
Watson	
  und	
  Crick	
  postulierten:	
  
	
  
1.  Die	
  DNA	
  besteht	
  aus	
  zwei	
  Polynukleo>dke?en	
  welche	
  sich	
  rechtsdrehend	
  

umeinander	
  winden	
  

2.  Die	
  zwei	
  Polynukleo>dke?en	
  verlaufen	
  an>parallel	
  

3.  Das	
  Zucker-­‐Phosphat	
  Rückgrat	
  befindet	
  sich	
  auf	
  der	
  Aussenseite	
  der	
  Helix,	
  
während	
  die	
  Basen	
  in	
  deren	
  Inneren	
  übereinander	
  gestapelt	
  liegen.	
  

4.  Die	
  Basen	
  der	
  zwei	
  Ke?en	
  sind	
  durch	
  schwache	
  WasserstoSrücken	
  miteinander	
  
Verbunden.	
  A-­‐T	
  Basenpaare	
  und	
  G-­‐C	
  Basenpaare	
  passen	
  in	
  die	
  Dimension	
  der	
  
Doppelhelix.	
  Dies	
  führt	
  zur	
  Komplementarität	
  der	
  zwei	
  Helices	
  

5.  Einzelne	
  Basenpaare	
  in	
  der	
  Helix	
  sind	
  0,34	
  nm	
  voneinander	
  enZernt.	
  Eine	
  Drehung	
  
der	
  Helix	
  nimmt	
  10bp	
  oder	
  3,4	
  nm	
  ein.	
  Die	
  Helix	
  ist	
  2nm	
  im	
  Durchmesser.	
  

6.  Das	
  Rückgrat	
  der	
  DNA	
  wird	
  durch	
  eine	
  deoxy-­‐Phospho-­‐Ribose	
  Ke?e	
  aufgebaut,	
  
welche	
  die	
  Helix	
  asymetrisch	
  umwinden.	
  Dies	
  führt	
  zur	
  Bildung	
  der	
  Minor	
  und	
  
Major	
  Groove	
  (Grosse	
  und	
  kleine	
  Furche).	
  



Die	
  Struktur	
  der	
  DNA	
  

DNA	
  bildet	
  eine	
  rechts-­‐drehende	
  B-­‐Form	
  Helix	
  aus.	
  
Das	
  Phosphodiester	
  Rückgrat	
  umschliesst	
  die	
  minor	
  groove,	
  die	
  Basen	
  sind	
  der	
  major	
  
groove	
  zugewandt.	
  



A-­‐T	
  Basenpaare	
  bilden	
  zwei	
  WasserstoSrücken	
  aus	
  
G-­‐C	
  Basenpaare	
  bilden	
  drei	
  WassersoSrücken	
  aus	
  

WasserstoSrücken	
  stellen	
  schwache	
  Bindungen	
  dar,	
  welche	
  durch	
  Erhitzen	
  
leicht	
  gelöst	
  werden	
  können.	
  D.h.	
  Erhitzen	
  denaturiert	
  die	
  DNA.	
  



Basenkomplementarität	
  ermöglicht	
  die	
  Herstellung	
  
zweier	
  exakter	
  Kopien	
  bei	
  der	
  Replika>on	
  



Verpackung	
  von	
  DNA	
  
DNA	
  ist	
  ein	
  langes,	
  lineares	
  Molekül.	
  In	
  der	
  Zelle	
  ist	
  die	
  DNA	
  daher	
  enger	
  gepackt.	
  
Verschiedene	
  Organismen	
  haben	
  unterschiedliche	
  Organisa>on	
  der	
  Genome:	
  
Viren:	
  DNA	
  oder	
  RNA,	
  linear	
  oder	
  zirkulär	
  
Prokaryoten:	
  zirkuläre	
  chromosomale	
  DNA	
  und	
  extrachromosomale	
  zirkuläre	
  DNA-­‐
Plasmide.	
  Manchmal	
  auch	
  lineare	
  Chromosomen.	
  

