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Vorwort

,Biotechnologie und Molekularbiologie sind spannende und
zukunftsweisende Forschungsbereiche, aber mit welchem Buch
kann ich einen Einstieg in diese komplexe und schwer zugang-
liche Materie finden?“ Mit ahnlichen Fragen haben sich immer
wieder Studenten, Praktikanten, aber auch Doktoranden v.a.
der Fachrichtungen Agrarwissenschaften und Agrarbiologie an
mich gewandt, die groRes Interesse an der Anwendung bio-
technologischer Methoden zeigten, denen aber im Rahmen von
Studium oder Ausbildung nur oberflachliche Kenntnisse in die-
sem Themengebiet vermittelt worden waren.

Nattirlich gibt es eine Vielzahl von umfangreichen Genetik-
Lehrbiichern sowie speziellen Werken zu bestimmten gentech-
nischen Methoden, die allerdings gemeinsamer Verwendung
bediirfen. Uberschauliche, diinne — und damit nicht zuletzt
auch preiswerte — deutschsprachige Kompendien zu dieser The-
matik sind jedoch Mangelware.

Deshalb soll mit dem vorliegenden Lehrbuch der Versuch
unternommen werden, in kurzer Ubersicht sowohl die wesent-
lichen genetischen Grundlagen und Zusammenhange verstand-
lich zu prasentieren als auch praxisbezogen die derzeit gangigen
molekularbiologischen ,Kochrezepte” vorzustellen und damit
den Themenkomplex Biotechnologie-Molekularbiologie der
oben genannten Leserschaft in hoffentlich schmackhafter und
verdaulicher Form aufzutischen.

Ein ganz besonderer Dank gilt Herrn Dr. Gerhard Kubach
fiir seine geduldige Diskussionsbereitschaft und wertvolle Kor-
rekturarbeit! Ebenfalls herzlich danken mochte ich Frau Beate
Breitinger fiir Durchsicht und Korrektur des Manuskripts, Frau
Sabine Seifert fiir die Anfertigung der Abbildungen sowie dem
Verlag Eugen Ulmer — und hier insbesondere Frau Dr. Nadja
Kneissler — fiir die gute Zusammenarbeit.

Stuttgart, im Marz 2004 Annette Reineke
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Abb. 1.1.

Bausteine eines Nukleotids.
Jedes Nukleotid besteht aus
einem Zucker, einer Phos-
phatgruppe und einer Base.

1 Aufbau und Eigenschaften
von Nukleinsauren

1.1 Nukleotide als Bausteine von Nukleinsauren

Im Mittelpunkt aller gentechnischen und molekularbiologi-
schen Experimente stehen die Nukleinsduren, die Trager der
Erbinformation.

In fast jedem Organismus kommen zwei verschiedene
Arten von Nukleinsduren vor: Desoxyribonukleinsidu-
re (engl.: deoxyribonucleic acid) und Ribonukleinsdure
(engl.: ribonucleic acid), mit den Abkiirzungen DNA und
RNA (bzw. DNS und RNS in der deutschen, heute allerdings
kaum mehr iiblichen Bezeichnung). Nukleinsauren sind lan-
ge Ketten aus einzelnen Nukleotiden, die sich jeweils aus
drei Komponenten zusammensetzen, einem Zucker, einer
Phosphatgruppe und einer Base (Abbildung 1.1).

NH,
SN Base (Adenin,
(") | /K Guani.n, Cytos‘in,
_0“,"0—50'12 N” O  Thymin/Uracil)
Phosphatrest O, O,
Zucker
T2
OH OH

Bei dem Zucker handelt es sich um eine Pentose (griech.:
penta, finf): Er besteht aus fiinf C-Atomen und kommt in
zwei verschiedenen Formen in Nukleinsduren vor, als Ri-
bose in RNA und als Desoxyribose in DNA. Die Ribose der
RNA tragt am 2. C-Atom eine OH-Gruppe, wahrend wir bei
Desoxyribose der DNA hier nur ein H-Atom finden.
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An das 5. C-Atom der Zuckermolekiile ist iiber eine Ester-
bindung eine Phosphatgruppe gebunden, die aus einem,
zwei oder drei Phosphatresten bestehen kann. Entsprechend
finden wir die Bezeichnung Mono-, Di- oder Triphosphate.
Der Phosphatrest verleiht dem Nukleotid eine wichtige Ei-
genschaft, die wir uns beim spdteren Arbeiten mit Nukle-
insdauren zu Nutze machen werden: Er trdgt eine negative
Ladung — und damit sind auch DNA und RNA immer negativ
geladen.

