2 Bausteine: Nucleotide

2 DNA: Trager der genetischen Information

Rolf Knippers

2.1 Einleitung

Der Schweizer Forscher Friedrich Miescher (1844-1895)
hat wahrend seiner Tatigkeit am Physiologisch-Che-
mischen Institut der Universitit Tiibingen als Erster die
Substanz ,Nuclein“ aus menschlichen Zellen isoliert und
spdter in wissenschaftlichen Aufsitzen beschrieben
(1871). Heute weifd man, dass ,Nuclein“ ein Gemisch der
Nucleinsduren DNA und RNA war. Miescher legte die
Grundlage fiir die Arbeiten der Chemiker nach ihm, die
im Laufe mehrerer Jahrzehnte schlieflich die Struktur der
DNA- und RNA-Bausteine aufkldrten. Hier geht es erst
einmal um DNA.

Oswald T. Avery (1877-1955) und seine Mitarbeiter an
der Rockefeller-Universitdt (damals: Rockefeller Institute)
in New York haben erstmals und eindeutig nachgewie-
sen, dass DNA der Trdger von genetischer Information ist
(1944). Ihr Nachweis bestand, vereinfacht zusammenge-
fasst, in der Ubertragung vererbbarer Eigenschaften,
ndmlich Zellwandformationen und Virulenz, von einem
Pneumokokken-Stamm auf einen anderen. Die Forscher
fanden, dass die Ubertragung durch eine ,transformie-
rende Substanz“ vermittelt wird und dass diese ,Sub-
stanz* nichts anderes als DNA ist.

Anders als man heute im Riickblick vielleicht erwarten
wiirde, hatte die wichtige Entdeckung von Avery zu-
ndchst kein besonders groRes Echo in der wissenschaftli-
chen Welt gefunden und Lehrbiicher behaupteten noch
im Jahr 1950, dass ,,mit groRBer Sicherheit gesagt werden
kann: Die Erbfaktoren sind groRe Eiweimolekiile“, so
die Genetikerin Anna-Elise Stubbe in ihrem Buch ,Das
Rétsel der Vererbung®. Wobei wir zur Erlduterung hin-
zufiigen, dass ,Erbfaktor* das alte Wort fiir Gen und ,,Ei-
weill* eine auch heute noch gelegentlich verwendete,
aber veraltete deutschsprachige Bezeichnung fiir Protein
ist.

Die Situation dnderte sich schnell, als James D. Watson
und Francis H. C. Crick im Jahr 1953 - basierend auf
Réntgenbeugungsanalysen von Rosalind Franklin - die
Aufklarung der dreidimensionalen Doppelhelixstruktur
der DNA verdffentlichten. Denn die Struktur zeigte un-
mittelbar auf, wie genetische Information gespeichert ist,
wie sie von Generation zu Generation weitergegeben und
auf welche Weise sie gelegentlich durch Mutationen ver-
dndert werden kann.

2.2 Bausteine: Nucleotide

Der Trager der Geninformation ist ein Makromolekiil mit
der Bezeichnung Deoxyribonucleinsdure, kurz: DNS oder
- gebrduchlicher - DNA (nach der englischen Bezeich-
nung deoxyribonucleic acid).

Als Makromolekiil ist die DNA aus Einzelbausteinen zu-
sammengesetzt, den Nucleotiden. Das gilt auch fiir die
zweite Art von Nucleinsduren, ndmlich fiir Ribonuclein-
sdure oder RNA (ribonucleic acid), iber die ausfiihrlicher
im Kap. 3 berichtet wird. Auch RNA ist aus Nucleotiden
aufgebaut, die allerdings in einigen Merkmalen von den
Nucleotiden in der DNA abweichen.

Jedes Nucleotid hat drei Komponenten (> Abb. 2.1):

e eine Purin- oder eine Pyrimidinbase, die {iber eine N-
glykosidische Bindung an das C 1-Atom einer Zucker-
komponente gebunden ist; die DNA enthdlt zwei Purin-
basen, Adenin und Guanin, und zwei Pyrimidinbasen,
Cytosin und Thymin; in RNA kommt anstelle von Thy-
min die Pyrimidinbase Uracil vor;

e einen Cs-Zucker: Deoxyribose in der DNA, Ribose in der
RNA;

¢ einen Phosphatrest, der mit dem C5’-Atom des Zuckers
iiber eine Esterbindung verkniipft ist.

Merke @

Komponenten der DNA:

e Pyrimidinbasen: Cytosin, Thymin; Purinbasen: Adenin,

Guanin

o Zucker: Deoxyribose
e Phosphatrest

Komponenten der RNA:

o Pyrimidinbasen: Cytosin, Uracil; Purinbasen: Adenin,
Guanin

o Zucker: Ribose

e Phosphatrest

Die DNA enthdlt zwei Purinbasen, Adenin und Guanin,
und zwei Pyrimidinbasen, Cytosin und Thymin. In RNA
kommt die Pyrimidinbase Uracil (S.52) anstelle von Thy-
min vor. Einige Prozent der Cytosinbausteine in der DNA
von Tieren und Pflanzen tragen eine Methylgruppe: 5-
Methylcytosin. Ein Teil davon trdgt eine Hydroxygruppe:
5-Hydroxymethylcytosin. Wir werden spdter sehen, dass
die Methylierung und die Hydroxymethylierung der Cy-
tosine wichtige genetische Konsequenzen haben (Kap. 12
und 20). Die ,modifizierte* Base 5-Methylcytosin findet
man auch in der DNA von Bakterien. Uberdies kann in der
Bakterien-DNA auch ein kleiner Anteil der Adeninreste
methyliert sein: 6-Methylaminopurin.

Die Verbindungen von den Purin- oder Pyrimidinbasen
mit dem Zucker nennt man Deoxynucleoside (in DNA)
oder einfach Nucleoside (in RNA), die Verbindungen von
Nucleosiden und Phosphatresten heif$en Deoxynucleoti-
de (in DNA) oder einfach Nucleotide (in RNA)
(s. » Abb. 2.1).
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Deoxynucleosid/Nucleosid: Verbindung von Base und
Zucker

Deoxynucleotid/Nucleotid: Verbindung von Nucleosid
und Phosphatrest

In den natiirlichen DNA- oder RNA-Molekiilen sind viele
Tausend Nucleotide miteinander zu langen unverzweig-
ten Faden verkniipft, und zwar durch Phosphatbriicken
(oder Phosphodiesterbindungen) zwischen dem C5'-
Atom des einen und dem C3'-Atom des benachbarten
Nucleotids. So kommt es, dass die polymeren Nucleinsdu-
ren eine Richtung mit einem freien (nicht mit einem
Nachbarnucleotid verkniipften) 5’-Ende und einem freien
3'-Ende haben, wie aus der einfachen Skizze in » Abb. 2.2
unmittelbar hervorgeht.

2.3 DNA-Doppelhelix

Die Arbeit von James Watson und Francis Crick (1953)
iiber die DNA-Struktur ging hauptsichlich von zwei Be-
funden aus:

¢ Strukturanalysen hatten ergeben, dass DNA-Fasern
Rontgenstrahlen in Form einer regelmaf3igen Periodik
beugen, was u.a. den Aufbau der DNA aus zwei Strdn-
gen vermuten lief (Rosalind Franklin und Maurice Wil-
kins, 1953).

Nucleotide in DNA-Praparaten aus verschiedenen Tier-,
Pflanzen- und Bakterienarten kommen immer in glei-
chen Verhdltnissen vor: Der Prozentanteil von Adenin
entspricht dem von Thymin und der Anteil von Guanin
entspricht dem von Cytosin, also vereinfacht: [A] = [T]
und [G] =[C] (wobei sich die Mengen von A plus T ei-
nerseits und von G plus C andererseits je nach Art un-
terscheiden konnen; nach Erwin Chargaff, um 1950).

Diese Informationen und das geistige Riistzeug, das der
herausragende Chemiker Linus Pauling zuvor fiir die Auf-
kldrung der a-Helixstruktur in Proteinen (S.61) geschaf-
fen hatte (1951), ermdglichten Watson und Crick den Bau
von Modellen, aus denen schlieflich die Struktur der
DNA-Doppelhelix hervorging.

Einen einfachen Uberblick {iber den Bau der Doppelhe-
lix gibt » Abb. 2.3b, der die Doppelhelix als eine rechts-
ldufige Spirale aus zwei Biandern zeigt. Die beiden Bander
sind dhnlich wie die Wangen einer Wendeltreppe durch
Stufen miteinander verbunden. Die Bdnder stellen das
Riickgrat der DNA-Ketten dar und entsprechen dem Zu-
cker-Phosphat-Teil der Nucleotide. Die ,Stufen“ zeigen
die Lage der basischen Purin- und Pyrimidinringe an. Sie
sind nach innen gerichtet, und zwar so, dass je ein Purin-
ring mit je einem Pyrimidinring ein Basenpaar bildet.

Uber spezifische Wasserstoffbriicken kommen stets ein
Adenin mit einem Thymin und ein Guanin mit einem Cy-
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tosin in Kontakt (> Abb. 2.4). Man spricht von der Basen-
paarungsregel oder Komplementaritat.

Das hat zur Konsequenz, dass man aus der Nucleotid-
folge des einen Stranges die Nucleotidfolge des anderen
ohne Weiteres ableiten kann:

5-ACCGTAGC-3
3-TGGCATCG-5

2.3 DNA-Doppelhelix

Abb. 2.2 Folgen von Nucleotiden. In der
obersten Zeile sind Formelbilder von De-
oxyribose und Phosphodiesterbindung ge-
zeichnet, aber die Purin- und
Pyrimidinbasen nur durch Anfangsbuchsta-
ben symbolisiert. In der zweiten Zeile ist der
Zucker als senkrechte Linie und die Phos-
phodiesterbindung ist als schrager Strich
zwischen den senkrechten Linien dar-
gestellt. Die beiden untersten Reihen ver-
einfachen die Darstellung noch einmal: Die
Anfangsbuchstaben symbolisieren nun
ganze Nucleoside oder Nucleotide. Die
Darstellungen sind unmissverstandlich, so-
lange man sich an die Konvention hdlt und

G 3' | am linken Ende einer solchen Kette immer
das 5'-Ende und rechts das freie 3'-Ende
G 3" notiert. P=Phosphodiesterbindung.
c Abb. 2.3 Die DNA-Doppelhelix.

a Die beiden Strange der DNA verlaufen
,antiparallel“: Ein ,freies“ nicht mit
einem Nachbarnucleotid verkniipftes 5'-
Ende befindet sich am linken Strang
unten und am rechten Strang oben.

b Dimensionen der Doppelhelix: Eine voll-
standige Windung verlduft tiber 3,4 nm
und enthdlt 10 bp. (nach Watson |D,
Crick FHC (1953) A Structure for deoxy-
ribose nucleic acid. Nature 171: 737-
738)

¢ Kalottenmodell der DNA-Doppelhelix. In
diesem Modell wurde fiir jedes Atom,
das an der DNA-Struktur beteiligt ist,
eine Kugelkalotte eingesetzt. Das Ver-
hadltnis von Form und GroRe dieser
Kalotten entspricht ungefahr den Di-
mensionen der verschiedenen Atome.
(nach einer Publikation aus dem Labor
von M. H. F. Wilkins: Feughelham M,
Langridge R, Weeds WE et al (1955)
Molecular structure of desoxyribonucleic
acid and nucleoprotein. Nature 175:
834-839)

O C bzw. N in den Basen .P

Parallel zu den Bindern der Wendeltreppe in » Abb. 2.3
sind zwei gegenldufige Pfeile eingetragen. Die Pfeile deu-
ten an, dass die Zucker-Phosphat-Binder gegenldufig
oder, wie man sagt, antiparallel angeordnet sind. Was da-
runter verstanden wird, geht besser aus der Strichskizze
in » Abb. 2.3a hervor: Ein DNA-Strang in der Doppelhelix
lduft von unten nach oben in 5’-3'-Richtung, wdhrend
sein komplementdrer Partnerstrang in 3’-5'-Richtung
lduft.
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Guanin

Cytosin

Abb. 2.4 Basenpaarungen. R gibt die Stelle an, wo die Basen

mit der Deoxyribose verbunden sind.
Merke @

Die beiden Strange der DNA sind komplementdr, was be-
deutet, dass Adenin in dem einen Strang mit Thymin im
anderen Strang in Wechselwirkung steht, ebenso wie
Guanin mit Cytosin.

