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Sie haben drei runde, gelbe Erbsen (A, B und C). Aus jeder der drei Erbsen
entwickelt sich eine Pflanze. Alle drei Pflanzen wurden mit einer Pflanze
gekreuzt, die aus einer grinen, schrumpligen Erbse stammt. Exakt 100
Nachkommen der jeweiligen Kreuzung ergaben folgende Phanotypenklassen:

51 gelb, rund

49 grin, rund

100 gelb, rund

24 gelb, rund

26 gelb, schrumplig
25 grun, rund

25 grin, schrumplig

Was waren die Genotypen von A, B und C? Leiten sie dazu Dominanzverhalt-
nisse ab und verwenden Sie Gensymbole ihrer Wahl (aber erklaren Sie jedes
einzelne).



A: 51 gelb, rund A, B und C alle mit derselben Pflanze gekreuzt

49 grin, rund = Unterschiede in der Nachkommenschaft
B: 100 gelb, rund gehen auf Unterschiede in den Genotypen
C: 24 gelb, rund von A, B und C zurick!

26 geol.b, schrumplig gelb, rund x grun, schrumplig

25 grun, rund

25 grun, schrumplig l

. Nachkommen
Dominanz?
GGRR ggrr

B: gelb, rund x grin, schrumplig

// \\
dominant rezessiv | = alle Kreuzungen sind Testkreu-

zungen zur hom. rezessiven Linie

alle gelb, rund - gelb und rund missen dominant sein
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51 gelb, rund

49 grin, rund

100 gelb, rund

24 gelb, rund

26 gelb, schrumplig
25 grun, rund

25 grun, schrumplig

A: GgRR x ggrr

l

V> GgRr : 2 ggRr

GgRR ggrr

A: gelb, rund x grin, schrumplig

1

% gelb, rund : % grin, rund

Gg x gg

2 Gg: %288

l

% gelb : % grin

RR x rr

!

Rr

l

alle rund
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51 gelb, rund
49 griin, rund
100 gelb, rund
24 gelb, rund _ 50 gelb : 50 griin >1:1 Beide Gene
26 gelb, schrumplig mussen in C
25 grin, rund > heterozygot

25 griin, schrumplig 49 rund : 51 schrumplig > 1: 1 vorliegen!

—_—

GgRr ggrr
C: gelb, rund x grin, schrumplig

l

% gelb, rund : % gelb, schrumplig : % grin rund : % griin schrumplig



2. Erlautern Sie die Experimente von Griffith, Avery, Hershey und Chase.
Welche grundsatzlichen Erkenntnisse wurden dadurch gewonnen?

Kenntnisstand tiber DNA und Gene um 1920
—> ca. 30 Jahre vor Auflésung der DNA Struktur durch Watson und Crick 1953:

- Gene (die Mendelschen Erbfaktoren) wurden mit bestimmten Merkmalen
assoziiert = aber ihre physikalische Natur war unbekannt

- Gene sind auf den Chromosomen

- Chromosomen bestehen aus DNA und Protein

\ J
1

Gene aus DNA
oder Protein?

Warum bestand viele Jahre eine solche Zuriickhaltung die Rolle der DNA in der
Vererbung anzuerkennen?

- chemisch gesehen ist DNA eher eine simple Struktur

- genetisches Material muss die Fahigkeit besitzen fir spezifische Informationen
zu codieren und diese Informationen prazise zu replizieren
- wie sollte ein solch einfaches Molekil so komplexe Funktionen erfillen?



Frederick Griffith (1928):
Streptococcus pneumoniae = Lungenentziindung (lethal bei Mausen)
S-Stamm: glatte Kolonien durch Polysaccharidhille = virulent

R-Stamm: rauhe Kolonien = keine Polysaccharidhiille = avirulent

(b)
R strain
00
o
0
0 N
(d) Transformation
R strain |,/ ‘CJ’
0000 A"
0. MNg)—,
t.n .. Mouse die: )
T h N
S strain S strain S strain (€ (0
heat-killed heat-killed live cells 0 (%

o @



Avery, MaclLeod, McCarthy (1944): L«Qf

47 4
Y W
r S
v,
S strain
//ex tr\\
No components Polysaccharides Lipids Protein
destroyed destroyed destroyed destroyed destroyed destroyed
00 00 00 00 00
R straln
%A’; ~e 4
Q/ﬁﬂ\ Q/ m— Q/‘ {,—,:5\ __Q/ - b W"Q\&
Mouse dies Mousedles\hllouse‘ches/l\flome dies Mouse dies Mouse lives
Live S strain /¢ No live S strain
recovered (& recovered

‘The Transforming Principle” = DNA ist wahrscheinlich Trager der Gene!



