Klassische Verfahren zur Analyse von
Eukaryoten-DNA

Die DNA-Schmelzanalyse:




Genome unterscheiden sich erheblich in der

Basenzusammensetzung (GC-Gehalt)
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:--__Table 6.3 Relatlve G + C Contents
of Various DNAs

Sources of DNA Percent (G + C)

Dictyostelium (slime mold) 22
Streptococeus pyogenes 34
Vaccima virus 36
Bacillus cereus 37
B. megaterium 38
Hemophilus influenzae 39
Saccharomyces cevevisiae 39
Calf thymus 40
Rat liver 40
Bull sperm 41
Streptocoecus preurmoniae 42
Wheat germ 43
Chicken liver 43
Mouse spleen 44
Salmon sperm 44
B. subtilis 44
T1 bacteriophage 46
Escherichia colt 51
T7 bacteriophage 51
T3 bacteriophage 53
Neurospora crassa 54
Pseudomonas aeruginosa 68
Sarcina lutea 72
Micrococcus lysodeikticus 72
Herpes simplex virus 72
Mycobacterium phlei 73

From Davidson, The Biochemistry of the Nucleic Acids, 8th ed., revised by Adams, et al.
Copyright © Chapman & Hall, London.



Denaturierte (,geschmolzene®) DNA kann
Jreassoziieren“ oder mit ,hybridisieren”

DMA is denatured
by heating Renaturation

(c) RNA
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Nucleic Acid Hybridization



Die DNA-Reassoziation
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Die Kinetik der
DNA-
Reassoziation:

Die
Reassoziationreaktion
wird bestimmt durch
Konzentration und Zeit
Cot
C, = Konzentration t=0
C = Konzentration t

Figure 3.4 A DNA reassociation reaction is described
by the Ct,,
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Rate of reaction

The reaction follows the second order equation

dC = —-kC*?
ar

C is the concentration of DNA that is single-stranded at time ¢

k is a reassociation rate constant.
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Rate of reaction

dC = —kC?
ar

C is the concentration of DNA that is single-stranded at time ¢
. k is a reassociation rate constant.

Progress of reaction fj

| Integrate the rate equation between the limits:
| initial concentration of DNA = Cjat time t = 0;
| concentration remaining single stranded = C after time t
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Rate of reaction

dC = —kC?
ar

C is the concentration of DNA that is single-stranded at time ¢
. k is a reassociation rate constant.

Progress of reaction

Integrate the rate equation between the limits:
| initial concentration of DNA = Cjat time t = 0;
| concentration remaining single stranded = C after time t

c _ 1
o 1 + k.Cyt

When the reaction is half complete at time t = 12

C 3 1 1
Co 2 1+ k.Cpty,
Therefore Coty, = 1_

k

Critical parameter is Cyt,



Fraction reassociated
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Der zeitliche Verlauf einer
DNA-Reassoziation ergibt die C,t-Kurve

Nucleotide pairs
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Fraction reassociated

Die Reassoziationsgeschwindigkeit
Ist ein Mal3 fur die ,Komplexitat* einer DNA

Nucleotide pairs
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Eukaryotische DNAS zeigen eine
,mehrstufige” C,t-Kurve

100

Fraction reassociated (1 —C/C,)

10-4 10-3 10-2 10-1

Percent of genome

Coty,

1.9 630

6.0 x 105 3.0x 108
Repetition frequency 500,000 350 1

Complexity, bp




Die unterschiedlich schnell
reassoziierenden Fraktionen
entsprechen DNA-Elementen

mit unterschiedlichen
Repetitionsgraden



RNAs hybridisieren tberwiegend zusammen
mit der ,single copy* DNA

Percent reassociated
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repetitive repetitive repetitive
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Die hochrepetitive DNA-Fraktion
(Cot ¥2 <0,01):

Palindrome und ,inverted repeats” C,t %2 =0

Satelliten DNA C,t ¥2 <0,01



Die ,sehr schnell* reassoziierende
DNA-Fraktion
(Cot ¥2 <0,01):

Die sehr schnell reassozierende DNA-Fraktion besteht aus mind. drei Komponenten

Palindrome und ,inverted repeats* Ct %2 = 0

Satelliten DNA

Hochrepetitive, interspergierte DNA-Elemente



Palindrome und ,inverted repeats” kdnnen
durch Ruckfaltung eine Doppelhellx bilden:

':':_}A single-stranded _._uclem amd_--:_ma}f Idback
_itself to form a duplex hairpin by. base;pamng

Die Rickfaltung ist unabhéangig
von der Diffusion und ist deshalb
weder von der Zeit
noch von der Konzentration der
Einzelstrang-DNA abhangig.
Die Ruckfaltung erfolgt daher
mit einer sog. ,,Null-Kinetik*,
d.h. mit so hoher Geschwindig-
keit, dass ein zeitlicher Verlauf
nicht messbar ist.

