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Mutations

1145

Intragenic (gene) mutations
Base substitutions
Transversions Pu <> Py
Transitions Pu — Pu or Py — Py
Insertions (small)
Deletions (small)
Effects: Change or loss of function of single genes,
Mutation types: silent, missense, nonsense, frameshift

Intergenic (chromosome) mutations

Deletions Insertions Inversions
Translocations  Amplifications

Effects:: Change or loss of function of larger units

Ploidy mutations

Euploidy Aneuploidie
Haploidy Hypoploidy (e.g. Monosomy)
Polyploidy Hyperploidy (e.g. Trisomy

Effects: mostly pleiotropic or loss of function
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Abb. 8.1 Nucleotid-Austausch als Ursache von
Mutationen. Beachte, dalR Mutationen selten sind.
Deswegen ist ein unabhdngiger Austausch von zwei
eng benachbarten Nucleotiden héchst unwahr-
scheinlich, ja geradezu ausgeschlossen.
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Abb. 8.2 Arten wvon Nucleotid-Austduschen: E‘ ey e R T N _,_J;

Transitionen und Transversionen.
Abb. 8.9 AP-Stellen und die ,,A-Regel“: Bevor-
zugter Einbau von Adenin-Nucleotiden gegen-
uber einer informationsleeren Stelle im Matri-
zen-Strang |nach 16, 22].
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Frameshift Mutations

Abb. 8.3 Leseraster-Mutationen. Unterstrichene
Sequenzen befinden sich im korrekten Leseraster.

Wildtyp

Addition
gines
Al -Paares

Deletion
eines
AT-Paares

Deletion
eines
AT-Paares
und
Addition
eines GC-
Paares
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ACAAAAAGTCCATCACTTAACGCC
TCTTTTTCAGGTAGTGAATTGCGG

ACAAAAAGUCLCAVMCALCUBUAALCGCLC
Thi - Lys - Ser - Pro - Ser - leu - Asp - Ala
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TCTTTTTHICAGOTAGTGAATTGCGG

ACAAAAAAGUCCAUCACUUAACGCC
Thr + Lys - lys - Ser - lle - Thy -Stop-Codon
}—.
ACAAAAGTCCATCACTTAACGCC
TCTTTITCAGGTAGTGAATTGCGG

ACAAARGUCCAUCACUUAACGCC
Thr « Llys + Val - His ~ His - teu « Thr - Pro
g A
ACAABRIG TCCATCACTTAACCEHCC
TGTTIRMC AGCTAGCTGAATTIGCGEIGG

ACAABRAGUCCAUCACUUAACCIGCC

Thr - Llys - Val . His - His - Leu - Thr - Ala
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Mutations by Replication errors

H H
£ N
HC  O--H-N HC  N—H--0
N N
<‘f1 Btz NfA\P? 7 ¢ N H—m’c\;f
N NN N J)=N” ™\ dieStandard-
cr © H & 0----H—N\ C' Basenpaare
: o\ H |
L — T ;f/ﬁj;j Il/::z
11,1 o :
10,8
H\
N—H H HC O
/ H
¢ ¢ N-H-N /1 N—H-—Q
N N N N, einige .Wobble®-
‘,-’ 3 - r/ # ! g
cr O""H—P;f \ E;.I) ch (8] --H_f;LG ! h? Basenpaare
. =N \ =N \
_/_/ 8“} H-N\ ! é,*.g_, | H-N\ cY
=Y " " {,y'" '————L____ H v\:\‘ :
03—\ 05 e
F'
N
¢ <
\ IGPE—H"'“NLN\ G(anti)-A(syn)-
“f f
¢ N ;NH’H Ci Basenpaar
ﬂ\\ H v
/58] 40°

Genetik und Gentechnik |

=

Abb. 8.6 Ungewdhnliche Basenpaare als Ur-
sache fiir Falscheinbauten an der Replikations-
gabel [nach 8, 19].
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Depurinierung 2
M

Spontaneous Mutations

e
m&&%}.

| | _ » o \,
B - Desaminierung | :5 m*} Sh .. ’

0
F—*fi r’“
[

% : X8 _/-(f “A
P M’MM{*M’
., . 0 so® @O @ ©
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A_xbb. 8.8 Spontane hydrolytische Zerfallsreak-
tionen: Apurinierung und Desaminierung.
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Radiation mutagenesis

(A)

X-ray: Chromosome breaks
Rearrangements

Crosslinks between p The rel
adjacent thymines (gurE sy LIETC

. : tionship between the
.@Xﬂn_e_d_]me_ﬂ _ percentage of X-linked

recessive lethals in
iB) D. melanogaster and

CG CG x-ray dose, obtained

E g E g from several experi-
TA UV Tk TA ments. The frequency
AT g : AT of spontaneous

% 'E = ? ﬂ X-linked lethal

GC 6 r mutationsis 0.15

E g T: rGC\ percent per X chromo-

some per generation.

