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Struktur und Funktion der DNA 1

	

1 .1

	

DNA, RNA und Polypeptide sind große Polymere mit einer lineare n

Folge einfacher, sich wiederholender Einheiten 1

	

1 .2

	

Struktur und Replikation der DNA 5

1 .2 .1 Die DNA hat die Struktur einer antiparallelen Doppelhelix 5

1 .2 .2 Die DNA-Replikation ist semikonservativ, und die Synthese de r

DNA-Stränge erfolgt diskontinuierlich 7

	

1 .3

	

RNA-Transkription und Genexpression 1 0

1 .3 .1 Die genetische Information fließt fast nur in einer Richtung : DNA -p RNA
Protein 1 0

1 .3 .2 Bei höheren Organismen wird nur ein geringer Teil der DNA in Protei n

oder RNA umgesetzt 1 1

1 .3 .3 Den Vorgang, bei dem die genetische Information bestimmter DNA -

Abschnitte (Gene) als Vorlage für die RNA-Synthese dient, bezeichne t

man als Transkription 12

1 .3 .4 Bei der Transkription eukaryotischer Gene müssen cis-aktive

Transkriptionselemente und trans-aktive Transkriptionsfaktoren

zusammenwirken 1 4

1 .3 .5 Bei der gewebespezifischen Genexpression werden bestimmte Gen e

selektiv aktiviert, und Chromatinbereiche, die transkribiert werden ,

nehmen eine offene Konformation an 1 6

1 .3 .6 In Wirbeltiergenomen kennzeichnen häufig unmethylierte CpG-Inseln di e

Position von Genen, die transkribiert werden 1 6

	

1 .4

	

Weiterverarbeitung der RNA nach der Transkription 1 8
1 .4 .1 Beim RNA-Spleißen werden aus dem Primärtranskript die Intron s

herausgeschnitten und die Exons in der RNA verbunden 1 8

1 .4 .2 Bei den meisten RNA-Polymerase-II-Transkripten werden an die 5 ' - und

3'-Enden spezielle Nucleotide angehängt 2 1

	

1 .5

	

Translation, posttranslationelle Weiterverarbeitung und

Proteinstruktur 23

1 .5 .1 Bei der Translation wird die mRNA auf den Ribosomen entschlüsselt und

steuert damit die Polypeptidsynthese 23



1 .5 .2 Häufig werden die Proteine nach der Translation noch modifiziert, zu m
Beispiel durch Anhängen spezieller chemischer Gruppen an bestimmt e

Aminosäuren oder das Spalten des Primärtranskripts 2 7
1 .5 .3 Für die Sekretion von Proteinen sowie ihren Export an bestimmte Stelle n

innerhalb der Zelle muß der Code spezielle Lokalisierungssignal e

enthalten 2 8
1 .5 .4 Die Proteinstruktur ist vielfältig und komplex und läßt sich nicht leicht au s

der Aminosäuresequenz ableiten 3 1
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Mutation und DNA-Reparatur 3 3

1 .6 .1 Mutationen in der DNA sind der erste Anstoß für evolutionär e
Neuerungen, können jedoch auch Krankheiten auslösen 3 3

1 .6 .2 Bei der DNA-Reparatur wird der überwiegende Teil der veränderten Basen
sofort erkannt und repariert 3 4
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Struktur und Funktion der Chromosomen 37
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Struktur und Organisation der Chromosomen 3 7

2 .1 .1 Bei eukaryotischen Zellen unterscheiden sich die Chromosomenzahl sowi e
der DNA-Gehalt nicht nur von Spezies zu Spezies, sondern sogar be i

Zellen eines einzelnen Organismus 37
2 .1 .2 Das Verpacken der DNA in Chromosomen erfordert eine Hierarchie vo n

DNA-Faltungen 3 9
2.1.3 Aufgrund von Chromosomenbandenmustern kann man die

Chromosomenstruktur bestimmen und Chromosomen unterscheiden 4 1
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Die beiden Arten der Zellteilung: Mitose und Meiose 43
2.2.1 Die normale Art der Zellteilung ist die Mitose 4 3
2.2.2 Die Meiose ist eine Sonderform der Zel Iteilung - durch sie entstehe n

Spermien und Eizellen 4 5
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Die Funktion der Chromosomen sowie die Beziehung zwische n
Transkriptionsaktivität und Chromosomenstruktur 50

2.3.1 Die Funktion der Chromosomen ist von drei Arten von Elemente n
abhängig : den Centromeren, den Telomeren und den
Replikationsursprüngen 5 1

2 .3 .2 Die Transkriptionsaktivität ist abhängig von der

Chromosomenstruktur 5 5
2.3.3 Unterschiede zwischen den X- und Y-Chromosomen der Säuger führen

dazu, daß sie sich während der Meiose nur begrenzt paaren können un d
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2 .4.4 Uniparentale Diploidie und uniparentale Disomie 6 6
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Mendelsche Vererbungsmuster 69

