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Vereinigung urspriinglich getrennter DNA-Molekiile

Homologe Rekombination:

» Verkniipfung von DNA-Abschnitten mit gleicher oder sehr ahnlicher
Nucleotid-Sequenz

Nichthomologe Rekombination:

« Ubereinstimmung der DNA-Sequenz ist keine Voraussetzung

» Auf wenigstens einem der beiden Rekombinatiospartner ist eine Sequenz
vorhanden welche die Rekombination einleitet



Meiose, Homologe Rekombination:

Bedeutung der Meiose:

* Diploider Chromosomen-Satz wird auf
einfachen reduziert

 Voraussetzung fiir sexuelle Vermehrung
von Eukaryonten

» Mitterliches und viterliches Erbmaterial
wird zu neuen Kombinationen
zusammengestellt

* Austausch von Genen zwischen homologen
Chromosomen bei der Rekombination
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erste Teilung:
Trennung der
Chromosomen

zweite Teilung:
Trennung der
Chromatiden



Molekularbiologie der Rekombination: A :
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Voraussetzung ist das Vorkommen
von 2 homologen DNA-Molekiilen
in der Zelle

Eukaryonten: Meiose
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Bakterien: 4
Konjugation, Teile des Genoms

werden vom Donor-Stamm in den
Rezeptor-Stamm libertragen.
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Molekularbiologie der Rekombination:

Die DNA-Molekiile kommen in raumliche Nahe

Einleitung der Rekombination durch Strangbriiche, DNA-Enden oder
Einzelstrangregionen
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Molekularbiologie der Rekombination:

Strange des einen DNA-Molekiils gehen Basenpaarungen mit dem
komplementiren Partner-Molekiil ein

Ausgehend von:

 Unterbrechungen zweier Stringe gleicher Polaritat

* Einzelstrangliicken

* Homologer Einzelstrang-DNA
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Molekularbiologie der Rekombination:

Die entstandene Struktur wird durch kovalente Verkniipfung der
tiberkreuzten Einzelstrang-DNA stabilisiert (Holliday-Struktur)

Stabil aber nicht statisch, bewegt sich nach rechts oder links
entlang des Doppelstrangs (Branch Migration)




Molekularbiologie der Rekombination:

Die Holliday-Struktur wird durch Drehen der beiden DNA-Molekiile und stindiges
Offnen und SchlieBen von Wasserstoftbriicken verschoben (Branch Migration)




Molekularbiologie der Rekombination:

Auflésung der Holliday-Struktur durch Enzyme die Uberkreuzungsstellen
erkennen und symmetrische Einzelstrangschnitte einfithren (Pfeile)

Schnitte erfolgen entweder in senkrechter oder waagrechter Richtung
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Enzyme der Rekombination am Beispiel des E. coli rec-Systems:

Strangaustausch und das Rec A-Protein:

352 AS groB3es Protein das immer als Multimer auftritt.

* In Gegenwart von ATP bindet Rec A Einzelstrang-DNA oder einen Einzelstrangabschnitt von
Doppelstrang-DNA, ein Protein bedeckt 2-4 Nucleotide

* Rec A sucht komplementidren Abschnitt im Doppelstrang-DNA-Substrat und nimmt Kontakt auf

» Entwindung des Doppelstrangs, erste Basenpaarungen zwischen Einzelstrang und Empfangerstrang

» Einzelstrang windet sich um den Doppelstrang, Fortsetzen in definierter Richtung

 Rec A Protein ist im Verbund mit ATP stationédr auf der DNA, Hyrolyse von ATP sorgt fiir Bewegung
wihrend des Strangaustausches.
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Enzyme der Rekombination am Beispiel des E. coli rec-Systems:

Rec A vermittelter Strangaustausch:

Am linken Ende wird DNA in den Rec A-
DNA-Komplex eingespult und rechts nach
Partnertausch der Doppelstrang wieder
entlassen

Aufnahme




Enzyme der Rekombination am Beispiel des E. coli rec-Systems:

Einzelstrang-Bereiche und das Rec BCD-Protein:

DNA-Entwindung durch Rec BCD

Rec BCD ist ein aus 3 Untereinheiten bestehendes
Protein

Bei niederer ATP und hoher Mg2+ Konzentration
wirkt es als Exonuclease fiir Einzel- und
Doppelstrang-DNA

Bei1 hoher ATP-Konzentration Aktivitit einer
DNA-Helikase

Das Enzym bewegt sich entlang des unteren
DNA-Stranges schneller als entlang des oberen.
Es entstehen Einzelstrang-Blasen.
SSB-Proteine stabilisieren die Einzelstrange.
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Enzyme der Rekombination am Beispiel des E. coli rec-Systems:

Chi-Sequenzen und das Rec BCD-Protein:

Rec BCD wirkt auch als Endonuclease. Geschnitten wird bevorzugt in entwundenen
DNA-Bereichen unmittelbar vor einer Chi-Sequenz (GCTGGTGGQG).

Chi-Sequenzen finden sich etwa alle 5000bp auf dem E. coli Genom und sind
bevorzugte Stellen der Rekombination (Aot spots)

Annahme: an der Chi-Stelle geht Rec D verloren, Rec BC verliert dadurch seine
Endonuclease-Aktivitit, wirkt aber weiterhin als DNA-Helikase (Entwindung wird tiber
viele 100 bzw. 1000 bp fortgesetzt)
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Enzyme der Rekombination am Beispiel des E. coli rec-Systems:

Homologe Rekombination vermittelt durch Rec BCD und Rec A:

a) Rec BCD bindet am Ende
linearer DNA

b-d) Entwindung bis zur Chi-
Sequenz

¢) DNA-Strang wird
geschnitten, Entwindung wird
fortgesetzt

f-g) SSP-Proteine stabilisieren
die Struktur

h) Kovalente Verknlipfung
von DNA-Enden (Holliday-
Struktur)

1) Auflosung der Holliday-
Struktur liefert rekombinierte
DNA
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Enzyme der Rekombination am Beispiel des E. coli rec-Systems:

Branch Migration und das Ruv AB-Protein:

* Ruv A bindet als Tetramer an liberkreuzte DNA (Holliday-Struktur)
* Eigentliche Wirkung gemeinsam mit Ruv B, wirkt als Hexamer

* Ruv AB treibt nach dem Binden an die Holliday-Struktur unter ATP-Verbrauch
die Branch Migration voran

*Noch vorhandenes Rec A (Initiator des Strang-Austausches) fordert den Prozess
* Rec G kann an Holliday-Struktur binden und Branch Migration einleiten

* Rec G kann auch eine Riickwartsbewegung bewirken; sind die Kreuzstringe der
Holliday-Struktur noch nicht kovalent gebunden wird diese aufgelost.



Enzyme der Rekombination am Beispiel des E. colz rec- Systems

Auflosung der Holliday-Struktur und das ' Das Ruv C-Protein erkennt

Ruv C-Protein: Ruu . Dlmer idlE Uberkreuzung

* Spaltung der liberkreuzten DNA- Stringe

Die Struktur wird durch
Schnitte in beide Stringe
aufgeldst

* Es entstehen begrenzte Einzelstrang- mm
Regionen ANUNUNOUNUNYUNY4

* Ruv C bindet als Dimer an Holliday-Struktur

Die Strangbriiche werden
durch die Ligase
| geschlossen

 Entstandene Briiche werden durch Ligase W
verkniipft

* Diese werden in symmetrischer Weise
geschnitten




Gen-Konversion: Ereignisse im Heteroduplex-Berich:

Genkonversion:

ist die Uberfiihrung eines Allels in ein

anderes Heteroduplex-DNA (mit Mismatch-Nucleotid-
paaren) m +

An der Heteroduplex (ein Strang der [T é |[l|El Hnin

DNA miitterlich, einer viterlich) + n

kommt es zu Fehlpaarungen .
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Transposition und Integrative Rekombination:

Ein in einem Genom vorhandenes DNA-Element wird an eine andere Stelle im
gleichen oder in einem anderen Genom versetzt (transponiert)

Bewegliche genetische Elemente be1 Bakterien:

* Insertionssequenzen
* Transposons

 Transponierbare Bakteriophagen



Insertions-Sequenzen (IS-Elemente):

