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Ohne DNA-Replikation gibt es  
nichts zu verteilen.... 



DNA replication at work 





Modelle der DNA-Replikation 

semi-konservativ konservativ dispersiv 



Das Meselson/Stahl- 
Experiment (1958) 

Mathew
Meselson

Franklin
Stahl

• E. coli für 12 Std. in 15N-Medium > DNA höherer Dichte

• Anschließendes Zurückhalten einer 15N-Probe (Generation 0) 
und Überführen der restlichen Kultur in 14N-Medium

• Weitere drei Probennahmen nach jeder Verdoppelung der 
Zellkultur (Generationen 1-3)

• Messung der DNA-Dichte durch CsCl-
  Gleichgewichts-Dichtezentrifugation



Generation 0

G 1

G 2

G 3

15N-Medium
(mehrere Gen.)

14N-
Medium

14N-
Medium

14N-
Medium

Kontrolle

Kontrolle

„schwer“
„mittel“

„leicht“

1 : 1 : 0

6 : 2 : 0

0 : 1 : 0

Das Meselson/Stahl-Experiment 

KON



Das Taylor- 
Experiment  
(1957) 
...zeigt semi-konservative 
Replikation bei eukaryot. 
Chromosomen 

Lit: Klug/Cummings/Spencer - Genetik 
S. 374 



Die Polymerisation von DNA  

A T

G C
Einbau neuer Nukleotide 
mit komplementären 
Basen anhand  
der Vorlage des  
Matrizen-Stranges. 
 
Es ist ein PRIMER 
mit einem freien 
3‘OH-Ende notwendig! 
 



Aktives Zentrum der DNA-Pol 
DNA Pol hat  
Mg++ Ionen im aktiven 
Zentrum. 
 
Ion A schwächt OH-Bindung 
und erhöht nukleophile 
Reaktivität des O-Atoms. 
 
Ion B neutralisiert z. T. 
die negative Ladung des  
PPi. 

Watson JD et al. , Molekularbiologie (Pearson) 

5‘ 

5‘ 
3‘ 

3‘ 



Arthur 
Kornberg 

Severo 
Ochoa 

1958 

DNA-Polymerasen 

• alle bekannten DNA-Polymerase synthetisieren DNA   
  von 5‘ nach 3‘  
 
• alle DNA-Polymerasen benötigen zum Start ein 
  freies 3‘OH-Ende, das von einem „Primer“ geliefert 
  werden muss. 
 
(nur RNA-Polymerasen kommen ohne Primer aus) 



DNA-Polymerasen haben oft  
mehrere Funktionen  

DNA-Polymerase I 
aus E. coli 

• 5‘ > 3‘ Polymerase-Funktion 
 
• 5‘ > 3‘ Exonuklease-Funktion:  
               Primerentfernung, Reparatur 
 
• 3‘ > 5‘ Exonuklease-Funktion:  
              „Korrektur-Lesen“ 



Vorlesung „Mutationen und  
Reparatur“, Jan 2019 



Dennoch: bisweilen ist die DNA-Replikation 
fehlerhaft und erzeugt Mutationen! 

Jonsson et al. 2017, Nature: 

• ein Kind von 30jährigen Eltern 
erbt ca. 11 Neumutationen von  
Mutter und ca. 45 vom Vater! 
 
• denn: Spermium eines 20jährigen 
hat 160 Replikationsrunden hinter 
sich, das eines 40jährigen 610! 
 
• diese Neumutationen können 
Grund für seltene genetische 
Erkrankungen sein 
https://www.theguardian.com/science/2017/sep/
20/fathers-pass-on-four-times-as-many-new-genetic-mutations-as-mothers-study



Die DNA-Replikation muss „semi- 
diskontinuierlich“ verlaufen 

Startpunkt einer bi-direktionalen Replikation (Euk.)



 
• auf dem Leit-Strang („leading strand) kann die 
DNA-Synthese kontinuierlich erfolgen 
 
• auf dem Folge-Strang („lagging strand“) erfolgt 
die Replikation diskontinuierlich in kleineren 
Abschnitten (= Okazaki-Fragmente) 
 

Wir halten fest… 

Tsuneko & Reiji Okazaki 1968 



DNA-Synthese startet  
von RNA-Primern aus! 

• beide Stränge werden  
  ausgehend von RNA-Primern  
  repliziert 
 
• RNA-Primer werden 
  von einer speziellen RNA- 
  Polymerase („Primase“)  
  synthetisiert 
 
• Grund: RNA-Polymerasen 
  können ohne bereits  
  existierendes 3‘OH-Ende  
  eine Synthese beginnen 



RNA-Primer müssen raus! 