Die komplementdren Einzelstringe der DNA-Doppel-
helix haben eine gegenlaufige, d. h. antiparallele 5°-3*-
Orientierung.

Die Wasserstoffbriicken zwischen komplementdren Ba-
sen tragen erheblich zur Stabilitdt der Doppelhelix bei. Ei-
nen weiteren Beitrag liefern die hydrophoben Bindungen
zwischen den benachbarten, aufeinandergestapelten Ba-
senpaaren (base stacking). Wie aus dem Kalottenmodell
in » Abb. 2.3c hervorgeht, liegen die Basen wie Biicher in
einem Biicherstapel dicht aufeinander.

Die Abbildung der Doppelhelix zeigt weiter, dass die
Zucker-Phosphat-Bander wie Schlduche erscheinen, die
zwei Furchen unterschiedlicher Weite begrenzen: eine
grof3e Furche und eine kleine Furche. Der Grund dafiir
ist, dass die glykosidischen Bindungen, also die Anhef-
tungsstellen der Basen an die Deoxyribosereste, nicht
rechtwinklig (90°) an dem Zuckermolekiil ansetzen
(» Abb. 2.4).

2.4 DNA-Helices: Flexibilitat

Die Doppelhelix in » Abb. 2.3c ist das Standardbild oder
so etwas wie eine Idealform. Tatsdchlich haben viele Un-
tersuchungen gezeigt, dass der allergréfSte Teil der DNA
in den lebenden Zellen eine Form einnimmt, die dem
Standardbild mehr oder weniger genau entspricht. Die
Rontgenstrukturforscher der 1950er-Jahre sprachen von
der B-Form der DNA, und diese Bezeichnung hat sich bis
heute gehalten. Die B-Form ist durch einige Merkmale
charakterisiert, nimlich durch die Zahl der Basenpaare
pro Helixwindung, durch die Abstdnde zwischen den Ba-
senpaaren und durch den Winkel zwischen Helixachse
und den Basenpaaren, wie in » Abb. 2.3 angedeutet und
in » Tab. 2.1 zusammengefasst.

Freilich zeigen kristallografische Untersuchungen an
DNA-Segmenten mit genau bekannten Folgen von Basen-
paaren, dass sich innerhalb der Grenzen der B-Form-Geo-
metrie verschiedene Strukturen ausbilden kénnen, ab-
hdngig von der Art und der Reihenfolge der beteiligten
Basenpaare. Eines der Kriterien fiir die genaue rdaumliche
Lage benachbarter Basenpaare ist die Ausbildung optima-
ler hydrophober Bindungen, etwa durch Vermeidung des
Zusammentreffens funktioneller Nucleotidseitengruppen.
Eine Ursache fiir diese Flexibilitit der Doppelhelix ist,
dass die chemischen Bindungen im Fiinferring der Deoxy-
ribose und die Bindungen zwischen der Deoxyribose und
den Phosphatresten beweglich sind (> Abb. 2.5), ebenso
wie die glykosidischen Bindungen, um die sich die Purin-
oder Pyrimidinringe wie starre Scheiben drehen kénnen
(» Abb. 2.6).

Schon in den frithen Zeiten der DNA-Forschung kannte
man eine besonders drastische Anderung der DNA-Struk-
tur: Ubergang von der B-Form in die A-Form der DNA.
Dies erfolgt bei Abnahme des Wassergehalts, wenn sich
viele Strukturmerkmale der DNA dndern (> Tab. 2.1): In
der A-Form der DNA stehen die Basenpaare nicht senk-
recht zur Zentralachse, sondern sind in einem Winkel
von etwas mehr als 70° gekippt und zur groBen Furche
hin verschoben. Dadurch kommt es zu einem offenen
Raum im Innern des Molekiils und zur Ausbildung einer
tiefen, aber engen groRBen Furche (> Abb. 2.7).

Tab. 2.1 Strukturmerkmale von rechtsldufigen DNA-Formen.

Basenpaare/Helixwindung ca. 11 10,4-10,5

Abstand der Basenpaare 0,26 0,34
(£0,04) nm (+0,04) nm

Winkel zwischen zwei Basen 33,1°(%5,9) 35,9°(+4,3)

Winkel zwischen Helixachse 71-77° ca. 90°

und Basenpaaren

Konformation des Zuckers C3'-endo C2'-endo



Abb. 2.5 Flexibilitat der Bindungen in einem Ribonucleotid
(Pfeile). Die Winkel zwischen benachbarten Atomen werden
durch griechische Buchstaben gekennzeichnet. (nach Saenger
W (1984) Principles of nucleic acid structure. Springer, Heidel-
berg)

A-Form

Entscheidend fiir den Ubergang von der B-Form in die
A-Form ist der Verlust einer Schicht von Wassermolekii-
len. Dadurch dndert sich die Konfiguration der Deoxy-
ribose: In der A-Form liegt das C3'-Atom oberhalb der
Ringebene, in der B-Form dagegen das C 2’-Atom. Das hat
Auswirkungen auf die Lage und Anordnung der
Phosphatreste und der Nucleotidbasen, wie es die
> Abb. 2.8 zeigt.

2.4 DNA-Helices

o

e

propeller twist twist
roll tilt

Abb. 2.6 Lage von Nucleotiden und Nucleotidpaaren relativ
zur Helixachse (senkrechter Pfeil). (nach Wells R, Collier DA,
Hanvey |C et al (1988) The chemistry and biology of unusual
DNA structures adopted by oligopurine-oligopyrimidine se-
quences. FASEB | 2: 2939-2949)

Abb. 2.7 DNA-Formen. B-Form (links) und A-Form (rechts)
in Seitenansicht (oben) und Aufsicht (unten). (nach Saenger
W (1984) Principles of nucleic acid structure. Springer,
Heidelberg)

Merke @

RNA-Doppelstrange liegen immer in einer Art A-Form
vor, weil die 2'-OH-Gruppe der Ribose die Ausbildung
einer B-Form aus sterischen Griinden nicht zuldsst.
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a
0,59 nm
b
«P B-Form
(@4
0,70 nm ¥
~p

Abb. 2.8 Konformationen der Deoxyribose in A-Form und B-
Form DNA Doppelhelices. (nach Rich A, Nordheim A, Wang AH]
(1984) The chemistry and biology of left-handed Z-DNA. Annu
Rev Biochem 53: 791-846)

a Zucker in der C3'-endo-Form.

b Zucker in der C2'-endo-Form.

Eine Doppelhelix in der A-Form oder in der B-Form lduft
rechtsherum. Aber man kennt auch linksldufige DNA-He-
lices. Dabei nimmt das Zucker-Phosphat-Riickgrat eine
Zick-Zack-Form ein. Deshalb spricht man von der Z-Form
der DNA. Zuerst wurde die Z-Form bei biochemischen
Untersuchungen von DNA-Stiicken mit der Nucleotidfolge
.GCGCGCGCGC.

.CGCGCGCGCQG.

(kurz: [CG],) in Losungen mit hohem Salzgehalt gefun-
den. Stabilisierung von Z-DNA erfolgt auch bei negativ su-
perhelikaler Verdrillung (S.41).

Ursache ist die Umorientierung der gykosidischen Bin-
dung zwischen Guanin und der Deoxyribose unter den
gewdhlten experimentellen Bedingungen. Zucker und Ba-
se liegen normalerweise in sogenannter anti-Konformati-
on vor, aber in der Z-Form-DNA dndert sich das
(» Abb. 2.9). Die glykosidische Bindung zwischen Cytosin
und Deoxyribose bleibt in anti-Konformation, aber Gua-
nin und Deoxyribose sind im syn. Deswegen wechselt
syn- mit anti-Konformation in benachbarten Basenpaaren
und das Zucker-Phosphat-Riickgrat nimmt einen Zick-
Zack-Kurs in der Z-DNA (> Abb. 2.9).

Ob A-Formen und Z-Formen der DNA nur Produkte
von Versuchen im Reagenzglas sind oder ob sie auch gele-

Abb.2.9 B- und Z-DNA im Vergleich. Neben der Z-DNA ist
noch einmal die klassische B-Form der DNA abgebildet

(» Abb. 2.3). Deoxyribose und Guanin liegen in der syn-
Konformation vor, Deoxyribose und Cytosin aber in der
normalen anti-Konformation. Das Zucker-Phosphat-Riickgrat
der Z-DNA verlduft linksherum als Zick-Zack-Linie (daher der
Name Z-DNA). (nach Rich A, Nordheim A, Wang AH] (1984) The
chemistry and biology of left-handed Z-DNA. Annu Rev
Biochem 53: 791-846)

gentlich an manchen Stellen in der DNA von Zellen, z.B.
im aktiven Chromatin, vorkommen, ist bis heute unter
Fachleuten umstritten. Aber fiir uns ist die Beschreibung
der Formen niitzlich, weil sie ganz allgemein die Flexibili-
tdt von DNA-Strukturen deutlich macht. Spdter werden
wir bei den Besprechungen von Genstrukturen und Gen-
regulationen sehen, dass Abweichungen von der klassi-
schen B-Form der DNA nicht selten vorkommen.

2.5 Denaturierung und Renatu-
rierung

Das Erhitzen von DNA-Doppelstrangen oder eine Behand-
lung unter mild alkalischen Bedingungen 16st die Wasser-
stoffbriicken zwischen den komplementaren Basen, wah-
rend die kovalenten Phosphodiesterbindungen intakt
bleiben. Als Konsequenz trennen sich die beiden Strange
der Doppelhelix. Man spricht von Denaturierung oder
Schmelzen (Methode 2.1 (S.35)).



Methode 2.1

Denaturierung der DNA

Am einfachsten denaturiert man die DNA-Doppelhelix
durch Erhitzen oder durch Zugabe von Alkali. » Abb. 2.10
vergleicht die Hitzedenaturierung der DNA aus den Bakte-
rienstdmmen Pneumococcus und Serratia. Bei schrittweiser
Temperaturerhdhung wird der Anteil an einzelstrangiger
DNA in den Losungen gemessen. Es entstehen charakteris-
tische Schmelzkurven, deren Verlauf man u. a. durch Mes-
sung der Absorption von UV-Licht bei einer Wellenldnge
von 260nm verfolgen kann. Einzelstrangige DNA absor-
biert das Licht bei 260 nm etwa 1,4-mal starker als doppel-
strdngige DNA (Hyperchromizitdt). Die Zunahme der Ab-
sorption ist daher ein MaR fir den Anteil an einzelstrangi-
ger DNA.

Die Lage der Schmelzkurven hangt vom Losungsmittel
ab. Bei niedrigen Salzkonzentrationen, erhéhtem pH-Wert
und in Anwesenheit einiger organischer Losungsmittel wie
Formamid, verschieben sich die Kurven nach links, d. h. die
DNA ,schmilzt* bei einer niedrigeren Temperatur.

Das Schmelzverhalten der DNA ist eine direkte Folge des
prozentualen Anteils von GC-Nucleotidpaaren, die (ber
drei Wasserstoffbriicken miteinander verbunden sind. Je
groRer der molare Anteil an GC-Paaren in der DNA, desto
hoher liegt der Schmelzpunkt T, (» Abb. 2.11). Der Wert
Tm bezeichnet die Temperatur, bei der die Halfte der DNA-
Molekdile einzelstrangig vorliegt. In unserem Beispiel liegt
der T, flir Pneumococcus-DNA bei ca. 85 °C und fiir Serra-
tia-DNA bei ca. 94 °C, weil die Serratia-DNA einen hoheren
GC-Anteil hat.

Unter geeigneten Bedingungen finden komplementdre
DNA-Strdnge wieder zueinander und bilden doppelstran-
gige DNA-Molekiile, ein Vorgang, den man als Renaturie-

2.5 De- und Renaturierung

4 Pneumococcus-DNA
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e
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Abb.2.10 Absorptionszunahme bei Temperaturerh6hung.