Figure 7.26 (A) Structural view of the formation of a thymine dimer.
Adjacent thymines in a DNA strand that have been subjected to ultraviolet
(UV) irradiation are joined by formation of the bonds shown in red. Other
types of bonds between the thymine rings also are possible. Although not
drawn to scale, these bonds are considerably shorter than the spacing
between the planes of adjacent thymines, so the double-stranded structure
becomes distorted. The shape ol each thymine ring also changes. (B) The Dose in sieverts
distortion of the DNA helix caused by twa thymines moving closer

together when joined in a dimer.

Observed percentage of X-linked lethals
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b Thymin-Glykol Formamido-Pyrimidin
Q Q@ y
e N—CHO
HNS*S£-0H Ij\l\ J
£ A—-0H 2
D*L\T $ HNT N TIIH

Abb. 8.28 DNA-Schdden, verursacht durch ioni-
sierende Strahlen. a (an der Doppelhelix) Cross links
durch kovalente Verkniipfung gegentberliegender
Basen; Doppelstrang-Bruch; Einzelstrang-Bruch; Zer-
storung oder Veranderung von DNA-Basen. b Einige
Beispiele fiir strahlengeschadigte Basen [nach 24].
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Abb. 8.29 Chromosomen-Briiche in bestrahlten
Zellen.
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Einfache chemische Mutagene Chemical Mutagenesis

Viele chemische Verbindungen kénnen an der DNA mutagene Verdnde-
rungen hervorrufen. Ein ausfithrlicher Bericht wiirde unseren Rahmen
iberschreiten, Aber oft lassen sich die Auswirkungen von Chemikalien
auf einfache Prinzipien zurtiickfithren. | . . )
Man weifd seit langem, dal einfache chemische Verbindungen wie Slmple Chemicals:
Bisulfit oder salpetrige Saure und ihre Salze Mutationen an DNA in Lo- Bisulfit
sung verursachen. Der Grund dafiir ist eine Steigerung der Des- . "
aminierung von Cytosin-Resten. Die genannten Chemikalien gelten als | Salpet“ge Saure

schwache Mutagene, Wir kennen den Grund dafiir, denn Uracil-Reste | Hydroxylamin
(die Produkte des Cytosin-Desaminierung) werden durch Glykosylasen {
wiskungsvoll aus der DNA entfernt. Ein anderes, fiir Experimente viel Desaminations = C

verwendetes Mutagen ist Hydroxylamin {NH,OH), das unter anderem
Cytosin- und Adenin-Reste modifizierr und deren Basenpaarungseigen-
schaften beeinflufit.

5-Bromuracil 2-Aminopurin
0
Br "
j\ﬁ/ ¢ 11 Base Analogs = Shift of
07 N NN N, N : 7
H tautomeric equilibrium

Basen-Analoge wie 5-Bromuracil und 2-Aminopurin sind andere ein-
fache Verbindungen mit mutagener Wirkung. Sie wirken nach Uber-
fihrung in die entsprechenden Desoxyribonucleosid-Triphosphate bei |
der Replikation, weil sie dfter als ihre normalen Gegenstiicke iber
Falschpaarungen in den wachsenden Strang eingebaut werden.
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(A)

Base analogs

(C) G-Bu base pair
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Adenine 5-Bromouracil (keto form) Guanine 5-Bromouracil (enol form)

Figure 719 Mispairing mutagenesis by 5-bromouracil. (A) Structures of thymine and 5-bromouracil,
(B) A base pair between adenine and the keto form of 5-bromouracil. (C) A base pair between
guanine and the rare enol form of 5-bromouracil. One of 5-bromouracil’s hydrogen atoms changes
position to create the keto form.
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Figure 7.20 One mechanism for mutagenesis by

5-bromouracil (Bu). An AT — GC transition is

produced by the incorporation of 5-hbromouracil in

DNA replication, forming an A-Bu pair. In the

mutagenic round of replication, the Bu (in its rare
enol form) pairs with G. In the next round of

1( Incorporation of Bu replication, the G pairs with C, completing the
transition mutation.
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Alkylating agents

ﬁ CH, — CH, —Cl
GH—CH - 0 —S —CH, Sy TN
] CH, — CH, — Cl
0
Ethyl methanesulfonate Nitrogen mustard

Figure 7.23 The chemical structures of two highly mutagenic
alkylating agents; the alkyl groups are shown in red.

