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1 EINIGE GRUNDLAGEN
DER VERERBUNG

DNA - ein Bote aus der Vergangenheit

Die Menschheit ist nicht nur daran interessiert, ihre Zukunft zu deu-
ten, sondern auch ihre Herkunft zu rekonstruieren. Zentrale Fragen
sind: Wo kommen wir her? Wie ordnen wir uns in die belebte Welt
ein? Und wie konnen wir alle Lebewesen in einem einheitlichen
Schema gruppieren, das uns hilft die Vielfalt des Lebens auf der Erde
und ihre Genese zu verstehen?

Carlvon Linné (1707—1778) »sortierte« die Natur und gab den meis-
ten Tieren und Pflanzen mittels der bindren Nomenklatur eine syste-
matische Zuordnung. Die Dynamik in der Entstehung der Vielfalt
blieb jedoch verborgen. Erst ein Jahrhundert spater, auf einem Tref-
fen der Londoner Linnean Society am 1.Juli 1858, haben Charles Dar-
win (1809 —1882) und Alfred Russel Wallace (1823 —1913) ihre Ideen
zur Entstehung der Arten vorgetragen. Im Jahr darauf publizierte
Darwin sein bahnbrechendes Buch On the Origin of Species. Darwins
Theorie basierte entscheidend auf der Weitergabe von vererbbaren
Merkmalen. Die zugrunde liegenden Mechanismen waren zu dieser
Zeit jedoch noch unklar. Erst 1944 gelang dem amerikanischen Team
um Oswald Theodore Avery (1877 — 1955) der eindeutige Nachweis,
dass die Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid, abgekirzt
DNA) die erblichen Eigenschaften von den Eltern auf die Nachkom-
men Ubertragt.

Vererbung beruht also auf einer stofflichen Weitergabe in Form
einer Umsetzung von Molekiilen. Die DNA besteht aus vier Grund-
bausteinen, namlich den Basen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G)
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und Thymin (T). Die Molekular-Genetik beschreibt, wie aus der se-
quentiellen Abfolge dieser vier Grundbausteine der gesamte Bau-
plan fir einen vollstandigen Organismus entsteht und wie die Wei-
tergabe der genetischen Information erfolgt. Da die DNA in fast
allen Lebewesen als Trager der Erbinformation fungiert, sind die ge-
fundenen Prinzipien fur die Umsetzung der genetischen Informa-
tion in den Phanotypen nahezu allgemeingultig.

Rasch wurde klar, dass die DNA nicht nur fur die Weitergabe der
Eigenschaften von Eltern auf ihre Kinder verantwortlich ist. Sie ist
auch ein »Dokument der Evolutionsgeschichte«, so Emile Zucker-
kandl und Linus Pauling. Die DNA, die in heute lebenden Organismen
zu finden ist, gab in grauer Vorzeit ein Vorfahr an den Nachsten wei-
ter. Im Laufe dieser Weitergabe wurde die DNA modifiziert. Nicht
mehr bendtigte Segmentabschnitte gingen verloren, neue Sequenz-
abschnitte wurden erworben und wieder andere Abschnitte erfuh-
ren kleine Veranderungen, da der Prozess der Informationsweiterga-
be nicht fehlerfrei ist. Welche Modifizierungen auch immer eine
DNA erfahren hat, die heutigen Organismen zeigen Spuren dieser
Anderungen in ihrem Genom. Die Forschung zur molekularen Evolu-
tion versucht diesen Prozess zu rekonstruieren und die Mechanis-
men herauszuarbeiten, die zu der heutigen Vielfalt der Organismen
geflihrt haben.

Besonders in den letzten Jahrzehnten wurden vollig neue For-
schungstechniken entwickelt. Beispiele sind die Klonierung von
DNA-Segmenten, die Sequenzierung der DNA und die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) (Molekulare Techniken). Mit der rasanten Ent-
wicklung dieser molekularbiologischen Techniken gelang es, ein
detailliertes und immer umfassenderes Bild von den der Evolution
zugrunde liegenden Mechanismen zu entwickeln.