3 .1 .1 Dominanz und Rezessivität sind Eigenschaften von Merkmalen, nicht vo n

Genen 69

3 .1 .2 OMIM ist die Standarddatenbank für mendelnde Merkmale 70

3 .1 .3 Mendelnde Stammbäume zeigen fünf Grundmuster 70

3 .1 .4 Aus einem Stammbaum läßt sich die Art der Vererbung nur selten

eindeutig bestimmen 7 1

3 .1 .5 Ein mendelnder Phänotyp muß nicht exakt einer codierenden DNA-

Sequenz entsprechen 73

3 .1 .6 In Mitochondrien findet man ein matrilineares Vererbungsmuster, das nich t

den Mendelschen Regeln folgt 74
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Abwandlungen der grundlegenden Vererbungsmuster 76

3 .2 .1 Das Unvermögen einer dominanten Krankheit, sich zu manifestieren ,

bezeichnet man als unvollständige Penetranz 7 6
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3 .2.3 Antizipation - eine Spezialfom variabler Expression 79

3.2.4 Bei geprägten Genen entscheidet die elterliche Herkunft über di e

Expression 80

3.2.5 Neue Mutationen erschweren oft die Interpretation vo n

Stammbäumen 83
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X-Chromosoms können eine Interpretation X-gekoppelter Stammbäum e

erschweren 83
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Mosaike und Chimären 85

3 .3 .1 Mosaike und Chimären bestehen aus zwei oder mehr genetisc h

unterschiedlichen Zellinien 85

3 .3 .2 Keimbahnmosaike erschweren die Interpretation von Stammbäumen 8 5
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Faktoren, die beeinflussen können, wie häufig ein Gen auftritt 8 8

3 .4 .1 Es kann eine einfache Beziehung zwischen der Häufigkeit eines Gens un d

der eines entsprechenden Genotyps geben 8 8

3 .4 .2 Genotypfrequenzen lassen sich (unter Vorbehalt) zur Berechnung vo n

Mutationsraten verwenden 9 0

3 .4 .3 Die Vorteile einer heterozygoten Konstellation können sehr viel mehr daz u

beitragen, daß Krankheitsgene auf Dauer erhalten bleiben, als eine hoh e

Mutationsrate 92
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Merkmale, die nicht den Mendelschen Gesetzen gehorchen 93

3 .5 .1 Die Erforschung einfacher und komplexer Krankheitsmechanismen hat

lange zwei verschiedene Traditionen innerhalb der Humangeneti k

definiert 93

3.5 .2 Nichtmendelnde Merkmale können polygen, oligogen oder multifaktoriel l

sein 95
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DNA-Klonierung auf Zellbasis 99
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Prinzipien der DNA-Klonierung 99
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Prinzipien der DNA-Klonierung auf Zellbasis I00
4.2 .1 Für die zellabhängige DNA-Klonierung müssen DNA-Fragmente in vitro

mit gereinigten Replikons verbunden und anschließend in geeignete n

Wirtszellen vermehrt werden 1 00

4.2 .2 Restriktionsendonucleasen schneiden die Ziel-DNA so zurecht, daß si e

leicht mit gleichartig geschnittenen Vektormolekülen ligiert werde n

können 103

4.2 .3 Schleust man rekombinierte DNA in Empfängerzellen ein, so kann man ein e

heterogene Ausgangspopulation von DNA-Molekülen fraktionieren 10 7

4.2 .4 DNA-Banken bestehen aus einer großen Zahl von DNA-Klonen, die ein e

komplexe Ausgangs-DNA-Population repräsentieren 11 0

4.2 .5 Rekombinante lassen sich häufig über die Insertionsinaktivierung eine s

Markergens nachweisen 11 2

4.2 .6 Zur ersten Charakterisierung von Klonen mit rekombinierter DNA gehört

eine Restriktionskartierung 11 5

	

4.3

	

Vektorsysteme für die Klonierung von DNA-Fragmenten

unterschiedlicher Größe 11 5

4 .3 .1 Kleine DNA-Fragmente lassen sich mittels Plasmidvektoren einfach un d

problemlos in Bakterien oder einfachen Eukaryonten klonieren 11 6

4.3 .2 Lambda- und Cosmidvcktoren stellen ein effizientes Klonierungssyste m

dar, um mittellange DNA-Fragmente in Bakterien zu klonieren 11 7

4.3 .3 Um große DNA-Fragmente in Bakterien zu klonieren, kann man Vektoren

verwenden, die auf dem Bakteriophagen P1 und auf F-Faktoren

basieren 12 1

4 .3 .4 In künstlichen Hefechromosomen (YACs) kann man Fragmente vo n

Megabasen-Länge klonieren 12 3
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Expressionsklonierung 12 4
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DNA-Hybridisierungen 129

	

5 .1

	

Nucleinsäuresonden 129

5 .1 .1 Nucleinsäuresonden werden normalerweise konstruiert, indem man DN A

kloniert oder sie chemisch synthetisiert 129

5 .1 .2 Um DNA und RNA in vitro zu markieren, baut man Nucleotide oder

Nucleotidkomponenten in sie ein, die ein markiertes Atom oder ein e

markierte chemische Gruppe enthalten 13 0

5 .1 .3 Radioaktive und nichtradioaktive Markierung von Nucleinsäuren 1 3 4

	

