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2. Welcher der folgenden Satze entspricht der Chargaff-Regel?

A) Die Menge von Purinen (T und C) entspricht der Menge an Pyrimidinen (A
und G).

B) Die Menge von Purinen (T und A) entspricht der Menge an Pyrimidinen (C
und G).

C) Die Menge eines einzelnen Nukleotids bestimmt nicht die Menge der anderen
Nukleotide.

D) Die Mengen aller Nukleotide sind gleich.

E) Keiner der obigen Satze.

Erwin Chargaff:
1. Die Gesamtmenge der Pyrimidinnukleotide

(T+C) entspricht der der Purinnukleotide (A+G)
2. Die Menge an T istimmer =A

3. C=G




3. Durch welches Experiment wurde gezeigt, dass die DNA-Replikation semikonservativ

erfolot?
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Dispersive replication




Dichtegradientenzentrifugation

Beispiel Blut:

vor Z. nach Z.

Plasma

Blut
Mononukleédre

Zellen

Erythrozyten
Granulozyten

R

Meselson und Stahl (1958):

1. >N-DNA Zellen in ¥*N-Medium
2. Nach erster Zellteilung zentrifugieren
3. Nach zweiter Zellteilung zentrifugieren



(a) Predictions of semiconservative model
Parental 1st generation  2nd generation
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(c) Predictions of dispersive model
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(b) Predictions of conservative model
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1. Zeichnen Sie eine Replikationsgabel bei E. coli. Kennzeichnen Sie dabei die alten und neuen DNA-

Strange sowie die Position der Primer.

Topoisomerase |

Lost Knoten, die durch das
Offnen der Replikationsgabel
entstehen

Replication
fork
movement

Offnet die Replikationsgabel

Next Okazaki fragment will start here.

RNA primer p. . einzelstrangige DNA

Synthetisiert RNA
Primer fur 3‘OH
attachment site fur
DNA Nukleotide

RNA primer
Okazaki
fragment

- Single-strand bind
proteins

Clamp

| DNA
Lt suand polymerase i
Il dimer polymerase |
RNA Primer = DNA

3 Elongiert neuen
DNA-Strang vom
Primer 3‘OH aus

Lagging
strand

Ligase

Verbindet die Okazaki Fragmente durch
Versiegelung der Briiche im Zucker-Phosphat

Riickgrat der neu synthetisierten DNA

1. Primase synthesizes short RNA oligonucleotides (primer)
copied from DNA.

ol

“RNA primer

5’

3' '
5
5’

,3r

-

-
5 ’r_r New DNA Okazaki fragment

3. DNA polymerase | removes RNA at 5’ end of neighboring
fragment and fills gap.

N ¥

Ligation



4. Wie werden bei Eukaryoten Telomere repliziert?

iSynthesis of primer

3'OH
1Elongati0n of DNA

When the primer at the end of
a chromosome is removed,... Removal of primer

3!’

5f
J
Y
...there is no 3'-OH group to which DNA Gap |Ef’[| b\;]*c’
nucleotides can be attached, producing a gap. re?r?:;ro

Conclusion: In the absence of special mechanisms,
DNA replication would leave gaps due to the
removal of primers at the ends of chromosomes.




parental strand

/ 3’
; ITTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
B 'AACCCE(,:?\ incomplete, newly synthesized lagging strand
TELOMERASE
BINDS
3’ . -
[ I TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG direction of
1 JAACCCC ACCCCAAC telomere
5’ 3’ 5 synthesis
TELOMERASE
EXTENDS 3" END

(RNA-templated telomerase with bound RNA template

DNA synthesis)
3!
ITTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

JAACCCC ACCCCAAC
b’ 3 %
COMPLETION OF

LAGGING STRAND

BY DNA POLYMERASE
(DNA-templated

DNA synthesis) { N

| TT GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

JAACCCC CCCCMCCCCMCCC%J

-
DNA

polymerase




5. Wie liegt der F-Faktor in Hfr-, F*, F und F’-Stdmmen vor?

F-Faktor:
Die Fahigkeit genetisches Material auf
andere Bakterien zu Gbertragen.

