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Einleitung

Vor einigen Monaten wurde die gesamt Abfolge der menschlichen DNA entschliisselt.

Zur Zeit sind die kompletten DNA-Sequenzen von mehr als 60 Organismen in Datenbanken
verfligbar. Und diese Zahl steigt fast tiglich.

Dieser Zuwachs an genetischer Information wird gewaltige Auswirkungen auf die
biomedizinische Forschung und auf die Art und Weise haben, wie Medizin praktiziert wird.

Diese Masse an Informationen in den Datenbanken muss sinnvoll verwaltet werden, um
gezielte Suchen nach Gensequenzen durchfiihren zu konnen und um neue Erkenntnisse daraus
abzuleiten.

Die Grundlagen fiir das Verstidndnis der biologischen Strukturen und Prozesse, die in diesem
Zusammenhang eine Rolle spielen, sollen an dieser Stelle erldutert werden. Desweiteren wird
ein Einblick in die Funktionsweise der Microarrays geliefert, die in der Erforschung der Gene
und ihrer Umsetzung eine bedeutende Rolle erlangt haben.



1. Proteine

Tiere oder Pflanzen einer gegebenen Art haben Proteine mit annidhernd gleicher Struktur. Die
Baupléne fiir diese Strukturen werden von Generation zu Generation weitergegeben.

Wir unterscheiden zwei Formen von Proteinen:
- Globulére Proteine: Mit Abstand betrachtet, haben diese eine anndhernd kugelformige
oder ellipsoide Form. Alle Enzyme' sind globulire Proteine.
- Faserformige Proteine: Sie sind meist Strukturproteine innerhalb und auBerhalb der
Zelle. Manche faserformigen Proteine haben einen sehr hohen Gehalt (bis zu 90 %) an
a-Helix-Strukturen’.

1.1 Aminosiduren

Alle Aminosduren besitzen am zentralen Kohlenstoffatom, dem
Alpha-C-Atom (auch C,-Atom geschrieben), eine
Carboxylgruppe, eine Aminogruppe, ein Wasserstoffatom und
eine Seitengruppe (Abb. 1.1). Die 20 Aminosduren werden
unterschieden durch die Art der Seitengruppe, also durch deren
Grofe, Form und Ladung. In der Abb. 1.2 erhilt man einen
Uberblick iiber die verschiedenen Aminoséuren mit den
iiblichen Abkiirzungen (im Drei-Buchstaben-Code und im Ein-
Buchstaben-Code)

Aminogruppe

Wasserstoff

Seitenkette

Abb. 1.1 Allgemeine Struktur
einer Aminosédure
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Abb. 1.2 Die zwanzig in Proteinen vorkommenden Aminosauren

' Enzym — biologischer Katalysator, der eine chemische Reaktion in Gang setzt, beeinflusst oder beschleunigt
? Der Begriff der a-Helix wird im Folgenden noch erliutert.

_4-



1.2 Peptidbindung

Im Protein ist die Carboxylgruppe einer gegebenen Aminosdure mit der Aminogruppe der
benachbarten Aminosédure durch eine kovalente Bindung verkniipft, die Peptidbindung. Ein
Peptidabschnitt hat eine Richtung: Auf der linken Seite liegt eine freie, nicht mit einer
benachbarten Aminosdure verkniipfte Aminogruppe, auf der rechten Seite liegt eine freie
Carboxylgruppe. Diese Richtung bleibt erhalten im Hinblick auf ein Protein natiirlicher Léange
mit vielen hundert Bausteinen. Jedes Protein hat also jeweils ein freies Amino- und Carboxyl-
Ende, meist kurz mit N-Terminus und C-Terminus benannt.

Normalerweise wird eine Aminosiure-Sequenz nicht als umstindliche Formel
wiedergegeben, sondern mit Hilfe der Ein- oder Drei-Buchstaben- Abkiirzungen. Das Amino-
Ende wird dabei links notiert.

1.3 Primirstruktur: Sequenz der Aminosiuren

Proteine sind Makromolekiile, die aus vielen Einzelbausteinen aufgebaut sind, den
Aminosduren. Proteine sind fast ausschlielich aus 20 Aminosduren aufgebaut, die in
wechselnden Zahlen und in wechselnden Kombinationen zu langen unverzweigten Ketten
verkniipft sind.

Als Primiérstruktur eines Proteins bezeichnet man die Reihenfolge (Sequenz) der
Aminosiduren, aus denen es sich zusammensetzt. Die meisten Proteine bestehen aus 100-800
Aminosduren, aber auch Proteine mit weit mehr als 800 oder weniger als 100 Aminoséduren
sind keine Seltenheit. Aminosdure-Sequenzen mit weniger als 20 Bausteinen bezeichnet man
als Peptide.

1.4 Wechselwirkungen zwischen Aminosiure-Seitenketten

Bei der Betrachtung von einer Folge von Aminoséduren, ohne deren Lage im
dreidimensionalen Raum zu beachten, spricht man meist von Polypeptidketten. Zur
Beschreibung eines Proteins gehort jedoch auch seine dreidimensionale Struktur, die durch
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Aminosiure-Ketten entsteht.

Obwohl schon dreidimensionale Formen zahlreicher Proteine bekannt sind, ist das Wissen
iiber die genauen Regeln, nach denen sich die Faltung einer Polypeptidkette zum nativen
Protein vollzieht, noch liickenhaft. Dies ist eine der ungelosten fundamentalen Fragen der
Molekularbiologie. Einige allgemeine Prinzipien und Grundregeln konnen jedoch formuliert
werden:

- Die Peptidbindung selbst ist eine starre Fliche. Die Faltung erfolgt als Drehung um
die Bindungen der Alpha-C-Atome. Aufgrund der chemischen Natur der beteiligten
Aminosduren unterliegen diese Drehungen gewissen Einschrankungen.

- Form und Art der Seitenketten beeinflussen die Wechselwirkungen zwischen den
Aminosdure-Bausteinen. Diese Wechselwirkungen sind entweder elektrostatischer
Art zwischen positiv und negativ geladenen Seitenketten (Abb. 1.3) oder zum
groBeren Teil Wasserstoftbriickenbindungen zwischen polaren Seitenketten.
Aminosduren mit geladenen oder polaren Seitenketten bestimmen zudem die
Wechselwirkung mit dem umgebenden Wasser. Die Folge ist eine Anhdufung von
geladenen und polaren Aminoséuren an der Oberfliche des Proteins (hydrophile’
Aminosduren), wihrend sich die nichtpolaren Aminosduren vom Wasser wegwenden

" hydrophil — Wasser anziehend



(hydrophobe' Aminosiuren) und deswegen bevorzugt im Inneren des Proteins
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Lange der Wasserstoff-Briicke
Abb. 1.3 Die Wasserstoff-Briickenindung

- Disulfid-Briicken stellen zusitzliche kovalente Bindungen dar. Zwischen den SH-
Gruppen in den Seitenketten von Cysteinen bilden sich Disulfid-Bindungen aus. Fiir
diese Reaktion ist eine oxidative’ Umgebung notwendig. Deswegen findet man diese
Art der Bindung nicht bei Proteinen innerhalb einer Zelle, aber sehr wohl nach deren
Export in die Zellumgebung. Die Form der Immunoglobuline (Antikorper) im Serum
wird zum Beispiel sehr deutlich durch einige charakteristische Disulfid-Bindungen
gepragt, die die dreidimensionale Struktur dieser und anderer extrazelluldrer Proteine
stabilisieren.