Eukaryoten:	
  lineare	
  DNA	
  Chromosomen	
  
Organellen:	
  zirkuläre	
  DNA	
  Genome	
  

In	
  Bakterien	
  und	
  Archea	
  kann	
  die	
  
chromosomale	
  DNA	
  eng	
  als	
  
Nucleoid	
  gepackt	
  sein.	
  
Ein	
  E.coli	
  Chromosom	
  ist	
  ca	
  1.100µm	
  
lang	
  (1.1	
  mm,	
  oder	
  1.000mal	
  länger	
  
als	
  das	
  Bakterium).	
  



Bakterielle	
  DNA	
  ist	
  stärker	
  gepackt	
  durch	
  supercoiling.	
  Wird	
  einer	
  der	
  beiden	
  
Stränge	
  eines	
  Supercoils	
  gebrochen,	
  so	
  entsteht	
  ein	
  open	
  circle.	
  

Circle	
  

Circle	
  mit	
  kurzer	
  
ungepaarter	
  
Region	
  

Faltet	
  spontan	
  in	
  die	
  
energisch	
  stabilere	
  
Supercoil	
  Konforma>on	
  

Durch	
  Einzelstrangbuch	
  (nick)	
  entseht	
  ein	
  open	
  circle	
  



Supercoiling	
  kann	
  posi%v	
  (mehr	
  
Windungen)	
  oder	
  nega%v	
  
(weniger	
  Windungen)	
  sein.	
  
	
  
Supercoiling	
  wird	
  durch	
  
Topoisomerasen	
  herbeigeführt.	
  

Topoisomerasen	
  Spalten	
  DNA,	
  
winden	
  (oder	
  entwinden	
  diese)	
  
und	
  verknüpfen	
  diese	
  wieder.	
  
	
  

Topoisomerasen	
  sind	
  für	
  alle	
  
Arten	
  der	
  DNA	
  Kompak>erung	
  
essenziell.	
  



Topoisomerase	
  Typ	
  I:	
  
schneidet	
  einen	
  Strang	
  und	
  führt	
  den	
  zweiten	
  Strang	
  der	
  Helix	
  durch	
  
den	
  geschni?enen	
  Strang	
  



Zusätzlich	
  sind	
  bakterielle	
  Chromsomen	
  in	
  loops	
  organisiert.	
  Es	
  ist	
  nicht	
  
klar,	
  welche	
  Proteine	
  an	
  der	
  Basis	
  der	
  loops	
  sitzen.	
  Die	
  loops	
  sind	
  
widerum	
  nega>v	
  supercoiled.	
  



Eukaryo>sche	
  Chromosomen	
  

Die	
  meisten	
  Eukaryoten	
  sind	
  Diploid	
  (besitzen	
  jeweils	
  2	
  –nahezu-­‐
idente	
  Chromosomen	
  1x	
  väterlich,	
  1x	
  mü?erlich).	
  	
  
z.B	
  der	
  menschliche	
  diploide	
  Karyotyp	
  besteht	
  aus	
  46	
  Chromosomen.	
  

23	
  Von	
  der	
  Eizelle	
  und	
  23	
  durch	
  das	
  Spermium	
  übertragen.	
  
	
  

	
  



Der	
  C-­‐Wert	
  (C-­‐value)	
  

	
  
Der	
  C	
  Wert	
  bezeichnet	
  den	
  haploiden	
  ,	
  
nicht	
  replizierten	
  DNA	
  Gehalt	
  einer	
  Zelle	
  

in	
  pg	
  oder	
  bp.	
  
Der	
  C-­‐Wert	
  verschiedener	
  Organismen	
  

kann	
  enorme	
  Unterschiede	
  aufweisen.	
  



Im	
  Zellkern	
  von	
  Eukaryoten	
  ist	
  DNA	
  als	
  ChromaHn	
  organisiert.	
  
	
  	
  

Chromos=Farbe,	
  Chroma>n-­‐färbbar.	
  
	
  
Die	
  DNA	
  des	
  menschlichen	
  Genoms	
  ist	
  ca	
  2m	
  lang,	
  passt	
  jedoch	
  in	
  einen	
  
10	
  µm	
  grossen	
  Zellkern.	
  Dies	
  wird	
  durch	
  Verpackung	
  bewerkstelligt.	
  