Der dritte und charakterisierende Bestandteil eines Nuk-
leotids sind schlieBlich die Basen. Sie sind iiber eine N-Gly-
kosidbindung an das 1. C-Atom des Zuckers gebunden und
werden je nach ihrer chemischen Struktur zwei Gruppen
zugeordnet: den Pyrimidinen und den Purinen. Das sind
stickstoffhaltige Ringstrukturen, wobei die Pyrimidine aus
einem einfachen Sechser-Ring, die Purine aus einem Fiin-
fer- und einem Sechser-Ring bestehen. Als Bestandteile der
Nukleotide treten die drei Pyrimidinbasen Cytosin, Thymin
und Uracil auf, wahrend zwei weitere Basen, Adenin und
Guanin, der Gruppe der Purine angehoren (Abbildung 1.2).
DNA und RNA unterscheiden sich auch hier wieder: Bei der
DNA finden wir die vier Basen Adenin, Guanin, Cytosin und
Thymin, bei der RNA ist das Thymin durch Uracil ersetzt.
Die Bezeichnung eines Nukleotids richtet sich dabei nach der
jeweiligen Base, das es tragt: So werden die Nukleotide als
Adenosin, Guanosin, Cytidin, Thymidin und Uridin bezeich-
net und mit A, G, C, T und U abgekiirzt.

Uracil O

NH E "“Hz Adenin
Cytosin ¢ : Hﬁ/ \II\IH N\C/C\\N
HCT SN HCL _Cy HC I !
o SN o N-Cs2C
HCN S0 H H 9
H C
f f N~c” " NH
o) HQ I
I S
N AN
@ oot
Il | - .
HCo /C\\o g lllj N g lllj Guanin

Pyrimidine Purine

Nukleinsduren entstehen nun durch die kettenférmige
Verkntipfung solcher Nukleotide. Dabei erfolgt diese immer
in einer bestimmten ,Laufrichtung”, wobei an das 3. C-Atom
des Zuckers eines bereits vorhandenen Nukleotidstranges

Abb. 1.2

Chemische Struktur der
Basen. Thymin, Uracil und
Cytosin sind Pyrimidinbasen,
Adenin und Guanin gehéren
zu den Purinbasen

(nach ALserts et al. 1994).
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iber eine Phosphodiesterbindung der Phosphatrest eines
weiteren Nukleotids gebunden wird. Kurz gesagt wird also
eine Esterbindung zwischen dem 5. C-Atom des Zuckers von
Nukleotid 1 und dem 3. C-Atom des Zuckers von Nukleotid
2 gebildet (Abbildung 1.3). Betrachten wir nun eine ganze
Kette von solchen verkniipften Nukleotiden: Es wird deut-
lich, dass eines der beiden Enden mit einem Phosphatrest am
5. C-Atom anfdangt, wahrend sich am anderen Ende eine freie
OH-Gruppe am 3. C-Atom befindet. Wir bezeichnen diese
beiden Enden daher auch als das 5’-Ende bzw. das 3’-Ende
des Nukleinsaure-Stranges. Die fortlaufende Reihenfolge der
vier Basen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin bzw. Uracil
in der Nukleotidkette der DNA bzw. RNA in der Leserichtung
— der Konvention folgend immer in 5'— 3’-Richtung — wird
auch als Basensequenz bezeichnet. Die Basensequenz im
Beispiel der Abbildung 1.3 ware demnach 5'-GCTA-3".

Abb. 1.3.
Verknipfung einzelner Nuk-

6
leotide zu einem Nukleinsau- 5-Ende /
i i - A\
re-Strang. Zwei Nukleotide 3 @C(\m [¢) ¢
N

Basen

werden Uber eine Phospho- \ O
diesterbindung zwischen 04?\ P 7 t)\
dem 5. C-Atom des Zuckers o o e O—N < Zucker
(5’-Kopplung) von Nukleotid \ /O/‘: .
1 und dem 3. C-Atom des 04?\ P X 7 W
Zuckers (3"-Kopplung) von o /(,‘(\1 o—R N
Nukleotid 2 miteinander \ 079 0
verknUpft (nach AtserTs et al. 04‘?\ P x RN
1994). 0 o __cmO—R
\ _O07 s
04‘?\ B I\ G
3'-Kopplung 5'-Kopplung ) o »
Phosphodiesterbindung 3'-Ende

1.2 Bestandteile und Struktur der DNA

Die DNA liegt in der Zelle nur zu bestimmten Zeitpunkten
(— Kapitel 2.1) einzelstrangig vor, ansonsten immer in Form
eines DNA-Doppelstranges. Dieser entsteht, indem sich zwi-
schen den Basen eines Stranges und denen eines anderen
Wasserstoftbriickenbindungen bilden (Abbildung 1.4). Dabei
lagert sich Adenin an Thymin und Guanin an Cytosin an,
wobei man hier von komplementdrer Basenpaarung
spricht. Das hat zur Folge, dass in einem DNA-Doppel-
strang immer gleich viel Adenin wie Thymin und Guanin
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wie Cytosin eingebaut ist (Molverhdltnisse G:C=1:1;
A:T=1:1). Weiterhin ist die Anzahl der Purinbasen gleich
der Anzahl der Pyrimidinbasen (A+ G = C+T). Diese von
ErwiN CHARrGAFF verfassten Chargaff-Regeln werden in
der Praxis dahingehend genutzt, dass man die vollstandi-
ge prozentuale Basenzusammensetzung einer DNA bestim-
men kann, auch wenn der