- Zwei Arten von regelmiifiigen Anordnungen bestimmen einen wesentlichen Teil der
Proteinstruktur; die Sekundéarstrukturen a-Helix und b-Blatt.

1.5 Sekundiarstrukturen: a-Helix und b-Blatt

Wasserstoff-Briicken konnen sich zwischen der CO-Gruppe (Carbonylgruppe) einer
Peptidbindung und der NH-Gruppe (Iminogruppe) einer anderen Peptidbindung ausbilden.

I.5.1 a-Helix
In der a-Helix besteht eine Wasserstoff-Briicke zwischen der CO-
Gruppe einer Aminosdure und der NH-Gruppe der viertndchsten
Peptidbindung in der Reihe aufeinanderfolgender Aminoséauren
(Abb. 1.4). Dadurch kommt es zu der gut definierten Struktur einer
rechtsldufigen Helix:
- In jeder vollstindigen Drehung der Helix befinden sich 3,6
Aminosduren.
- Der Abstand zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Aminosiuren betrigt 0,15 nm (1,5A).

Theoretisch konnen alle Aminosaduren eine a-Helix bilden, mit der
Ausnahme von Prolin. Diese Aminosdure hat statt der tiblichen
Aminogruppe (NH;) eine Iminogruppe (NH), deren Wasserstoff bei
der Peptidbindung verloren geht und deswegen in der Aminoséure-
Kette fiir Wasserstoff-Briicken nicht mehr zur Verfiigung steht.
Deshalb kann man vorhersagen, dass Prolin irgendwo vor oder nach,
aber nicht in der Mitte einer a-Helix vorkommt.

bb. 1.4 Die a-Helix

" hydrophob — Wasser abstoBend
? oxidativ — sauerstoffhaltig



1.5.2 b-Blatt

Das zweite wichtige Strukturelement von Proteinen sind b-Blatter (b sheets). Hierbei bilden
sich Wasserstoff-Briicken zwischen verschiedenen Abschnitten der Polypeptidkette und nicht
zwischen hintereinanderliegenden Aminoséduren, wie bei der a-Helix. b-Blatter bestehen aus
einzelnen b-Strangen (b strands), meist 5-10 Aminosduren lang, in denen jeweils die CO- mit
den NH-Gruppen und die NH- mit den CO-Gruppen eines anderen Stranges iiber Wasserstoff-
Briicken verbunden sind. So kénnen mehrere b-Stringe zu einem b-Blatt verbunden sein,
wobei die hintereinanderliegenden Alpha-C-Atome abwechselnd unter- oder oberhalb der
Ebene zu liegen kommen. Es kommt zur Form des b-Faltblatts (pleated sheet). (Abb. 1.5)
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Abb. 1.5 Das b-Blatt

Die b-Strange eines Faltblattes konnen in zwei Richtungen verlaufen:

- parallel: die Richtung N-Terminus zu C-Terminus ist die gleiche in den
nebeneinanderliegenden Strangen.

- antiparallel: ein Strang geht vom N- zum C-Terminus, und der antiparallele Strang
vom C- zum N-Terminus. In globuldren Proteinen kommt es nicht selten zur
Ausbildung von b-Blattern, in denen einige Stringe parallel und andere antiparallel
laufen.

Die Enden einzelner b-Strange sind auf jeden Fall durch
Schleifen (turns) miteinander verbunden. Diese Schleifen (Abb.
1.6) bestehen meist aus 4-8 Aminosduren, die oft eine definierte
Anordnung in der dreidimensionalen Struktur eines Proteins
einnehmen. Die Aminosduren einer Schleife sind haufig geladen
oder polar (hydrophil) und liegen an der Oberfliche von
Proteinen.

Abb. 1.6 Schleife an Enden von b-Bléttern



1.6 Tertidirstrukturen: Von der Aminosiure-Sequenz zum gefalteten
Protein

Bei jeder neuen Aminosdure-Sequenz, die
entdeckt wird, stellt sich die Frage nach der
Funktion, und diese schlie3t vor allem die
Frage nach der dreidimensionalen Form des
Proteins ein. Bevor mit Hilfe physikalischer
Methoden die Form aufgeklart ist, hilft man
sich zundchst mit leicht zugédnglichen, aber
sehr vorlaufigen und ungenauen Informationen
(Computerberechnungen). Letztendlich
konnen jedoch nur physikalische Verfahren die
dreidimensionale Struktur eines Proteins
endgiiltig aufklaren.
Als Beispiel sei hier das Cro-Protein des
Bakteriophagen Lamda gegeben (Abb. 1.7).
Abb. 1.7a zeigt die Anordnung der Alpha-C-
Atome im Raum. In der molekularen Genetik
hat sich aber eine noch einfachere und
b . Helix 1 iibersichtlichere Darstellung von

Helix dreidimensionalen Proteinstrukturen
eingefiihrt, ndmlich a-Helix-Abschnitte als
Zylinder und b-Striange als breite Pfeile
darzustellen, wobei die Pfeilspitzen in
Richtung C-Terminus weisen, wie in Abb.
1.7b zu sehen ist.

.. _ C-terminale Domane
/ (Bindung an DNA)

N- termlnale
~ Domine
(Bindung von
cAMP und
Bildung des
Dlmers)

Abb. 1.7 Dreidimensionale Struktur des Cro-Proteins Abb. 1.8 Protein-Doménen

1.6.1 Protein-Domiinen

Mit einigem Abstand betrachtet, hat das Cro-Protein die kompakte und relativ einheitliche
Form eines Ellipsoids. GroBere Proteine sind jedoch meist viel weniger einheitlich in ihrer
Form. Sie sehen eher aus, als wenn sie aus zwei oder mehr kugelformig, ellipsoid oder anders
geformten Strukturen verschmolzen wiren. Die Einzelteile sind oft durch ungeordnetere



Abschnitte der Aminosdure-Sequenz verbunden, und einzelne Struktur-Doméanen kénnen
unterschieden werden.

Eine Doméne ist die kleinste Protein-Einheit mit einer definierten und unabhéngig gefalteten
Struktur. Die meisten Doméanen bestehen aus 50-150 Aminoséduren. Vielfach fithren Doménen
eigene Reaktionen aus, deren Zusammenwirken dann die Funktion des Gesamtproteins
ausmachen.

Ein Beispiel fiir die Doméinenbildung ist das CAP-Protein (Abb. 1.8). Zu sehen ist die
dreidimensionale Anordnung von a-Helices und b-Blittern. Dementsprechend hat es eine
kleine Domédne mit drei a-Helices und eine zweite groBere Domine.

1.6.2 Untereinheiten

Der Aufbau von Proteinen aus Untereinheiten ist eher die Regel als die Ausnahme.
Gelegentlich bezeichnet man die geordnete Zusammenlagerung von Untereinheiten auch als
Quartirstruktur. Dabei konnen die Untereinheiten identisch sein und in zwei- oder
mehrfacher Ausfithrung vorkommen. Sie kdnnen aber auch verschieden sein und sich in
grofBerer Quartirstruktur zusammenfinden.