• Primer-Entfernung erfolgt durch 
5‘>3‘ Exonuklease-Aktivität 
der DNA-Polymerase  
(oder durch RNase H, s.u.) 
 
 
 
• Okazaki-Fragmente werden 
durch DNA-Ligasen verknüpft 
(diese verbinden 5‘P-Ende mit  
3‘OH-Ende) 
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Cell, Mai 2012

Lange Zeit übersehen: 
 
RNase H2 entfernt 
NTPs aus der  
replizierenden DNA 



Die Replikationsgabel  

DNA-Ligase (verbindet 3‘OH mit 5‘P) 

zurück zu den Basics... 

-Vereinfachte Version- 



Kontrastprogramm aus den 1970ern?    „protein synthesis dance“ 



Schlaufenbildung des Folgestrangs ermöglicht es dem Polymerase- 
Komplex, auf beiden Strängen in die gleiche Richtung zu laufen 

Die Replikationsgabel 

„Replisom“ 

-realistischer- 



Stress an der Rep-Gabel! 

= posit. 
Supercoil

Auch bei linearen, aber sehr langen und zudem an der 
Kernmembran verankerten Chromosomen entsteht 
Windungsstress (Torsionen). 



• oberhalb der Gabel entstehen Torsionen 
 

• Topoisomerasen entspannen die Helix durch vorübergehende  
  Durchtrennung und erneute Ligation („nicking-closing enzymes“) 

Funktion der Topoisomerasen 



• Typ 1 > Einzelstrangbrüche 
 

• Typ 2 > Doppelstrangbrüche 
   (z. B. Gyrase bei E. coli) 
 

Bindungen der DNA werden zeitweise  
auf Protein übertragen, indem z.B.   
5‘P an OH-Gruppe von Tyrosin bindet 

DNA-Topoisomerasen 

Topoisomerase-Hemmer 
sind wirksame Zytostatika  
in der Krebstherapie! 



DNA-Helikasen: • lösen H-Brücken unter ATP-Verbrauch
• treiben die Gabel voran
• viele Helikasen bei Eukaryoten, z.T.
  an Rekombination u. Reparatur beteiligt

Einzelstrang-Bindeproteine: • stabilisieren esDNA (E. coli ssb bedeckt 8-12 Nukleotide)

Polymerase-Klammer:   • verhindert vorzeitiges Ablösen der POL

Primase : • synthetisiert Primer (ist eine RNA-Polymerase)

Key Players 

Topoisomerasen : • beseitigen Torsionsstress durch Schneiden und
                                              Schließen der DNA

DNA-Polymerasen: • katalysieren Einbau von Trinukleotiden unter 
  Abspaltung von Pyrophosphat
• brauchen (zumeist) Matrizenstrang und Primer
• können Zusatzfunktionen haben

DNA-Ligase: • schließt DNA-Rückgrat durch Verbindung von
 5‘P und 3‘OH -Enden



DNA-Replikation in vitro... 

...ist eine weitere Basistechnik der Molekulargenetik und wird in 
zahlreichen Verfahren eingesetzt. Hier nur die zwei wichtigsten: 
 
• Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 > millionenfache Vervielfältigung 
    eines definierten DNA-Abschnitts 
 > Grundlage für schnelle Gendiagnostik 

 
 
• DNA-Sequenzierung (Sanger & neue Techniken) 

 > Entschlüsselung von Genomen 
                       

 
  

Kary B. Mullis 
Nobelpreis 1992 

Fred Sanger 
Nobelpreis 1980 



DNA-Replikation in vitro: PCR 

…wegen der zyklischen
Wiederholung von Schritt1
werden hierbei hitzestabile
DNA-Polymerasen (z.B. aus
dem Bakterium Thermus
aquaticus) verwendet

Exponentielle
Vervielfachung
des Ziel-
Abschnitts



Replikation bei Prokaryoten: 
weitere Details 

Cambridge 1953.  
Depressed by their lack of progress, Watson and Crick visit the local pub... 