 Bestandteile des bakteriellen Genoms, ca. 10 Kopien solcher Sequenzen im E. coli
Genom

 Unter 107 Bakterien wird pro Generation ein IS-Element an eine andere Stelle
tibertragen, haufiger in der stationidren Phase

* [S-Elemente sind 800-2000 bp lang und tragen an ihren Enden kurze gegenlaufige
Wiederholungen (Inverted Repeats)

* Der Zentrale Bereich enthalt ORFs; kodieren fiir Proteine die fiir die Transposition
verantwortlich sind (Transposase, Vorbereitung der Integration)

» Schneiden unmittelbar neben der Integrationsstelle, Einbau des IS-Elements an
den Enden der Schnittstellen, DNA Reparatur, es entstehen gleichgerichtete
Sequenzwiederholungen (Direct Repeats)

Bezeichnung  GroBe  Inverted Sequenz-Wieder- Zahl der Kopien
[bp] Repeats [bp]  holung am im E. coli-Genom
Integrationsort [bp]
I5 1 768 20(23 9 6-10
IS 2 1327 32(41 5 4- 5
IS 5 1195  15/16 4 10-12
510 1329 17{22 9 2



Insertions-Sequenzen (IS-Elemente):

Schneiden neben der Integrationsstelle TGGLT ' TAG'E CCTT  ntegrationsstelle
ACCCAAATCIACCAA
A
Anlagern des IS-Elements TGGGTTTAG TGGTT
ACCCA AATCIACCAA
: ——— !
TGGGTTTACGIGGAAGGTGCGAATAAG - CTTGTTCGCACCTTCC, TGGTT
ACCCA (CCTTCCACGCTTATTC- GAACAAGCGTGGAAGGIAATCIACCAA
Schluss der Liicken durch » IS-Element .
DNA- )
Reparaturmechanismen, GGTTAGGGAAGGTGCGAATAAG - CTTGTTCGCACCTTCC TTAGTG

I 2

IIlthI'iGI‘tGS IS-Element ECAATCECCTTCCACGCTT&TTC """" GHACAAGCGTGGHAGG!AATCAC

zwischen Direct Repeats 3 Integriertes IS-Element
P 1195 Basenpaare
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Transposons:

Um ein vielfaches langer als IS-Elemente.

Zusitzlich zu den Transpositions-Genen genetische Funktionen kodiert.
Ermoglichen Uberleben von Bakterien in fiir sie gefihrlichen Umweltbedingungen,
z.B.: Antibiotikaresistenzen, Schwermetallresistenzen.

Bezeichnung ungefihre  End- Resistenz
GroBe [bp] struktur  gegen

Klasse I-Transposons:

Klasse |

;’_I' g gggg :é ?D Eﬁ?;r?rf_m von IS-Elementen eingerahmt, IS-Elemente
phenicol libernehmen Transpositions-Aufgaben
Tn 10 9300 IS 10 Tetracyclin
Klasse 1 Klasse II-Transposons:
Tn 3 5000 38 bp Ampicillin
Jrepeat”
Tn 501 8200 38 bp ) Quecksil- enthalten kurze Inverted Repeats an den
Tn 1000 (yd) 5700 ErSEEEat il Enden und Transpositions-Proteine im

Jrepeat” Zentrum




Klasse I-Transposons, z.B.: Transposon Tn 5:

TnS ist von zwei gegenlaufig angeordneten IS 50 Elementen flankiert.

IS 50R (rechts) ist intakt und reguliert die Expression der Transposase.

IS 50L (links) hat eine Punktmutation im Transposasegen die zu einem Stopcodon
(TAA) fiihrt.

Die entstandene Sequenz TAAGGT entspricht der —10 Region des Standard-
Promotors, dieser steuert die Expression des Kanamycin-Resistenz-Gens.