1.6.3 Faltungen

Bei hoher Temperatur, in milden Sduren oder Basen sowie in hochkonzentrierten
Harnstofflosungen verliert ein Protein seine charakteristische Faltung, ohne dass die
Polypeptidkette zerbricht. Man spricht von Denaturierung eines nativen Proteins. Ein
denaturiertes Protein kann - selbstverstindlich - seine Funktion als Enzym oder als
Strukturkomponente nicht mehr ausfiihren.

Die Riickfaltung der Polypeptidkette zum nativen, funktionsfiahigen Protein nennt man
Renaturierung. Dieser Prozess der Renaturierung zeigt, dass im Prinzip die Information zur
Ausbildung der dreidimensionalen Struktur in der Polypeptidkette selbst liegt, d.h. von der
Art, der Zahl und der Reihenfolge der Aminoséure-Seitenketten bestimmt wird.

Es geniigt also, wenn die Information zur Herstellung der Aminosédure-Folgen in den Genen
(Bauplédnen) vererbt wird. Die dreidimensionale Struktur kann sich daraus sozusagen von
selbst bilden (self assembly).

Die Zelle verhindert zudem falsche Faltungen mit Hilfe einer Klasse von Hilfsproteinen, die
als molekulare Chaperone (molecular chaperons) bekannt sind. Diese Proteinkomplexe
stabilisieren zunichst ungefaltete, spiter dann halbwegs gefaltete Ubergangszustinde.

Die Wirkungsweise von Chaperonen bei der intrazelluldren Faltung von Polypeptidketten
wird als "assisted self assembly" beschrieben. Assisted self assembly bedeutet also, dass die
Chaperone der Polypeptidkette beim Finden des richtigen und passenden Faltungsweges
helfen.



11. Desoxyribonukleinsdure

Alle Organismen besitzen einen gemeinsamen Stammbaum aus der frithen Evolution der
Erde. Die Grundlagen der Molekulargenetik von Bakterien, eukaryotischen Einzellern,
Pflanzen und Tieren sind daher gleich, wichtige Unterschiede erkennt man erst im Detail.
Besonders deutlich werden die evolutiondren Gemeinsamkeiten im Trager der genetischen
Information, die in den Zellen aller Lebewesen auf dem selben Makromolekiil gespeichert ist.
Dieses Makromolekiil ist die Desoxyribonukleinsdure, abgekiirzt mit DNS oder hdufiger mit
DNA (desoxyribonucleic acid).

Zwischen 1940 und 1950 gelang der erste eindeutige Nachweis flir die Funktion der DNA als
Gentréager durch Untersuchungen an Bakterien und deren Viren (Bakteriophagen).

I1.1 Bausteine von Nukleinsiduren

Die Einzelbausteine von Nukleinsduren werden Nukleotide (Abb. 2.1) genannt und bestehen
aus den folgenden drei Komponenten:
- ein Flinf-Kohlenstoff-Zucker (Pentose)
- eine Purin- oder Pyrimidinbase, die iiber N-glykosidische Bindung an die Pentose
gebunden ist
- ein Phosphatrest, der mit dem C5-Atom der Pentose verbunden ist.

o—p—0—Cl, o\ O—P—0—CH o0
a4 1 o 4 1
3 2' 3 2
OH H OH OH
Deozyribomaclectide Ritomrleotide

Abb. 2.1 Nukleotide

Zellen enthalten zwei Nukleinsduren, die DNA und die Ribonukleinsdure (RNA). Die
hauptsiachlichen Unterschiede liegen bei den Pentosen und Basen, die verwendet werden. Die
Pentose der DNA hei3t Desoxyribose und die der RNA Ribose. Daher bezeichnet man zur
Unterscheidung die Bausteine der DNA als Desoxy(ribo)nukleotide und die Bausteine der
RNA als Ribonukleotide. In der DNA kommen jeweils zwei Purinbasen, Adenin (A) und
Guanin (G), und zwei Pyrimidinbasen, Thymin (T) und Cytosin (C), vor, wobei sich immer
eine Adeninbase mit einer Thyminbase paart und eine Guaninbase mit einer Cytosinbase
(Abb. 2.2).
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Bei der RNA steht anstelle des Thymins die Base Uracil. Einen Vergleich der beiden

Guanin

Abb. 2.2 Basenpaarungen

Nukleinsduren zeigt Tab. 2.1.

DNA m-RNA | r-RNA | t-RNA
Struktur Doppelstrang Einzelstrang
Lange sehr grof} kurz kurz kurz
variabel 16S; 23S 4S
Zucker Desoxyribose Ribose
Basen ATC,G A UC,G A UC,G AU C,G
und viele
"seltene"
Vorkommen Zellkern Plasma Ribosom Plasma
Synthese Replikation | Transkription Art Transkription

Tab. 2.1 Vergleich zwischen der DNA und den drei RNA-Typen

(A - Adenin, T - Thymin, C - Cytosin, G - Guanin, U - Uracil, S — Sedimentationskonstante')

Auf die Funktionen der unterschiedlichen RNA-Typen gehen wir bei der Transkription und

der Translation ein.

In polymeren Nukleinsduren sind die einzelnen Bausteine durch Phosphatbriicken zwischen
dem 5°-C-Atom des einen mit dem 3’-C-Atom des Benachbarten verkniipft. Dadurch
entstehen lange unverzweigte Polynukleotidketten, die durch das Zucker-Phosphodiester-
Band zusammengehalten werden. Die Polynukleotidkette hat eine definierte Richtung mit

einem freiem 5’-Ende und einem freien 3’-Ende. (Abb. 2.3)

! Sedimentationskonstante - 1 S= 10" s

-11 -




Abb. 2.3 Folgen von Nukleotiden

Natiirliche DNA-Molekiile bestehen aus vielen tausenden, oft Millionen
aneinandergekniipfter Nukleotide.

I1.1.1 Zahlenverhiltnis der Nukleotide
Es gilt: P(A) = P(T) und P(G) = P(C). Aufgrund dieser Regel kann man die prozentuale
Zusammensetzung jeder DNA voraussagen, wenn der Prozentsatz einer einzigen Base
bekannt ist. Als Charakteristikum einer DNA wird daher entweder der AT-Gehalt (in %)
angegeben oder das folgende Verhiltnis:

A+T

C+G.