| [Single-stranded loop.

e ..-.‘{ﬁ.‘n.'{ij";-



Die hochrepetitive DNA-Fraktion
(Cot ¥2 <0,01):

Satelliten DNA renaturiert
Mit einem C,t ¥2 <0,01




Satelliten DNA ist urspringlich dadurch
definiert, dass sie sich durch
CsCI-Dichtgradientenzentrifugation
von der Masse der DNA abtrennbar ist

A

ain Satellite




CsClI-Dichtegradientenzentrifugation
Die DNA konzentriert sich im Dichtgradienten an der
Position, die ihrer Schwebdichte entspricht
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Die Schwebdichte einer DNA ist
abhangig von ihrer
Basenzusammensetzung und z. T.
von ihrer Konformation (ss od. ds)

Je hoher der GC-Gehalt
umso hoher ist die Schwebdichte



ODog0

Die meisten Eukaryoten haben
Satelliten-DNAs
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Figure 4.14 Mouse DNA is separated into a main
band and a satellite by centrifugation through a density
gradient of CsCl.
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Manche Organismen besitzen viele
verschiedene Satelliten-DNAs

Drosophila Melanogaster
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Satelliten-DNASs bestehen aus
grof3en Clustern tandem repetitiver
Elemente

I B B

,head-to-tail“ tandem repeats
z.T. in Millionen Kopien



Satelliten-DNAs werden heute In
Makro-, Mini- und Microsatelliten
unterteilt

Die Unterscheidung in diese Kategorien ist nicht eindeutig:
Unterscheidungskriterium ist i. A. die Repeatlange



Makro-Satelliten-DNAS

Makrosatelliten haben typischerweise Repeats
von 50 bis 5000 Bp Lange

z. B. der humane alpha-Satellit hat 172 bp



Oft sind Makrosatelliten-Repeats aus Sub-Repeats aufgebaut
Beispiel Maus Major-Satellit:

'Flgure 4.17 The repeating unit of mouse satellite DNA contains two half-repeats, which are aligned to show the
identities (in color).
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Makrosatelliten sind typischerweise
Im pericentrischen Heterochromatin
lokalisiert




Nahe verwandte Arten kénnen sich erheblich in ihrer
Satelliten-DNA unterscheiden:
Drosophila melanogaster und D. virilis
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Nahe verwandte Arten kdnnen sich erheblich in ihrer Satelliten-DNA
unterscheiden: Chironomus thummi und Ch. piger
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Arten konnen anhand ihrer Satelliten-DNA identifiziert werden:

Anwenduung in der Lebensmitteliiberwachung

Hybridisierung von Wurst-DNA-Extrakten

mit unterschiedlichen speziesspezifischen Sonden
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1% Schaf
96% Schwein
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Die Centromerregionen sind aus einer komplexen Abfolge
verschiedener Satelliten-DNAs aufgebaut:
Beispiel Mensch

() =~ B-satellite
() =—satelliteI
cen—» @ —— g-satellite

ACROCENTRIC
CHROMOSOME

roreerer]

25 —— g-satellite
£ ;
; satellite I
\/ _
. Gy --— g-satellite
g

ROBERTSONIAN
TRANSLOCATION
CHROMOSOME

Multicolor In situ Hybridisierung
Versch. Sat-DNAs an
gespreitetem
Centromer




Die Funktion von Satelliten DNA ist nur partiell bekannt:
z.B. die humane alpha-Sat-DNA ist in der Lage,
Centromere zu bilden

Hamster/Mensch Hybridzelllinie, mit dem Humanchromosom 15 (Pfeil).
Die Centromere von Hamster und Mensch sind mit anti-Cen-Antikorper gefarbt
Der Human-alpha-Satellit ist durch insitu Hybrisierung rot dargestellt
Gyula Hadlaczky Current Opinion in Molecular Therapeutics (2001) 3(2):125-132




Mit Hilfe von alpha-Satelliten-DNA kdnnen
kunstliche Chromosomen erzeugt werden




Mit Hilfe von alpha-Satelliten-DNA konnen
kinstliche Chromosomen erzeugt werden

Cen
Human
Il chromosome
Seaa | b el B . " | Alpha
..-.__';'M.;'-"- satellite E
L | | | array &
i 8
(A) \ (B) o
b : a
YAC Synthetic
array
<t oD v =mEebain . .
s Mix with
:;x-ftl;lr:r:t;rker selectable markers,
1 and ha s talom l human telomeres,
u LA and genomic DNA
Transfer to Transfer to
l HT1080 cells HT1080 cells
Gene Gene
3 _F = NN N N N
A T L T HE e m——"’ B U T T o ue
Tel Tel Tel Tel
e o o Human artificial chromosomes

Figure 1. Schematic view of two strategies for
formation of human artificial chromosomes (HACs).
(A) Matsumoto and colleagues modified YACs
containing human alpha satellite and generated
HACs in human HT1080 cells at high efficiency. (B)
Harrington et al.’ synthesized arrays of alpha satellite
Tedisi o in vitro from a single copy of the repeat, mixed the
synthetic arrays with other components, including
genomic DNA, and generated several stable HACs,
also in HT1080 cells’. In both strategies, the resulting
HACs would ideally contain the sequences shown at
the bottom.