DNA-Polymerasen bei E. coli 
• DNA-POL III ist das Hauptenzym und repliziert
   leading + lagging strand (= „Replikase“)
   (< 30/Zelle; schnell, prozessiv, hochakkurat, 3‘>5‘Exo)

• DNA POL I entfernt RNA-Primer und repariert Lücken
  (400 Moleküle/Zelle, mit 20 nt/sec aber langsam)

• DNA Pol II ist Reparaturenzym
  (kann im Gegensatz zu Pol III auch nach DNA-Lücken eine Synthese starten, 
    ist aber „langsam“ und hat keine 5‘ > 3‘ Exonuclease; Sekunden nach Stress per
    SOS-Antwort induziert = „Ersthelfer“?)

• DNA Pol IV: Rettung blockierter R-Gabeln ? 
  (250/Zelle; zudem hohe Fehlerrate > gezielte Erzeugung von Mutationen?)

• DNA Pol V: Erzeugung von Mutationen nach Stress ? 
  (vor SOS-Induktion nur <15/Zelle)



     Pro Eu

Länge der Okazaki-F.     1000-2000 Nt. 100-200 Nt

Primerlänge      11-12 RNA-Nt 8-12 RNA-Nt
von POL α um ca. 20 DNA-Nt verlängert

Rep.-Geschw.      50 000 Nt/min ca. 2500 Nt/min

Anzahl d. Replikons 1 25 000 (Maus)

Länge von Replikons     4700 Kb (E. coli) ca. 150 kb (Maus)      

Prokaryoten vs. Eukaryoten 



Die Replikation bei Prokaryoten  
verläuft bi-direktional 

• meist ringförmige Genome 
 
• nur eine Replikationseinheit  
  (syn. Replikon) 

Theta-Struktur
(Cairns 1963)

Startpunkt = „Origin“ 

Rep-Gabel 



Replikations- 
Initiation bei E. coli 

• oriC = Replikations-Startregion 
  von E. coli (245 Bp) 
 
• DnaA = Initiatorprotein 
 
• autoreguliert und nur nach 
  ATP-Bindung aktiv 



Replikations-Termination bei E. coli 

• ter1/ ter2 Elemente liegen gegenüber oriC 
 
• binden 36 kD Terminationsprotein tus 
 
• tus hindert Helikase an weiterer Entwindung 
 
 
• nur Notfall-Funktion bei Asynchronie der   
  beiden Gabeln! 



Replikation von bakteriellen  
Plasmiden 

• häufig nach dem „rolling circle“-Prinzip 
• Plasmidmolekül = 1 Replikon 
• Mehrfachkopie-Plasmide >> 200 Kopien pro Zelle 
  (wichtig für die Gentechnologie) 

5‘P

3‘OH



Replikation bei Eukaryoten  

Review: Nature Reviews Genetics (2008) 9: 594ff 



Die Replikation bei Eukaryoten  
findet in der S-Phase statt 

S

G1

G2 Pro

Meta

Ana



Eukaryotische Chromosomen haben  
eine Vielzahl von Replikons 

• Replikonlänge ca. 20-200 kb 
 
• Anzahl aktiver Origins unterschiedlich 
  nach Gewebe und Entwicklungsstand 



Die Replikation eukaryotischer  
Chromosomen verläuft bidirektional 

Mikro-Autoradiographie 

Ori 



Eukaryotische Origins:  
nur in der Hefe einfach definiert! 

ARS („autonomously replicating 
sequences“) in S. cerevisiae 

• ca. 200 Bp lang  • 30-40 kb Abstand  • AT-reich 

ORC = Origin Recognition Complex 



Anreicherung des Origin Recognition Complex ORC 

Histonmodifikation: offenes Chromatin 

RNA Pol 2 beginnt Transkription 
Genanfang 

passende mRNA 
Replikationsstart 
und Transkription 
hängen zusammen...! 



DNA Pol bei Eukaryoten 

• haben nach Genomprojekt-Daten 15 !! DNA-Polymerasen

• am besten erforscht sind POL α, β, γ, δ, ε

 - POL α hat Primasefunktion u. DNA-Pol-Funktion 
 

 - POL β ist Reparaturenzym (BER, base excision repair) 
 

 - POL γ repliziert Organellen-DNA (mt, cp) 

 - POL δ repliziert lagging strand u. entfernt Primer!

- POL ε ist die leading strand-Polymerase 
   (aber δ kann sie ersetzen und ebenfalls leading strand replizieren)

Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology 40 (2005) 115-128



Eukaryotische Replikationsgabel 

replication protein A  
(ssb-Protein) 

Proliferating Cell Nuclear Antigen 
(‚Klammer‘) 

Helikase

Flap endonuclease 
(Primerentfernung) 



Eukaryotische Replikation 



Die Termination der Replikation in Eukaryoten 
erfolgt, sobald zwei Gabeln aneinanderstoßen. 
 