I1.2 Die Doppelhelix

Rontgenstruktur-Analysen ergaben, dass die DNA-Fasern eine regelméfige Periodik zeigen
und aus jeweils 2 DNA-Stringen aufgebaut sein miissen. In jeder menschlichen Zelle finden
sich etwa 90 Zentimeter solcher gedrehten Strange. Die Doppelhelix (Abb. 2.4) wird oft als
Doppelspirale aus zwei Béandern dargestellt, die dhnlich einer Wendeltreppe durch Stufen
miteinander verbunden sind. Die Bénder bilden das Riickrat der DNA-Kette, das aus den
Zucker-Phosphat-Teilen der polymerisierten Nukleotide besteht. Die basischen Ringe der
Nukleotide sind nach innen gerichtet, wobei gegeniiberliegende Basen durch
Wasserstoffbriickenbindungen miteinander verbunden sind. Paarungen erfolgen immer
zwischen einer Purin- und einer Pyrimidinbase, also wie schon erwdhnt A mit T und G mit C.
Zwei gepaarte Purinringe wiirden zuviel Platz in der Helix in Anspruch nehmen, wohingegen
zwei gegeniiberliegende Pyrimidinringe den Platz nicht ausfiillen wiirden. Ein Teil der
Stabilitdt der DNA-Doppelhelix riihrt von den spezifischen Basenpaarungen her, ein anderer
Teil beruht auf den hydrophoben Bindungen zwischen den aufeinandergestapelten Basen
eines Stranges. In dem Kalottenmodell der Abb. 2.4c erscheinen die Zucker-Phosphat-Bander
wie Wiilste, die eine kleine und eine gro3e Rinne bilden. Diese Rinnen entstehen dadurch,
dass sich die Anheftungsstellen fiir Desoxyribose in den Basenpaaren nicht direkt
gegeniiberliegen (s. Abb. 2.2).

Die beiden Basenstringe sind komplementir, d.h., aufgrund der strengen Regeln fiir die
Basenpaarung kann man von der Nukleotid-Sequenz eines DN A-Stranges auf die des
gegeniiberliegenden Stranges schlief3en.

-12-
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Abb. 2.4 Die DNA-Doppelhelix

I1.3 DNA-Helices: Flexible DNA-Strukturen

Die Struktur von wahrscheinlich 99% der zelluldren DNA entspricht der Idealform, wie in
Abb. 2.4 gezeigt. Somit machen bei dem grofiten Teil der natiirlich vorkommenden DNA 10,4
bis 10,5 Basenpaare eine komplette Drehung der Helix aus.
Basen konnen in Abhédngigkeit ihrer spezifischen Abfolge unterschiedliche Positionen
innerhalb der vorgegebenen Struktur der DNA einnehmen. Diese nehmen sie nach folgenden
Kriterien ein:

- Ausbildung optimaler hydrophober Wechselwirkungen zwischen benachbarten

Basenpaaren

- Vermeiden eines Zusammentreffens funktioneller Seitengruppen in benachbarten
Nukleotiden

Grundlage fiir diese Kriterien ist die Flexibilitdt der chemischen Bindungen im Nukleotid. Die
betrifft alle Bindungen im Desoxyribose-Molekiil und die Phosphodiesterbindung.

Die DNA besitzt drei verschiedene Formen, und zwar die A-Form, die B-Form (Abb. 2.5) und
die Z-Form (Abb. 2.6). Die A- und B-Form sind rechtsldufig (Tab. 2.2), wihrend die Z-Form
linksldufig ist. Die B-Form stellt die oben erwihnte Idealform dar, aus der bei drastischer
Wasserabnahme die A-Form hervorgeht. Die Bezeichnung fiir die Z-Form stammt von dem
Zick-Zack-Verlauf von dem Zucker-Phosphodiester-Bandes.

In der B-Form gibt es noch einige Variation, die hier aber nur erwihnt werden sollen; das ist

die gebogene DNA, die kreuzformige DNA an Palindromen und die intramolekulare Triplex-
Struktur.
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A-Form

B-Form

Basenpaare/Helixwindung

ca. 11

10,4- 10,5

Abstand der Basenpaare

0,26 (+/- 0,04) nm

0,34 (+/- 0,04) nm

Winkel zwischen zwei Basen

33,1° (+/- 5,9)

35,9° (+/- 4,3)

Winkel zwischen Helixachse und
Basenpaaren

71-77°

ca. 90°

Tab. 2.2 Strukturmerkmale von rechtsldaufigen DNA-Formen

Abb. 2.5 DNA-Formen

Abb. 2.6 Z-DNA
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I11. Der genetische Code

Als Gen bezeichnen wir einen DNA-Abschnitt, der die Information zum Aufbau einer
Polypeptidkette enthilt, die sich dann zum nativen Protein faltet. Die Gesamtzahl der Gene
eines Organismus nennen wir Genom.

Die DNA-Molekiile sind die Tréger der genetischer Information. Die lineare Folge von
Nukleotiden in der DNA bestimmt die lineare Abfolge der Aminosduren im Protein. Proteine
bestehen aus 20 Aminoséduren, die in wechselnder Zahl und Zusammensetzung zu langen
Ketten verkniipft sind. Die DNA hingegen besteht aber nur aus 4 Nukleotiden. Somit kann ein
Nukleotid nicht die Lage einer Aminosdure im Protein bestimmen, sondern nur eine Gruppe
von Nukleotiden. Aber auch eine Gruppe von zwei Nukleotiden ist nur in der Lage 4> = 16
Aminosduren zu kodieren, jedoch nicht bendtigten 20 Aminoséuren.

Tatséchlich wird eine Aminosdure durch eine Dreierfolge von Nukleotiden kodiert. Diese
Dreierfolge wird Triplett oder, als Einheit des genetischen Codes, Codon genannt. Aus dret
unterschiedlichen Nukleotiden lassen sich 4° = 64 Dreierkombinationen bilden. Somit stehen
64 Tripletts 20 Aminosduren gegeniiber, so dass mehrere Tripletts fiir ein und dieselbe
Aminosdure stehen. Der genetische Code ist also redundant, man sagt dazu, er ist degeneriert.
Nur drei Tripletts der 64 stehen nicht fiir Aminoséduren, sondern haben eine andere Funktion
bei der Umsetzung genetischer Information.

Eine Folge von drei Nukleotiden auf der DNA steht also fiir eine Aminosdure im Genprodukt
Protein. Daraus folgt die Frage, welche Tripletts fiir welche Aminosduren kodieren.
Biochemische Untersuchungen ergaben die in Tab. 3.1 angegebenen Kodierungen.

Erste Base Zweite Base Dritte Base
5'-Ende |U C A G 3'-Ende
U Phe Ser Tyr Cys U
Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser ,»Stop" »Stop" A
Leu Ser L, Stop" Trp G
C Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G
A Ile Thr Asn Ser U
Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A
Met (Start) |Thr Lys Arg G
G Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

Tab. 3.1 Der genetische Code

Eine weitere bekannte Darstellungsart fiir die Kodierungen ist die Codesonne (Abb. 3.1), die
von innen nach auflen zu lesen ist.
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Abb. 3.1 Die Codesonne

Heute besteht kein Zweifel mehr, dass die Code-Worter der Tab. 3.1 fiir alle Organismen auf
der Erde gelten. Daraus folgt, dass der genetische Code universell ist.
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1V. Die Transkription

Die Transkription ist der erste Schritt der Proteinsynthese. In dieser Phase wird die genetische
Information von der DNA auf die Messenger-RNA (mRNA, s. Tab. 2.1) kopiert, um sie dann
an anderer Stelle zu verwerten. Die Transkription gliedert sich in drei Abschnitte; die
Initiation, die Elongation und die Termination.

IV.1 Initiation (Kettenstart)

IV.1.1 Der Promotor

Die mRNA-Synthese sollte nicht irgendwo auf der DNA beginnen, sondern genau vor einem
Gen. Es sollte auch nicht irgendein Strang transkribiert werden, sondern nur der Strang,
dessen Transkript die genetische Information triagt, der codogene Strang.