F-Plasmide des Donors regulieren die
Synthese von Pili, die den Kontakt mit
den Empfangerzellen initiieren

— Porenbildung fir DNA-Transfer

F* cell Bacterial Hfr cell
chromosome
—_— —_—
1.}
| U
A F factor | ‘x

/1
Crossing over takes place between
F factor and chromosome.

Y
The F factor is integrated
into the chromosome.

The F factor is integrated into the bacterial
chromosome in an Hfr cell.

Bacterial
chromosome

Plasmid

Recipient F-

In F*-Donorstammen liegt der F-Faktor als
extrachromosomales Plasmid vor.

In F-Empfangerstammen existiert kein F-
Faktor.

Hfr-Stamme haben den F-Faktor in ihr
Wirtsgenom integriert.




In F-Stammen wurde der F-Faktor wieder aus dem Hfr-Chromosom

chnitten und |IPQT als rekombinantes F-Plasmid im Cvfnnla n

Crossing over takes | | When the F factor excises from the

place within the bacterial chromosome, it may carry some
Hfr chromosome. bacterial genes (in this case lac) with it.
Hfr cell \ cell
F factor
|
I
~ fac
lac >
Bacterial chromosome Bacterial
with integrated F factor chromosome

An Hfr cell may be converted into an F cell
when the F factor excises from the bacterial
chromosome and carries bacterial genes with it.

ma vor:



6. Welche Moglichkeiten des Gentransfers bei Bakterien kennen Sie?

Konjugation Transfer von DNA zwischen zwei Bakterien Uber direkten Zellkontakt
Transformation DNA wird aus umgebendem Medium aufgenommen und ins Genom
integriert

Transduktion Transfer von einem Bakterium zu einem anderen uber einen Virus




6. Welche Moglichkeiten des Gentransfers bei Bakterien kennen Sie?

Konjugation A: F* Zelle tUbertragt F-Faktor auf F- Zelle

(a) (b) (c) (d) (e)
Ftcell F-cell
{donaor (recipient
bacterium) bacterium) Ft F- Ft F- Ft F- Ft Ft
O 51 O
F factor Bacterial
chromosome
During conjugation, a COne of the DNA || Replication takes || The 5" end of ...where the ...producing a
cytoplasmic connection | |strands onthe F || place on the F the nicked DMNA | | single strand circular, double-
forms between the F* factor is nicked || factor, replacing passes into the is replicated.... | | stranded copy becomes F+,

and the F- cell, at an origin the nicked strand. | | recipient cell... of the F plasmid.

and separates.




Hfr cell

chromosome

Konjugation B:

Hfr Zelle Gbertragt F-Faktor auf F- Zelle

6. Welche Moglichkeiten des Gentransfers bei Bakterien kennen Sie?
Ftcell Bacterial

- L
The F factor is integrated
into the chromosome,

Pl F factor I,{::II

.'I II
Crossing over takes place between
F factor and chromosome.

The F factor is integrated into the bacterial

chromosome in an Hfr cell.

(a) (b) (<) (d) (e)
Hfr cell F~ cell Hfr cell F cell
= [ - - = = i - ;
«  Tncorrect) __, - — o T — i
‘ alleles \-—-r k( “ “ / “ )} 4
f L4 '
A
] II = / ﬁ ,-":'l "-P/j
) il
/ \ | / f i / !
I, i il i if i/ I
Bacterial \ I Hfr chromosome I I i i
chromosome T\x I (F factor plus | f II.||
W il bacterial genes) || /| /|
\ I |I|_\ Il f I
In the Hfr cell, the In conjugation, Fis The transferred ~.thecells | | .. .and crossing over | | Crossing over The linear
F factor is integrated nicked and the &' strand is separate,...| | takes place between | | may lead to chromosome
into the bacterial end maoves into the replicated.. .. — |the donated Hfr recombination is degraded.
chromaosome. F= cell. . chromosome and of alleles (bright
- the original chromo- green in place of
_50me of the F~cell. | | black segment).