E-: 5700 b|.'.l .h-i
i*— 1535 bp -—--*E E*— 1535 bp —‘*_
IS 501 : karn® stk bleoR IS5OR :
T q—ig Tnp 1
» -— Inh 2
1443 PT 1443
(AT} (G/C)

1#;43 '[4:13

links: TAAGGT
rechts; GAAGGT



Regulation der Transposition von Tn 5:

IS 50R besitzt 2 Promotoren zur Transkription des Transposase-Gens:

* Promotor 1 bildet ein langeres Transkript (Tnp), das Tnp-Protein wirkt als Transposase

* Promotor 2 bildet ein kiirzeres Transkript (Inh),das Inh-Protein inhibiert die Transposition
» Im Normalfall entsteht wesentlich mehr Inh, da der Promotor fiir Tnp methyliert ist und
dies die Anheftung der RNA-Polymerase erschwert.

140 120 100 80 60 40 20 1 |bp]

Promotor 2 Promotor 1

GATC  GATG,
1 I ‘l T I
=10 -35-10 -35 A
dulkeres IR
« 5 Tnp-mRNA

- 5 Inh-mRNA



Klasse II-Transposons, z.B.: Transposon Tn 3:

Inverted Repeats flankieren das Transposon, weitere Strukturen sind die Ampicillin-
Resistenz (amp), das tnp R—Gen und das tnp A-Gen.

* Tnp R-Protein bindet an die res-Stellen zwischen tnp A und tnp R und verhindert so
die Expression von tnp A (Transposase).

* Tnp A-Protein bindet an die Inverted Repeats und leitet so die Transposition ein.
Voriibergehende Verkniipfung zwischen Donor- und Empfanger-DNA (Co-Integrat).
* Tnp R 16st Co-Integrat durch eine konzertante Aktion von Schneiden und
Wiederverkniipfen auf, Resolvase (ihnlich der Wirkung einer DNA-Topoisomerase)

4957 bp »
| |_topA | Jes”

28 — s
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Klasse II-Transposons, z.B.: Transposon Tn 3:

Transposition liber Co-Integratbildung:

Tnp A-Protein
(.Transposase") (‘

Cointegrat |
Y

Tnp R-Protein
q(..Resc:rlvase“}

Q
O



Transponierbare Bakteriophagen:

 Bakteriophage Mu, dessen DNA wird iiber Transposition vermehrt

* Phagen-DNA kann im Vergleich zu den anderen transponierten Elementen als
extrachromosomale Einheit existieren

* Sie wird mit Strukturproteinen bedeckt und kann dann wie andere Bakteriophagen
neue Bakterien-Zellen infizieren



Mechanismen der Transposition:

Voraussetzungen: aktive Transposase, intakte Inverted Repeats am Ende des
Tansposons oder der IS-Elemente

 Transposasen binden an die IR-

R — L 3 Sequenzen im Transposon oder IS-
Donor-DNA ) .
TR E— Element und fithren zum Schnitt am
5 \ 3 Ende jeder IR-Sequenz
A\ Empfanger-DNA
3 ’ 5 * Die Ziel-DNA wird durch Einfiihren
l{"‘*] versetzter Schnitte ge6ffnet
— Donor-DNA * Spezifitit: meist keine, manchmal
. ) AT-reiche Regionen bevorzugt, selten
. AU L b spezifische DNA-Sequenzen




Mechanismen der Transposition:

Donor-DNA

Empfinger-DNA

* Enden der Transposons oder IS-
Elemente werden an Empfanger-DNA
gekniipft

*Donor- und Rezeptor-DNA sind zu
einem Zwischenprodukt gekoppelt



Mechanismen der Transposition:

Schnitt- und Klebe-Weg: W/
Das Donor-Molekiil wird //._\

abgetrennt, Transposition wird QP[5

durch Auffiill-Synthese und o
kovalente Verkniipfung der g Cointegr:

DO f,;a‘a'{\@e'
DNA-Enden abgeschlossen W W

Replikativer Weg: //._\ A ?
(D] g;:ai\ge’( 0’3'0‘,. —_

“
Y

Freie 3'-OH Enden im Zwischen-

produkt dienen als Primer fiir die \
DNA-Synthese. ‘0%,
Transposons oder [S-Elemente

werden kopiert, Entstehung des o
Co-Integrats, Auflésung durch e

Resolvase

Auflosung des Cointegrats



Konsequenz der Transposition — Umstrukturierungen im Genom

Schnitt-und Klebe-Weg hinterlaf3t
Narben im Donor-Molekiil, Gene
konnen geschadigt oder zerstort
werden