Die RNA-Polymerase, das Enzym zur RNA-Polymerisation, bindet bevorzugt an Stellen auf
der DNA, die vor einem Genanfang liegen. Eine solche Erkennungs- und Bindungsstelle
nennt man Promotor.

Um die Promotorregion zu finden, bildet die RNA-Polymerase zunédchst eine schwache
Bindung mit irgendeiner Stelle auf der DNA. Von dort aus gleitet sie an der DNA entlang,
d.h. sie 16st und bindet sich im Wechsel, bis sie auf eine Promotor-Sequenz trifft, an der sie
dann mit groBer Stabilitit haften bleibt.

IV.1.2 Ereignisse am Promotor

Nun selektiert die RNA-Polymerase den codogenen Strang, das ist der Strang, der vom 3°-
Ende zum 5°-Ende transkribiert wird, und 6ffnet die Basenpaare der DNA, um diese zu
entwinden (Abb. 4.1).

komplementarer _
Strang Initialisierungsstelle Terminator-Codon
\ .~ (Starter-Codon)

gf;m?\ s \{‘*;\ Wm@%@%@%@&@ﬁ@&@ﬁ@@@ﬁg'
1 i ,\\ .
Spiralisierung Entwindung der DNA

der DNA Codogener Strang

Abb. 4.1 Initiation am Promotor

IV.2 Elongation (Kettenwachstum)

Nachdem ein Stiick der DNA nach dem Promotor entwunden wurde, bilden sich schon die
ersten komplementéren Ribonukleotide in Richtung 3’-Ende der mRNA-Kette. Aber erst
wenn die mRNA-Stiicke eine Lange von 12 oder mehr Nukleotiden erreicht haben, geht der
Initial-Komplex in den Elongations-Komplex iiber. Dabei verdndert die RNA-Polymerase
ithre Struktur, einige Untereinheiten werden abgespalten.

Das Prinzip der Kettenverldngerung (Abb. 4.2) liegt in der standigen Wiederholung der
Reaktionsfolge:
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1. Auswahl des passenden Nucleotids,
2. dessen Anheftung an das 3'-Ende und
3. Bewegung des Enzyms relativ zur DNA-Matrize.
Dies lduft mit einer Geschwindigkeit von durchschnittlich 30 - 60 Nucleotiden / Sekunde bei

optimalen Bedingungen (37°C) ab.

Richtung der
Transcription /

RNA-Polymerase

mRNA %y i‘v

Abb. 4.2 Kettenwachstum

Nukleosidtriphosphate

IV.3 Termination (Kettenabbruch)

Das Ende eines Transkriptionsabschnittes auf der DNA bezeichnet man als Terminator. Dort
kommt die RNA-Polymerase zum Stillstand und die synthetisierte mRNA und die RNA-

Polymerase werden freigesetzt.

IV.4 mRNA-Reifung

Eukaryonten'-Gene enthalten meist
nicht fortlaufend Information,
sondern sind durch Nonsens- und
andere Sequenzen unterbrochen.
Man nennt diese Abschnitte Introns.
Kodierende Sequenzen werden als
Exons bezeichnet. Je komplexer der
Organismus, desto umfangreicher
sind die Introns in deren Gene.
Nach der Transkription des Gens
erfolg ein Prozess, der die mRNA so
bearbeitet, dass die Introns entfernt
werden. Diesen Vorgang nennt man
mRNA-Reifung, das
Herausschneiden der Introns heif3t
RNA-Splicing.

In der Abb. 4.3 ist die mRNA-
Reifung am Beispiel der
Transkription des Ovalbumin-Gens
zu sehen.

Start Exons Introns  Stop
b TN }

_:IZIZ-Z-I_:} OH
15 Capping

5

§-Cap + OH

l Polyadenylation
S* Cap | TN TN T T T N AAA,-OH
[ 7.700 Mucleotide -

Introns werden durch

mREMNA -Abschrift l "Splicing” entfernt

-,
s'-Cap -WCITTTT] - AAAL—OH
el -7 —
Mucleotide
l Translation
Owvalbumin-

Frotein
HaM COOH

Abb. 4.3 Reifung der mRNA bei Eukaryonten

! Eukaryont — Lebewesen, dessen Zelle einen Zellkern mit Doppelmembran und Chromosomen besitzt (alle ein-

oder vielzelligen Tiere, Pflanzen und Pilze)
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Vor dem Herausschneiden der Introns wird die mRNA noch fiir den Transport aus dem
Zellkern (Nukleus) durch die Kernporen ins Zellplasma (Cytoplasma) etwas aufbereitet. An
das 5’-Ende wird einen Art Kappe aus mehreren 7-Methylguanin-Molekiilen (einer
modifizierten Base) angehingt, die spiter wichtig fiir die Bindung an das Ribosom' ist. Dieser
Vorgang wird als Capping bezeichnet. An das 3’-Ende wird eine Sequenz von bis zu 200
AMP?*-Nukleotide addiert (Polyadenylation), bekannt als Poly-A. Ihre Funktion ist noch nicht
bekannt. Nun binden fiir den Transport ins Cytoplasma noch einige Proteine an die mRNA
und der Ribonukleoprotein-Komplex diffundiert zu den Ribosomen.

Zusammenfassung der mRNA-Reifung:
1. 5'Ende Modifikation der mRNA (Capping)

2. 3' Ende Modifikation der mRNA (Polyadenylation)
3. Splicing

! Ribosom — siehe V. 2 Ribosomen
2 AMP - Adenosinmonophosphat
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V. Die Translation

Nachdem die mRNA nach der Transkription zu den Ribosomen diffundiert ist, um dort in
Proteine tibersetzt zu werden, heften sich diese an die mRNA. Die Aminosduren werden von
speziellen Transfer-Molekiilen zu den Ribosomen herangetragen, den tRNAs.

Bei der Translation wird die mRNA-Codonsequenz in eine Aminosiuresequenz iibersetzt.

V.1 Transfer-RNA (tRNA)

In jeder Zelle gibt es iiber 20 verschiedene tRNA-Typen, fiir
jede Aminoséure eine eigene tRNA.

Die tRNAs fungieren als eine Art Ubersetzermolekiile, da sie
an einem Ende eine spezifische Aminosiure und am anderen
ein Anticodon besitzen (Abb. 5.1), das auf ein bestimmtes T-Schleife
Codon der mRNA passt. Die Anticodon-Schleife dient zum D-Schieife
Abtasten der mRNA und die beiden anderen Schleifen
besitzen eine Funktion bei der Anheftung im Ribosom.
Die tRNA in Abb. 5.1 wiirde sich an das Codon UUC der
mRNA binden und die Aminosdure Phenylalanin
transportieren.