DNA	
  komplexiert	
  mit	
  Histonen	
  (ist	
  um	
  Histone	
  gewickelt)	
  und	
  ergibt	
  so	
  
die	
  10	
  nm	
  fiber	
  



Histone	
  sind	
  Oktamere	
  bestehend	
  
aus	
  je	
  2x	
  H2a,	
  H2b,	
  H3,	
  H4	
  
	
  

DNA	
  ist	
  2x	
  um	
  das	
  Histon	
  Oktamer	
  
(146bp	
  )	
  gewunden	
  

Das	
  Linker	
  Histon	
  H1,	
  ermöglicht	
  
höhere	
  Kompak>erung.	
  Dies	
  führt	
  
zur	
  Bildung	
  der	
  30	
  nm	
  fiber.	
  

10	
  nm	
  fiber	
  



Die	
  30	
  nm	
  Struktur	
  
wird	
  durch	
  ein	
  
Solenoid	
  ausgebildet	
  

30	
  nm	
  fiber	
  



In	
  der	
  Zelle	
  ist	
  DNA	
  vermutlich	
  in	
  Schleifen	
  organisiert.	
  In	
  der	
  
Metaphase	
  sind	
  diese	
  Schleifen	
  am	
  Chromosome	
  Scaffold	
  (Achsen	
  von	
  
Metaphasechromen)	
  angehejet.	
  



Modell	
  einer	
  Metaphasen-­‐Chroma>de	
  



DNA-­‐KondensaHon	
  im	
  Zellzyklus	
  

Während	
  des	
  Zellzyklus	
  ist	
  DNA	
  unterschiedlich	
  kondensiert.	
  In	
  der	
  
Mitose	
  ist	
  die	
  gesamte	
  DNA	
  stark	
  kondensiert.	
  
	
  
In	
  der	
  Interphase	
  ist	
  EuchromaHn	
  (beinhaltet	
  Gene)	
  dekondensiert.	
  
	
  
HeterochromaHn	
  (beinhaltet	
  nicht	
  kodierende	
  DNA	
  z.B.	
  
Transposable	
  Elemente)	
  bleibt	
  auch	
  in	
  der	
  Interphase	
  kondensiert.	
  



Die	
  Zentromere	
  stellen	
  die	
  Punkte	
  des	
  Spindelansatzes	
  in	
  der	
  Mitose	
  
dar.	
  
In	
  der	
  Bäckerhefe	
  Saccharomyces	
  cerevisiae	
  ist	
  diese	
  Sequenz	
  sehr	
  kurz	
  
und	
  zwischen	
  den	
  einzelnen	
  Chromosomen	
  hoch	
  konserviert.	
  
Bei	
  höheren	
  Eukaryoten	
  (z.B.	
  Säuger)	
  ist	
  de	
  Zentromersequenz	
  sehr	
  lang	
  
und	
  durch	
  viele	
  Repeats	
  aufgebaut.	
  

Eine typische Hefe-Zentromersequenz 
	
  



DNA	
  Replika>on	
  



Mögliche	
  Modelle	
  der	
  DNA	
  Replika>on	
  und	
  deren	
  theore>sche	
  
Ergebnisse	
  im	
  Dichtegradienten-­‐Zentrifuga>ons	
  Experiment.	
  

Welches	
  Modell	
  kann	
  experimentell	
  belegt	
  werden?	
  



DNA	
  Replika>on	
  ist	
  Semi-­‐Konserva>v:	
  
Das	
  Meselson	
  und	
  	
  Stahl	
  Experiment	
  



Das	
  Meselson	
  und	
  Stahl	
  Experiment	
  1958	
  belegt	
  die	
  Semikonserva>ve	
  
Replika>on	
  



DNA	
  Polymerisa>on	
  erfordert	
  Desoxynucleo>dtriphosphate	
  (Bausteine),	
  eine	
  DNA-­‐
Polymerase	
  (Enzym),	
  ein	
  freies	
  3’	
  OH	
  Ende	
  (Startpunkt)	
  und	
  ein	
  Template	
  (Vorlage)	
  

DNA-­‐Replika>on	
  veräuj	
  IMMER	
  von	
  5’	
  nach	
  3’	
  



DNA	
  Replika>on	
  ist	
  Komplementär	
  zur	
  Matrize	
  (Template),	
  durch	
  die	
  Bindung	
  der	
  
Phosphodiesterbrücke	
  entsteht	
  freies	
  Pyrophosphat	
  
Die	
  Energie	
  für	
  die	
  Neusynthese	
  stammt	
  aus	
  der	
  Hydrolyse	
  eines	
  dNTPs	
  
(desoxyncleo>de-­‐triphsophate)in	
  ein	
  dNMP	
  (…monophosphate).	
  