Insbesondere bei der Frage nach einem biologischen System der
Organismen erweist sich die Analyse von DNA- und Aminosdure-
sequenzen als eine wertvolle Methode, um sowohl die Verwandt-

Die DNA und ihr Code

schaftsverhaltnisse zwischen nah verwandten Arten zu studieren,
als auch einen Baum zu rekonstruieren, der die Evolutionsgeschich-
te aller Organismen der Erde darstellt.
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Das mittlerweile sehr umfangreiche Wissen tber die Struktur und
Evolution von Genen und DNA- beziehungsweise RNA-Sequenzen
geht einher mit den rasanten technischen Entwicklungen auf dem
Gebiet der Molekularbiologie. Aus jedem Organismus kann im Labor
die gesamte DNA beziehungsweise RNA isoliert und analysiert wer-
den. Fast alle gentechnischen Anwendungen beruhen auf der Kennt-
nis der genauen Abfolge der Nukleotide (Nukleotidsequenzen) in
den Organismen. Flr eine solche Sequenzanalyse reicht ein einziges
DNA-Molekil nicht aus, dafiir sind einige tausend Kopien des DNA-
Molekiils erforderlich. Stehen nur wenige DNA-Molekiile zur Verfu-
gung, missen diese zunachst vervielfaltigt werden. Handelt es sich
dabei um einen relativ grolen DNA-Abschnitt, nutzt man das ver-
haltnismaRig aufwandige und langwierige Klonieren. Kleinere DNA-
Abschnitte kénnen mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in
relativ kurzer Zeit millionenfach kopiert werden.

Bei vielen molekularen Techniken werden — wie bei den Stoffwech-
selvorgdngen im lebenden Organismus — spezielle Enzyme (gekenn-
zeichnet durch die Endung -ase) verwendet, wobei es fiir jedes Ver-
fahren ein Temperaturoptimum gibt. Grundlegende Operationen in
der Molekularbiologie sind:

« Isolieren der DNA aus einem Organismus,

- Trennen eines DNA-Strangs in zwei Einzelstrange,

- Vervielfaltigen eines DNA-Abschnittes mit Polymerasen,

+ Ausschneiden von DNA-Fragmenten mit Endonucleasen,

- Verbinden zweier DNA-Molekile mit Hilfe von DNA-Ligasen,
. Ubertragen von DNA-Molekulen in Bakterienzellen,
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ﬂ « Zerschneiden von DNA-Strangen mit Restriktionsenzymen,

« Auftrennen von DNA-Fragmenten durch Gel-Elektrophorese,
+ Bestimmen der DNA-Sequenz mit Hilfe einer Sequenziermaschine.

Das Klonieren dient der Vervielfaltigung grofer DNA-Abschnitte. Die
hierzu erforderlichen Arbeitsschritte sind in Abbildung 33 schema-
tisch dargestellt. Im ersten Schritt zerschneiden Restriktionsenzyme
die DNA an spezifischen, nur wenige Nukleotide langen Erkennungs-
sequenzen. Das Alul-Enzym erkennt zum Beispiel die Sequenz AGCT,
das EcoRI-Enzym die Sequenz GAATTC. Die resultierenden DNA-Frag-
mente sind bis zu 50000 Basenpaare lang.

Anschliefend werden die zahlreichen DNA-Fragmente getrennt.
Dazu sind Ubertrager-Molekile (Vektoren) notwendig, die ebenfalls
aus DNA bestehen. Die gebrauchlichsten Vektoren sind Plasmide.
Hierbei handelt es sich um kleine ringformige DNA-Molekiile, die
aus dem Zellplasma von Bakterien oder Hefen isoliert werden. Die zu
trennenden DNA-Fragmente werden in die Plasmide eingebaut.
Dazu werden die ringférmigen Bakterien-Plasmide aufgeschnitten,
um die fremden DNA-Abschnitte in die urspriingliche Plasmid-DNA
einzubinden. Dieser Schritt heift Ligation. Das so entstandene
Hybrid-Molekul wird anschlieBend in eine lebende Bakterienzelle
eingeschleust. Dieser Umwandlungsprozess der Bakterienzelle heifSt
Transformation. Die Bakterienzelle enthalt nun zusatzlich zu ihrer
eigenen Bakterien-DNA das fremde DNA-Hybrid-Molekdl. Die Trans-
formation ist der entscheidende Schritt im Trennungsvorgang der
urspriinglichen DNA-Fragmente, da jede Bakterienzelle nur ein Hyb-
rid-Molekil aufnimmt und somit die Fragmente in den Bakterien-
zellen raumlich voneinander getrennt werden.