Hershey und Chase (1952): ﬁs@ {
M f
E. coli ?b Phage racc,l?;:ctivity
T2 phage /»i\ %f ghosts [ recovered in
35¢g ﬂi\j\ + _ phage ghosts
(” ) // ‘) : |
g - @—é\.. ;; ¢ A
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centrifuge *

( ¢l Most of
i $ | radioactivity
Blender | . ; recovered in
y\  and ¢ bacteria
> P centrifuge " /

— DNA ist Trager des Erbmaterials/der Gene!




Transposons:

a) Definieren Sie Transposons.

b) Erklaren Sie die Funktion von Transposons am Beispiel von Barbara
McClintocks Ds Elementen in Mais.

c) Was ist der Unterschied zwischen DNA Transposons und Retrotransposons?

d) Was fiir eine Funktion haben ,Insertion Sequences’ (IS-Elemente) in
Prokaryoten?

Definition:
Ein Transposon (umgangssprachlich: springendes Gen) ist ein DNA-Abschnitt

bestimmter Lange im Genom. Es umfasst ein oder mehrere Gene und hat die
Moglichkeit seinen Ort im Genom zu verandern (Transposition).

Percentage of

Organism Genome
Plant (Arabidopsis thaliana) 10.5
Worm (Caenorhabditis elegans) 6.5
Fly (Drosophila melanogaster) 3.1

Human (Homo sapiens) 44 .4



Transposons:
a) Definieren Sie Transposons.

b) Erklaren Sie die Funktion von Transposons am Beispiel von Barbara
McClintocks Ds Elementen in Mais.
c) Was ist der Unterschied zwischen DNA Transposons und Retrotransposons?

d) Was fiir eine Funktion haben ,Insertion Sequences’ (IS-Elemente) in
Prokaryoten?

B. McClintock: in einer Mais-Linie haufig Chromosomenbriiche
im Chromosom 9. Bruchpunkt: ,,dissociator* (Ds)

A pair of homologous
chromosomes 9 at meiosis
Knob

ds bzw. no DS

Ds locus

Bruch an Ds-Locus findet nur in Gegenwart eines
zweiten Elementes (Ac= activation) statt!




Phanotypen Kornerpigmentierung (C Gen):

GENOTYPES
Chromosome breakage
C Sh Wx Ds

c sh wx
c= ; __ @ > Colorless (c)
Shrunken (sh)

PHENOTYPES

Not shiny (wx)
Acentric fragment Ac-activated
is lost. chromosome
Ds C Breakage at Ds
sh v Pigmented (C)
i s Plump (Sh)

¢ sh WX Shiny (Wx)

Q= o




Seltene Phanotypen:

GENOTYPES
New unstable alleles
c-Ds Sh Wx
o ) e G e
¢ sh wx
= @ >

Ac activates
Ds loss from

Cgene.
Ds
\ |
CSh  Wx
GG B s o s QR S ——

c sh wx

i @ i

PHENOTYPES

Colorless
background



Phenotypes

Pigmented
Cgene
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Transposons:

a) Definieren Sie Transposons.

b) Erklaren Sie die Funktion von Transposons am Beispiel von Barbara
McClintocks Ds Elementen in Mais.

c) Was ist der Unterschied zwischen DNA Transposons und Retrotransposons?

d) Was fiir eine Funktion haben ,Insertion Sequences’ (IS-Elemente) in
Prokaryoten?

Definition Retrotransposons:
Transposons die tber ein RNA-Intermediat mithilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase transponieren/translozieren.

Definition DNA Transposons:

Transposons deren Transposition kein RNA Intermediat involviert. Sie
transponieren i.d.R. durch ‘cut and paste” Mechanismen mithilfe des Enzyms
Transposase.