(nach Schildkraut CL, Mamur |, Doty P (1962) Determination

of the base composition of desoxyribonucleic acid from its

buoyant density in CsCl. | Mol Biol 4: 430-443)
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Abb.2.11 Abhéangigkeit des mittleren Schmelzpunktes
vom GC-Gehalt einer DNA. Ubrigens, das menschliche
Genom hat einen durchschnittlichen GC-Gehalt von 38%.
(nach Schildkraut CL, Mamur |, Doty P (1962) Determination
of the base composition of desoxyribonucleic acid from its
buoyant density in CsCl. | Mol Biol 4: 430-443)

rung oder Reassoziation bezeichnet. Der Ablauf einer Re-
assoziation von komplementdren DNA-Strdangen ist in
Plus 2.1 beschrieben und in » Abb. 2.12 dargestellt.
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Plus 2.1

Kinetik der Reassoziation
Um aussagekréftige Reassoziationsversuche durchfiihren
zu kénnen, werden die langen DNA-Faden zundchst mithil-
fe von Scherkraften in einheitliche Stiicke mit Langen von
etwa 200-300 Basenpaaren (bp) zerlegt. Dann erfolgt das
Erhitzen und spater die Abkiihlung und Reassoziation.
Die Geschwindigkeit der Reassoziation hdngt von ver-
schiedenen Parametern ab:
¢ von der Konzentration an Kationen, die die negativen La-
dungen der Phosphatgruppen in der DNA neutralisieren,
e von der Temperatur (die glinstigste Temperatur liegt
etwa bei 25 °C unter dem T,,-Wert) und
e von der Linge und der Konzentration der DNA-Fragmen-
te.

Die Kinetik der Reassoziation komplementdrer DNA-Stran-

ge ist ein Zwei-Schritt-Prozess:

1. Zusammentreffen komplementarer Nucleotidfolgen und
Ausbildung der ersten passenden Basenpaarungen (Nu-
cleation) und

2. schnelle Ausbildung von Basenpaarungen in den an-
schlieRenden tibrigen Teilen der DNA-Strange.

Nucleotidpaare ——
110 102 103 104 10° 106 107

i

Das erste Zusammentreffen der komplementdren Nucleo-
tidfolgen ist der zeitbestimmende Schritt bei der Reassozia-
tion. Somit lasst sich die Reassoziation als eine Reaktion 2.
Ordnung beschreiben, wobei die Geschwindigkeitskonstan-
te k umgekehrt proportional der Konzentration an komple-
mentdren DNA-Strdngen ist. Eine Reaktion 2. Ordnung
folgt der Gleichung:

e
c 1+k-cot

c=Konzentration an einzelstrdngiger DNA
co=Konzentration an Einzelstrang-DNA zum Zeitpunkt O
(vor Beginn der Reassoziation)
cot = Ausgangskonzentration an einzelstrangiger DNA x Zeit
Zur quantitativen Auswertung von Reassoziationsverldu-
fen tragt man das Verhdltnis c/cq als Funktion von cgt auf
(» Abb. 2.12). Bei c/cp=0,5hat sich die Halfte der ur-
spriinglich vorhandenen Einzelstrang-DNA zum Doppel-
strang gefunden. Dann gilt cot=1/k. Der entsprechende
Wert heilt cotq> und ist proportional dem Anteil komple-
mentdrer Sequenzen (ausgedriickt in Mol Nucleotide pro
Liter) in der untersuchten DNA, wie man der » Abb. 2.12
entnehmen kann.

Abb. 2.12 Reassoziationsabldufe. Der
108 109 1010 = Cotiz-Wert ist der Wert, bei dem sich die

1,0 L
T4
‘ E. coli
0,51
S Maus- —— MS2
= Satelliten-
DNA

Halfte der vorhandenen Komplementar-
strdnge zum Doppelstrang gefunden hat. Er
nimmt mit der GroRe der DNA zu. Die hier
untersuchte Satelliten-DNA besteht aus
einigen Hundert Basenpaaren. Die Doppel-
strang-RNA des Phagen MS 2 besteht aus
ca. 3500, die DNA des Phagen T4 aus ca.
160 000 und die E. coli-DNA aus ungefahr 4
Millionen Basenpaaren. (nach Britten R,
Kohne DE (1968) Repeated sequences in
DNA. Science 161: 529-533)

106 10-5 104 10- 102 10" 1 10' 102 103 104

cot [Mol x sec/liter] ———

Bei ihren systematischen Untersuchungen iiber die Reas-
soziationen von DNA-Proben aus verschiedenen Organis-
men stellten Forscher in den Jahren zwischen 1960 und
1970 tiberraschende Unterschiede fest:

Wie » Abb. 2.12 zeigt, reassoziieren die DNA-Strdnge
von Bakterien und Viren mit einer einfachen Kinetik. An-
ders die DNA-Strange der meisten eukaryotischen Orga-
nismen. Thre Reassoziation folgt einem komplexen Kur-
venverlauf (> Abb. 2.13). Der Grund dafiir ist, dass ein
erheblicher Teil der DNA von Tieren und Pflanzen aus sich
oft wiederholenden DNA-Abschnitten besteht. Diese re-
petitiven Sequenzen finden im Zuge der Reassoziation
relativ schnell einen Partnerstrang, und zwar in Abhan-
gigkeit von der Hdufigkeit, mit der gleiche oder dhnliche

Abschnitte in der DNA vorkommen. Dagegen werden Ab-
schnitte, die in wenigen Kopien oder gar nur einmal in
der DNA vorkommen (Einzelkopiesequenzen), mit ent-
sprechend niedrigerer Wahrscheinlichkeit auf ihre kom-
plementdren Partner treffen. Entsprechend erfolgt die Re-
assoziation solcher Strange verzogert.

Analysen der Abldufe von Reassoziationen haben die
ersten Hinweise auf das Vorkommen von hoch- und mit-
telrepetitiven Abschnitten in Eukaryotengenomen ge-
bracht. Dies ist inzwischen ldngst durch die Bestimmung
der Basenpaarfolgen von natiirlichen DNA-Molekiilen be-
stdtigt worden (s. Plus 2.2). Wir werden im Laufe des Bu-
ches noch oft auf diese merkwiirdige Besonderheit der
DNA in Eukaryoten zu sprechen kommen.



Plus 2.2

Repetitive DNA-Abschnitte: ein erster Uberblick
Satelliten-DNA in den Centromer- und Telomerbereichen
von Chromosomen. Die Centromer-DNA hat eine wichtige
Funktion beim Aufbau des Spindelapparats wéahrend der
Mitose (S.212). Die Telomer-DNA trdgt zum Schutz der
Chromosomenenden bei. In beiden Féllen handelt es sich
um Wiederholungen von Hunderten oder Tausenden hin-
tereinandergeschalteter kurzer DNA-Abschnitte. Satelliten-
DNA renaturiert bei sehr niedrigen cot-Werten und kann
bis zu 5 % der Gesamt-DNA eines Sdugetiers ausmachen.
SINE (short interspersed repetitive elements): Wie aus der
Bezeichnung hervorgeht, sind diese repetitiven Elemente
Uber das Genom verteilt (interspersed). Es gibt mehrere Ar-
ten oder, wie man sagt, Familien von SINE-Sequenzen. Ein

0,5

@

<—— renaturierte DNA-Fraktion

1,0 T T T T : : .
103 1072 107 1 101 102 103 104

cot [Mol x sec/liter] ——>

Abb. 2.13 Vergleich der Renaturierungskinetiken von Bakte-
rien- und Sdugetier-DNA. Blaue Kurve: Die Reassoziation der
Bakterien-DNA folgt einer einfachen sigmoidalen Kinetik, weil
jeder Abschnitt der DNA nur einmal vorkommt. @ Erster steiler
Abfall der roten Kurve: Ein Teil der Sdugetier-DNA reassoziiert
schon bei einem sehr niedrigen cot-Wert. Dies spricht fiir das
Vorkommen sehr vieler sich wiederholender Nucleotidsequen-
zen. @ Zweiter steiler Abfall der roten Kurve: Ein anderer Teil
der Sdugetier-DNA reassoziiert in einem Bereich hoherer cot-
Werte, wie man es aufgrund der GenomgroRe erwarten wiirde.
(nach Britten R], Kohne DE (1968) Repeated Sequences in DNA.
Science 161: 529-533)

Wir haben die Reassoziation komplementdrer Nucleinsdurestrange
auch deswegen ziemlich ausfiihrlich beschrieben, weil sie die
Grundlage fiir wichtige Methoden der molekularen Genetik ist.
Wir werden in spateren Kapiteln immer wieder darauf zurtickkom-
men. Hier nur als Beispiel eine der ersten Anwendungen in den frii-
hen 1970er-Jahren. Molekularbiologen wollten tiberpriifen, ob ein
gegebener DNA-Abschnitt aus einem Organismus mit einem ent-
sprechenden DNA-Abschnitt aus einem anderen Organismus ver-
wandt ist. Sie denaturierten die DNA-Abschnitte und ermdglichten
dann die gemeinsame Reassoziation in einem ReaktionsgefaR. Die
Frage war, ob sich ein Strang der einen mit einem komplementdren
Strang der anderen DNA zum Doppelstrang zusammenfindet.
Wenn das zutraf, konnte man auf eine Ahnlichkeit der Sequenzen
schlieRen.

2.6 DNA-Molekiile

i

Beispiel ist die sogenannte Alu-Familie im Humangenom.
Alu-Elemente bestehen aus etwa 300 bp mit dhnlichen Se-
quenzen. Das Genom enthalt mehr als eine Million Alu-Ele-
mente. Das entspricht 10-15 % des Gesamtgenoms.

LINE (long interspersed repetitive elements): der Prototyp
besteht aus 6 000-7 000 bp, aber viele Mitglieder von LINE-
Familien sind verkiirzte Versionen. Insgesamt addieren sich
die DNA-Abschnitte von LINE-Familien bis zu etwa 20 % des
Gesamtgenoms.

Jede Tier- oder Pflanzenart hat ihr eigenes Repertoire
von SINE- und LINE-Familien. Man hat eine ungefdhre Vor-
stellung von der Entstehung und Ausbreitung dieser repeti-
tiven DNA, aber ihre genetische Bedeutung ist nicht be-
kannt.

Auch RNA-Stringe konnen mit komplementdren DNA-
Strangen einen Doppelstrang bilden. Man spricht dann
von einem RNA-DNA-Hybrid. Uberhaupt wird ein solches
Verfahren oft als Nucleinsdure-Hybridisierung bezeich-
net, abgeleitet von dem griechischen Wort hybrid, das in
der Genetik so viel heifst wie ,von zwei verschiedenen El-
tern* oder ,von unterschiedlicher Herkunft*.

2.6 Natiirliche DNA-Molekiile

Die kleinsten natiirlich vorkommenden DNA-Molekiile
bestehen aus einigen Tausend Basenpaaren und bilden
das genetische Material von Viren (> Tab. 2.2). Die grofi3-
ten DNA-Molekiile kommen in Chromosomen von Tieren
und Pflanzen vor und kénnen aus bis zu mehreren Milli-
arden Basenpaaren aufgebaut sein.

Die Grofen sind in erster Ndherung ein Maf$ fiir die
Menge an genetischer Information einer DNA. Viren kom-
men mit wenig genetischer Information aus, weil sie die
infizierten Wirtszellen fiir ihre Zwecke ausnutzen. AuBer-
dem ist der Zweck eines Virus eine moglichst schnelle
und moglichst hdufige Vermehrung, wofiir die Wirtszelle
die Bausteine und die Enzyme liefert. Dagegen brauchen
zelluldre Organismen umfangreiche genetische Program-
me fiir die komplizierten Stoffwechselprozesse, fiir die
Synthese von Aminosduren und Nucleotiden, fiir den Auf-
bau von Proteinen und Nucleinsduren, von Zellorganellen
und Zellwdnden usw. Wozu auch immer die genetische
Information letztendlich verwendet wird, ihre unmittel-
bare Funktion ist es, den Bauplan fiir Proteine bereit-
zustellen. In trockenen Worten: Die lineare Folge von Nu-
cleotiden in der DNA bestimmt die lineare Folge der Ami-
nosduren, also der Bausteine von Proteinen.

Hier gibt es ein Problem, das die Molekularbiologen in
den Jahren nach der Beschreibung der Doppelhelix sehr
beschaftigt hat. Proteine bestehen aus 20 Aminosduren,
die in wechselnder Zahl, Zusammensetzung und Reihen-
folge zu langen Ketten verkniipft sind, aber die DNA ent-
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Tab. 2.2 Virus- und Bakteriengenome.