Jedes	
  andhängte	
  Nukleo>d	
  verfügt	
  über	
  ein	
  neues	
  3’	
  OH	
  Ende,	
  welches	
  die	
  weitere	
  
Synthese	
  der	
  DNA	
  erlaubt.	
  Das	
  freie	
  3’	
  OH	
  Ende	
  macht	
  einen	
  nukleophilen	
  Angriff	
  auf	
  
das	
  alpha-­‐Phosphat	
  (mithilfe	
  der	
  Polymerase)	
  



DNA	
  ReplikaHon	
  ist	
  sehr	
  schnell:	
  
	
  
Bakterien-­‐	
  850	
  Nukleo>de	
  pro	
  Sekunde	
  
Eukaryoten-­‐	
  60	
  bis	
  100	
  nt	
  pro	
  Sekunde	
  



DNA	
  Replika>on	
  beginnt	
  an	
  einem	
  Origin	
  of	
  ReplicaHon	
  
In	
  Bakterien	
  ist	
  dieser	
  durch	
  eine	
  bes>mmte	
  Sequenz	
  definiert.	
  

Eine	
  Helikase	
  (DnaB)	
  (entwindet	
  
DNA)	
  wird	
  durch	
  ein	
  
“Ladeprotein”	
  (DnaC)	
  auf	
  die	
  DNA	
  
geladen.	
  
Die	
  DNA	
  wird	
  par>ell	
  entwunden	
  (an	
  
einer	
  AT-­‐reichen	
  Sequenz).	
  An	
  dieser	
  
Stelle	
  kann	
  Replika>on	
  beginnen	
  



Proteine und Faktoren, welche an der DNA-Replikation beteiligt sind: 
Arthur Kornberg (Nobelpreis 1959) führte in vitro DNA Synthese Versuche 
durch. 
Er konnte zeigen, dass für die DNA Synthese folgende Faktoren benötigt 
werden: 
1.  DNA als Template (Vorlage) 
2.  DNA als Primer (freies 3’ OH) (in vivo ist dies meist RNA) 
3.  dNTP (desoxynukleotid Triphosphate) 
4.  DNA-Polymerase 1 
5.  Magnesium 



DNA	
  Polymerasen	
  und	
  deren	
  mögliche	
  AkHvitäten:	
  
	
  
• 5’-­‐3’	
  Polymerase	
  Ak>vität	
  (zur	
  Neusynthese	
  von	
  DNA)	
  

• 3’-­‐5’	
  Exonuklease	
  Ak>vität	
  (EnZernt	
  gerade	
  eingebaute	
  Nukleo>de	
  vom	
  3’	
  
Ende	
  wenn	
  diese	
  nicht	
  korrekt	
  zB	
  falsche	
  Basenpaarung	
  eingebaut	
  wurden)	
  
“Proofreading	
  Ak>vität”	
  

• 5’-­‐3’	
  Exonuklease	
  Ak>vität	
  (EnZernt	
  DNA	
  oder	
  RNA	
  Stränge	
  von	
  deren	
  5’	
  
Ende)	
  

Bakterielle	
  DNA	
  Pol	
  I	
  hat	
  alle	
  3	
  Ak>vitäten	
  
	
  
Bakterielle	
  DNA	
  Pol	
  III	
  hat	
  nur	
  5’-­‐3’	
  Polymerase	
  und	
  3’-­‐5’	
  Exonuklase	
  Ak>vität,	
  
jedoch	
  keine	
  5’-­‐3’	
  Exonuklase	
  Ak>vität	
  



Da	
  DNA	
  Polymerase	
  keine	
  de	
  novo	
  DNA	
  Synthese	
  beginnen	
  können	
  

bedarf	
  es	
  immer	
  einer	
  Primase,	
  welche	
  ein	
  kleines	
  RNA	
  Fragment	
  zur	
  

Verfügung	
  stellt	
  (und	
  somit	
  ein	
  3’	
  OH	
  Ende)	
  

Das	
  3’	
  OH	
  Ende	
  des	
  RNA	
  Primers	
  wird	
  durch	
  DNA	
  Pol	
  III	
  verlängert.	
  	