Mutationen durch Insertionen (a)

Ausbildung von Deletionen (b)
oder Inversionen (¢) je nach Co-
Integrat-Bildung und dessen
Auflosung




Bewegliche genetische Elemente in Pflanzen:

Beispiel Maiskorner mit Sprenkelung
Hervorgerufen durch die Ac-Ds Elemente
Wihrend der Entwicklung des Maiskorns

wird eine Mutation in einigen Zellen
rickgingig gemacht




Bewegliche genetische Elemente in Pflanzen:

Das Maigenom enthélt ca. 10 Ac-Elemente, jedes ist wie ein typisches Transposon
aufgebaut (Inverted Repeats, Leserahmen fiir Transpositionsproteine)

Ds-Elemente benotigen Ac-Elemente, da ihre inneren Kodierungsbereiche durch
mehr oder weniger gro3e Mutationen verloren gegangen sind.

I- — 4565 bp »I

Bl [ D59
I LI | |
LF h‘
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Copia-Elemente in Drosophila melanogaster, Retrotransposons:

Bestehen aus 5000-7000 bp, eingerahmt von Direct Repeats von einigen 100 bp, diese
tragen ihrerseits an thren Enden kurze Inverted Repeats (dhnlich Klasse I
Transposons)

» Copia wird in Form von RNA nach zwischengeschaltener Transkription iibertragen

* Die Copia RNA dient als Matrize zur Synthese der DNA ,die dann an anderen
Stellen des Genoms integriert und Mutationen verursacht.

* Umkehr des normalen Flusses genetischer Information: Reverse Transkriptase

LTR LTR

e | | e
N | | -

offenes Leseraster von 1409 Codons
 Gag |, Endonuclease |, reverse Transkriptase

|




Retroviren:

Weit verbreitet, menschliche Retroviren:

* HIV (human immune deficiency virus), AIDS Entstehung (acquired immune
deficiency syndrom)

« HTLV I und II (human T-cell leucemia virus), seltene Form der Leukdmie
Weitergabe:
» Horizontal durch Infektion

» Vertikal durch die Keimbahn



. Virus-Partikel
Retroviren: e e il

Enthalten als Gentrager zwei identische RNA- f . } ‘\\
Molekiile die eukaryontischer mRNA

entsprechen (5"Methylguanin-Kappe, 3" Poly A).
Ca. 8000 Nucleotide, drei Genbereiche:

* gag (gruppenspezifisches Antigen)

» pol (RN A-abhidngige DNA-Polymerase)

* env (Bestandteile der Virushiille)

Virus RNA wird durch reverse Trankriptase
(viral) in DNA iibersetzt.

DNA gelangt in Zellkern und wird durch
Integrase (viral) ins Wirtsgenom integriert. “W“W\"‘”"W e

i reverse Transkriptase
Virus-DNA wnnnAnnannnns

Loy

llntegraﬁon

Plasma-
Membran

zelluldre DNA

RNA fiir | Strukturproteine iTransIation

Transkription erfolgt mit Wirtsgenom. k das Virus-Partikel

des Virus-Partikels

1] y
—

Gebildete RNA dient der Herstellung von
Virusproteinen oder als Genom der
Nachkommen-Viren.

Ausschleusung der verpackten Viren durch
Knospung (Zypoplasma-Membran mit
eingebauten Env-Proteinen).

Nachkommen-Virus



Retroviren:

Molekulare Genetik des
Retrovirus:

Repeats (R) 70 Nucleotide 5 und 3’

Unique Sequences U3, US

gag-Gene: Bausteine der inneren
Virus-Struktur

pol-Gene: Protease, reverse
Transkriptase (inkl. RNase H),

Endonuclease (Integrase)

env-Gene: zwei Hiillproteine

_ Us RUS Us RUs
[ 11 E [ TT 1"~ DNA
LTR LTR.
4]
v
RUS  gag pol env U3 R
1 fr |1 | | 1] RNA
r/ Ir/ l L ¥ \|r l w!r \1
S-S,

[ O 10 I S B Pooteine
p15 p12 p30 p10Pro Rev.-Tr.RNaseH End. gp70 p15E

T

Ribonucleoprotein-Komplex