Simian Virus 40 (SV 40, ein tierisches Virus)

Bakteriophage M 13 (doppelstrangige replikative DNA-Form) (S.537)

Bakteriophage Lambda (S.129)

Genom von Helicobacter pylori (verantwortlich fiir Gastritis und Magengeschwiire beim

Menschen)
Genom Archaeoglobus fulgidus (ein sulfatreduzierendes Archaeon)

Genom Mycobacterium tuberculosis (Erreger der Tuberkulosekrankheit)
Genom Escherichia coli (E. coli) (S.101) (,das“ Bakterium der Molekularbiologen)

5243 6
6407 10

48 502 ca. 50
1667 867 1590
2 178 400 2463
4411 529 3924
4639 211 4288

Aus der Zahl der Basenpaare kann man nach den Angaben der » Tab. 2.1 die Ldnge der DNA berechnen: Lange [pm ]=Zahl der
bpx 0,34 x 1073. Demnach hat das Genom von E. coli eine Lange von etwa 1,58 mm. Die Angaben (iber die Genzahlen beziehen sich auf

proteincodierende Gene.

halt nur vier verschiedene Nucleotide. Demnach kann ein
Nucleotid in der DNA nicht die Position einer Aminosdure
in der Aminosdurekette bestimmen.

Tatsdchlich war es eine der ersten wichtigen Erkennt-
nisse in der Geschichte der molekularen Genetik, als um
1960 deutlich wurde, dass eine Aminosdure von einem
Triplett, einer Dreierfolge von Nucleotiden, ,codiert*
wird. Aus vier unterschiedlichen Nucleotiden lassen sich
43 =64 Dreierkombinationen bilden. Somit stehen den 20
Aminosduren 64 Tripletts gegeniiber. Daraus muss man
folgern, dass mehrere Tripletts fiir ein und dieselbe Ami-
nosdure stehen und/oder dass ein Teil der Tripletts keine
genetische Information tragt. Im Kap. 5 werden wir diese
Fragen genauer untersuchen. Hier geniigt der Hinweis,
dass beides zutrifft: 61 der moglichen 64 Tripletts haben
eine Funktion bei der ,Codierung“ von Aminosduren,
wahrend drei Tripletts keine Aminosduren codieren, son-
dern eine andere Aufgabe bei der Umsetzung der geneti-
schen Information haben.

Diese vorldufigen Betrachtungen helfen uns bei der Ab-
schdtzung des Informationsgehalts von DNA. Da die meis-
ten Proteine aus 200-500 Aminosduren zusammenge-
setzt sind und da genetische Information aus Tripletts zu-
sammengesetzt ist, konnen wir schliefSen, dass der Ab-
schnitt auf der DNA, der die Information zur Herstellung
eines Proteins tragt, aus 600-1500 Nucleotid- oder Ba-
senpaaren aufgebaut sein sollte. Wir bezeichnen einen
solchen Abschnitt als proteincodierendes Gen.

Wir wiederholen die Definition, aber fiigen gleich hin-
zu, dass sie nur vorldufig gelten soll, bis sie spater im
Buch (s. Kap. 12) ergdnzt, erweitert und ersetzt wird:

®

Ein proteincodierendes Gen ist ein Abschnitt der DNA,
der die Information zur Herstellung eines Proteins tragt.

Diese Definition werden wir spdter prazisieren, denn
es gibt Gene, die keine Proteine codieren, sondern RNAs,
die nicht in Proteine iibersetzt werden.

Definition

Um einen Eindruck von der GroRe natiirlicher DNA-Mo-
lekiile (oder Genome) zu erhalten, betrachten wir die
> Tab. 2.2, die die Zahl der Basenpaare und die Zahl der

Gene in der DNA einiger Viren und Prokaryoten enthalt.

Man kennt diese Zahlen so genau, weil die Nucleotidfol-

gen — oder wie man sagt: Sequenzen - der Genome be-

stimmt worden sind. Die Methoden, die dabei zur An-
wendung kommen, werden wir an einer anderen Stelle
besprechen (Kap. 26.4), ebenso wie die Konsequenzen
dieser wichtigen Forschungsarbeiten. An dieser Stelle
wollen wir nur anmerken, dass Quotienten aus der Zahl
der Basenpaare und der Zahl der Gene Werte liefern, die
ungefihr der theoretischen Uberlegung entsprechen.

Demnach besteht ein proteincodierendes Gen im Durch-

schnitt aus 600-1200 bp. Daraus folgt weiterhin: Zwi-

schen den einzelnen Genen in prokaryotischen Genomen
konnen, wenn iiberhaupt, nur sehr kurze Abstinde lie-
gen.

Anders die Genome von Eukaryoten: Zwischen den
einzelnen Genen liegen oft lange Abschnitte von DNA, die
keine Information zur Herstellung von Proteinen enthal-
ten. Deswegen sind die DNA-Molekiile in den Zellkernen
von Eukaryoten sehr viel ldnger, als man aufgrund von
Schétzungen iiber die Zahl der Gene erwarten wiirde.

Diese Aussage wird durch die Angaben in der » Tab. 2.3
belegt. Allerdings sind zum Verstdndnis der Tabelle einige
Anmerkungen notwendig:

e In den Kernen der meisten Zellen von Tieren und héhe-
ren Pflanzen kommt die DNA/das Genom in zweifacher
Ausfiihrung vor. Man sagt: Die Zellen oder Organismen
sind diploid (di-ploid, griech. zwei-fach). Die Angaben
in der Tabelle betreffen das einfache oder haploide Ge-
nom.

¢ Die DNA in Zellkernen ist kein durchgehender DNA-Fa-
den, sondern kommt in Einzelabschnitten vor. Das wird
zur Zeit der Mitose (S.202) sichtbar, wenn die Einzel-
abschnitte als Chromosomen verpackt werden. So kann
man den Werten der » Tab. 2.3 entnehmen, dass die
DNA (haploid) in den Kernen von Sdugetierzellen etwa
1 m lang ist. Diese Strecke ist in Zellen der Maus in 20
und in Zellen des Menschen in 23 Abschnitte (Chromo-
somen) aufgeteilt.



Tab. 2.3 DNA im Zellkern einiger Eukaryoten.

2.7 Helix und Superhelix

Hefe (Saccharomyces cerevisiae) 12 Millionen
Fadenwurm/Nematode (Caenorhabditis 97 Millionen
elegans)

Fliege (Drosophila melanogaster) 180 Millionen
Sdugetiere

Maus (Mus musculus) 3000 Millionen
Mensch (Homo sapiens) 3000 Millionen
Pflanzen

Ackerschmalwand (Arabidopsis 120 Millionen
thaliana)

Mais (Zea mays) 2300 Millionen
Reis (Oryza sativa) 380 Millionen

16 6240

6 18 240
4 13 600
20 22 000
23 21 000
5 30 000
10 32 000
12 30 000

* Die Angaben in dieser Tabelle gelten fiir haploide Genome und haploide Chromosomensatze. Beachte, dass das Maisgenom um ein
Mehrfaches groRer ist als das Reisgenom, obwohl es gleich viele Gene enthdlt. Der Unterschied beruht auf einem viel umfangreicheren
Anteil an repetitiven DNA-Abschnitten. Die angegebene Zahl der Gene bezieht sich auf proteincodierende Gene. Weitere Erlduterungen

s. Text.

SINE LINE

Centromer
LINE

SINE SINE

Telomer (5-TTAGGG-3')

Abb.2.14 Organisation der Genome von Tieren und Pflanzen.
Einzelkopie-DNA (Gen) und repetitive DNA (LINE, SINE usw.) im
Wechsel. Stark vereinfachte Skizze.

Die einfachen Schlussfolgerungen aus den Zahlen der
» Tab. 2.3 werden durch die gesamtgenomischen Sequen-
zierprojekte unterstiitzt: Taglich gelangen neue Basen-
paarsequenzen von Genen und intergenischen (Zwi-
schen-Gen-)Bereichen der verschiedensten Eukaryoten-
arten in die Datenbanken und immer wieder zeigt sich,
dass zwischen und selbst innerhalb von Genen oft lange
Abschnitte nicht codierender DNA vorkommen. Tatsdch-
lich ist bekannt, dass meist nur ein oder wenige Prozent
der DNA von Tieren und Pflanzen fiir die Codierung von

Proteinen reserviert ist. Die DNA zwischen den Genen be-
steht oft aus vielfach vorkommenden, ,repetitiven“ Ab-
schnitten (Plus 2.2) (S.37) mit meist unbekannter geneti-
scher Funktion (> Abb. 2.14) (Kap. 12.9).

2.7 DNA-Ringe: Helix und
Superhelix

Die DNA in den eukaryotischen Chromosomen ist linear —
wie ein Faden mit zwei Enden. Aber die Genome der
weitaus meisten bekannten Bakterien sind zu Ringen ge-
schlossen. Auch die DNA in Mitochondrien und Chloro-
plasten ist ringférmig, ebenso wie die DNA mancher Vi-
ren, etwa die DNA des Simian-Virus 40 (SV40; » Tab. 2.2,
> Abb. 2.15).

Die Ringstruktur der DNA hat Konsequenzen. Bei einer
Denaturierung werden die Wasserstoffbriicken zwischen
komplementdren Basenpaaren gedffnet, aber die beiden
Strange der DNA-Doppelhelix kénnen sich so ohne Wei-
teres nicht voneinander trennen, wie man sich anhand
der » Abb. 2.16 deutlich machen kann. Uberdies ist ring-
formig geschlossene DNA oft verdrillt, wie eines der bei-
den SV40-DNA-Molekiile in der elektronenmikroskopi-
schen Aufnahme der » Abb. 2.15. Man bezeichnet dies oft
als Superhelix, denn die Verdrillungen sind den Windun-
gen in der Doppelhelix {iberlagert.

Die Zahl der Verdrillungen (supercoils) kann von DNA-
Molekiill zu DNA-Molekiil verschieden sein. Man sagt:
Ringformig geschlossene DNA-Molekiile kommen in ver-
schiedenen topologischen Formen vor. Die in Plus 2.3 ent-
haltene Information gibt zusammen mit der » Abb. 2.17
eine formale Beschreibung der DNA-Topologie.
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Plus 2.3

Topologie der DNA

Eine genauere Beschreibung der Topologie beginnt mit der
Definition des Begriffs Verkniipfungszahl Lk (linking num-
ber). Bei entspannter DNA (> Abb. 2.16) entspricht die Ver-
kntpfungszahl der Anzahl der Helixwindungen Tw (twists),
also der Haufigkeit, mit der die beiden Strange der Doppel-
helix gewunden sind. Aus den Kennzahlen der B-Form der
DNA (> Tab. 2.1) lasst sich der Wert leicht angeben:

N

N = Gesamtzahl| der Basenpaare einer gegebenen DNA
10,5 =Zahl der Basenpaare pro Helixwindung

In nattirlichen DNA-Ringen ist die Zahl der helikalen Win-
dungen fast immer niedriger als in entspannten DNA-Mole-
kiilen. Theoretisch kann sich das so auswirken wie im rech-
ten Teil der » Abb. 2.17 gezeigt: Der entwundene Bereich
liegt als einzelstrangige Blase an einer Stelle im Molekiil.
Tatsdchlich ist aber die Ganghohe der Doppelhelix im DNA-

Abb. 2.15 Elektronenmikroskopische Aufnahme von SV40-
DNA (> Tab. 2.2). Eines der beiden abgebildeten DNA-Molekiile
liegt als offener Ring vor, das zweite als ,Superhelix“ - ein in
sich gedrehter, verdrillter DNA-Ring. Die offene, entspannte,
Jrelaxierte® DNA entsteht aus der superhelikalen DNA nach
Einflihren eines Bruches in einem der beiden Stringe, bei-
spielsweise nach Offnung einer Phosphodiesterbindung durch
das Enzym Deoxyribonuclease. (Aufnahme: R. Wessel, Kon-
stanz)

i

Ring wenig verandert. Stattdessen wirken sich die Unter-
windungen in Form von Uberdrehungen (supercoils) der
Helixachse aus (> Abb. 2.17 links). Eine Abnahme in der
Zahl der Helixwindungen Tw wird also durch Uberdrehun-
gen der Helixachse Wr (writhe) ausgeglichen.

Die Beziehungen zwischen den Windungen der Strdnge
in der Doppelhelix und den Uberdrehungen der Helixachse
kann man quantitativ in einer einfachen Weise formulieren:

Lk =Tw +Wr

Die Verkniipfungszahl Lk in dieser erweiterten Form gibt
also die Haufigkeit an, mit der sich die Strange der DNA
Uberkreuzen.

Lk ist eine topologische Eigenart geschlossener DNA-Mo-
lekiile: Die Werte fiir Tw und Wr kdnnen sich dndern, aber
der Wert fiir Lk bleibt erhalten. Mit anderen Worten, ge-
schlossene DNA-Molekiile mit einer gegebenen Verkniip-
fungszahl kénnen verschiedene dreidimensionale Formen
annehmen.

ringférmige entspannte DNA

lineare DNA

Abb.2.16 Ringférmige und lineare DNA. Die komplementdren
Strange der linearen DNA konnen durch Schmelzen getrennt
werden, nicht aber die Strdnge der ringférmigen DNA. Sie
bleiben durch Uberkreuzungen oder Verkniipfungen aneinan-
der hangen. Die Zahl solcher Verkntpfungen entspricht in
entspannten Ring-DNA-Molekiilen der Zahl der Helixwindun-
gen. In der Terminologie von Plus 2.3 (S.40) kann man
notieren: Lk=Tw=12.