5 .2

	

Prinzipien der molekularen Hybridisierung 13 8

5 .2 .1 Die molekulare Hybridisierung ermöglicht es, Nucleinsäuremoleküle z u

finden, deren Basenfolge mit der einer markierten Nucleinsäuresonde nah e

verwandt ist 13 8

5 .2 .2 DNA-Reassoziationskinetiken sind als Produkt aus DNA-Konzentratio n

und Zeit (Cot) definiert 14 1

	

5 .3

	

Methoden und Anwendungen der molekularen Hybridisierung 142

5 .3 .1 Der Dot-Blot und der Slot-Blot bieten sich an, um in einer unfraktionierten

Nucleinsäureprobe bestimmte Sequenzen zu identifizieren 142



5 .3 .2 Mit Hilfe einer allelspezifischen Oligonucleotid(ASO)-Hybridisierun g
kann man Allele unterscheiden, die nur in einer einzigen Bas e
differieren 143

5 .3 .3 Mit Hilfe von Southern- und Northern-Blots weist man Ziel-DNA- un d
Ziel-RNA-Fragmente nach, die vorher durch eine Gelelektrophorese ihre r
Größe nach aufgetrennt wurden 143

5 .3 .4 Mit Hilfe der Southern-Blot-Hybridisierung ist es möglich, die DNA au f
RFLPs und auf Mutationen relativ kleinen Umfangs hin zu untersuchen
sowie Familien verwandter DNA-Sequenzen nachzuweisen 14 5

5 .3 .5 Nachdem man Bakterien mit Bakteriophagen infiziert hat, kann ma n
einzelne Bakterienkolonien beziehungsweise Plaques mit Hilfe eine s
Kolonie-Blots oder einer Plaquehybridisierung ausfindig machen 14 9

5 .3 .6 Bei der in situ-Hybridisierung lagert sich normalerweise eine
Nucleinsäuresonde an die denaturierte DNA einer

Chromosomenpräparation an oder an die RNA eines Gewebeschnitts, der
auf einem Objektträger fixiert wurde 15 0
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DNA-Klonierung und DNA-Analyse mit Hilfe de r
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Prinzipien der PCR 15 3
6 .1 .1 Die PCR ist eine zellunabhängige Art der DNA-Klonierung 15 3
6 .1 .2 Die PCR als Klonierungsmethode bietet drei Vorteile : Sie ist schnell ,
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6 .1 .3 Die drei wesentlichen Nachteile der PCR sind, daß man von der Ziel -
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und daß die DNA-Replikation ungenau ist 156

	

6 .2

	

Anwendungsmöglichkeiten der PCR 15 9
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Mutationen aufzuspüren 160
6 .2.2 Eine PCR mit degenerierten Oligonucleotid-Primern ermöglicht eine

rasche Klonierung von cDNA und von uncharakterisierten Mitgliedern
einer DNA-Familie 16 3
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Menge Ausgangsmaterial vermehren 16 5

6 .2.4 Man kann die PCR benutzen, um unbekannte DNA-Bereiche zu klonieren ,
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6.2.5 Für eine DNA-Sequenzierung verwendet man häufig PCR-amplifizierte
Produkte 16 9

6.2.6 Man kann die PCR nutzen, um in DNA-Sequenzen gezielt Mutatione n
einzufügen 17 0
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Organisation und Expression des menschlichen
Genoms 17 3
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Aufbau des menschlichen Genoms 17 3
7 .1 .1 Das mitochondrielle Genom besteht aus einem einzigen DNA -

Doppelstrang, der dicht mit genetischer Information bepackt ist 174

7 .1 .2 Das Kerngenom umfaßt 24 verschiedene DNA-Doppelstränge, dere n
Basenzusammensetzung und Gendichte in verschiedenen Bereiche n

erheblich variieren 17 8
7 .1 .3 Das Kerngenom enthält die überwiegende Mehrheit der menschliche n

Gene, deren Gesamtzahl augenblicklich auf etwa 65 000 bis 80 00 0
geschätzt wird 18 2
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Organisation der menschlichen Gene 18 3
7 .2 .1 Gene mit ähnlichen Funktionen sind im menschlichen Genom gelegentlic h

in einem Cluster angehäuft, häufiger sind sie jedoch auf verschiedene

Chromosomen verteilt 1 8 3

7 .2 .2 Menschliche Gene sind in bezug auf ihre Größe und interne Organisatio n

außerordentlich variabel 18 4
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elterlichen Allele exprimiert 200
7 .3 .6 Bei der genomischen Prägung werden väterliche und mütterliche Allele

bestimmter autosomaler Säugetiergene unterschiedlich exprimiert 20 1

7 .3 .7 Zweck der Inaktivierung eines X-Chromosoms bei Säugern ist es, di e

Unterschiede im Verhältnis X-gekoppelter und autosomaler Gene i n
männlichen und weiblichen Zellen auszugleichen 20 4
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