In einem weiteren Schritt, der eigentlichen Klonierung, wird je-
weils eine transformierte Bakterienzelle auf einer Nahrstoffplatte
angezichtet, wobei sich die Bakterien durch Zellteilung sehr schnell
vermehren. Bei diesem Prozess entstehen zahlreiche identische Ko-
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pien der Bakterienzelle: die Klone. Die in den Bakterienzellen enthal-
tenen DNA-Hybrid-Molekile werden auf diesem Wege ebenfalls ver-
vielfaltigt. Zur weiteren Untersuchung werden die Hybrid-Molekiile
aus den Bakterienzellen isoliert. SchlieBlich werden aus der riesigen
Anzahl der DNA-Hybrid-Molekule die urspriinglichen DNA-Fragmen-
te wieder freigesetzt, die nun in gentuigender Anzahl fur weiterfih-
rende Forschungen zur Verfugung stehen.

Da sich transformierte Bakterienzellen problemlos zlchten und
lagern lassen, stehen jederzeit beliebige Mengen eines gewiinsch-
ten DNA-Fragments zur Verfiigung. Eine solche Sammlung von DNA-
Fragmenten eines Genoms wird Genombibliothek genannt.

Eine schnellere und vielseitigere Moglichkeit zur Vervielfaltigung
kleinster Mengen spezifischer DNA-Abschnitte ist die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Die PCR hat die Molekularbiologie in zweifa-
cher Weise grundlegend revolutioniert: Zum einen lassen sich DNA-
Fragmente im Reagenzglas vervielfiltigen. Der aufwandige Umweg
uber die Einschleusung in lebende Bakterienzellen entfallt. Zum an-
deren sind nur winzige Mengen an Ausgangs-DNA notwendig.
Kleinste Reste von Hautschuppen, Haaren oder Blut reichen aus, um
geniigende Mengen an neu synthetisierter DNA zu gewinnen.

Das Prinzip der PCR ist die Vervielfaltigung eines DNA-Abschnittes
mit Hilfe der DNA-Polymerase. Dieses Enzym synthetisiert DNA. Im
lebenden Organismus ist es unter anderem flr die Reparatur und die
Vervielfaltigung der DNA bei der Zellteilung verantwortlich.

Bei der PCR wird selektiv ein DNA-Abschnitt vervielfaltigt. Eine
zwingende Voraussetzung fur die Anwendung der PCR ist die Kennt-
nis uber die Abfolge der Nukleotide in den beiden Randzonen des
DNA-Abschnitts. Vor der PCR werden fir diese zwei Regionen die
dazu passenden komplementdren Basen als Startermolekile syn-
thetisch hergestellt. Diese kurzen Nukleotid-Molekdle heien Primer.
Sie sind etwa zwanzig Basenpaare lang und lagern sich wahrend der
PCR an die Randzonen an. Dies geschieht allerdings nur, wenn der
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DNA-Doppelstrang zuvor in die beiden Einzelstrange aufgetrennt ﬂ

wurde. Die PCR umfasst somit drei Schritte (Abbildung 34):

(1) Denaturierung des DNA-Abschnitts in zwei Einzelstrange,

(2) Anlagerung von zwei Startermolekiilen (Primer) an die
Randzonen und

(3) DNA-Synthese der komplementaren Strange zu neuen
vollstandigen Doppelstrangen dieses DNA-Abschnitts.

Jeder Arbeitsschritt der PCR erfordert eine andere Temperatur. Die
Steuerung der Temperatur Gbernimmt ein Warmebad oder Thermo-
cycler. Dieses Gerat reguliert auBer der Temperatur auch die Zeit-
dauer der einzelnen Schritte und die Anzahl der Wiederholungen.
Der »PCR-Cocktail«, in dem die Reaktionen stattfinden, enthalt die
Ausgangs-DNA, die zwei zuvor synthetisch hergestellten Primer, die
DNA-Polymerase sowie die vier DNA-Bausteine A,G,Cund T.