S'-Ende

Anticodon

Abb. 5.1 Primérstruktur einer
tRNA

V.2 Ribosomen

Eine Zelle besitzt tausende von Ribosomen. Sie kommen in Eukaryonten frei vor oder
gebunden an das endoplasmatische Retikulum' (ER) oder die Kernmembran. Auch in
Mitochondrien® und Chloroplasten3 findet man sie, allerdings sind sie dort so klein, wie die

Ribosomen der Bakterien. Sie bestehen zu% aus ribosomaler RNA (rRNA) und% aus Protein.

kleine
Untereinheit

grofie
Untereinheit

/
L

Seitenansicht Vorderansicht

Abb 5.2 Aufbau eines eukaryotischen Ribosoms

! endoplasmatisches Retikulum — Réhren- und Zysternensystem im Cytoplasma; dient dem Stofftransport und ist
Ort der Proteinsynthese

? Mitochondrium — dient der Zelle zur Energiegewinnung

? Chloroplast — nur in pflanzlichen Zellen; Ort der Photosynthese
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Der typische Aufbau eines eukaryontischen Ribosoms ist in Abb. 5.2 dargestellt. Dabei

erkennt man eine grofle und eine kleine Untereinheit.

An den Ribosomen werden die aminosdurebeladenen tRNAs an die entsprechenden Codons
der mRNA angelagert und nebeneinanderliegende Aminosduren zu einem Polypeptid

verkniipft.

V.3 Ablauf der Translation

Die mRNA enthilt am Genanfang ein sogenanntes
Starter-Codon und am Ende ein Stop-Codon. Beide
sind fiir den Beginn der Translation am Ribosom und
die Beendigung notwendig.

Grundsatzlich 14uft die Translation so ab, dass die
beiden Untereinheiten der Ribosomen die mRNA
umschlieen und mit Aminosduren beladene t-RNAs
mit ihrem Anticodon die mRNA Stiick fiir Stiick
abtasten (Abb. 5.3).

Dieser Vorgang beginnt mit dem Starter-Codon und
endet mit dem Terminator-Codon.

Der gesamte Ablauf geschieht in 3 Phasen:

- Initiation

- Elongation und
- Terminierung.

V.3.1 Initiation

beladene
2 -RMNAS

nur eine t-RNA mit dem
richtigen Anticodon passt
an die mRNA im Ribosom

nichtpassende t-RNAS

%\i%i'

Abb. 5.3 Abtastung der mRNA

Zu Beginn der Translation bindet sich die kleine Untereinheit des Ribosoms an die mRNA,
danach eine Initiator-tRNA, die F-Met-tRNA, an die Stelle, an der sich das Starter-Codon
(AUG) befindet. Zwischen dem Anticodon der t-RNA und dem Starter-Codon kommt es
mittels Wasserstoffbriickenbindungen zu Basenpaarungen.

Oft binden sich mehrere Ribosomen gleichzeitig hintereinander an eine mRNA, so dass fast
parallel Polypeptidketten mit steigender Kettenldnge entstehen. So aufgereihte Ribosomen

nennt man Polysomen (Abb 5.4).
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Die Initiator-tRNA besitzt als Aminosdure ein am Amninoende formyliertes Methionin, das
dafiir sorgt, dass die zu kniipfende Peptidbindung nur an der Carboxylgruppe entstehen kann

(Abb. 5.5).

Danach vervollstindigt die gro3e ribosomale Untereinheit den Initiatorkomplex, indem sie
sich an die kleine Einheit anlagert. Die grofle Untereinheit besitzt 2 Bindungsstellen fiir t-

RNAs:
- den A-Ort (A-Site — Eingang) und
- den P-Ort (P-Site — Ausgang).

Die kleine Ribosomen-Untereinhel
bindet an die mRNA. Die Initiator-
t-RNA (F-Met) bindet ebenfalls

an diese Stelle.

Kleine Untereinheit
des Ribosoms

P site Starter-Codon mRMNA

~.. groBe ribosomale
Untereinheit

A site

Abb. 5.5 Initiation

V.3.2 Elongation

it

Die Initiator-t-RNA wandert

in den P-Ort. Eine neue

t-RNA bindet an den A-Ort.
NHY

Pro-tRNA (3

Abb. 5.6 Elongation

Peptidbindung wird gebildet;
der Komplex wandert in den
P-Ort, die Initiator verlalit das
Ribosom.

E}FMH—PRNA
NH;
iy i

Das Ribosom wandert
wvon 5" in 3'-Richtung
um ein Codon

Nun wandert der Initiator-tRNA-Komplex ein Codon weiter in den P-Ort (Abb 5.6). Der A-
Ort wird frei flir die nichste passende tRNA mit dem entsprechenden Anticodon. Nach der
Bindung an die mRNA wird zwischen den Aminosduren der beiden tRNAs eine

Peptidbindung gekniipft.

Die unbeladene F-Met-tRNA verldsst das Ribosom und die verbliebene tRNA wandert in den
P-Ort. Dieser Vorgang geht in 5’- 3’-Richtung weiter. Immer neue passende, beladene t-
RNAs binden an den A-Ort, die Peptidbindung wird gekniipft, rutschen ein Codon weiter in

den P-Ort usw. bis zum Stop-Codon.

V.3.3 Terminierung

Am Terminator-Codon (UAA, UAG, oder UGA) bricht die Synthese wegen des Fehlens einer
passenden tRNA ab, die beiden Ribosomen-Untereinheiten fallen von der mRNA ab (Abb.

5.7).

Nun liegt das synthetisierte Protein in seiner Primérstruktur vor und kann nun zu héheren
Strukturen reifen. Die mRNA wird zerlegt und steht nun wieder fiir die Transkription zur

Verfligung.
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Gelangt das Ribosom zu einem

Stop-Codon, gibt es keine passende
i t-RNA und die Translation bricht ab,

die Polypeptidkette wird freigesetzt.

AVl
/"

A

Stop-Codon Stop-Godon

.

Abb. 5.7 Terminierung
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VI. Die Genregulation

Organismen haben Mechanismen entwickelt, mit denen sie die Gene nach Bedarf regulieren
konnen, da nicht alle Genprodukte stindig gebraucht werden. Gene, die stindig abgelesen
werden nennt man konstitutive Gene, sonst regulierte Gene.

Uber die Genregulation soll hier nur ein kurzer Uberblick gegeben werden.

VI.1 Das Operon-Modell

Das Operon ist eine Funktionseinheit bestehend aus dem Promotor, dem Operatorgen und den
Strukturgenen (Abb. 6.1, Abb. 6.2).