) Acridine

P C G

Proflavin

Figure 7.25 Separation
Figure 7.24 The structure of proflavine, an

acridine derivative. Other mutagenic acridines of two ba 5,'_3 Pails
have additional atoms an the NH, group and on caused h}-’ mter-

the C of the central ring. Hydrogen atoms are calation of an acridine

not shown, I I
Intercalating agents molecule.
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Alkyl-Sulfate

(['[) Dialkylsulfat

R—0—5—0—R Beispiel
Il Dimethylsulfat

0
ﬁ: Alkyl-Alkan-Sulfonat
Beispiele:
R_ﬁ_O"—R Methylmethansulfonat, MMS:
0 Ethylmethansulfonat, EMS

N-Nitroso-Verbindungen
R

/ Dialkylnitrosamine
O=N—-N\ Beispiel:
R Dimethylnitrosamin
R
O:N—-N‘f N-Nitrosoharnstoff-Derivate

Beispiel:
ﬁ‘NH? Methyl-Nitrosoharnstoff, MNN

/R N-Alkyl-N-Nitro-N-Nitroso-
O=N—N H guanidin
\C**Nz Beispiel:
TN N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitroso-
NH  NO, guanidin (NNG)

Abb. 8.17 Mutagene Chemikalien: Einige alky-
lierende Verbindungen. Der Rest (R) wird durch
-CH; oder ~CH,~CH, ersetzt.
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C *NH, G “O¢=m A \H,
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Abb. 8.18 Alkylierte Nucleotide in der DNA.
Punkte, mégliche Anheftungsstellen fiir Methyl-
oder Ethylgruppen; Pfeile, Ausléser direkter Muta-
tionen (durch Falschpaarungen).



DNA-Repair

ARARARBARE | DNA polymerase,
probability of
mismatch per
base pair per

it replication = 10~
RLtiiii g

m Proofreading
lity

function, probabi
of not correcting
m:smatch = I(]l"2

m Postreplication

mismatch repair,
probability of not
correcting mismatch

Al o = 103

Overall probability of incorporating a
mismatched base that remains
uncorrected = 107° X 102x 103 =10-10
per base pair per replication J

Figure 7.29 Summary of rates of errorin DNA
polymerization, proofreading, and postreplica-
tion mismatch repair. The initial rate of nucleo-
tide misincorporation is 10~ per base pair per
replication. The proofreading function of DNA
polymerase corrects 99 percent of these errors,
and of those that remain, postreplication
mismatch repair corrects 99.9 percent. The
overall rate of misincorporated nucleotides that
are not repaired is 10~!'% per base pair per
replication.

The human genome has many repair genes d Gentechnik |

Direct reversal of damage: 1 gene *

i ~

Base excision repair: 15 genes
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Nucleotide excision repair: 28 genes
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Radiation Damage of DNA = UV g

N—1K —NT ¢ Tic—H
] 4 IN— (] M w6 35 o
Tt / TN
H,C H,C H H
Abb. 8.23 Thymin-Dimer, der haufigste DNA- Abb. 8.24 Das TC(6-4)-Produkt, ein Photopro-

Schaden nach UV-Bestrahlung.

dukt nach UV-Bestrahlung von DNA.

Abb. 8.25 Ein Pyrimidin-Dimer in der DNA. Be-
nachbarte Thymin-Nucleotide sind Hot Spots der UV-
Mutagenese.

Photo-reactivation:
Enzyme activated by light -340-400 nm
Direct restoration of original base pairing
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Repair by alkyltransferases

Methylation can distort the structure of DNA

Nature of mutation ' Consequences
Guanine Methyl-guamne Methyl group
distorts double
helix

{NN/\E\NAIkyIatmn m N

. Corrected
Gvirtualtext www.€rgito.com by dealkylation




H.Schwab Genetik und Gentechnik |

Brown tab on A in

GATC means that
Parvantsl DA strand Nm’— the A is methylated.