Im Thermocycler wird das Reaktionsgemisch einem dreistufigen
Temperaturregime unterworfen. Flr die Denaturierung der DNA ist
eine Temperatur von 94°C erforderlich. Erst dann |6sen sich die Was-
serstoffbriickenbindungen zwischen den Doppelstrangen der Aus-
gangs-DNA auf. Es bilden sich Einzelstrange. Nach dem Abkiihlen
auf Temperaturen von 50-55°C lagern sich die zwei Primer an die
Bindungsstellen in den Randzonen an. Dann synthetisiert das Enzym
DNA-Polymerase den jeweils komplementaren DNA-Strang. Da sich
stets nur die Nukleotide Cytosin und Thymin sowie Guanin und Ade-
nin verbinden, dienen die zwei getrennten DNA-Strange als Matri-
zen fir die Bildung von zwei neuen, vollstandigen DNA-Strangen.
Das Temperaturoptimum dieser Reaktion liegt bei 68°C.

Aufgrund der hohen Temperaturen benétigt die PCR hitzestabile
Enzyme. Die DNA-Polymerase wird aus Bakterien isoliert, die in hei-
Ben Quellen leben. Diese Enzyme verfligen lber spezielle Schutzme-

Abb.33: Die wichtigsten Schritte beim Klonieren
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Abb.34: Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

chanismen, so dass sie auch bei extremen Temperaturen noch aktiv
sind. Das am haufigsten verwendete Enzym ist die Tag-Polymerase.
Diese Bezeichnung leitet sich vom Namen des Bakteriums ab, das
Thermus aquaticus heil3t.

Der Zyklus aus Denaturierung, Primeranlagerung und DNA-Syn-
these wird 25-40 Mal wiederholt. Alle neu synthetisierten DNA-
Fragmente stehen den nachfolgenden Vermehrungszyklen wieder
als Ausgangs-DNA zur Verfligung. Dies erklart den exponentiellen
Zuwachs an DNA und den Namen »Kettenreaktion«. Bei optimalen
Bedingungen werden in einer PCR-Reaktion theoretisch nach 25 Wie-
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derholungen 2% Kopien eines gewlinschten DNA-Fragments synthe-
tisiert. In Wirklichkeit sind es »nur« 10° bis 10° Kopien. Daher reichen
selbst kleinste Ausgangsmengen an DNA, im Extremfall nur ein ein-
ziges DNA-Fragment, um genligende Mengen an DNA-Kopien fiir
die weitere Analyse zu synthetisieren. Als Vervielfaltigungsmethode
erreicht die PCR ihre Grenzen dann, wenn die Lange der DNA-Ab-
schnitte sooo bis 8000 Basenpaare lberschreitet. Sie ist also nur fur
die Vermehrung relativ kurzer DNA-Abschnitte geeignet.

Bei der DNA-Sequenzierung wird die genaue Abfolge der Nukleoti-
de entlang eines DNA-Strangs bestimmt. Hierfir gibt es verschiede-
ne Verfahren. Heute wird meist die Kettenabbruch-Methode ange-
wandt, die Frederick Sanger und Kollegen in den 1970er Jahren
entwickelten. Das Grundprinzip ist die enzymatische Synthetisie-
rung eines DNA-Strangs und erinnert in seinen Grundziigen an die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Auch bei der DNA-Sequenzierung
werden die drei Schritte (1) Denaturierung, (2) Primeranlagerung und
(3) DNA-Synthese durchlaufen. Das Raffinierte an der Methode nach
Sanger ist der gezielte Einsatz von vier »Stopp-Nukleotiden« (Dide-
soxynukleotide). Ihnen fehlt eine OH-Gruppe am Zuckerrest. Die
Stopp-Nukleotide werden zwar von der Polymerase noch an der zu-
gehorigen Stelle in den neu synthetisierten DNA-Strang eingebaut,
aber die Synthese bricht danach ab. So erklart sich auch der Name
Kettenabbruch-Methode. Fur die spatere Entschlisselung der DNA-
Sequenz gibt es unterschiedliche Markierungssysteme fir die
Stopp-Nukleotide. So kann etwa an jedes der vier Stopp-Nukleotide
ein jeweils anderer Fluoreszenz-Farbstoff gebunden werden.