Q\‘
~
f\rJ\) -

QCCC
0000000 000CCY

000
(B3

17
ol
’\,"\’,\,’\,

’\,’\,’\1111

CC
oG

~Qq
o
~COCC
2o

J
‘\1'2 z 510

g5 % g
oy X 7

o -000ccC

links rechts

Basenpaare 310 310

Lk 27 27

Tw 31 27

Wr -4 0

Abb. 2.17 Topologie von unterwundener DNA. Verkniip-
fungszahlwerte mit und ohne Unterwindung. Erkldrungen der
Abkiirzungen Lk, Tw und Wr siehe Plus 2.3.

Die Verhdltnisse lassen sich mit einem einfachen Experi-
ment verdeutlichen: Ein Bindfaden wird an einem Ende
festgehalten und am anderen mehrmals um die Langs-
achse gedreht; dann werden die Enden - ohne Aufgabe
der Drehungsspannung - aneinandergefiigt. Als Ergebnis
treten Verdrillungen, Supercoils, auf.

Wenn wir dieses Experiment auf die DNA {ibertragen,
miissen wir die Richtung der Drehung beriicksichtigen:
Da die doppelstrangige DNA rechtsldufig ist, wird durch
eine Drehung nach rechts die Tendenz in Richtung zu-
nehmender Helixwindungen gehen, wahrend durch Dre-
hung nach links die Tendenz in Richtung abnehmender
Helixwindungen geht.

Auf diese Weise entstehen Supercoils unterschiedlicher
Richtung. Wenn die Doppelhelix entwunden wird, entste-
hen negative Supercoils und die Superhelix ist rechtsldu-
fig (» Abb. 2.17). Eine Uberwindung der Helix (nach einer
Rechtsdrehung) fithrt zu positiven Supercoils und links-
ldufiger Superhelix. Die meisten natiirlich vorkommen-
den DNA-Molekiile haben negative Supercoils.

In Bakterien werden negative Supercoils durch speziel-
le Enzyme eingefiihrt, durch Topoisomerasen (S.181).
Diese Enzyme verdndern die Topologie der DNA durch
eine konzertierte Aktion von Schneiden und Wiederver-
kniipfen. Sie haben wichtige Funktionen bei allen geneti-
schen Reaktionen, die mit einer Entwindung des DNA-

2.8 Methoden zur DNA-Analyse

Doppelstrangs einhergehen, wie etwa bei der Transkripti-
on von Genen oder bei der Replikation.

Auch die DNA in Pflanzen- oder Tierzellen ist negativ
verdreht. Der Grund ist hier die besondere Organisation
der DNA im Zellkern. Die DNA ist eng um Proteinkomple-
xe (Nucleosomen) (S.148) gewunden. Negative Supercoils
entstehen bei der Abtrennung der Proteinkomplexe.

In natiirlicher DNA kénnen auch positive Supercoils
vorkommen. Allerdings treten positive Supercoils meist
nur voriibergehend auf, etwa vor einer Replikationsgabel.
Die entstehenden Drehspannungen miissen durch Topo-
isomerasen aufgelost werden, sonst kime es zum Still-
stand der Replikation.

2.8 Einige wichtige Methoden
zur Untersuchung von DNA

Unser erster methodischer Uberblick betrifft drei Verfah-
ren, ndmlich die Elektrophorese, die Zentrifugation und
die Darstellung von DNA mithilfe des Elektronenmikro-
skops. Dann folgt ein Abschnitt tiber die Verwendung von
Nucleasen als Werkzeuge in der Molekularbiologie.

2.8.1 Elektrophorese

Die vermutlich wichtigste Methode zur Untersuchung
von DNA-Molekiilen ist die Elektrophorese in Agarose-
oder Polyacrylamidgelen. Die notwendigen Gerate sind
preisgiinstig und problemlos in der Anwendung, dabei
schnell und genau. Von den verschiedenen Varianten der
Gelelektrophorese zeigt die » Abb. 2.18 im Schema das
Standardverfahren der Elektrophorese in einem Agarose-
gel.

Die Geschwindigkeit, mit der sich DNA-Stiicke im elek-
trischen Feld auf den positiven Pol zubewegen, hangt von
verschiedenen Bedingungen ab. Am wichtigsten ist die
GrofRe der DNA: Lineare doppelstrangige DNA-Molekiile
wandern mit Geschwindigkeiten durch die Agarosema-
trix, die umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer
GroRe sind (> Abb. 2.19). Weiter hingt die Wanderung
der DNA-Stiicke von der Stromstdrke, der Pufferzusam-
mensetzung und der Agarosekonzentration ab. Gerade
die letzte Bedingung wird zur Trennung von DNA-Frag-
menten verschiedener Grofenklassen ausgenutzt. Bei-
spielsweise lassen sich DNA-Fragmente von 1000 bis
etwa 15 000 bp in Gelen mit 0,5% Agarose gut auftren-
nen, widhrend DNA-Fragmente aus 100-2000 bp besser
in Gelen mit 1-2% Agarose aufgetrennt werden
(» Abb. 2.19). Fiir die gelelektrophoretische Trennung
von DNA-Stiicken mit einer GroRe {iber 15 000 bp setzt
man die Pulsfeld-Gelelektrophorese ein, wihrend DNA-
Stiicke, die kleiner als 100-200 bp sind, in der Polyacryl-
amidgelelektrophorese untersucht werden.

Die elektrophoretische Wanderung in Gelen hingt
auch von der Struktur der DNA ab: Ringférmig superheli-

a1
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a Vertiefungen im
Agarosegel zum
Auftragen der DNA
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Abb. 2.18 Durchfiihrung der Agarosegelelektrophorese.

a Seitenansicht. Ein PlastikgefaR, gefiillt mit geeignetem
Puffer, enthdlt ein Gel in Abmessungen von beispielsweise
10cm x 18 cm und 0,5 cm Dicke. Das Agarosegel ist voll-
stdndig in den Puffer eingetaucht.

b Aufsicht. Am ,Start besitzt das Agarosegel einzelne Ver-
tiefungen oder Kerben zum Auftragen des zu trennenden
Gemischs von DNA-Fragmenten.

c Aufsicht. Nach Anlegen eines elektrischen Feldes wandert
die negativ geladene DNA auf den positiven Pol zu. Nach
Beendigung der Elektrophorese werden die DNA-Banden mit
Ethidiumbromid angefarbt. Die DNA leuchtet im ultravio-
letten Licht hell auf.

o

5% 103

1% 10

5x 102 A

GroRe der DNA [bp]

1% 102 T T

<—entspannte DNA

@

<— superhelikale DNA

CCReO

Abb.2.20 DNA-Form und Wanderung im Gel.

kale DNA wandert schneller als ringformig offene (rela-
xierte) DNA (> Abb. 2.20). Einer der Griinde dafiir ist,
dass sich die dichter gepackte superhelikale DNA besser
durch das Maschenwerk eines Gels bewegen kann.

2.8.2 Zentrifugation

Der Grundvorgang bei der Zentrifugation ist die Bewe-
gung von Partikeln - also von Zellen, Organellen oder Ein-
zelmolekiilen - durch ein fliissiges Medium unter dem
Einfluss eines Zentrifugalfeldes. Die Sedimentations-
geschwindigkeit nimmt mit der Masse eines Partikels
und der angewendeten Zentrifugalbeschleunigung zu
und wird negativ durch die Viskositit des Mediums be-
einflusst. Auch Durchmesser und Form des Partikels be-
stimmen das Sedimentationsverhalten. So sedimentieren

Abb.2.19 Agarosegelelektrophorese. Ex-

perimentelle Bedingungen: 1,2 % Agarose in

TBE-Puffer (90 mM Tris-Borat, pH 8,3; 5 mM

EDTA [Ethylendiamintetraessigsaure]),

Spannung 50 mV, Stromstédrke 30 mA,

Dauer der Elektrophorese: 10 Stunden bei

Raumtemperatur.

a Polaroidfoto des mit Ethidiumbromid
gefarbten Gels. Am oberen Rand sind die
Auftragsstellen fiir die DNA als dunkle,
rechteckige Locher zu erkennen. Die
aufgetrennten DNA-Fragmente sind als
helle Banden sichtbar. Die oberen, lang-
sam wandernden Banden enthalten

0 1 2

3

zuriickgelegte Strecke [cm]

4 5 6

DNA-Fragmente von 3 000-3 600 bp
Lange. Die Gruppe der schneller wan-
dernden Banden besteht aus Fragmen-
ten zwischen 215 und 1100 bp.

b Die Beziehung zwischen der GroRe der
DNA und der Wandergeschwindigkeit im
elektrischen Feld.
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langgestreckte Partikel langsamer als kugelférmige Par-
tikel gleicher Masse.

In der Laborpraxis kommen Schwenkbecherrotoren
(SW-Rotor) oder Festwinkelrotoren zum Einsatz
(» Abb. 2.21). Der SW-Rotor hat beweglich am Rotorkor-
per angebrachte Zentrifugenbecher, die wihrend des Lau-
fes ausschwingen, sodass die Achse des Zentrifugenrohr-
chens senkrecht zur Drehachse steht. Beim Festwinkelro-
tor sind die Rohrchen starr in einem Winkel von 20-25°
zur Rotorachse im Rotorkérper untergebracht. Dieser Ro-
tortyp wird vor allem zum Abzentrifugieren von Partikeln
oder bei der isopyknischen Zentrifugation verwendet.
SW-Rotoren finden vor allem in der Zonensedimentation
Verwendung.

Eine einfache Zentrifugation im Festwinkelrotor reicht
meist aus, um ein Gemisch von Organellen und anderen
zelluldiren Komponenten aufzutrennen. Am grofSten und
schwersten sind die Zellkerne, dazwischen liegen Mito-
chondrien, Lysosomen und Ribosomen und am anderen
Ende stehen die einzelnen RNA- oder Proteinmolekiile.
So erhdlt man bei niedrigtouriger Zentrifugation einen
Niederschlag (Pellet) aus Kernen. Im Uberstand bleiben
u.a. die Mitochondrien, die man durch hohertouriges
Zentrifugieren pelletieren kann.

Im Uberstand dieses zweiten Zentrifugationsschritts
befinden sich unter anderem Ribosomen und die vielen
16slichen Bestandteile der Zelle. Bei der Untersuchung
dieser Komponenten kommen Schwenkbecherrotoren
und Zonensedimentation zum Einsatz. Dabei lagert man
das Probengemisch auf die Oberfliche einer wadssrigen
Losung aus Rohrzucker oder Glycerin, deren Konzen-
tration von oben nach unten zunimmt. So entsteht ein
Dichtegradient, in den die Komponenten des Gemisches
hineinzentrifugiert werden (> Abb. 2.22). Im Zentrifugal-

<— Rotationsachse
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Abb.2.21 Die wichtigsten Rotortypen.

a Festwinkelrotor. Die Grafik zeigt eine von meh-
reren Ausfiihrungen, die sich durch die Bohrung,
den Radius und den Neigungswinkel voneinander
unterscheiden.

b Schwenkbecherrotor. Die Grafik zeigt einen Rotor
auBerhalb der Zentrifuge. Die Planskizze gibt die
Situation wahrend der Zentrifugation wieder.
Auch hier gibt es zahlreiche Variationen beziig-
lich des Radius und des Volumens der Schwenk-
becher. ry.x=maximaler Radius;

Iy = durchschnittlicher Radius; rini, = minimaler
Radius.

'max (15,23 cm)

(10,93 cm)

Zonenzentrifugation

aufge-
tragene
Probe

R

Zentrifugalkraft

g

Abb. 2.22 Zonenzentrifugation - ein wichtiges Zentrifugati-
onsverfahren. Links vor, rechts nach der Zentrifugation.

feld bewegen sich die Komponenten mit Sedimentations-
raten, die ihrer Masse und ihrem Radius entsprechen.

