
Gelelektrophorese von DNA erlaubt deren Auftrennung nach 
Grösse im elektrischen Feld 



DNA-Sequenzierung 





Der Einbau eines didesoxy-Nukleotids führt zum Strangabbruch 



Durch eine Mischung von normalen und didesoxy Nukleotiden 
kommt es nicht an jeder Position zu einem Abbruch. 



Didesoxy Nukelotide sind 
mit Fluoreszierenden 
Farbstoffen markiert. Daher 
sind alle Moleküle, welche 
mit einem ddG enden zB 
Grün, alle mit ddC 
terminierte Moleküle blau, 
alle ddT rot und alle ddA 
Gelb. 



Gelelektrophorese in Acrylamid Kapillaren und Abtasten der 
Signale mit einem Laser, erlaubt die Sequenzbestimmung. 

Sanger Sequenzierung, Kettenabbruchverfahren  



Next	
  Genera*on	
  Sequencing:	
  Pyrosequencing.	
  
	
  
Nachteil:	
  Kurze	
  Sequenzen,	
  teuer	
  pro	
  Lauf	
  
Vorteil:	
  Millionen	
  an	
  Sequenzen	
  gleichzei*g,	
  billig	
  pro	
  Base	
  





Illumina	
  Sequencing	
  





































Assemblierung	
  von	
  genomischen	
  Sequenzen	
  erfordert	
  grossen	
  
Rechneraufwand	
  



cDNA	
  Banken:	
  mRNA	
  wird	
  miLels	
  Hybridisierung	
  an	
  oligo	
  dT	
  Säulen	
  
gereinigt.	
  Von	
  einem	
  oligo	
  dT	
  primer	
  wird	
  miLels	
  REVERSER	
  
TRANSKRIPTASE	
  eine	
  cDNA	
  hergestellt.	
  DNA-­‐Polymerase	
  stellt	
  den	
  
zweiten	
  DNA	
  Strang	
  her.	
  



Die	
  cDNA	
  Fragmente	
  werden	
  miLels	
  LINKER	
  in	
  einen	
  Vektor	
  kloniert	
  



Varia*onen	
  in	
  Genomen	
  können	
  mit	
  Single	
  nucleo*de	
  polymorphisms	
  
(SNPs)	
  iden*fiziert	
  werden.	
  Korrela*onen	
  von	
  SNPs	
  und	
  bes*mmten	
  
Merkmalen	
  können	
  für	
  die	
  Bes*mmung	
  komplexer	
  Erbgänge	
  verwendet	
  
werden.	
  



SNP-­‐maps	
  können	
  miLels	
  
Microarrays	
  iden*fiziert	
  
werden.	
  
Auf	
  einem	
  ObjekLräger	
  
sind	
  Oligonukleo*de,	
  
welche	
  das	
  gesamte	
  
Genom	
  abdecken	
  
aufgebracht.	
  An	
  diese	
  
Sequenzen	
  können	
  
markierte	
  Sequenzen	
  
hybridisiert	
  werden.	
  







SNP	
  Varia*onen	
  in	
  einer	
  isolierten	
  Popula*on	
  (zB	
  Island)	
  können	
  gut	
  zur	
  
Iden*fika*on	
  von	
  gene*schen	
  Risikofaktoren	
  und	
  Prädisposi*onen	
  
herangezogen	
  werden.	
  Die	
  Isländische	
  Firma	
  DeCode	
  Gene*cs	
  hat	
  
Stammbäume	
  aller	
  Isländer	
  und	
  deren	
  Krankengeschichte	
  zur	
  
Iden*fika*on	
  derar*ger	
  Risikofaktoren	
  verwendet	
  und	
  gene*sche	
  Tests	
  
hierfür	
  vermarktet.	
  



Genanalyse	
  im	
  21.	
  Jahrhundert:	
  
Vergleichende	
  Genomik.	
  
KompleL	
  sequenzierte	
  Genome	
  erlauben	
  die	
  Iden*fika*on	
  
homologer	
  Gene	
  miLels	
  Bioinforma*k.	
  



Bioinforma*sche	
  Vergleiche	
  erlauben	
  die	
  funk*onelle	
  Zuordnung	
  vieler	
  
Gene.	
  