  

Einer	
  der	
  beiden	
  Stränge	
  kann	
  konHnuierlich	
  verlängert	
  werden	
  

(leading	
  strand).	
  Der	
  andere	
  Strang	
  wird	
  diskonHnuierlich	
  verlängert	
  

(lagging	
  strand):	
  Hier	
  müssen	
  ständig	
  neue	
  RNA	
  Primer	
  und	
  kurze	
  DNA	
  

Fragmente	
  (Okazaki	
  Fragmente)	
  erzeugt	
  werden,	
  welche	
  anschliessend	
  

miteinander	
  verknüpj	
  werden	
  (Ligiert).	
  



RNA-­‐Primer	
  wird	
  
an	
  den	
  Start	
  
gesetzt	
  um	
  ein	
  3’	
  
OH	
  zur	
  Verfügung	
  
zu	
  stellen	
  



Leading	
  (kon>nuierlich)	
  and	
  lagging	
  (diskon>nuierlich)	
  strand	
  DNA	
  synthesis	
  



Okazaki	
  Fragmente	
  werden	
  durch	
  Liga>on	
  verknüpj.	
  



Um	
  den	
  RNA-­‐Primer	
  der	
  (diskon>nuierlichen)	
  DNA	
  Synthese	
  wieder	
  zu	
  enZernen,	
  wird	
  
DNA	
  Pol	
  III	
  durch	
  DNA	
  Pol	
  I	
  ersetzt	
  (welche	
  5’-­‐3’	
  Exonuclesase	
  Ak>vität	
  besitzt)	
  



Ligase	
  schliesst	
  den	
  verbleibenden	
  “nick”	
  



Meist	
  (aber	
  nicht	
  immer)	
  ist	
  DNA	
  Synthese	
  bidirek>onal	
  und	
  bildet	
  ein	
  

“Auge”.	
  An	
  jeder	
  Replika>onsgabel	
  findet	
  sich	
  daher	
  ein	
  “leading”	
  und	
  

ein	
  “lagging”	
  strand:	
  “Semidiskon>nuierliche	
  DNA	
  Synthese”.	
  

ReplicaHon	
  bubble.	
  

3’	
  
5’	
  



Replika>on	
  bakterieller	
  Plasmide	
  ist	
  bidirek>onal	
  (auch	
  bakterieller	
  
chromosomaler	
  DNA)	
  



Eukaryoten	
  bes>tzen	
  Replikons	
  (replizierende	
  Einheiten)	
  welche	
  

durch	
  ARS	
  (autonomous	
  replicaHng	
  Sequences)	
  definiert	
  sind.	
  

ARSs	
  werden	
  durch	
  ORCs	
  (origin	
  recogniHon	
  complexes	
  -­‐	
  

Proteinkomplexe)	
  erkannt.	
  



Jedes	
  eukaryo>sche	
  Chromosom	
  besitzt	
  mehrere	
  ARSs.	
  
Deren	
  Replika>on	
  muss	
  genau	
  reguliert	
  sein.	
  



Was	
  ist	
  die	
  FunkHon	
  von	
  Genen:	
  Gene	
  kodieren	
  (in	
  der	
  Regel)	
  für	
  Proteine	
  

Der	
  Arzt	
  Archibald	
  Garrod	
  studierte	
  1902	
  Alkaptononurie	
  Pa>enten	
  
Er	
  zeigte,	
  dass	
  Alkaptonurie	
  eine	
  rezessive	
  Erbkrankheit	
  darstellt.	
  