N . -
Daughter DNA strand e A in daughter
- - strand not yet
Mismatch in

Mismatch Repalir

MutS protei methylated
daughter strand MﬂtL ,‘,’;3{3{,?
recosnes he | NPT
: s 2 . . recognizes the G - .
Replication erros introduce mimatched base pairs mismatch and N - NNNNNNNNN E ".H E N
Nature of mutation Consequences tecunts W
i ) . . to the site.
Cytosine Adenine Purine pair J,MutH protein
H distorts duplex
I_LN/ l_!_N/H i : MutL stimulates
O GATC MutH protein, which
S N = LTAG makes a nick at the
| </ ] i %&} . shalul, 5' end of GATC.
N)%O Replication errors NJ & Exonuclease A
q)Q Nick
Exonuclease
= Corrected by degrades the NNT—y
% o i - NGNNNNNNNNNGATCN
_removmngrG _daugbhters;raﬂ!lldt_o NTNNNNNNNNNGTAGN
} in newly just beyond the site \z IL} L
J : 1 L of the mismatch. SLIRILRITEIRISRCRCRRRRELLS
@virtualtext www.€rgito.com synthesized strand DNA polymerase
holoenzyme
complex and
DNA ligase
DNA polymerase
holoenzyme complex | SIS

fills the gap, correcting NGNNNNNN GATC
NNNNN TAG

N NNNGATCN
the mismatch, and NCN NNN AGN
DNA ligase seals the

remaining nick.

g1l
==

Dam methylase

-

Dam methylase

NGNNNNNNNNNGATCN methylates A of
NCNNNNNNNNNCTAGN GATC in the
W daughter strand.

Figure 7.30 Mismatch repair consists of the excision of a segment of a DNA strand that contains a
base mismatch, followed by repair synthesis. In E. coli, cleavage takes place at the nearest methylated
GATC sequence in the unmethylated strand. An exonuclease removes successive nucleotides until
just past the mismatch, and the resulting gap is repaired. Either strand can be excised and corrected,
but in newly synthesized DNA, methylated bases in the template strand often direct the excision
mechanism to the newly synthesized strand that contains the incorrect nucleotide.

Methylation status defines
mutated strand
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Mismatch Repair g

MutSL binds mismatches on unmethylated DNA strands
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Nucleotide Excision Repair

Thymine dimers must be renoved by excision
Consequences

Nature of mutation

ohy Chy
% N . *, .
| Thymine
>0
/
O / N
e
Thymine,

0 / Ultraviolet
irradiation

@virtualtext www €rgito com

Thymine dimer
distorts duplex

D

.301

o
«©

Corrected
by excision

damage
Incision
A A
Nick

Segment displaced by
DNA polymerase

Gapped DNA molecule

DRRRRARAS Ny (N LARY

E
]

New DNA strand synthesized
across gap using remaining
strand as template

—
e~

Ligation

Figure 7.33 Mechanism of excision repair of DNA
damage.

Displaced DNA (degraded by enzymes)
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Abb. 8.26 Exzisionsreparatur von UV-Schiden.
Die Funktion der Proteine Uvr A, B, C und D sind im
Text beschrieben und noch einmal in der Tab. 8. 3
zusammengefaBt [nach 12].

Tab.8.3 Komponenten der Exzisionsreparatur von E. coli [aus 10].
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Protein  GroRe Zahl der Molekiile/  Funktion
(Amino-  Zelle
sduren)
konstitutiviinduziert
(SOS-Antwort)

Uvr A 940 25250 bindet an UV-bestrahlte DNA,
bildet einen Komplex mit Uvr B,
hat zwei ATP-Bindestellen

Uvr B 673 500/2000 bindet Uvr A,
hat zusammen mit Uvr A
DNA-Helikase-Aktivitat

Uvr C 610 10 wirkt im Komplex mit Uy B als
Endonuclease

UvrD 720 3000/4500 3"-5"-DNA-Helikase Il (Tab.6.3)

Mfd 1148 unbekannt verdrangt die RNA-Palymerase,
wirkt mit Uvr A,
vermittelt die spezfﬁsche Reparatu

des transkribierten Stranges
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Removal of non-natural (modified) bases by glycosylases

Uracil is removed from DNA
5I

3 Gvirtualtext www.€rgito.com \‘3'

Uracil 0

Y
H H

Glycosylases remove bases

ovitualtext www.€rgito.com
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(A) Normal
DNA duplex
In the depurination
of this G, the bond
between the sugar
and the base is
broken.