Ein weiterer Unterschied zur Polymerase-Kettenreaktion besteht
darin,dass nur ein Primer,namlich der Sequenzier-Primer, verwendet
wird. Bei der PCR dienen beide Einzelstrange als Matrizen flr die neu
synthetisierte DNA. Bei der DNA-Sequenzierung lagert sich der
Sequenzier-Primer nur an einen der beiden DNA-Strange an, der
damit als Matrize flr die Neusynthese dient. Der zweite Strang wird
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nicht analysiert. Die Sequenzierung der DNA verlauft daher aus-
schliellich in eine Richtung.

Damit enthalt der »Sequenzier-Cocktail« bei der Kettenabbruch-
Methode die zu sequenzierende DNA, einen Sequenzier-Primer (P),
das Enzym Polymerase, die vier DNA-Bausteine A, G, Cund T sowie —
in geringer Konzentration — die vier farbig markierten Stopp-Nukleo-
tide. Wie bei der PCR wird dieses Gemisch im Thermocycler nachein-
ander drei unterschiedlichen Reaktionsbedingungen ausgesetzt.
Nach der Denaturierung lagert sich der Sequenzier-Primer (P) an
einen der beiden DNA-Strange an. Im dritten Schritt wird der kom-
plementare DNA-Strang synthetisiert. Die DNA-Synthese endet,
wenn ein Stopp-Nukleotid eingebaut wird. Bei 25 bis 35 Wiederho-
lungszyklen darf davon ausgegangen werden, dass sich an jedes Nu-
kleotid der Ausgangs-DNA ein passendes Stopp-Nukleotid anlagert.
Dadurch entstehen aus den urspriinglichen, gleich langen DNA-
Strangen zahlreiche neue DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange.

Ein kleines Beispiel soll das Prinzip der Kettenabbruch-Methode
veranschaulichen: Gegeben sei der zu analysierende DNA-Strang
TAGGTACT. Im Ergebnis der DNA-Sequenzierung entstehen die acht
verschieden langen, jeweils neu synthetisierten DNA-Fragmente T,
TA, TAG, TAGG, TAGGT, TAGGTA, TAGGTAC und TAGGTACT, die jeweils
an den Sequenzier-Primer (P) gebunden sind. Die Lénge der verschie-
denen DNA-Fragmente l3sst sich mit Hilfe der Gel-Elektrophorese
bestimmen. Abbildung 35a zeigt das Gemisch aus den acht verschie-
den langen DNA-Fragmenten. Dieses Gemisch wird in Abbildung 35b
auf ein Sequenzier-Gel gegeben. Zum Auftragen der Probe enthalt
der obere Rand des Gels Vertiefungen oder Kerben. Am unteren Rand
des Gels befindet sich der Laser, der die Farbmarkierungen erkennt
und diese Signale Uber einen Detektor an den Computer weiterlei-
tet. Fir das Auftrennen der unterschiedlich langen DNA-Fragmente
entsprechend ihrer Masse nutzt man die Bewegung elektrisch gela-
dener Korper in einem elektrischen Feld. Dazu wird an das Gel eine
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Abb.35: Auftrennung von DNA-Fragmenten in einem Sequenzier-Gel.
a) Gemisch von unterschiedlich langen DNA-Fragmenten nach der DNA-Sequen-
zierung; P kennzeichnet den Sequenzier-Primer, die vier Stopp-Nukleotide sind far-

big markiert.

b) Auftragen der Probe auf das Sequenzier-Gel.

c) Trennung der DNA-Fragmente im elektrischen Feld und Signalempfang durch
einen Laser.

Spannung angelegt (Abbildung 35c). Da die DNA negativ geladen ist,
bewegen sich alle DNA-Fragmente von der Kathode (=) zur Anode
(+), nur verschieden schnell. Die kurzen und damit leichteren Frag-
mente wandern am schnellsten, wahrend die langeren und somit
schwereren Fragmente entsprechend langsamer sind. Daher erfolgt
im elektrischen Feld das Sortieren der zahlreichen, unterschiedlich
langen DNA-Fragmente nach ihrer jeweiligen Lange. Die kirzesten
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Fragmente (P-T, P-TA, P-TAG...) kommen zuerst am Laser an, die lan-
geren Fragmente spater.