Garrod	
  zeigte,	
  dass	
  Alkaptonurie	
  Pa>enten	
  Homogen>sinsäure	
  ausscheiden.	
  
Er	
  postulierte	
  daher,	
  dass	
  Alkaptonurie	
  Pa>enten	
  Homogen>sinsäure	
  nicht	
  
metabolisch	
  abbauen	
  können.	
  
Er	
  schloss,	
  dass	
  eine	
  Blockade	
  in	
  einem	
  metabolischen	
  Prozess	
  zur	
  Akkumula>on	
  eines	
  
Stoffwechselintermediats	
  führt.	
  

GENEXPRESSION	
  



OMIM=	
  Online	
  Mendelian	
  Inheritance	
  in	
  Man	
  



Verwendung	
  von	
  Neurospora	
  zur	
  Isola>on	
  von	
  Mutanten,	
  welche	
  in	
  
bes>mmten	
  Stoffwechselwegen	
  defekt	
  sind.	
  
Aminosäure	
  Biosynthese	
  Auxotroph	
  (auf	
  zugegebene	
  Aminosäuren	
  

angewiesen). 	
  	
  



Beadle	
  and	
  Tatum	
  (1942)	
  isolierten	
  Auxotrophie	
  Mutanten	
  aus	
  N.	
  crassa	
  



Beadle	
  and	
  Tatum	
  (1942)	
  isolierten	
  Auxotrophie	
  Mutanten	
  aus	
  N.	
  crassa	
  



Durch	
  Analyse	
  mehrerer	
  met-­‐	
  Auxotrophie	
  Mutanten	
  gelang	
  es,	
  
biochemische	
  Pathways	
  zu	
  erstellen	
  und	
  die	
  daran	
  beteiligten	
  Enzyme	
  
zu	
  bes>mmen.	
  
Dies	
  führte	
  zur	
  1	
  Gen-­‐	
  1	
  Enzym	
  Hypothese.	
  Da	
  bald	
  klar	
  wurde,	
  dass	
  
manche	
  Enzyme	
  aus	
  mehreren	
  Proteinen	
  bestehen,	
  wurde	
  die	
  
Hypothese	
  als	
  1	
  Gen-­‐	
  1	
  PolypepHd	
  Hypothese	
  neu	
  formuliert.	
  



One	
  Gene	
  –	
  one	
  RNA	
  model	
  

Gene	
  (Abschni?e	
  der	
  DNA)	
  werden	
  in	
  RNA	
  transkribiert	
  (abgeschrieben)	
  
	
  
Ojmals	
  hat	
  die	
  RNA	
  selbst	
  bereits	
  eine	
  Funk>on,	
  und	
  wird	
  nicht	
  in	
  ein	
  Protein	
  umgeschrieben	
  
	
  
Fehlen	
  dieser	
  RNAs	
  kann	
  auch	
  zur	
  Ausprägung	
  von	
  Phänotypen	
  führen	
  
	
  
Viele	
  dieser	
  nicht-­‐codierenden	
  RNAs	
  sind	
  essen>ell	
  
	
  
Beispiele	
  nicht	
  kodierender	
  RNAs:	
  
	
  

Ribosomale	
  RNA	
  (rRNA):	
  bildet	
  den	
  Grossteil	
  des	
  Ribosoms	
  (Transla>on)	
  

Small	
  nuclear	
  RNA	
  (snRNA):	
  bildet	
  den	
  kataly>schen	
  Teil	
  des	
  spliceosoms	
  (RNA	
  splicing)	
  

Small	
  interfering	
  RNA	
  (siRNA):	
  essen>eller	
  Teil	
  der	
  RNA	
  gesteuerten	
  Interferenz	
  (RNAi)	
  

Small	
  nucleolar	
  RNAs	
  (snoRNAs):	
  steuern	
  Modifika>onen	
  in	
  der	
  rRNA	
  

Micro	
  RNAs	
  (miRNAs):	
  regulieren	
  die	
  Transla>on	
  und	
  Stabilität	
  von	
  RNAs	
  

Short	
  heterochroma%c	
  RNAs	
  (shRNA):	
  Kontrollieren	
  die	
  S>llegung	
  von	
  chromosomalen	
  Regionen	
  