Fiir alle hohertourigen Zentrifugationen benotigt man
Ultrazentrifugen, die 100 000 und mehr Umdrehungen
pro Minute erreichen und dabei Krifte von bis zum Mil-
lionenfachen der Erdbeschleunigung erzeugen. Ultrazen-
trifugen miissen im Vakuum betrieben werden, um ein
Erhitzen durch Luftreibung zu verhindern. Wenn es um
die Prdparation von Kernen, Mitochondrien und derglei-
chen geht, spricht man von praparativer Ultrazentrifuga-
tion. Wenn man die Eigenschaften von Partikeln oder
Molekiilen bestimmen will, dann ist es analytische Ultra-
zentrifugation.
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Der Sedimentationskoeffizient oder
S-Wert

Die Sedimentationseigenschaften werden oft als Kenn-
wert eines Partikels oder eines Molekiils angegeben. Die
MafReinheit ist der S-Wert. Weil wir es spdter gelegentlich
mit diesem Wert zu tun haben, ist eine Definition niitz-
lich.

Die Sedimentationsgeschwindigkeit eines Teilchens
ldsst sich durch folgende Beziehung beschreiben:

dr_ s-a=5-wr
dt— 9T
Umformung und Integration ergeben:
d(Inr) In{

T Wt WG - ty)

r=Abstand des Teilchens von der Rotorachse

t=Laufzeit

a = Zentrifugalbeschleunigung oder die , Feldstarke*
s=Sedimentationskoeffizient; er entspricht der Sedimen-
tationsgeschwindigkeit pro Einheit der Feldstdrke (Ein-
heit des Sedimentationskoeffizienten ist das Svedberg: 1
S=10"135)

r, und r, =die jeweiligen Positionen des Teilchens zu den
Messzeiten t; und t,. Fiir t; =0 wird ry =ry, das ist der Ab-
stand von der Rotorachse zur Oberfldche des R6hrchens

Merke @

Die Einheit des Sedimentationskoeffizienten ist das Sved-
berg: 15=10"3s.

Isopyknische oder Gleichgewichtszentri-
fugation

Die Gleichgewichtszentrifugation oder isopyknische Zen-
trifugation ist eine in der Praxis wichtige Methode, bei
der man sich zunutze macht, dass ein Teilchen in einer
Lésung schwebt, wenn seine Dichte der Dichte der umge-
benden Losung entspricht. Man mischt die DNA-Probe
mit einem geeigneten Medium. Wahrend des Laufes bil-
det sich durch Sedimentation der Molekiile des Mediums
ein Konzentrations- und dadurch ein Dichtegradient im
Réhrchen aus. Die Molekiile der Probe werden dabei im
oberen Teil des Gradienten sedimentieren und aus dem
unteren Teil so lange aufsteigen, bis sie sich an einer Stelle
des Gradienten treffen, die ihrer eigenen Schwebedichte
(buoyant density) entspricht. Nach einer bestimmten Zeit,
die vom Medium und von den Bedingungen des Zentrifu-
genlaufs (Rotor, Umdrehung, Temperatur) abhdngt, wird
ein stabiler Gleichgewichtszustand erreicht (> Abb. 2.23).
Das Medium muss dabei eine Substanz geniigend hoher
Mol- oder lonenmasse enthalten, damit sich im Schwere-
feld der Zentrifuge innerhalb eines verniinftigen Zeit-

T =HEED

A A A
Rotations- Meniskus Boden
zentrum

2T 18- 20wl
&= ST
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gE " 25
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I
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Abb. 2.23 Technik der Casiumchlorid-(CsCl-)Gleichgewichts-

zentrifugation.

a Vor der Zentrifugation. Zentrifugenréhrchen mit hochpro-
zentiger CsCl-Salzlosung und DNA.

b Nach der Zentrifugation.

raums ein Dichtegradient ausbildet. Diese Substanz darf
nicht mit den zu trennenden Molekiilen der Partikel rea-
gieren.

Die Standardsubstanz fiir isopyknische Zentrifugatio-
nen ist das Casiumchlorid (CsCl). Cisium-Ionen bilden in
den benutzten Schwerefeldern aufgrund ihrer lonenmas-
se von 133 innerhalb von ca. 40 Stunden im Gleichge-
wicht stehende Gradienten aus. Je nach Ausgangsdichte
des CsCl entstehen Gradienten im Bereich von 1,0-1,9¢g
ml~. Bis auf RNA mit einer Schwebedichte von mehr als
1,9¢ ml™ (in CsCl) bilden damit alle anderen Molekiilar-
ten Banden innerhalb des Gradienten aus. Neben CsCl
sind auch andere Salze des Cdsiums verwendet worden.
Insbesondere wird Cdsiumsulfat (Cs;SO4) zur Dichte-
bestimmung bei RNA benutzt.

Um die Wirkungsweise der Gleichgewichtszentrifuga-
tion zu illustrieren, beschreiben wir ein klassisches Expe-
riment. Werden die DNAs zweier Organismen wie
Mensch und E. coli gemischt und in einem CsCl-Gradien-
ten (25°C, 133 000 g) gefahren, so erhdlt man am Ende
zwei knapp getrennte Banden bei der Dichte 6=1,7035¢g
ml™1, die sich den beiden urspriinglichen DNAs zuordnen
lassen. Fiir diesen Dichteunterschied ist die Basenzusam-
mensetzung der DNA verantwortlich. Dabei ist die Dichte
zum GC-Gehalt proportional. Es gilt
6=1,66 0,098 (%GC)
fir die Dichte ¢ in g ml~! bei 25 °C in CsCl.

Bei geniigendem Unterschied kénnen so die DNA-Mo-
lekiile von Viren und Bakterien getrennt werden. Bei Eu-
karyoten werden wegen der Aufteilung der DNA auf
Chromosomen und der praktisch nicht intakt zu isolie-



DNA-Konzentration

1,70 |
1,69 1,69
Dichte [g mI-]

Abb. 2.24 Satelliten-DNA der Maus. Maus-DNA wurde aus
ganzen Leberzellen (links) und aus Zellkernen (rechts) isoliert.
Die Untersuchung erfolgte mit der CsCl-Zentrifugation. Die
Auftriebsdichte der betreffenden DNA-Fraktion ist auf der
Abszisse angegeben. Die Satelliten-DNA hat eine geringere
Auftriebsdichte als die Haupt-DNA: 1,69 ml™" bzw. 1,70 mI™".
(nach Bond HE, Flamm WG, Burr HE et al (1967) Mouse satellite
DNA: further studies on its biological and physical characteris-
tics and its intracellular localization. | Mol Biol 27: 289-302)

renden langen DNA-Fiden immer Genomfragmente an-
fallen, die sich oft deutlich in ihrem GC-Gehalt unter-
scheiden. Dadurch tauchen neben der Hauptbande der
DNA eine oder mehrere Nebenbanden auf, die sogenann-
te Satelliten-DNA (> Abb. 2.24), die aus hochrepetitiven
Sequenzen besteht.

Die Satelliten-DNA der Maus ist geradezu der Prototyp
einer hoch repetitiven Sequenz: DNA-Abschnitte von
etwa 240 Nucleotidpaaren Linge kommen anndhernd
eine Million Mal im Genom vor, d.h. insgesamt 5-10%
der Gesamt-DNA dieses Organismus bestehen aus sol-
chen hoch repetitiven Sequenzen. Die Bestimmung der
Nucleotidsequenzen bestétigt das Zentrifugationsergeb-
nis. Satelliten-DNA ist reich an AT-Paaren (65% aller Nu-
cleotidpaare).

Neben der Basenzusammensetzung konnen fiir man-
che Zwecke auch Strukturunterschiede ausgenutzt wer-
den, um DNA im isopyknischen Gradienten aufzutrennen.
Das Auftreten superhelikaler DNA bei geschlossenen dop-
pelstrangigen Ringen wurde schon weiter oben (S.39) er-
wdhnt. In der Natur treten solche Superhelices bei vielen
Viren, sowohl von Prokaryoten wie von Eukaryoten, bei
bakteriellen Plasmiden und der mitochondrialen DNA
auf. Nun unterscheiden sich offene, entspannte Ringe mit
einem Einzelstrangbruch in ihrer Schwebedichte nicht
von doppelstrangigen, superhelikalen Ringen. Fiir die
Trennung beider Formen wird daher eine charakteristi-
sche Eigenschaft dieser Molekiilformen ausgenutzt: Die
Bindung von Ethidiumbromid, eine farbige Verbindung,
die sich zwischen die Basenpaare der DNA zwdngt, inter-
kaliert. Da bei hohen Ethidiumbromidkonzentrationen
die offene DNA-Form mehr Ethidiumbromid bindet als
die superhelikale DNA, erhdlt Erstere eine niedrigere
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Dichte und kann so in der Gleichgewichtszentrifugation
von superhelikaler DNA abgetrennt werden.

2.8.3 Elektronenmikroskopie

DNA in ihrer natiirlichen Umgebung liegt nie als aus-
gestrecktes Molekiil vor, sondern ist immer in der einen
oder anderen Art gefaltet oder geknduelt. Um DNA im
Elektronenmikroskop (EM) sichtbar zu machen, miissen
zwei Probleme geldst werden. Die dreidimensionale An-
ordnung muss ohne Bruch der DNA-Strdnge in eine zwei-
dimensionale Anordnung iiberfithrt werden. Dabei muss
so schonend vorgegangen werden, dass die entstehende
Struktur nicht dem heillosen und nicht interpretierbaren
Durcheinander eines falsch abgewickelten Garnknduels
gleicht. Dazu ist eine Methode der Spreitung langer DNA-
Ketten auf einer Oberfldche erforderlich.

Das zweite Problem besteht in der eigentlichen Sicht-
barmachung der DNA-Ketten. Selbst bei geniigend hohen
VergrofRerungen bis hinunter in den molekularen Bereich
macht der mangelnde Kontrast gegen den Untergrund
klare Bilder unmoglich. Die Losung liegt in einer Erho-
hung des Kontrastes durch Metallatome.

Die Spreitung geschieht dadurch, dass ein Trépfchen
der Nucleinsdureldsung mit nur wenigen Mikrogramm
pro Milliliter an einer schridgen Glasoberfliche entlang-
rinnt und auf eine Wasseroberfldche trifft. Die Wasser-
oberfldche ist mit einem diinnen Film eines basischen
Proteins, z.B. Cytochrom c, oder auch anderer Verbindun-
gen bedeckt. Die auftreffende Nucleinsdure wird von dem
basischen Protein innerhalb des Oberfldchenfilms gebun-
den und dabei gespreitet (> Abb. 2.25).

Ein guter Kontrast wird erzielt, wenn das Prdparat
in eine Losung von Uranylacetat eingetaucht wird. Die
Uranyl-lonen (UO,)?* adsorbieren dabei an die Nuclein-
sdure und umgeben sie gleichsam mit einem Mantel
aus Metall-lonen, die den gewiinschten Kontrast
erzeugen (positive staining). Phosphorwolframsdure
{H3[P(W301¢)4] X nH,0} hat einen dhnlichen Effekt.

Die zweite oft benutzte Methode beruht in einer Be-
dampfung des Praparats mit Metallatomen im Hochvaku-
um. Die Probe wird dazu auf einen Drehtisch montiert
und einem Strom von Metallatomen wie Platin, Palladium
oder Uran ausgesetzt. Die Metallatome treffen in einem
bestimmten Winkel auf die Probe und erzeugen einen
»Schatten“, etwa der Bildung einer Schneewehe hinter
einem Zaunpfahl im Winter vergleichbar. Diese Metall-
ablagerungen ergeben dann das eigentliche Bild.
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2.8.4 Enzyme als Hilfsmittel: Deoxy-
ribonucleasen

Endonucleasen, Exonucleasen

®

Deoxyribonucleasen (kurz DNasen) sind DNA-abbauen-
de Enzyme.

Definition

DNA-abbauende Enzyme kommen oft in relativ groen
Mengen in allen Zellen vor, in Bakterien genauso wie in
Sdugetierzellen oder in einfachen Eukaryoten wie Hefe-
zellen oder Pilzen (> Abb. 2.26 und » Abb. 2.27).