Es sind keine speziellen Signale erforderlich. 

Termination bei Eukaryoten 



Die Histon-Oktamere  
werden hälftig auf die  
beiden Chromatiden  
verteilt 

Replikation 
und Chromatin 



Defekte der Replikations- 
maschinerie 

Progerie (Werner-Syndrom) > Helikase-Defekt 

Ophtalmoplegia > DNA Pol γ-Defekt 

DNA Pol δ-Mutationen und erhöhte Expression von DNA- 
Pol β sind mit Krebs assoziiert  

15 J 48 J 



Primerentfernung führt zu Verkürzung der Chromosomen mit jeder Replikation!! 

Problem: Replikation der  
Enden linearer Chromosomen!! 

Alexei Olovnikov 1971



https://www.youtube.com/watch?v=w_uS-kmHvwo 



Lösung: Telomere & Telomerase 

• die Telomerregion der meisten 
Tiere und Pflanzen besteht aus 
simplen, tandem-repetitiven   
Sequenzen 
 
z. B. (TTAGGG)n= ca. 2000 beim Menschen 

 (Ausnahme: Dipteren wie Drosophila, 
  sowie wenige Pflanzenarten) 

In situ-Hybridisierung
mit Telomer-Repeats
als Sonden

Speziell gebaute Chromosomen-Enden  (Telomere) sowie 
Replikationsenzyme (Telomerase) kompensieren den 
Verlust von Nukleotiden! 



Die Telomerase verlängert den  
überhängenden 3‘-Strang 



Die Telomerase ist ein Protein („TERT“) mit  
RNA-Anteil („TERC“), also ein Ribonukleoprotein. 
 
Der RNA-Anteil dient als Matrize für die Synthese  
von DNA-Telomersequenzen (z.B: TTAGGGn). 
 
Die Telomerase ist also eine „Reverse Transkriptase“. 

Telomerase 



Telomerase-Arbeitsmodell – etwas detaillierter- 



Telomerase-Arbeitsmodell (Fortsetzung) 



Modell der Telomer-Struktur 

tloop

• T-Loop „versteckt“ 
das Ende und reguliert 
Aktivität der Telomerase 
 
• SHELTERIN-Protein- 
Komplex versiegelt und 
schützt das Ende vor  
unbeabsichtigter DNA- 
Reparatur (die Instabilität 
erzeugen würde). 

Gimme Shelterin ! 



Telomere produzieren eine 
long non-coding RNA (TERRA) 

• an verkürzten Telomeren  
lockt TERRA die Telomerase an 



Telomer-Verkürzung & Altern 

Da die Okazaki-Fragment-Synthese nicht am äußersten Ende  
des Matrizenstrangs beginnt, verliert die DNA ca. 100 Nt, 
d. h. circa 16 x TTAGGG, pro Replikation. 
 
Nach nur 125 Mitosen (16 x 125 = 2000) wären die ca. 2000 
Telomer-Repeats des Menschen abgebaut! 
 
Tatsächlich ist die Teilungszahl vieler Säuger-Zellen in Kultur 
auf etwa 100 Mitosen begrenzt („Hayflick limit“)!! 

...eine Bierdeckel-Kalkulation... 

Ist die Telomer-Länge also eine innere Alters-Uhr? 

Olovnikov 1971



Telomere & Altern 
• Keimzellen: Telomerase-positiv 
• normale Somazellen: Telomerase-negativ!!! 

Wenn Telomerase-Aktivität fehlt: 
 

!  Verkürzung der Chromosomen 
!  zelluläre Seneszenz 
 
Q: Warum schalten Soma- 
zellen die Telomerase ab? 

Q: Jungbrunnen durch  
Telomerase-Aktivierung?? 

Lukas Cranach, Der Jungbrunnen



Telomere & Altern 

Trends Ecol. Evol. 2006

Achtung: große Variabilität! • Abnahme der Telomerlänge  
mit dem Zell-Alter  
(aber große Variabilität) 
 
• Primaten: Mensch hat 
kürzeste Telomere, aber 
längste Lebenszeit 
 
• C. elegans (Nematode): 
Tiere mit gentechnisch  
verstärkter Telomerfunktion  
leben deutlich länger 
 
 



Telomere & Stress 



Gierman et al. 2014, PLOSONE



Warum schalten Somazellen die 
Telomerase ab? Evolutionärer Vorteil?  