Operon

A
r N

Promotor |Operator S0 52 S

Abb. 6.1 Operon-Modell nach Jacob und Monod

Operon |
oo T
| |
Promotor I ‘ Operator I Strukturgene
% F 4
'\\/,-'
. Enzvme
kontrolieren Strukturgene Proteine
- Bindungsstelle fiir RNA- - Operator und Repressor blockieren
Polymerase ENA-Polymerase
- Startpunlt fiir Transkription - kontrolliert Funktionseinheit Operon
Repressor
it aktiver Form m maktiver Form

Abb. 6.2 Das Operon

V1.2 Substratinduktion

Bei der Substratinduktion wird der am Operator befindliche Repressor, der an anderer Stelle
im Genom gebildet wurde, durch das Anlagern eines Substrates inaktiv und die RNA-
Polymerase kann nun mit der Transkription der Strukturgene beginnen. Nachdem die
Strukturgene transkribiert wurden und die entstandene mRNA translatiert, kann das Protein,
meist ein Enzym, reifen und das Substrat abbauen. Somit wird der Repressor wieder aktiv und
blockiert das Operon am Operator (Abb. 6.3).
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lac-Operon

A
4 N

Regulator Promotor | Operator 51 52 53
M_ri
'*_’ A
m-RNA
bildet Polvmerase

EI/_\,j aktiv
Y h J k4

epressor , )
R
keine Enzvm-Synthese, weil Operator durch

Repressor blockiert wird, deshalb kann die
l m-RNA 5,5 nicht ablesen.

inaktiver maktiver Repressor kann sich auferund seiner
m Repressor > sednderten Form nicht in den Operator setzen,
die m-RNA kann die 51-3 ablesen und die
Enzym-Synthese kann ablaufen
[

Abb. 6.3 Substratinduktion am Beispiel des lac-Operons

Das Substrat Lactose inaktiviert den Repressor, so dass die mRNA-Polymerase die Strukturgene des lac-
Operons transkribieren kann und das Enzym Lactase gebildet werden kann, das die Lactose dann abbauen
kann.

ACTOSS

V1.3 Endproduktrepression

Bei der Endproduktrepression liegt der Repressor inaktiv vor, so dass die Strukturgene
ungehindert transkribiert werden konnen. Das fertige Genprodukt, also das Protein, dndert
dann die Struktur des Repressors und macht diesen somit aktiv. Dadurch wird das Operon am
Operatorgen blockiert und die Transkription wird gestoppt. Wird das am Repressorprotein
angelagerte Protein durch andere Substanzen veridndert (Abbau, Umstrukturierung), geht der
Repressor wieder in den inaktiven Zustand und die Synthese beginnt erneut (Abb. 6.4).
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try-Operon
_A_

-~

Regulator Promotor | Operator 5 S S3 Ny
¥,
m-RMNA
bildet Polymerase
E, E,
m inaktiv
L J v ¥

Repressor

l A Tryptophan

oy .

akliver
[Repressor

Enzymsynthese ward
sestoppt

Vior-

Abb. 6.4 Endproduktrepression am Beispiel des try-Operon

Die Strukturgene vom try-Operon werden transkribiert und Tryptophan wird gebildet. Dieses aktiviert
jetzt den Repressor, welches wiederum das try-Operon blockiert.
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VII. Genomics'

Um die Gene eines Organismus zu untersuchen, muss man folgende Schritte durchfiihren:
- Zerlegen der langen natiirlichen DNA-Fédden in definierte Abschnitte (Restriktion)
- Trennung der einzelnen DNA-Abschnitte voneinander (Herstellen einer Genom-
Bibliothek)
- Isolierung und Vermehrung eines gesuchten DNA-Abschnittes mit nachfolgender
molekularbiologischer Analyse (Bestimmung der DNA-Sequenz, Untersuchung des
kodierten Proteins u.a.).

VII.1 Zerlegen der DNA

Die notwendigen Werkzeuge zur Zerlegung natiirlicher DNA-Molekiile heiflen
Restriktionsnukleasen. Diese Enzyme erkennen kurze Nukleotid-Sequenzen, an denen sie
einen DNA-Strang schneiden. Bei diesem Schneiden wird immer die gleiche Kollektion von
DNA-Stiicken produziert, egal, wann und wo ein gegebenes Genom mit einer gegebenen
Restriktionsnuklease behandelt wird.

VII.2 Herstellen einer Genom-Bibliothek

Aber diese Kollektion ist ein sehr komplexes Gemisch von Molekiilen. Es kommt darauf an,
die einzelnen Bestandteile des Gemisches sauber voneinander zu trennen.

Dies geschieht mit Hilfe bakteriologischer Verfahren. DNA lésst sich gut in entsprechend
vorbehandelte Bakterien libertragen, aber Restriktionsfragmente wiirden nach Aufnahme in
Bakterien schnell abgebaut und verlorengehen. Deswegen miissen die Restriktionsfragmente
in Ubertriiger (Vektoren) eingebaut werden.

Gebriuchliche Vektoren sind Plasmiden®, Bakteriophagen® oder einer Kombination aus
beiden.

Die Bakterien mit verdnderten Plasmiden oder der injizierten DNA der Bakteriophagen
vermehren sich nun auf Nihrboden zu Kolonien. Durch die Verteilung der Bakterien in
einzelne unabhéngige Kolonien gelingt eine Auftrennung des Gemisches von
Restriktionsfragmenten der Fremd-DNA in die einzelnen Komponenten. Jede Kolonie besteht
aus zahlreichen Bakterien, die alle das identische Stiick Fremd-DNA in ithrem Vektor-Plasmid
tragen. Dieser Vorgang wird auch als Klonieren bezeichnet und das Restriktionsfragment in
einer Kolonie als DNA-Klon.

Jetzt steht dem Molekularbiologen ein in Einzelstiicke aufgeteiltes Genom fiir weitere
Untersuchungen zur Verfiigung. Man spricht von einer Genom-Bibliothek. Aus dieser
Bibliothek kann nun jedes interessante Genom-Stiick entnommen und genauer untersucht
werden.

VIL.2.1 cDNA-Bibliotheken
Eine typische Saugetier-Zelle enthélt 10.000-30.000 mRNA-Arten, von denen viele selten
sind und in zehn oder weniger Kopien/Zelle vorkommen. Eine genaue Untersuchung ihrer Art

' Genomics — gemeint ist die Untersuchung aller Gene oder einer méglichst groBen Anzahl von Genen eines
Organismus

? Plasmiden — DNA der Bakterien, deren Enden sich zu einem Kreis verbunden haben

? Bakteriophagen — Viren der Bakterien, die ihre DNA oder RNA in Bakterien injizieren und sich so vermehren
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und Menge ist fiir Genetiker wichtig, weil sie Aufschluss liber den interessantesten Teil des
Genoms gibt, ndmlich liber den Teil, der Gene tragt und aktiv transkribiert wird. Aber jeder
Versuch einer direkten biochemischen Analyse solcher mRNA-Arten wire von vornherein
aussichtslos. Hier sind gentechnische Verfahren die einzig mogliche Losung.

Das wesentliche dieser Verfahren kann in zwei Aussagen zusammengefasst werden: Erstens,
die RNA-Sequenzen werden in DNA-Sequenzen {iberfiihrt, mit Hilfe des Enzyms reverse
Transkriptase. So wird von einer RNA eine DNA-Kopie gemacht: copy-DNA oder kurz:
cDNA. Zweitens, konnen DNAs dann, wie andere DNA-Stiicke, in Vektoren eingebaut und
kloniert werden. Damit erreicht man eine Trennung des sonst unauflosbaren Gemisches von
mRNA und hat die Moglichkeit zur Produktion beliebig groBer Mengen von interessanten
Sequenzen.

VII.3 Sequenzieren

Molekularbiologen verwenden hauptsdchlich zwei Verfahren zur Bestimmung von DNA-
Sequenzen, die chemische Methode von A. M. Maxam und W. Gilbert (1977) und die
biochemische Didesoxy- oder Kettenabbruch-Methode von F. Sanger (1977).