Bacterial genes may be transferred from an Hfr cell to an

F- cell in conjugation.



6. Welche Moglichkeiten des Gentransfers bei Bakterien kennen Sie?

Donor bacterium

Phages carrying |
donor genes

Transduced bacterium Recipient bacterium



6. Welche Moglichkeiten des Gentransfers bei Bakterien kennen Sie?

S Transformation
TranSforma‘!On - P | Haked DMA i & crossover in ...creation of
takan up by the thie bacterim a recombinant
racipient call. leads to. .. chromosome.
DNA .
fragments )
AN %)
O
. A
Free DNA
Cell wall /&
Cytoplasmic{ A
membrane
Free DNA DNA-degrading
nzym
from dead eazyme
bacterium
Transformed Transferred
bacterium DNA
Chromosome




6. Welche Moglichkeiten des Gentransfers bei Bakterien kennen Sie?

Konjugation, Transformation und Transduktion sind drei
Prozesse zum Gentransfer in Bakterien.

Alle drei Prozesse beinhalten, dass die transferierte DNA mit
dem bakteriellen Chromosom rekombiniert um stabil ins

Wirtsgenom integriert zu werden!




7. Wie und wo integriert der F-Faktor ins bakterielle Chromosom?
Wo?

Integration des F-Plasmiden ins eigene Bakterienchromosom = Hfr:

\

inc, rep, oriS, phi

Spezifische Stellen im Bakterienchromosom sind homolog zum
F-Plasmid = “Integration Sites’



7. Wie und wo integriert der F-Faktor ins bakterielle Chromosom?
Wie?

Homologous
regions where
pairing can
take place T |

chromosome



8. Welche Stamme entstehen bei folgenden Kreuzungen?

FFXF S Ft+ Ft
Hfr X F* > Hfr + F
FXF S F+F



9. In E. coli Uibertragen vier verschiedene Hfr Stamme die aufgelisteten Marker in der dargestellten

Abfolge:
Stamm 1: Q
Stamm 2: A
Stamm 3: B
Stamm4: B

O 2 X =

=0OTVO
O>» 4=
=X 4

Bestimmen Sie die Abfolge der Gene/Marker auf dem circularen Chromosom.

{a) Hfrl

Transfer always
begins within F,
and the orientation
of F determines the

direction of transfer,

...50 the genes
are transferred

beginning with lew.

<«

3 In Hfrl, Fis integrated
between the lew and

rhf" - ¢ /

F factor —— 4'

his azi
__—Chromosome

\g L/
ga!‘ 'Pm

lac

leu thr thi his gal lac pro azi

| ] I | ]
H EH = [ [
Genetic map

(b) Hfr5
In Hfr5, Fis integrated thr
between thiand his. =
thi leu
\ % o
—F factor
his azi
___—Chromosome
B F has the opposite
orientation in this ‘s O'
chromosome; so the gal pro
genes are transferred lac
beginning with thi.
S l
thi thr leu azi pro lac gal his
R B | | [
‘ I b || |
Genetic map

The orientation of the F factor in an Hfr
strain determines the direction of gene transfer.
Arrowheads indicate the origin and direction of transfer.



9. In E. coli Ubertragen vier verschiedene Hfr Stimme die aufgelisteten Marker in der dargestellten
Abfolge: Ori

Stamm1l: QWD M T <QWDMT

Stamm2: A X P T M <AXPTM

Stamm3: B N C A X <BNCAX

Stamm4: B Q WD M <BQWDM

Bestimmen Sie die Abfolge der Gene/Marker auf dem circularen Chromosom.