• 85% aller Tumor-Formen:    Telomerase + !! 
            

> Telomerase-Aktivität gilt daher als Tumor-fördernd 

Krebs bekämpfen durch Hemmung der Telomerase ?   
Prinzipiell JA ! 
• Basenanaloga (z. B. AZT) bewirken initiale Telomer-Verkürzung! 
  Aber: Telomerase-unabhängiger 2. Mechanismus zur Telomererneuerung („ALT“)  
  lässt Telomere wieder wachsen. Die Hemmung der Replikationsfunktion der  
  Telomerase funktioniert also nicht. 
 
• Telomerase hat zweite zusätzliche Funktion, sie organisiert Chromatinkappe. 
  Diese Funktion kann durch „antisense-RNA“ gegen den Telomerase-RNA-Teil 
  blockiert werden, was zum Zelltod führt! 
 http://clincancerres.aacrjournals.org/content/12/10/3184.long

http://www.geron.com/imetelstat



Jungbrunnen ohne Krebs? 
Cell, Nov. 2008



DNA-Amplifikation: 
 

Eine selektive Über-Replikation definierter 
Abschnitte im Genom von Eukaryoten  

• in bestimmten Gewebetypen zur gezielten Erhöhung 
der ‚Gendosis‘ und damit der Proteinproduktion 
 

 - Chorion-Gene in Drosophila-Nährzellen 
 - rRNA-Gene in Amphibien-Oocyten 

 
• als Mutationsereignis in Krebszellen 

zurück zum Kerngeschäft.... 



• Chorion-Gene in Nährzellen  
während der Oogenese  
in Drosophila 
 
• ein Origin mehrfach 
hintereinander aktiviert 
 
• intrachromosomale 
Amplifikation (bis zu 64x) 
 
• amplifizierter Bereich 
ca. 100 kb lang 

„Onion skin“-Modell der  
Amplifikation 

 
Ori 



Extrachromosomale Amplifikation  
per „rolling circle“ 

• Gene für die rRNA auf den DNA-Ringen 
 
• in Oocyten von Amphibien sowie 
  in Insekten (Käfern) besonders auffällig 
 
• Ziel: überproportionale Vermehrung der rRNA- 
  Gene für eine starke Transkription (und damit für 
  eine Bildung vieler Ribosomen in einem sich schnell 
  entwickelnden Embryo)   



Amplifikation von Onkogenen  
in Krebszellen  

HSR = 
homogeneously  
staining  
region 
 
= intrachromo- 
somale DNA- 
Amplifikation 

„Double Minute“-Minichromosomen 
= extrachromosomale amplifizierte DNA 

• Onkogene sind wachstumsfördernd  
• erst „hyperaktive“ (amplifizierte) 
  Onkogene sind schädlich 



Medikamente gegen 
unkontrollierte Replikation 

…bei Krebs, Viren, Bakterien, Autoimmun-Erkrankungen 

Strategie: 
Kettenabbruch durch 
Nukleotidanaloga 

Azyclovir (Herpes) 
 
Selektiv durch virale  
Enzyme zum acyclo-GTP 
phosphoryliert 
 
100x präferentiell durch 
virale DNA Pol einge- 
baut > Kettenabbruch 
 

Azidothymidin/AZT (HIV) 
 
AZT hemmt retrovirale Reverse 
Transkriptase 100x effizienter 
als zelluläre DNA-Polymerasen 
 



Wie werden S-Phase und 
Zellzyklus kontrolliert? 

Lit: Klug/Cummmings/Spencer - Genetik, S. 616ff



10.12.2001 

Leland Hartwell

Paul Nurse

Tim Hunt

Nobel- 
Preise 

„key regulators 
of the cell  
cycle“ 

Hefe CDC-Gene 
(cell division cycle) 

Isolierung der 
CDKs 

Entdeckung der 
Cycline 



CDK-Cyclin-Komplexe kontrollieren  
den Zellzyklus 

• CDK = cyclin-abhängige Kinase 
• Cyclin = regulator. Protein 

aktiver Komplex phos- 
phoryliert Zielproteine 



Verschiedene CDK-Cyclin-Komplexe 
kontrollieren den Zellzyklus 



Eintritt in S-Phase 
(zunächst) verhindert 

Der G1>S - 
Checkpoint 
wird von p53  
überwacht! 

• p53 ist ein wichtiges 
„Anti-Tumor-Gen“! 



P53, guardian of the genome 
http://www.nature.com/nature/journal/v358/n6381/pdf/358015a0.pdf 