Nicht nur Centromere, sonder auch
Telomere enthalten tandem-repetitive DNA







Heterochromatin ist inaktives Chromatin,
Es erscheint kondensiert und heteropyknotisch




Heterochromatin ist inaktives Chromatin,
es wird haufig unterrepliziert,
Es wird unterschieden in alpha und beta H.




Die Unterreplikation von Heterochromatin zeigt sich im
Fehlen von Satelliten-DNA in polytanen Geweben:
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Heterochromatin
ISt inaktives
Chromatin,

es wird haufig
unterrepliziert,

Manchmal aber
auch nicht:

Beispiel
Chironomus




Heterochromatin verursacht
Positions Effekt Variegation (PEV)

[ naza oukoro
THNA

HopmaneHasa ” E [eTepoxpomMaTiH

¥-xpomocoma

MozaniHele
rnaza

o T
:*':'::_!"!.r':--
n(tiw™ (] Tad ) E&?—

ETh I.l..,ljl 3
Syl




White mottled-4-Mutante




PEV-Entstehung

EUCHROMATIC GENE PEY

HETEROCHROMATIC GENE ACTIVATION
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Mini —und Mikrosatelliten

Im Gegensatz zu Makrosatelliten handelt es sich bel
Mikro- und Minisatelliten um relativ kurze Cluster mit
kurzen bis extrem kurzen Repetitionseinheiten

Die Cluster sind im Euchromatin interspergiert:

[ | ]




Mini —und Mikrosatelliten

Mini- und Mikrosatelliten variieren in der
Zahl der Repeats pro Lokus
auch genannt:
VNTR= variable number of tandem repeats

Him 1 Himf1




SUSPECTS
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kénnen wegen
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Mini- und
Mikrosatelliten
konnen wegen
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hoch-
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Struktur zum
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Gentests In der Krit
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Gene in falschen Handen

Europiische Studie: Mit Gentests wird liederlich umgegangen

Mehr als 730 00 Gentests, nicht einge- |

rechnet die Abertausenden Vaterschafts-
tests und die in |mmcl g,n‘iBﬂcl ?,ahl gcl‘or—
derten E R

Segmenten ein kleiner Posten. Nur etwa 15
Prozent der mehr als 750 Laboratorien, die
Gentests anbieten, werden auf kommerziel-

ler Basis betrieb MLhr als die Hiilfte ge-
hisrt zu of i In

nemn in smd im vergang;

nen Jahr in Europa vorgcnommcn worden.
Ein gewaltig expandicrendes Medizingewer-
be. Und ein zunehmend undurchsichtiges,

Deutschland, das mit etwa %0 Labors euro-
paweit einen der vorderen Plitze ein-

| nimmt, sind allerdings schon anndihernd die

mit Cualititsmingeln und vielen Fmguzr.'iv |

chen versehenes Gewerbe, wie ein vor weni-
gl.n Isg_cn mm Joint Rescarch (‘cnln der

Hiilfte davon in privaten Hiinden.
Kommerzalisierung freilich, das hat die

von den Wissenschaftlern in 21 Lindern |

vorgenommene mehrstufige  prospektive

Be-
nchl klarm,!ll Dabcl geht es | T
um die datensch hitli
chen oder mnsmn. juristischen Fragen, die
die ischer

Gentests mit m:h bringt. Btmﬁnqell wird
vielmehr in einer selten so nachdriicklich

wie klar formulierten Weise der zuweilen |

laxe Umgang mit der Gendiagnostik in zahl-

reichen europdiischen Labors und Kliniken. |

Die Entwicklung kiinnte nach Ansicht der
Autoren, wenn nicht bald etwas Durch-
ifendes bei der Quali herung ge-
schieht, angesichts der enormen Wachs-
tumsraten rasch aus dem Ruder laufen.
Die Defizite werden nicht zum ersten
Mal angesprochen. Vor cinem halben Jahr