Class 1 Class 2
Transposable

/element\

Donor DNA&Ianking onor DNA
DNA
Transcription Excision
Former
Y RNA insertion site
intermediate \» ‘
" |
e Donor DNA
transcription
A\ )\ 4

—~—_DNA _—
intermediates
Insertion

Target '
r DNA ‘
Transposed /

mobile elements




Definition Retrotransposons:

Enzvms Reverse

2 =1Ly

Transkrlptase transponleren/transI02|eren.

(@) Two kinds of retroposons

Genomic Genomic
DNA Retroposon DNA

3' RNA-like strand

5' Template strand

Direction of transcription

Genomic Genomic
DNA Retroposon DNA
5| | 3'

LTR Reverse transcriptase gene LTR
Direction of transcription

nur bei Eukaryoten!

(c) How retroposons move
5 bp repeat

,/— of target DNA\

5 3
\ |Retroposon at original
genomic position
.’ i ; RNA transcript
N .9
Reverse transcriptase ;
: : Reverse
5 3 + transcription
3| 5' - .
LTR LTR
5 3 Double-stranded cDNA
3 5 copy of retroposon

Insertion into new site
in the genome

5 bp repeat
~ of new target m

¥ 3!
A[CIG|A| T
_ LTH TIG|C|T|A

| - Retropdédn |




- 2= Definition DNA Transposons:
Transposons deren Transposition

oTramposase . kein RNA Intermediat involviert. Sie
Transposase binds ; ] i dR. d h cut and
ihe endsof Ae ransponieren i.d.R. durch ‘cut an
and.Ds elements. paste” Mechanismen mithilfe des

Enzyms Transposase.

nicht ‘/ autonom

auronom @

lCleavage

Coo’

”
Cog?
~

v ]

Integration into
new target site

Cog2

lAc or Ds at

Target
DNA

new location




3.

Transposons:

a) Definieren Sie Transposons.

b) Erklaren Sie die Funktion von Transposons am Beispiel von Barbara
McClintocks Ds Elementen in Mais.

c) Was ist der Unterschied zwischen DNA Transposons und Retrotransposons?

d) Was fiir eine Funktion haben ,Insertion Sequences’ (IS-Elemente) in
Prokaryoten?

Definition:

IS-Elemente sind Segmente bakterieller DNA, die ihre Position auf dem
Chromosom verandern konnen bzw. sich in ein anderes Chromosom inserieren
konnen.

Table 13-1 Prokaryotic Insertion Elements

Insertion sequence  Normal occurrence in E. coli Length (bp)
IS1 5-8 copies on chromosome 768
[S2 5 copies on chromosome; 1 copy on F 1327
1S3 5 copies on chromosome; 2 copies on F 1400
[S4 1 or 2 copies on chromosome 1400

IS5 Unknown 1250




Table 13-1 Prokaryotic Insertion Elements

Insertion sequence  Normal occurrence in E. coli Length (bp)
IS1 5-8 copies on chromosome 768
it 1327
5 copies on chromosome; 2 copies on F 1400
O D1ES O [1TOITI1IOSOIIE ]400
IS5 Unknown 1250

F* cell Bacterial Hfr cell
chromosome

\_/
0)..\p)

Crossing over takes place between| | The F factor is integrated
F factor and chromosome. into the chromaosome.

Funktion (u.a.) 2 Integration von F-Faktoren
ins Bakterienchromosom




4. Sie analysieren die Regulation eines Operons. In diesem Zusammenhang
haben Sie einen potentiellen Repressor identifiziert. Erklaren Sie wie man mit
Hilfe von ,DNAse | Footprinting’ die Operatorsequenz bestimmen kann.
Welche Funktion hat DNAse | bei dieser Methode?

CAP-cAMP
== - P r————y A

l

X + 4 — [H
Lactose |nducer-

repressor

CAP-binding site DNA covered by RMA polymerase

— mREMA

&) \CAAC GCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG CACCC CAGGC TTTACA TTTATGCTTC CGGCTOS TATGTT G TGTGGAATTG TGAGC GGATAACAA TTTCACACAGGAARCRGCT

-35 -10 +1

DMA coveraed by repressor

Wie kann man eine Proteinbindungsstelle auf der DNA identifizieren?