The G is replaced by

—OH and diffuses away.
¢/ G
OH
Site of _& A---T"@)

The bond is broken by
reacting with water,

depurination

(B) DNA with one site
of depurination

Figure 7.31 Deoxyribose-purine bonds are somewhat unstable and prone
to undergo spontaneous reaction with water (hydrolysis), which results in
loss of a purine base from the DNA (depurination). (A) Part of a DNA
molecule prior to depurination. The bond between the labeled G and the
deoxyribose to which it is attached is about to be hydrolyzed. (B)
Hydrolysis of the bond releases the G purine, which diffuses away from the
molecule and leaves a hydroxyl (—OH) in its place in the depurinated
DNA.

und Gentechnik |
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(A) Original DNA duplex (B) (C) (D)

(E) Repaired molecule

same as original
3! r

5!’
--'T. ‘- Kove
— A '&; ' : T N
5" 3 5"
Spontaneous Sugar removed by_l J Gap filled by ] Nicked strand closed
depuﬁnation_j AP endonuclcaﬁt;l ' DNA polymerase l by DNA ligase
Figure 7.32 Action ol AP endonuclease. (A) Original DNA bose from the DNA strand. (D) DNA polymerase fills the gap

duplex. (B) Spontaneous hydrolysis of guanine results in loss using the continuous strand as a template. (E) The remaining
of the base. (C) AP endonuclease excises the empty deoxyri- nick is closed by DNA ligase, restoring the original sequence.
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Damage

(B)

Post-replication repair

Recombined
<4 parental DNA

3
4
(D)
Repair ! 2
synthesis
3

Figure 7.34 Postreplication repair. (A) A
molecule with DNA damage in strand 4 is being
replicated. (B) By reinitiation of synthesis
beyond the damage, a gap is formed in strand 3.
(C) A segment of parental strand 1 is excised and
inserted in strand 3. (D) The gap in strand 1 is
next filled in by repair synthesis.
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lex A rec A Lambda-Prophage
- I

Lex A- Rec A Lambda-
Repressor ‘ Protein Repressor
Aktivierung
durch Einzel- l
v strang-DNA

der Zerstorung des cl-Repressors fiir die Entwicklung des

|

"

i

Abb. 8.30 SOS-Antwort. Das Produkt des lex A-
Gens ist ein Repressor, der die Expression einer Reihe
von Genen blockiert, Zu diesen din-Genen (din, dam-
age induced) gehiren die Gene uvr A, uvr B, sfi A und
umu C, wie im Text erklart. Das Rec A-Protein ver-
mittelt die Spaltung des Lex A-Repressors und des
Lambda-Repressors, Damit werden die regulierten
Gene frei fir die Transkription. Lex A bedeutet
Jlambda excision®, denn das Lex A-Protein wird in-
direkt auch fiir die Exzision der Lambda-DNA (5.132)
bendétigt. Das rec A-Gen gehort zu den din-Genen:
Die Zahl der Rec A-Protein-Molekiile/Zelle nimmt im
Zuge der SOS-Antwort von 2000 auf 50000 zu. Fir
die Exzision der Lambda-DNA muf viel Rec A-Pro-
tein vorhanden sein. Das wiederum hangt von der
ordentlichen Funktion des Lex A-Proteins ab [nach
18].
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/TC\
]I[III\_}I1|[JL
Umu CD l Rec A

iy
m@@@§Egagidm

¢ &

Pol 11l

Abb. 8.31 Umu CD-vermittelte Mutagenese,
Von oben nach unten: Das Rec A-Protein bindet sich
an Einzelstrang-Regionen, die im Zuge der Exzi-
sionsreparatur entstehen; Rec A vermittelt die Spal-
tung und Aktivierung des Umu D-Proteins; Umu CD'
wirkt als eine Art Prozessivitatsfaktor fiir die DNA-
Polymerase [l und verhilft ihr zur Passage ber DNA-
Schaden hinweg. Geschadigte DNA-Stellen funk-
tionieren nicht als Matrizen. Deswegen kommt es zu
ungeordneten Einbauten in den wachsenden DNA-
Strang (error prone repair) [nach &, 18].
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(1) g
- Guanine-cytosine

base pair in DNA

Ames Test

1500

1000

Revertant colonies per plate

500

TA1538

0 20 40 60 B0 100 120
Aflatoxin B, dose (ng)