Natur und Wissenschaft

Studie deutlicht, gibt offenbar nur dort
AnlaB zur Sorge, wo die Patentierung gene-
tischer Sequenzen oder ganzer Testverfah-
ren die Preise unangemessen in die Hohe
zu treiben droht. Noch aber sind die Preise
nach Ansicht der Experten mil durch-

schnittlich rund 573 Euro pro Test recht mo- |
derat. Die Preisunterschiede allerdings ha- |

ben den grenziiberschreitenden |, Test-Tou-
rismus* wohl schon angeheizt. Wenn etwa

| ein Gentest in der Schweiz im Schnitt fast
| 700 Euro, in GroBbritannien und Belgien

aber knapp 200 und in Kroatien gar nur 100
Euro kostet, ist der Anreiz groB, die Probe
ins Ausland zu schicken. Viele Labore, in ei-
ner zitierten OECD-Studie anniéhernd die
Hiilfte, gaben in Befragungen an, Proben
aus dem Ausland zu bearbeiten. Dieser
Test-Tourismus wird noch dadurch gefir-
dert, dafl Gentests fiir viele der Hunderte
von Krankheiten, fir die mittlerweile eine

‘Weitere Berichie tiglich
auf der zweiten Seite des Feuilletons

schon hatte die Deutsche Forschungsge-
meinschaft in einer Stellungnahme Zur pri-
diktiven genetischen Diagnostik
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vor allem das Bundesgesundheitsmini
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molekulargenetische Diagnose erhiiltlich
ist, nur in bestimmten Lindern angeboten
werden. Die meisten Gentests, fast 200 000,
wurden im Jahr 2001 in Italien vorgenom-
men, Es folgten GroBbritannicn mit rund
60 000 und Belgien mit etwa 50 000,

Wie sorgfiltig aber dort und anderswo
gearbeitet wird, li61 sich nach den Untersu-
chungen der européischen Forschergruppe
kaum ermessen. Denn die wenigsten Labo-
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an Prog Zur
Qualitatssicherung, wie es vor ciniger Zeit
etwa in Deutschland fibr bestimmte Krank-
heiten initiiert wurde, sei bestenfalls | frag-
mentarisch und unvollstiindig”. Anniihernd
die Hilfte der untersuchten Labore unter-
liegt keinerlei offiziellen Pritfungen, und
mehr als ein Drittel bietet Tests an, deren
Gilte durch keinerlei externe Qualititspril-
fung - der ,Goldstandard* der Qualitiitssi-
cherung — belegt ist. Hinzu kommi, daB in
verschiedenen Lindern vollig unterschied-
liche MaBstibe an die A sol-

gen habe. Das Ergebnis der U

cher Lat fen und an die Auv.'buldnng

ditrfe zudem , dem genetisch U h
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Mikrosatelliten, sog. Triplett-Repeats sind eine
haufige Ursache genetisch bedingter
Krankheiten

z. B. Chorea Huntington (Veitstanz)
oder Fragiles X-Syndrom

Dabei handelt es sich um instabile Anzahl von 3-Basen-Repeats in Genen,
Dies kann sowohl im codierenden wie auch im nicht-codierenden Bereich sein



Beispiel Fragiles X-Syndrom
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Amows in and near FAMA T mark the localions of thres palymorphisms,

Die Zahl der Repeats
entscheidet tber die
Schwere der Krankheit
Je mehr Repeats,
Umso grof3er die
Wahrscheinlichkeit,
dass noch mehr
Repeats entstehen.
Ab 200 Repeats ist die
Krankheit voll entwickelt

22 29 97 29 20

22 90 ~500

=200 =200



Beispiele fur Erkrankungen durch
Trinukleotidrepeats

ILLUSTRATION: H. BISHCP

!

Myotcmc Dystrophy/(myotonin-kinase):

SOURCE: STEPHEN WARREN

Where they’re located. Trinucleotide repeats occur at different sites in
genes. The numbers give their normal size ranges and the SOlld bars mdl-
cate the genes’ proteln—codlng segments_

gc_ie,m-ét S““": 4%



Wie kann
Satelliten-
DNA

entstehen?
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FUr Mikro-
Satelliten-
DNA wird das
Slippage-
Replication-
Modell
angenommen

Ewn #s%einwnﬁ von
"emple rcpca.-l-s

durch
(e : " . e
sl PPage rep Lica.tion

5' CALCAGCAGCAGLCAG 3'
JIG!TC C"ITCC-!TCG'ITCC"TC eae

g NA - Folymerase
AL/ 3 .
Sc AQ CARCAG —P Q@WZ/.LM. qen
GICOTCAT TE oo
GaTe Gl GICJG\TC,' [ :

“ /©

o
'Slippage “ (DNA- Patymemse )
= “rutscly

| ' 'DUH—%[ymepm

g A
GfcaaT AG IZqol, Lo.ho.,,
G‘Tc ATC,GTC ATC GTC,
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Repeat 2 +3 werden
wef*dappgé{_/