Um in der Fiille der DNasen eine erste Ordnung zu
bringen, unterscheidet der Biochemiker zwischen Endo-
nuclease und Exonuclease.

in Gegenwart von
Magnesiumsalzen

wird jeder DNA-Strang an
verteilten Stellen gespalten

5'-P 5'-P
Mps = TM_p5
C p_s: A
N s5p_I "2\
es entsteht ein Gemisch von Mononucleotiden

und kurzen DNA-Stiicken (Oligonucleotiden) mit
Phosphatresten an den 5'-Enden

Abb. 2.26 Wirkungsweise der DNase I.
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Abb. 2.25 Die klassische elektronenmikro-
skopische Aufnahme einer Phagen-DNA. Mit
der hier abgebildeten Aufnahme begann der
Einzug der Elektronenmikroskopie in die mole-
kulare Genetik. Eine Praparation des Bakterio-
phagen T2 wurde rasch in Wasser verdiinnt,
sodass im ,,osmotischen Schock* die Protein-
htille des Phagenkopfes aufbrechen und die
DNA austreten konnte. Inmitten des DNA-
Knduels ist die leere Phagenhitille noch sichtbar.
VergroRerung 42 000 x. (aus Kleinschmidt AK,
Lang D, Jacherts D et al (1962) Darstellung und
Langenmessung des gesamten Desoxyribonu-
cleinsdure-Inhaltes von T2 Bakteriophagen.
Biochem Biophys Acta 61: 857-864)

®

Endonucleasen bauen die DNA durch Spaltung interner
Phosphodiesterbindungen ab.

Exonucleasen dagegen bauen die DNA von den Enden
her ab.

Definition

Endo- und Exonucleasen sind wichtige Hilfsmittel in der
molekularen Biologie, wie wir spdter an vielen Beispielen
sehen werden. Eine Zusammenstellung gebrduchlicher
DNasen findet man in den » Tab. 2.4 und » Tab. 2.5.

Restriktionsendonucleasen

Restriktionsendonucleasen sind sehr wichtige Werkzeuge
der Genetik. Sie ermoglichen die Spaltung langer DNA-
Molekiile in definierte kiirzere Fragmente. Und das ist die

5-p 3
3,IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIP_5,

|

5 .
3 2Oy 3

TPIIITITne
CGTATAGCGCTAATC P-5'

!

T s
3-CCGTATAGCGCT A G cCT
NN

5'-Mononucleotide

Abb. 2.27 Wirkungsweise der Lambda-Exonuclease.



erste und notwendige Voraussetzung fiir viele weitere
Untersuchungen und die Grundlage der Gentechnik
(S.531).

In der Natur kommen Restriktionsendonucleasen bei
Bakterien vor. Bakterienzellen nehmen verhdltnismafRig
bereitwillig DNA auf. Die aufgenommene DNA bleibt in-
takt und kann ihre genetische Funktion ausiiben, wenn
sie von der gleichen Bakterienart stammt. Dagegen wird
artfremde DNA bald nach dem Eindringen abgebaut und

2.8 Methoden zur DNA-Analyse

zerstort. Diesen Vorgang nennt man Restriktion. Verant-
wortlich dafiir sind besondere Endonucleasen, ndamlich
die Restriktionsendonucleasen.

Diese Enzyme erkennen kurze Folgen von Nucleotiden.
Eine Klasse von Restriktionsendonucleasen schneidet die
Polynucleotidkette direkt an solchen Erkennungssequen-
zen, andere bewegen sich noch ein Stiick an der DNA ent-
lang, bevor sie die DNA-Strange schneiden (Plus 2.4).
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Plus 2.4

Restriktionsendonucleasen: ein Uberblick
Molekularbiologen unterscheiden drei Typen von Restrikti-
onsendonucleasen. Nur die Typ-Il-Enzyme haben die groR-
te Bedeutung fiir die experimentelle Praxis der Genetik.
Deswegen enthdlt » Tab. 2.6 nur Beispiele von Typ-Il-Res-
triktionsendonucleasen.

Typ-I-Restriktionsendonucleasen erkennen definierte
Sequenzen und binden daran, aber sie schneiden die DNA
an entfernt gelegenen zufilligen Stellen. Enzyme vom Typ |
bestehen aus drei Untereinheiten, ndmlich eine fir die spe-
zifische Bindung an die Erkennungssequenz, eine zweite

Allein schon aus statistischen Griinden enthalten arteige-
ne und artfremde DNA die gleichen Erkennungssequen-
zen. Aber die arteigene DNA ist gegen den Abbau durch
eine biochemische Markierung geschiitzt. Diese Markie-
rung nennt man Modifikation. Sie besteht aus einem me-
thylierten Adenin- oder einem methylierten Cytosinbau-
stein (S.29), also N6-Methyladenin oder 5-Methylcytosin,
in der Erkennungssequenz.

Sehen wir uns ein Bespiel an: Manche Arten von Bakte-
rien besitzen eine Restriktionsendonuclease, die jede
DNA an der Nucleotidfolge GAATTC schneidet. In der ei-
genen DNA ist das zweite Adenin in der Reihe GAATTC
methyliert. Diese Modifikation schiitzt die Erkennungs-
sequenz gegeniiber der eigenen, artspezifischen Restrikti-
onsendonuclease. Eine artfremde DNA trdgt diesen
Schutz nicht. Wenn sie in die Zelle gelangt, greift die Res-
triktionsendonuclease an und leitet damit den Abbau der
fremden DNA ein (> Abb. 2.28).

Modifikation und Restriktion stellen ein zusammen-
gehorendes System dar: Modifikationsenzyme und Res-
triktionsendonucleasen erkennen die gleiche DNA-Se-
quenz. Modifikationsenzyme schiitzen die eigene DNA
durch Methylierung von Nucleotiden in der Erkennungs-
sequenz, Restriktionsendonucleasen schneiden jede DNA

v

GAATTC

CTTA AAG
Spaltung G AATTC
durch EcoRlI CTTAA G

*

Modifikation: g??;;g
keine Spaltung durch EcoRI *

Abb. 2.28 Restriktionsendonucleasen. DNA mit methylierten
Adeninresten wird nicht geschnitten. Deswegen kann die
eigene Restriktionsendonuclease diese Sequenz nicht spalten.
rote Dreiecke = Schnittstelle.

i

fur die Methylierung von Adeninresten und eine dritte fiir
die DNA-Spaltung. Typ-I-Enzyme bené&tigen ATP, Magnesi-
umsalze und S-Adenosylmethionin fiir ihre Funktion.

Typ-ll-Restriktionsendonucleasen bendtigen nur Mag-
nesiumsalze als Cofaktoren. Sie spalten an der Erkennungs-
und Bindungsstelle oder in der engen Nachbarschaft.

Typ-llI-Restriktionsendonucleasen bestehen aus mehre-
ren Untereinheiten und spalten die DNA in einem Abstand
von 20-25 bp von der Erkennungsstelle. Sie brauchen ATP
als Cofaktor.

mit nicht geschiitzter Erkennungssequenz. Der biologi-
sche Sinn des Restriktions-Modifikations-Systems ist der
Erhalt der genetischen Eigenart eines Bakterienstammes.
Entsprechend haben die verschiedenen Bakterienstimme
und Bakterienarten jeweils eigene Modifikationsenzyme
und Restriktionsendonucleasen.

Man kennt inzwischen einige Tausend verschiedene
Restriktionsendonucleasen, oft mit unterschiedlichen Er-
kennungssequenzen. Die » Tab. 2.6 gibt nur einen kleinen
Ausschnitt. Die Tabelle zeigt:
¢ Die Bezeichnungen der einzelnen Restriktionsendonu-

cleasen leiten sich von der Herkunft ab: Beispielsweise

wird die Restriktionsendonuclease der » Abb. 2.28 als

EcoRI bezeichnet, weil sie im Bakterienstamm Escheri-

chia coli RY13 vorkommt, so wie eine Restriktionsendo-

nuclease der Bakterienart Haemophilus influenzae

(Stamm d) als HindIIl bezeichnet wird.

Tab. 2.6 Einige Restriktionsendonucleasen.

Alul Arthrobacter luteus =
AGCT
TCGA
Ball Brevibacterium o
albidum TGGCCA
ACCGGT
BamHlI Bacillus amylolique- -
faciens GGATCC
CCTAGG
Bcll Bacillus caldolyticus o
TGATCA
ACTAG,T
Dpnl Diplococcus pneumo- v
niae GATC
CTAG
EcoRlI Escherichia coli, =
Stamm RY13 GAATTC
CTTAAG
EcoRV Escherichia coli, o
Stamm |62 GATATC
CTATAG

A
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¢ Die meisten der abgebildeten Erkennungssequenzen
bestehen aus vier oder sechs spezifischen Basenpaaren,
und die meisten sind gegenldufig gleich: Der obere
Strang liest sich von links nach rechts, wie der untere
von rechts nach links. Man bezeichnet solche gegenldu-
fig gleichen DNA-Sequenzen als Palindrome.

Manche Restriktionsendonucleasen schneiden DNA-
Strange glatt durch, andere aber an versetzten Stellen,
sodass die geschnittenen Enden aus kurzen Einzelstran-
gen bestehen. Die Einzelstrangiiberhdnge kénnen ein
5'- oder ein 3'-Ende tragen. In jedem Fall spalten Res-
triktionsendonucleasen die DNA so, dass ein 5'-Phos-
phat- und ein 3’-OH-Ende entstehen. Fiir weitere Infor-
mationen tiber DNA-Methoden s. Kap. 26.
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3.1 Einleitung

3 RNA: Ubertriger und Requlator der genetischen

Information

Gunter Meister

3.1 Einleitung

Schon kurz nach der Entdeckung von DNA als Trager der
Erbinformation wurde herausgefunden, dass Proteine
nicht direkt an der DNA produziert werden. Es werden
vielmehr alle Gene, die Proteine codieren - man spricht
von proteincodierenden Genen (protein coding genes) -,
zundchst in eine Ribonucleinsidure (RNA, ribonucleic acid)

Plus 3.1

Die RNA-Welt-Hypothese

Die genetische Information ist in Form von DNA im Genom
gespeichert. Die proteincodierende Information wird in
mRNA umgeschrieben und schlieRlich von der mRNA in
Protein tbersetzt. Die Pflege der DNA, die mRNA-Synthese
sowie die Proteinproduktion brauchen aber die Aktivitdt
von Proteinen. In evolutiondrer Hinsicht stellt sich nun die
Frage: Was war zuerst da? Die DNA, die RNA oder gar Pro-
teine?

Ein Konzept, das versucht diese Frage zu erkldren, wurde
1986 von Walter Gilbert als die ,,RNA-Welt-Hypothese“ vor-
geschlagen. Diese Hypothese beschreibt eine ,prébioti-
sche“ Welt, in der es keine Proteine und auch keine DNA
gibt. Die Basis des Lebens ist hier ausschlieBlich RNA. Aus
dieser RNA-Welt heraus entwickelte sich DNA nur zum
Zwecke der Speicherung der genetischen Information.
SchlieBlich haben sich auch Proteine entwickelt, da ihre un-
erreichte katalytische Aktivitdt einen Vorteil gegeniiber
RNA-Molekiilen lieferte. Folgende, noch heute zu beobach-
tende Tatsachen stiitzen die Hypothese einer Lebenswelt
aus RNA:

Die mRNA dient dazu, die genetische Information von der
DNA hin zu den Produktionsstdtten fiir Proteine zu trans-
portieren. In Eukaryoten, wo die DNA im Zellkern ge-
schiitzt vorliegt, sind beide Bereiche weit voneinander
getrennt. Wie wir spdter sehen werden, verwendet die
Zelle eine enorme Menge an biochemischer Energie, um
diesen Informationstransport zu bewerkstelligen (Kap. 5
und Kap. 13).

Der Fluss der genetischen Information von der DNA
iiber die mRNA zum Protein wurde lange Zeit als das zen-
trale Dogma der Molekularbiologie bezeichnet. Man
fand allerdings schnell heraus, dass viele Genome auch
Gene enthalten, die nicht als Baupldne fiir Proteine die-
nen. Diese Gene werden aktiv transkribiert und produzie-
ren nicht-proteincodierende RNAs, die als nicht-codie-

umgeschrieben. Die RNA dient schlieRlich als Matrize fiir
die Proteinsynthese (zur Evolution dieser Vorgdnge s. Plus
3.1). Man bezeichnet diese RNA als Messenger-RNA oder
kurz mRNA. Gelegentlich findet man in deutschsprachi-
gen Texten auch die direkte Ubersetzung fiir diese Be-
zeichnung, ndmlich Boten-RNA. Den Prozess der zelluld-
ren Synthese jeglicher Art von RNA, auch mRNA, nennt

man Transkription (s. Kap. 5).

e RNA-Molekiile kdnnen katalytische Eigenschaften besit-
zen und chemische Reaktionen beschleunigen. Solche
RNAs werden Ribozyme genannt und funktionieren &hn-
lich den proteinbasierten Enzymen.

e Die Basenabfolge der RNA kann dhnlich wie bei der DNA
genetische Information beinhalten. RNA als Genom wird
z.B. von Retroviren (S.243) genutzt.