Prozentgehalt von nur einer 3 5'
Base bekannt ist. \ H \ H
Betrachtet man Abbildung N Cac -t NS
. . . Thymin | ] | | Cytosin
1.4 genauer, fallt ein weiteres c. C C. .C
s . 07" N""S0 07 "NTTON-H
wichtiges Kennzeichen der | z z = | w toff
- . o ¥ ¥ asserstoff-
Wasserstoftbriickenbildung g l;l |;| II' H briicken-
auf: Zwischen Adenin und HoeNseN g N N 20 bindungen
Thymin rden nur i, I I I !
Y mnowe de. ur ZWeL - adenin N\C¢C\ N\C4C\ Guanin
zwischen Guanin und Cyto- P N i N
sin aber drei Wasserstoffbrii- N=C_ N=C_
cken ausgebildet. Dies hat zur } / H / H ;
5 3

Konsequenz, dass zwischen G
und C eine stabilere Bindung
besteht als zwischen A und T.

Haben sich nun die komplementadren Basen zweier DNA-  Abb. 1.4.
Einzelstrange vollstindig mittels dieser Wasserstoffbriicken g;:f;,:gp’zev’gsec’;’t:rr’ € dg‘;sgg;en
gepaart, so bleibt das entstandene zweistrangige ,Band”  Adenin und Thymin bzw.
nicht einfach in der Ebene liegen, sondern wird weiter ~ Guanin und Cytosin bilden

. i . K sich zwei bzw. drei Wasser-
raumfullend schraubenartig verdreht. Man bezeichnet diese  sofiprickenbindungen aus
Struktur des DNA-Doppelstrangs als Doppelhelix. Sie wird  (nach Aiszrrs et al. 1994).
durch das ,Watson-Crick-Modell der DNA“ illustriert und ist
zu einem bedeutenden Meilenstein der modernen Moleku-
larbiologie geworden. Dabei stiitzt sich die Modellentwick-
lung durch James Warson und Francis Crick im Jahr 1953
in hohem Malf3e auf die von Rosarinp FRANKLIN und MAURICE
Wirkins gelieferten Rontgendaten.
Diese DNA-Doppelhelix hat folgende wichtige Eigen-

schaften (Abbildung 1.5):
¢ Die beiden Einzelstrdnge sind antiparallel (= gegenldu-

fig) orientiert, d.h. neben dem 5’-Ende des einen Stran-

ges liegt das 3’-Ende des anderen.
e Beide Strdnge sind nach rechts schraubenartig um

eine (gedachte) Langsachse gewunden, wobei jeweils

10 Nukleotidpaare eine Windung (diese ist 3,4 nm lang)

bilden.

Zucker-Phosphat-Riickgrat
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Abb. 1.5.

Struktur der DNA-Doppel-
helix. Die DNA besteht aus
zwei schraubig ineinander
verdrehten und Uber Was-
serstoffbriickenbindungen
miteinander verbundenen
komplementéren DNA-Einzel-
strdngen mit gegenléaufiger
Polaritét (nach ALgerts et al.
1994).

¢ Die durch Wasserstotfbriickenbindungen verkniipften Ba-
sen sind nach innen gerichtet, wahrend Zucker und Phos-
phatrest aul3en liegen und das so genannte Zucker-Phos-
phat-Riickgrat der DNA bilden.

¢ Die vertikalen Abstiande zwischen den beiden DNA-Ein-
zelstrangen sind nicht gleich grof3, es wird abwechselnd
eine ,kleine” und eine ,grofde” Furche gebildet.

Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNA

Wasserstoff-
briicken

Die komplementdre Basenpaarung macht man sich fiir
viele der in den folgenden Kapiteln aufgefiihrten molekular-
biologischen Techniken zu Nutze, denn aus der Basenabfolge
des eines Stranges kann immer die des anderen bestimmt
werden, da der eine Strang die genaue negative Vorlage fiir
den anderen darstellt. Folgende kurze DNA-Sequenz soll
dies verdeutlichen: Hat der erste Strang die Basenabfolge
5’-AGCTTAACGT-3’, so hat der komplementdre Strang dem-
nach die Basensequenz: 3’-TCGAATTGCA-5".

Kann nun die Ausbildung eines DNA-Doppelstranges
wieder riickgangig gemacht werden, d.h. kann dieser ohne
Beschddigung wieder in seine zwei Einzelstrange zerlegt
werden? Tatsdchlich ist es so, dass die Wasserstoftbriicken-
bindungen zwischen zwei komplementdren Basen durch die
Einwirkung von Hitze oder alkalischen Losungen leicht wie-
der aufgebrochen werden konnen. Man bezeichnet dies als
Denaturierung der DNA. Erfolgt die Denaturierung der
DNA durch Hitze, so ergeben sich je nach der Basenzusam-
mensetzung unterschiedliche Schmelztemperaturen: Je ho-
her der Gehalt an Guanin und Cytosin (der GC-Gehalt),
desto hoher ist die Schmelztemperatur der betreffenden
DNA, da — wie zuvor beschrieben — zwischen diesen zwei
Basen eine stabilere Bindung ausgebildet ist als zwischen
Adenin und Thymin. Auch bei der Denaturierung handelt es
sich um einen reversiblen Prozess. Wird die Temperatur oder