‘BQWDM
<QWDMT

MTPXA’
XACNB’




10. In einer Kreuzung (Hfr x F) ist leu* der erste Marker der libertragen wird. Die lineare Abfolge der
anderen Marker ist unbekannt. Der Hfr Stamm ist flr alle Marker prototroph, wahrend der F-
Stamm fiir alle untersuchten Marker auxotroph ist. Welches ist die Abfolge der Marker wenn auf
leu selektiert wird? Von den untersuchten Individuen sind 27% ile*, 13% mal*, 82% thr* und 1% trp*.

An Hfr cell with genotype str*| A ...was mated with a F~ cell |
thr* leu* azi' ton' lac* gal* ... with genotype str” thr- leu” ~
( (a) \ - azi® ton® lac- gal~. . . . .
Hir e _ - je naher Marker an Ori, desto hoher
ton” .21 C-en+es trailsferred. . e )
ok thr*, leu*, and str Wahrscheinlichkeit des Transfers
Start ac J—un~ (first selected genes,
v =82~ _ defined as zero time) . .
Y- Nl - spontane Bruchpunkte kreieren einen
{ Y \'-\ ".| . . . .
ot Mo \\\——str" B3 Conjugation was natlrlichen Transfergradienten
— ih leu* interrupted at
gal” —thr” regular intervals. . . .
- Die Frequenz von Rekombinanten ist
W) Bacteria L eine Funktion der Anordnung im Verhaltnis
é . & % | separate 3 L
™\ 7 3 — zum Ori fur jeden Marker
w4 :
‘ " ) Bacterita ton" thr* leu™ str™*
o] s/ separate g
XN* W > : - + + _ ot + +
@ Y, azi Reihenfolge = leu” - thr* - ile* - mal* - trp
7 || Bacteria ; b et
]é_ | :::”' M__ . rc;‘: thr, J:Ile;é =5rr
{!,\ AT lact azi'
‘ "f ) fj;;‘::ti gal* ton"thrXleu \* strt
25 min | 2= 25 —— 2 & u HE
A ) lac* azi'




11. Sie kreuzen einen Hfr Stamm (met* thi* pur*) mit einem F- Stamm (met thi  pur). Das Unterbrechen
der Kreuzung an verschiedenen Zeitpunkten zeigte, dass met* zuletzt in die Empfangerzelle gelangt.

Rekombinanten werden auf Medium ohne Methionin selektiert. Es treten folgende Genotypen auf:

met* thi* pur* 280

met* thi* pur 0
met* thi- pur* 6
met* thi- pur 52

a) Warum enthielt das Selektionsmedium kein Methionin?
b) In welcher Reihenfolge liegen die Gene vor?
c) Wassind die genetischen Abstdnde in Rekombinationseinheiten?

- met* ist der letzte Marker, der in die Empfangerzelle transferiert wird

- Selektion auf met* stellt sicher, dass alle anderen Loci dieser Kreuzung bereits
transferiert wurden

—> alie thi- oder pur Genotypen mussen demnach durch Rekombination entstanden
sein

da met* als letztes transferiert wird, sind nur 2 Folgen moglich:

met* pur* thit met* thi* pur?
1 | | | | |
I 1 ] I | ]
1 | | 1
’ < 1 | ] S \ / < 1 | ] S \
met pur thi- _ met thi pur



- eine der 4 moglichen Rekombinantenklassen benotigt neben den 2 Cross-overs zur
Integration der transferierten DNA zwei weitere Cross-over Ereignisse

met* thi* purt 280

met* thi* pur 0 S

met* thi pur* 6
met* thi pur 52

met* 15,4 m.u. pur* 1,8 m.u. thi* met* thi* pur?*
i i i I : i
] ] ] ] | |
| | | S \ ’*' | 1 1
met pur thi - met thi pur
[ I |
N =338

met* pur thi =52/338 = 15,4 m.u.
met* pur* thi =6/338 =1,8 m.u.