Hier:	
  Mehr	
  als	
  60	
  %	
  aller	
  S.	
  cerevisiae	
  Gene	
  kann	
  eine	
  Funk*on	
  
aufgrund	
  bioinforma*scher	
  Ähnlichkeiten	
  zugeordnet	
  werden.	
  



Isola*on	
  von	
  homologen	
  Genen	
  miLels	
  
Komplementa*on	
  

Hier:	
  Hefe	
  DNA	
  wird	
  in	
  einen	
  
Expressionsvektor	
  kloniert.	
  
Alle	
  Plasmide	
  werden	
  in	
  S.	
  cervisiae	
  
Zellen	
  transformiert	
  welche	
  KEIN	
  arginin	
  
synthe*sieren	
  können.	
  
Die	
  Rekombinanten	
  Zellen	
  werden	
  auf	
  
Wachstum	
  auf	
  Medium	
  OHNE	
  Arginin	
  
getestet.	
  Nur	
  Zellen,	
  welche	
  das	
  fehlende	
  
Gen	
  am	
  Plasmid	
  enthalten	
  können	
  
wieder	
  wachsen	
  und	
  Kolonien	
  bilden.	
  



Reverse	
  Gene*k:	
  Vom	
  Gen	
  zum	
  Phän.	
  
Erlaubt	
  die	
  Analyse	
  von	
  Gen-­‐Funk*onen	
  
aufgrund	
  spezifischer	
  Inhibi*on	
  eines	
  
bes*mmten	
  Genes	
  



Isola*on	
  eines	
  bes*mmten	
  Gens	
  miLels	
  Polymerase	
  Chain	
  Reac*on	
  
(PCR)	
  



Voraussetzung	
  für	
  die	
  erfolgreiche	
  Anwendung	
  der	
  PCR	
  war	
  die	
  

Isolierung	
  von	
  thermostabilen	
  DNA-­‐Polymerasen.	
  Diese	
  wurden	
  in	
  

Thermophilen	
  Prokaryoten	
  gefunden.	
  Thermus	
  aqua+cus,	
  

Pyrococcus	
  woisei,	
  Pyrococcus	
  furiosus.	
  

Diese	
  Organismen	
  leben	
  zum	
  Grossteil	
  in	
  heissen	
  Quellen	
  



Das	
  Gen,	
  welches	
  miLels	
  PCR	
  amplifiziert	
  wurde,	
  wird	
  in	
  einen	
  Vektor	
  
kloniert	
  und	
  kann	
  mit	
  einem	
  Resistenzgen	
  zerstört	
  werden.	
  
Das	
  resul*erende	
  Konstrukt	
  kann	
  miLels	
  homologer	
  Rekombina*on	
  das	
  
endogene	
  Gen	
  zerstören.	
  



Die	
  erfolgreiche	
  Inser*on	
  des	
  Konstrukts	
  wird	
  wieder	
  
miLels	
  PCR	
  überprüe	
  



Um	
  rekombinante	
  Mäuse	
  zu	
  generieren,	
  wird	
  das	
  Zielgen	
  in	
  
Embryonalen	
  Stammzellen	
  (ES)	
  Zellen	
  durch	
  homologe	
  Rekombina*on	
  
zerstört.	
  



Rekombinante	
  ES	
  Zellen	
  werden	
  in	
  Blastozysten	
  injiziert,	
  wo	
  diese	
  zum	
  
sich	
  entwickelnden	
  Embryo	
  beitragen.	
  Die	
  Blastozysten	
  werden	
  in	
  
scheinschwanger	
  Mäuse	
  injiziert.	
  Ist	
  die	
  Injek*on	
  erfolgreich	
  entsteht	
  
eine	
  chimäre	
  Maus.	
  Haben	
  die	
  transgenen	
  Zellen	
  zur	
  Keimbahn	
  
beigetragen,	
  kann	
  eine	
  heterozygote	
  Maus	
  entstehen,	
  die	
  anschliessend	
  
homozygo*siert	
  wird.	
  



Reverse	
  Gene*k	
  kann	
  auch	
  miLels	
  RNA-­‐interferenz	
  (RNAi)	
  durchgeführt	
  
werden	
  



Gene	
  Manipula*on	
  miLels	
  CRISPR/
Cas9	
  



Viel	
  Erfolg!	
  