VIL3.1 Didesoxy- oder Kettenabbruch-Methode

Obwohl die Kettenabbruch-Methode umstiandlich ist, wurde sie von den meisten
Experimentatoren, wegen ihrer Verldsslichkeit und Genauigkeit, bevorzugt. Mit Hilfe des
Verfahrens wurden mehr als 95% der vielen DNA-Sequenzen gewonnen, die in den
internationalen Datenbanken gespeichert sind.

In der Praxis lassen sich auf diese Weise einige hundert Nukleotide einer DNA-Sequenz in
einem Experiment bestimmen. Um noch ldngere DNA-Stiicke sequenzieren zu konnen, muss
die Ausgangs-DNA zuerst in handliche Stiicke zerlegt werden.

Aufgrund der Komplexitét dieses Verfahrens sei an dieser Stelle nur das Endprodukt und
dessen Auswertung in Abb. 7.1 gezeigt. Auf der linken Seite ist das Sequenz-Gel zusehen und
rechts die computerunterstiitzte Auswertung. Dabei wurde die Sequenz in Doppelstrang-Form
ausgedruckt und die kodierte Aminosdure-Sequenz (rot) abgeleitet.

10 20 30 40
GCCACCTCTC GTAAACGGAA AGAAGAATTA GCTGAAGCAT

CGGTGGAGAG CATTTGCCTT TCTTCTTAAT CGACTTCGTA
A T S R K R K E E L A E A

50 60 70 80
TGAAAAAGCT TATTTTATCT AAGGGCAAAA CACCAGCTCT

ACTTTTTCGA ATAAAATAGA TTCCCGTTTT GTGGTCGAGAT
L K K L 1 L 5 K G K T P A L

S0 100 10 120
AAAATACCAG CAACTTTTTG AAGATATTCG GGGACAATCT
TTTTATGGTC GTTGAAAAAC TTCTATAAGC CCCTGTTAGA

Q Q L F E D I R G Q 5

130 140 150 160
GACATAGCAA TTACTAAAGA TATGTTTGAA GAAGCACTGC

CTGTATCGTT AATGATTTCT ATACAAACTT CTTCGTGACG
D 1 A I T K D M F E E A L

170
GTGCCCTGGC

CACGGGACCG
R A L A

48
3

ACGT

Abb. 7.1 Anwendung der Kettenabbruch-Methode
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VII1.4 Monitoring von Genexpressionen mittels DNA-Microarrays

DNA-Chips — auch als Gen-Chips oder DNA-Microarrays bezeichnet — wurden in den frithen
90er-Jahren des 20. Jahrhunderts entwickelt. Die Firma Affymetrix, Inc. in Santa Clara,
Kalifornien USA, hatte die Idee, tausende DNA-Sonden auf Glas-Mikrochips aufzubringen,
dhnlich wie Transistoren auf Silikon. Dazu wurden die Methoden zur Erzeugung von
Computer-Chips neu adaptiert. Affymetrix produziert zur Zeit mehr als 100.000 Chips pro
Jahr.

Alle DNA-Chips und -Microarrays sind nicht anderes als eine geordnete Sammlung von
DNA-Molekiilen von bekannter Sequenz (= Array). So ein Array ist gewohnlich in Form
eines Rechtecks oder Quadrates angeordnet. Es kann aus nur einigen hundert aber auch aus
einigen zehntausend Einheiten bestehen (z.B.: 60x40, 100x100 oder 300x500). Jede Einheit
ist ein Ortlich genau definierter Punkt auf der Glasoberfldche mit einem Durchmesser von
weniger als 200um. Sie enthélt Millionen von Kopien eines genau definierten, kurzen DNA-
Stiickes. Im Computer ist die Information, wo sich welche DNA in einem Array befindet,
abrufbar.

Die so auf den Chips angebrachten DNA-Stiicke (DNA-Sonden) binden nun ein
komplementires DNA-Fragment aus der Probelosung. Jede DNA-Sonde kann aus einem
komplexen Gemisch aus Millionen von verschiedenen DNA-Molekiilen genau jenes
herausfinden, das genetisch perfekt iibereinstimmt (ein Prozess, den man als Hybridisierung'
bezeichnet). Die DNA-Fragmente bleiben daher auf einem genau definierten Punkt des DNA-
Chips fixiert. Die DNA-Fragmente werden vor dem Versuch mit fluoreszierenden Farbstoffen
versehen, so dass diese Punkte unter dem Laserlicht aufleuchten und so leicht nachgewiesen
werden koénnen. So erhidlt man dann Bilder von DNA-Arrays, wie in Abb. 7.2 zu sehen ist.
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Abb. 7.2 Mit einem Scanner ausgewertetes Array

! Hybridisierung - zwei einzelstringige Nukleinsiuremolekiile bilden Basenpaarungen miteinander aus
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Ein typischer Arbeitsablauf bei einem Arraying-Experiment, besteht meist aus den folgenden
Schritten:
- Herstellung des Microarrays (manuell, mit einem Arrayer oder bestellen bei einer
dafiir spezialisierten Firma)
- Préparation der mRNA einer Zellkultur und Umwandlung in cDNA. Die hergestellte
cDNA wird mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert
- Hybridisierung der cDNA mit den DNA-Sonden auf dem Microarray
- Auswertung mit einem Laserscanner

Ein Beispiel ist eine Untersuchung, die feststellt, welche Gene in menschlichen Brustkrebs-
Zellen und welche in menschlichen Melanom-Zellen angeschaltet sind. Dazu wird zunéchst
die mRNA aus beiden Zelltypen isoliert und in cDNA umgewandelt und mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die Brustkrebs-cDNA mit einem rot und die Melanom-
c¢DNA mit einem griin fluoreszierenden Farbstoff. Dann wird die cDNA mit dem Array in
Kontakt gebracht, es erfolgt die Hybridisierung. Die DNA-Sonden auf den Microarray-
Punkten binden jeweils die cDNA-Molekiile aus dem Gemisch, die genetisch identisch sind.
Mit einem Laser wird der Chip abgefahren und ausgewertet. Die Stellen, die cDNAs aus den
Brustkrebszellen gebunden haben, leuchten rot auf. Die Stellen mit gebundenen Melanom-
cDNAs fluoreszieren griin. Stellen, die cDNAs aus beiden Tumorzellen enthalten, leuchten in
der Mischfarbe gelb.

Ein weiteres Beispiel ist in Abb. 7.3 zusehen.

Brepare CONAWrone PrepareMicroarray

Abb. 7.3 Microarray Technologie
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Zusammenfassung

Die Genforschung ist bei weitem kein Gebiet, auf dem schon alles erforscht wurde, sondern
wir befinden uns immer noch am Anfang. Wir haben das menschliche Genom ,,nur*
entschliisselt, seine Expression aber ist uns noch weitgehend unbekannt.

Die Technologie wird weiterhin Einzug in die Biowissenschaften halten und damit
verbunden, wird die Informationsverarbeitung eine stiarkere Rolle spielen. Neben vielen
anderen Teilen der Informatik werden Datenbanken mehr gebraucht werden denn je, um die
Fiille an Informationen zu speichern und zu verwalten, aufzuarbeiten und sich fiir weiterer
Untersuchungen zu nutze zu machen.
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