
DNA-Analytik I



 DNA 
 Desoxyribonukleinsäure

Friedrich Miescher
1844-1895

• beschrieb Abtrennung von 
Cytoplasma und Zellkernen

• isolierte aus Zellkernen 

NUKLEIN
saure Verbindung mit ungewöhnlich viel 
Phosphor und - im Gegensatz zu 
Proteinen – ohne/wenig Schwefel

Nukleoproteide dts

Nucleoprotein engl

Nukleinsäure
= Zucker + Phosphat + Base



 DNA 
 Nukleotide

Abb. 2-01
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 DNA 
 Basen

Abb. 4-3   Strickberger, 1985



 DNA 
 Normale Basen und einige ihrer Analoga

Abb. 5-10   Strickberger, 1985



 DNA 
 Zucker

1´ 1´

3´ 3´

5´ 5´



 DNA 
 Zuckerphosphat

Abb. 4-2   Strickberger, 1985



 DNA 
 Polynukleotid

Abb. 2-02



 DNA 
 Wasserstoffbrückenbindung

Abb. 2-04



 DNA 
 Polynukleotidkette & Doppelhelix

Abb. 2-03



 DNA 
 Doppelhelices, rechtsgängig

Abb. 2-07



 DNA 
 Doppelhelices, rechtsgängig

Abb. 2-08



 DNA 
 Doppelhelices, rechts- & linksgängig

Abb. 2-09



 DNA-Komplexität 
 Phylogenie

Abb. 4-6   Strickberger, 1985



 DNA-Komplexität 
 genomweite „Repeats“



 DNA-Komplexität 
 eukaryontischen Genstruktur 



 DNA-Analytik 
 Stöchiometrie & Metrik

1  g  DNA = 2 x 1021 Nukleotide 
1 pg DNA = 2 x 109 Nukleotide

Humangenom = 3 x 109 bp = 6 x 109 Nukleotide

 haploide Chromosomensatz = 3 pg DNA ~ 1 m 

1 mm DNA = 2,9 x 106 Nukleotide 



 DNA-Analytik 
 Agarose-Gelelektrophorese

Maniatis, 1989



 DNA-Analytik 
 Agarose-Gelelektrophorese



 DNA-Analytik 
 Agarose-Gelelektrophorese

Form III, linear

Form II, oc

Form I, ccc



 DNA-Analytik 
 Polyacrylamid(PA)-Gelelektrophorese

Maniatis, 1989

Acrylamid (AA)

N,N’-Methylen-Bis-AA



 DNA-Analytik 
 „Southern“-Blot



 DNA-Analytik 
 „Southern“-Blot



 DNA-Synthese 
 Phosphit-Methode

Umsetzungsrate
& Ausbeute

0,920     = 0,12
0,9920   = 0,82
0,99920 = 0,98



 DNA-Synthese 
 Gensynthese aus Oligonukleotiden

Abb. 3-9   Glick & Pasternak, 1995



 DNA-Synthese 
 Gensynthese aus Oligonukleotiden

Abb. 3-10   Glick & Pasternak, 1995



DNA-Amplifikation 
 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Zielmoleküle entstehen 
erst im 3. Schritt !



 DNA-Amplifikation 
 PCR, exponentielle Amplifikation

Zyklen n Zielmoleküle N

1 0

2 0

3 2

4 4

5 8

…

32 1.073.741.824

N = 2 n-2   (n>3)



 DNA-Amplifikation 
 „nested“ / verschachtelte PCR



 DNA-Amplifikation 
 Alu-PCR



DNA-Amplifikation
Bakterielle Klonierung



 DNA-Amplifikation 
 Cosmid-Klonierungssystem



 DNA-Amplifikation 
 Cosmid-Klonierungssystem

Klonierungskapazität

52 kb – 7,6 kb = 44,4 kb



 DNA-Amplifikation 
 BAC/PAC-Klonierungssystem

Klonierungskapazität

100 -250 kb



 DNA-Amplifikation 
 Fosmid-Klonierungssystem

Einzelkopie-Cosmid



DNA-Sequenzierung
Maxam-Gilbert-Methode, radioaktiv *1977



DNA-Sequenzierung
Maxam-Gilbert-Methode, radioaktiv *1977

Maniatis, 1989



DNA-Sequenzierung
Maxam-Gilbert-Methode, radioaktiv *1977

Maniatis, 1989



DNA-Sequenzierung
ddNTP-Kettenabbruch~, Didesoxy~, radioaktiv *1977

Fred Sanger
Nobelpreise 1958, 1980



DNA-Sequenzierung
Didesoxy~, Fluoreszenz-markiert



 Sequenzier-Technologie 
 Dye-Primer



DNA-Sequenzierung
Dye-Terminator



 Sequenzier-Technologie 
 Dye-Primer vs. Dye-Terminator

DP

DT



 Sequenzier-Technologie 
 „cycle“-Sequenzierung



 Sequenzier-Technologie 
 Manipulierte Polymerasen



 Sequenzier-Technologie 
 Manipulierte Polymerasen



 Sequenzier-Strategie 
 Primer-„walking“



 Sequenzier-Strategie 
 „nested“ / verschachtelte Deletionen



Sequenzier-Strategie 
Schrotschuss („shotgun“)



“shotgun”-Theorie
Lander & Waterman (1988)

nicht sequenzierter Anteil : U = e-(n*l)/g

verbleibende Lücken: G = n*e-(n*l)/g

n: Anzahl der „shotgun“-Sequenzen 
l : Länge einer „shotgun“-Sequenz
g: Größe des Genoms/Ausgangsmoleküls

Beispiel: g = 100.000 bp ; l = 400 bp

n (n*l)/g U G

250 1 37% 92

1250 5 1% 12,5

2500 10 0,005% 0,125
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