Der Laser regt die vier verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffe an, die
an die jeweiligen Stopp-Nukleotide gebunden sind. Die vier unter-
schiedlichen Lichtimpulse werden von der Sequenziermaschine auto-
matisch registriert und in die Sequenz-Datei des zu analysierenden
DNA-Strangs umgeschrieben. Pro Durchlauf lassen sich DNA-Frag-
mente mit einer Lange von 600 bis 800 Basenpaaren analysieren.

Genetische Drift

Die Idee der genetischen Drift ist einer der Grundbausteine flr die
Theorie der neutralen Evolution. Sie verdient es, genauer erlautert zu
werden. In einer Population existiert ein Gen typischerweise in ver-
schiedenen Versionen (so genannte Allele), die sich in ihrer DNA-
Sequenz unterscheiden. In Abwesenheit anderer evolutionar wirksa-
mer Faktoren wie Selektion, Mutation und Migration erwartet man,
dass die Allelfrequenzen in jeder Generation gleich sind. Da Popula-
tionen eine endliche GrolRe haben, kommt es bei der Weitergabe der
Allele einer Elterngeneration an ihre Nachkommen zu zufélligen An-
derungen der Allelfrequenzen. Einige Individuen werden keine Nach-
kommen haben, ihre Allele sterben aus. Andere Individuen haben
mehrere Nachkommen, die entsprechenden Allele werden in der
nachsten Generation haufiger vertreten sein. Daraus ergeben sich
Schwankungen in der Nachkommenzahl pro Individuum, die zwi-
schen den jeweiligen Generationen zu unterschiedlichen Allelfre-
quenzen fuhren.

Dieser Zufallsprozess hei3t (zufdllige) genetische Drift. Er wurde
von Sewall Wright (1889-1988) beschrieben, einem der Urvater der
theoretischen Populationsgenetik. Zufallige Schwankungen in den
Allelfrequenzen fihren dazu, dass letztendlich nur ein Allel in der
Population fixiert wird. Die Population verliert durch Drift ihre gene-
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tische Variabilitat. In einer kleinen Population geschieht dies schnel-
ler als in einer sehr grof3en Population.

Die neutrale Theorie der Molekularen Evolution

Motoo Kimura (1924-1994) formulierte 1968 die neutrale Theorie
der Molekularen Evolution, um das Ausmaf an Variabilitat in einer
Population auf molekularem Niveau zu erklaren. Die Theorie besagt,
dass der GrofSteil der Substitutionen neutral sind, das heiflst sie
haben keinen Einfluss auf die Anzahl der Nachkommen des betrof-
fenen Individuums.

Das heifSt aber nicht, dass es keine Selektion gibt. Kimura postu-

lierte lediglich, dass die Mehrzahl der Basenaustausche auf moleku-
larem Niveau nicht adaptiv, das heif8t fur das Individuum nicht vor-
teilhaft sind. Finden solche vorteilhaften Mutationen statt, dann
fhhrt dies zu einer besseren Anpassung an die herrschenden Um-
weltbedingungen, und die Nachkommen dieser Individuen verbrei-
ten sich schneller durch die Population (so genannte positive oder
Darwin’sche Selektion). Diese seltenen Mutationen wurden von Ki-
mura nicht weiter untersucht. Auch schadliche (deleterious) Muta-
tionen wurden von Kimura nicht betrachtet, da sie schnell aus der
Population verschwinden. Individuen, die schadliche Mutationen
tragen, sterben entweder sehr schnell oder haben keine respektive
schlecht angepasste Nachkommen. Diese Form der Selektion heif3t
in der Fachsprache negative oder reinigende Selektion (purifying
selection).
Schadliche Mutationen sind fiir die Mehrzahl der Veranderungen im
Genom verantwortlich, wahrend sie die genetische Variabilitat einer
Population nur unwesentlich beeintrachtigen. Es sind die vorteilhaf-
ten und neutralen Substitutionen, die fur die Evolution einer Popula-
tion wichtig sind. Welchen genauen Anteil dabei die neutralen Sub-
stitutionen haben, wird nach wie vor unter Fachleuten diskutiert.
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