Figure 18-25 Ames test results showing the mutagess
of aflatoxin B,, which is also a potent carcinogen. TA®
TA1538, and TA1535 are strains of Salmonella bearing ¢
ent his auxotrophic mutations. The TA100 strain is hig

sensitive to reversion through base-pair substitution. 75
TA1535 and TA1538 strains are sensitive to reversion

through frameshift mutation. The test results show tha
toxin B, is a potent mutagen that causes base-pair subss
but not frameshifts. (From J. McCann and B, N. Ames.
vances in Modern Toxicology, Vol. 5. Bdited by W. G.
and M. A. Mehlman. Copyright by Hemisphere Publis=
Corp., Washington, DC.)
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18-27 Summary of the procedure used for the Ames test. First rat liver en-
are mobilized by mjecting the animals with Arochlor. (Enzymes from the liver
because they carry out the metabolic processes of detoxifying and toxifying

enzymes ($9) is added ro 2 suspension of auxotrophic bacteria in 2 solution of the
1l carcinogen (X). This mixture is plated on a mediom containing no histidine,
severtants of mutane strains 1 and 2 are looked for. A control experiment contain-
no potential carcinogen is always run simultancously. The presence of reverranee
that the chemical is 2 mutagen and possibly a carcinogen as well,
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chemicals.) The rat liver is then homogenized, and the supernatant of solubilized
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Abb. 8.21 Aktivierung von Benz(a)pyren. BP,

Benz(a)pyren; MO, Monoxygenase: EH, Epoxidhy-
drolase. Die aktivierte Verbindung reagiert be-

vorzugt mit Guanin [nach 20],
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Gametes \
A b
Meiotic diploid e ST S EADNENRT
(F,) MR PR TN T
a
(Tester
‘1‘ Parental fyp®
} Parental typ®
Testcross progeny
1- Recombina™
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Figure 5-6 Interchromosomal recombination, which always
produces a recombinant frequency of 50 percent. This diagram
shows two chromosome pairs of a diploid organism with A ans
a on one pair and B and b on the other. Note that we could
resent the haploid situation by removing the part marked P ané
the testcross.

( & 877) 2 b 2
A ! T X ;
L A B J il b J
¥ Y
A B ( a b
LY : A : : 4
)
diploid % e . 2
= (==,
a b e b
+ (Tester)
' (R 87
> % = Parental type
T T
> % = Parental type
L% a b _
Ssmicross progeny ar 291 4
D,
<1 it —m— | Recombinant
)
"-:.—} _ Recombinant
L - e b ]

& 5-8 Intrachromosomal recombination. Notice that the
cies of the recombinants add up to less than 50 percent.
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_nkage |: Basic Eukaryotic Chromosome Mapping

Meiotic chromosomes

Meiotic products

Parental
Parental
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Figure 5-7 Intrachromosomal re-
combinants arise from meioses in
which nonsister chromatids cross over
between the genes under study.
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A recombination reaction has two possible outcomeas
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H.Schwab Recombination has alternative resolutions
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of Holliday junction
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A double-strand break initiates recombinatio | Gentechnik |

Crouble-strand break made in recipient

|

Break is enlarged to gap with 3' ends

TOITTRTRONTOTNROTONTOTONRRT RONOORNN
LIS L O L, L O O L L S R S
A A sy

3' end migrates to other duplex

l

|
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Spo11 generates double-strand breaks

Reversible c:leavaget J

R
WIAN\Y/\ 8 *

-~
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Spo11
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Dissociation of
complex

Removal of Spo11
followed by nuclease ‘

attack
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The synaptonemal complex extends longitudinally Loop of DNA duplex

Chromatin
Lateral element
Central element

Lateral element

_ Zip proteins ¥,
Chromatin connect = (SN 0 Central element
homolog pairs . ‘ ‘ ‘ .w. . ‘ ‘. “ I Lateral element
www. €rgito.com ovirtualtext www.rgito.com
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The synaptonemal complex links the homolog pairs '

plus proteins \
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RecBCD unwinds DNA and cleaves at Chi

RecBCD binds a double-strand break

<€

8 T T ™

RecBCD unwinds & degrades DNA as exonuclease

RecBCD endonuclease cleaves single strand at cfi

""*--rrr*""""r

RecD dissocates at chi sequence

o«
111'rrr'rrf'*_

FecBC continues as helicase

W

wriualiest v EfglfD oam

3

:ﬁ' Homologous Recombination in E.coli

Ay

or der Chi-Sequenz [nach 11].