* RNAs kénnen sich ohne Hilfe von Proteinfaktoren repli-
zieren, d. h. vervielfdltigen. Ribozyme kénnen z. B. das
Wachsen einer RNA-Kette katalysieren oder aber zwei
RNA-Strange aneinanderfligen (Ligation).

e Auch heute sind noch an so grundlegenden zelluldren
Prozessen wie der Proteinsynthese (S.392) und dem
SpleiBen (S.360) u. a. RNAs beteiligt, was auf Relikte aus
der RNA-Welt hindeuten kénnte.

DNA ist aufgrund der fehlenden 2'-OH-Gruppe an der Ri-
bose wesentlich stabiler und kénnte somit die RNA als In-
formationsspeicher abgeltst haben. Enzyme weisen oft
eine wesentlich hohere Aktivitdt als Ribozyme auf. Dies
konnte ein evolutiondrer Vorteil fir die Entwicklung von
Proteinen gewesen sein.

rende RNAs (ncRNAs, non-coding RNAs) bezeichnet wer-
den. Die anfdnglich gefundenen ncRNAs haben sehr spe-
zifische Funktionen in der Zelle. Unter diesen RNAs sind
zum Beispiel ribosomale RNAs (rRNAs), die Bestandteile
von Ribosomen sind, oder Transfer-RNAs (tRNAs), die fiir
die Entschliisselung des genetischen Codes bei der Pro-
teinproduktion wichtig sind. Dartiber wird ausfiihrlich im
Kap. 5 berichtet.

Aufgrund von hoch auflésenden Genomsequenzierun-
gen wissen wir heute, dass nur sehr kleine Teile der euka-
ryotischen Genome Proteine codieren. Der grofte Teil
eines Eukaryoten-Genoms ist also nicht-proteincodie-
rend. Unterstiitzt von einer Vielzahl von neuen Technolo-
gien fand man heraus, dass ein groRer Teil des Genoms
permanent transkribiert, d.h. in RNA umgeschrieben
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wird. Man kann also davon ausgehen, dass diese RNAs
wichtige zelluldre Funktionen wahrnehmen, auch wenn
sie nicht direkt an der Codierung von Proteinen beteiligt
sind. Neben den rRNAs und tRNAs ist heute eine Vielzahl
von verschiedenen ncRNA-Klassen bekannt.

Im folgenden Kapitel werden der Aufbau von RNA, die
verschiedenen ncRNA-Klassen sowie die diversen Funk-
tionen von RNAs beschrieben.

3.2 Aufbau und raumliche
Faltung von RNA-Molekiilen

RNA-Molekiile sind Ketten von Nucleotiden, die durch

Phosphodiesterbindungen miteinander verkniipft sind,

entsprechend den Bindungen zwischen den Deoxynu-

cleotiden in DNA-Strdngen (S.30). Es gibt allerdings zwei
wichtige Unterschiede zwischen Ribonucleotiden und

Deoxyribonucleotiden:

e RNA enthélt Ribose als Zuckerbaustein statt der Deoxy-
ribose bei der DNA. Ribose ist am 2'-Kohlenstoffatom
durch eine Hydroxygruppe gekennzeichnet, was, wie
wir spdter sehen werden, fiir die chemische Natur so-
wie fiir die Stabilitdt der RNA sehr wichtig ist
(» Abb. 3.1).
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Abb. 3.1 Nucleotide in der RNA. Ein Nucleotid ist zusammen-
gesetzt aus dem C5-Zucker Ribose, einer Phosphatgruppe und
einer von vier heterozyklischen Basen, namlich Adenin (A),
Guanin (G), Cytosin (C) und Uracil (U).

* RNA-Molekiile enthalten die Base Uracil anstelle von
Thymin (> Abb. 3.1).

Durch die Art der Verkniipfung tiber Phosphatbriicken
zwischen der 5’-OH-Gruppe der Ribose eines Nucleotids
und der 3'-OH-Gruppe der Ribose des benachbarten Nu-
cleotids erhdlt ein RNA-Molekiil eine definierte Richtung
mit einem freien 5-Ende und einem freien 3'-Ende
(» Abb. 3.1).

Man kann die natiirlich vorkommenden RNA-Arten der
Zelle (» Tab. 3.1) als unterschiedlich lange, unverzweigte
und einzelstrdangige Ketten von Ribonucleotiden ansehen.
Die Beschreibung ist jedoch nicht umfassend, denn RNAs
neigen zur Ausbildung von Doppelstrangen. Diese Dop-
pelstrange werden allerdings nicht wie bei DNA von zwei
DNA-Molekiilen (intermolekular) gebildet, sondern tre-
ten vor allem innerhalb eines einzigen RNA-Stranges (in-
tramolekular) auf. Als Voraussetzung dafiir kommen par-
tiell komplementdre Bereiche innerhalb eines RNA-Stran-
ges vor. Doppelstrangige RNAs bilden eine DNA-dhnliche
Doppelhelix. Aufgrund der chemischen Unterschiede
zwischen DNA und RNA sind die Helices allerdings unter-
schiedlich. Die RNA-Doppelhelix ist der ungewdhnlichen
A-Form der DNA (S.32) sehr dhnlich und man spricht da-
her auch von doppelstrangigen A-RNA-Strukturen.

Die Faltung - also die Anordnung der Nucleotidkette
im dreidimensionalen Raum - ist fiir die Funktion vieler
RNAs von entscheidender Bedeutung. Hier lassen sich,
dhnlich wie bei Proteinen, verschiedene Organisations-
ebenen unterscheiden. Die Abfolge der einzelnen Nucleo-
tide (Sequenz) ist die primdre RNA-Struktur. Innerhalb
eines RNA-Molekiils kénnen sich lokale Riickfaltungs-
oder Haarnadelstrukturen (stem-loop structures oder
hairpins) bilden (> Abb. 3.2a), die als sekunddre RNA-
Strukturen angesehen werden kénnen. Weiterhin kénnen
RNA-Bereiche mit weiter entfernten Abschnitten wech-
selwirken und so eine tertidre RNA-Struktur ausbilden
(» Abb. 3.2b). SchliefSlich kénnen auch verschiedene
RNA-Molekiile miteinander in Wechselwirkung treten
und eine quartdre RNA-Struktur ausbilden. Ein Beispiel
ist die komplexe Struktur der rRNAs im Ribosom (S.82).

Es gibt daneben aber auch RNA-Molekiile ohne freie
Enden: Sie sind ringformig geschlossen wie die soge-
nannten Viroide, die zu den Erregern von wichtigen
Pflanzenkrankheiten gehoren (> Abb. 3.3). Auch aus der
menschlichen Pathologie kennt man ringformige RNA,
ndmlich als Genom des Hepatitis-D-Virus, das zusammen
mit dem Hepatitis-B-Virus schwere Entziindungen der
Leber verursacht.

3.3 RNA-Klassen

Wie anfdnglich angedeutet, kann man RNA, je nachdem
ob sie den genetischen Code fiir ein Protein tragt oder
nicht, grob in proteincodierend und nicht-proteincodie-
rend einteilen. Natiirlich trdgt eine nicht-codierende RNA



3.3 RNA-Klassen

auch Information, aber nicht fiir ein Protein, sondern fiir
eine andere genetische Funktion. Dennoch hat sich die
proteinbezogene Nomenklatur ,codierende RNA“ (cRNA)
bzw. ,nicht-codierende RNA“ (ncRNA) durchgesetzt.
Wihrend proteincodierende RNAs ausschlief8lich einer
einzigen RNA-Art, nimlich den mRNAs, angehoren, kon-
nen nicht-codierende RNAs in viele verschiedene Klassen

eingeteilt werden, von denen wir einige im Laufe dieses
Buches kennenlernen werden.

Alle RNA-Klassen werden durch spezielle Enzyme, die
RNA-Polymerasen, synthetisiert. Wie wir spater sehen
werden, gibt es in Bakterien eine, aber in Eukaryoten
mehrere RNA-Polymerasen, die verschiedene Klassen von
RNAs herstellen (Kap. 13). So synthetisiert die eukaryoti-




54

RNA als Ubertréger und Regulator

a

Schleife (loop)

bulge
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(stem)

5 3
Haarnadel
(hairpin)

Abb. 3.2 Strukturelle Organisation von einzelstrangigen RNA-

Molekiilen.

a Am haufigsten lagern sich RNA-Bereiche zu Haarnadel-
strukturen (hairpins oder stem-loop structures) zusammen.
Solche Strukturen sind durch einen doppelstrangigen Stamm
(stem) und eine einzelstrangige Schleife (loop) gekenn-
zeichnet. Bei ausgedehnten Haarnadelschleifen kénnen im
Stamm auch ungepaarte Bereiche auftreten (bulge).

b Beispiel fiir Tertidrstruktur eines RNA-Molekiils. Distale
Bereiche einer RNA kénnen miteinander in Wechselwirkung
treten und eine komplexe tertidre RNA-Struktur ausbilden.
(Scott WG (2007) Ribozymes Curr Opin Struct Biol 17: 280-
286)

sche RNA-Polymerase 1 z.B. ausschlieBlich rRNA, die
RNA-Polymerase Il mRNAs und einige Klassen von nicht-
codierenden RNAs und die RNA-Polymerase Il die iibri-
gen Klassen nicht codierender RNAs (> Tab. 3.1).
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Nicht-codierende RNAs werden entsprechend ihrer
Linge weiter unterteilt in lange nicht-codierende RNAs
(IncRNAs, long non-coding RNAs) und kurze nicht-codie-
rende RNAs (sncRNAs, short non-coding RNAs), wobei
letztere hdufiger als short oder small RNAs (sRNAs) be-
zeichnet werden. IncRNAs sind in der Regel mehrere Tau-
send Nucleotide lang, wdhrend sRNAs nur aus ca. 18-40
Nucleotiden bestehen.

Klassische nicht-codierende RNAs wie rRNAs, tRNAs,
kleine nucledre RNAs (small nuclear RNAs, snRNAs) usw.
stehen zwischen IncRNAs und sRNAs. Sie werden mit die-
ser Nomenklatur oft nicht erfasst und daher auch nicht
als IncRNAs bezeichnet. Wichtige RNA-Arten sind in
» Tab. 3.1 aufgelistet.

3.4 Zelluldre Funktionen von
RNAs

Aufgrund der Vielzahl von nicht-codierenden RNAs in der
Zelle ist es nicht verwunderlich, dass vor allem nicht-co-
dierende RNAs an sehr vielen zelluldren Prozessen betei-
ligt sind. Generell konnen RNAs folgende Funktionen aus-
iiben:

e Transport der genetischen Information zu Orten der
Proteinsynthese: RNA-Molekiile kénnen die genetische
Information von der DNA zu den Proteinproduktions-
stdtten transportieren. Dies wird durch proteincodie-
rende mRNAs bewerkstelligt.

Wechselwirkung mit anderen RNAs (guide-Funktion):
RNAs sind in der Regel aus einem RNA-Strang auf-
gebaut, sie sind also zumindest partiell einzelstrangig.
Sie konnen daher ihre Basensequenz nutzen, um kom-
plementare Bereiche auf anderen RNAs zu finden und
damit mittels Basenpaarung zu interagieren. Sie kénnen
dadurch Proteine spezifisch auf RNA-Molekiilen plat-
zieren.

Speicher fiir genetische Information: Retroviren zum
Beispiel besitzen ein RNA-Genom, das in DNA umge-
schrieben wird bevor es in das Wirtsgenom integriert
werden kann (coding-Funktion).

Geriist zur Anlagerung von Proteinfaktoren (scaffold-
Funktion): Auf diese Weise kénnen z. B. grof3e RNA-
Protein-Komplexe (RNPs) entstehen, die dann entspre-
chende zelluldre Funktionen austiiben.
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Abb. 3.3 Ringformige RNA. Struktur des Potato Spindle Tuber Viroid (PSTV). Beachte, dass das Molekiil aufgrund zahlreicher
Basenpaarungen die Form eines Stabchens annimmt. Viroide infizieren Kartoffeln, Zitruspflanzen, Kokospalmen u. a. Sie verursachen oft
Wachstumshemmung mit Verkriimmung und Vergilbung der Blatter. (nach Gross HJ, Riessner D (1980) Eine Klasse subviraler

Krankheitserreger. Angew Chemie 92: 233-245)



3.4 Zelluldre Funktionen von RNAs
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