(a) DNA footprinting

Muclear Restriction fragment
extract or oligonucleotide
- DDD . Spl | | GC | |
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(b) Gelshift analysis

Restriction fragment
or oligonuclectide
[ [6C[ |
J End-label o % ©o
with 32P oo 00
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1, °©
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f Autoradiography Specific binding
[ b}r SF' 1

N

Muclear
extract

2p I |

schneidet
neben Pyr

DNA-protein complex
I Free DMNA fragment

H-ray film



CAP-binding site DMA coverad by RMNA polymerase

I e —
— MEMN&
GCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGS CACCC CAGGC TTTACA TTTATGCTTC CGGC TOG TATG TT G TATGGAATTG TGAGC GEATAACAA TTTC ACACAGS, 2
LS o et b T WA E PR Ol hg £ 5 L Ot S RN E AT I iy Fr ."Irl. w b ot L e ! . LS e | WY ol -'I-'."rl. 2l o T L et Lt I € g W Wl et et Ll iy ML
-35 =10 +1
DMA covered by repressor

Control sequance

DMNA

Binding protein

Protected region

Aber: vom Protein geschiitzte DNA Region i.d.R. gro3er als Erkennungssequenz!



5. Definieren Sie den Begriff ,Reportergen’ bzw. ,Reporterprotein’. Welche Eigen-
schaften sollte ein gutes Reportersystem haben? Erklaren Sie den Unterschied von
transkriptioneller und translationaler Fusion. Mit welcher dieser Fusionen analy-
sieren Sie Proteine bzw. Promotoren? Welche Reporter kennen Sie?

Definition:
Ein Reportergen (-protein) ist ein Gen (Protein) mit einem relativ leicht messbaren Phanotyp,

der sich deutlich von Hintergrundsignalen abhebt.

Control sequences Promoter

/N /.
/ . T
& . L 3
Gene under
study
Replace the gene with Transkriptionelle

—

the reporter qene .
POTIEr S Fusion

Reporter gene
o EZTZTTTTIA

L L &
\ \ / Promoter

Control sequences




Eigenschaften:

® Hohe Sensitivitat

® Geringe endogene Aktivitat (Hintergrundsignal)
® Qualitative und quantitative Erfassbarkeit
® Mdglichst weiter (linearer) Messbereich
® Hohe Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit ~ Nachweis erfolgt:
® Leichte Durchfihrbarkeit ® radioaktiv
® mittels Resistenz

@s Farbre@

® chemi- oder biolumineszent




Transkriptionelle Fusion

Control sequences Promoter
_1!f54{ilx\; .fi;lllllll____
Gene under
study

Replace the gene with
the reporter gene

Reporter gene
._7?77??777?1

‘\ .\ / * Promoter

Control sequences

Translationelle Fusion

ATG

Pflanze

SWP TAA

Transformationsvektor

| |
e

Zellkultur



Transkriptionelle Fusion:

- dokumentiert die ortliche Aktivitat des
jeweiligen Promotors im analysierten
Entwicklungsstadium

Arabidopsis thaliana

Control sequences Promoter

JIN.

Gene under
study

Replace the gene with
the reporter gene

Reporter gene

& s
e

-\ '\ /- Promoter

Control sequences

GUS = B-Glucuronidase



Translationelle Fusion:

- Dokumentiert die ortliche Lokalisation
des jeweiligen Proteins im analysierten
Entwicklungszustand

Aequorea victoria

Arabidopsis thaliana —>» GFP = Green Fluorescent Protein

|IAR4pro:IAR4:GFP

Hypocotyl e I 7 Lateral root . i ' Root hair

ATG TAA

-

Transformationsvektor

Root hair 3 £ ) ~ B
L L el

MitoTracker

Pflanze Zellkultur



Weitere kompartimentspezifische 8 verschiedene fluoreszierende
translationelle GFP-Fusionen: Proteine in Bakterien:

— Zelloberflache D Zellkontakte

Mavuolen-Membran

i Cytoplasma

Nathan Shaner, Paul Steinbach, Roger Tsien (2006)

K Chremosomen