- X " 1
Chi L nil
GCTGGTGG
TTTTINENT
Abb. 7.15 Das Rec BCD-Protein schneidet kurz
4LALaLl L I'""-Iq_‘" v
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RecBCD complex generates stand break at preferred
specific sites (chi).

5

>

RecA, supported by SSB
binds to ssDNA and

Is involved in initiation of
strand exchange

5

RecA catalyzes strand exchange between duplex and single-stranded molecules
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Gene transfer with Micro-organisms
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Transformation

Transduction

Uptake of free DNA from environment _ _
Bacteriophage mediated gene transfer

Natural Competence — Induced Competence

Forced Transfer

Conjugation Mitotic/Somatic Cell Fusion
In vivo plasmid transfer Parasexual fusion

Direct cell-cell contact Induced Fusion
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Transduction

Generalized Transduction
Prototype: Phage P1

Phage reproduces by autonomous
replication.

Random pieces of bacterial DNA
(generated due to degardation of bacterial
genome at late stages of phage
infection)are incorporated upon phage
assembly
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Speciallized Transduction
Prototype: Phage Lambda

Phage integrates into bacterial
genome at specific sites

Only sequences adjacent to the
integration site can be transduced



H.Schwab

i

Genetik und Gentechnik |

=

h* -, S Nl o '\_% \ = |
4 i TA S LY \ N
Ao RN {q"\f Audubiky - _. :
Donor bacterium \ b
bt
Phages carrying %{ g
donor genes i s& _
/ ;
E+
ar = 3
‘ e a
e — B —&6)
N-"-"{ ‘.k"'--.. B “1.'. \w‘,l"
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Figure 10-29 The mechanism of generalized transduction. In reality, only a very small

minority of phage progeny (1 in 10,000) carries donor genes.
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Phage Lambda Life Cycle

Lytischer Zyklus Lysogener Zyklus
Wirtszelle
Phagenhiille ¢ E:akter'rengenom
Phagengenom
’U -
Vermehrung
der Wirtszellen
mit Prophagen
Q Exzision
(? Phagengenom des Phagen
C) Lyse der \ Wirtszell-
Q Wirtszelle genom

Verpackung des Phagen Replikation des
Phagengenoms

Abb. 10.7. Zyklus des Bakteriophagen Lambda. Nach der
Infektion der Wirtszelle durch die Phagen-DNA wird diese
zuniichst zirkularisiert. Im lytischen Zyklus (/inks) werden
an dieser DNA als Matrize nach dem Rolling-circle-Mecha-
nismus (Abb. 10.10) neue lincare Phagen-DNA-Molekiile
synthetisiert. Gleichzeitig werden die Hillproteine herge-
stellt, so daf schlieBilich eine Verpackung der DNA in den
vorbereiteten Phagenkopf und ein Anfiigen des ebenfalls
vorbereiteten Phagenschwanzes erfolgen kann. Die Zelle
lysiert dann und entliBBt infektiose neue Phagenpartikel.

Integration des Phagen

ins Wirtsgenom Vermehrung
der Wirtszellen
mit Prophagen

Prophage

Im lysogenen Zyklus (rechts) erfolgt zunéchst eine Integra-
tion des Lambda-Phagen als Prophage ins bakterielle
Genom. In dieser Form kann der Prophage tiber viele Zell-
generationen im Bakteriengenom verbleiben. ohne dal}
seine Anwesenheit erkennbar wird oder Folgen fiir die
Wirtszelle hat. Erst bei einer spontanen oder induzierten
Exzision des Prophagen kann es zu ciner intrazelluliren
Vermehrung seines Genoms kommen und die Zelle miin-
det in den lytischen Zyklus ein. (Nach Watson et al. 1987)
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A phage

>Attachment site

m E. coll

chromosome
bio

Integration enzymes

' 0-28 Campbell’s model for the integration of phage
E. coli chromosome. Reciprocal recombination occurs

2 specific attachment site on the circular A DNA and a

segion on the bacterial chromosome between the gal

gencs.

), integrated into E. coli chromosome

"y

E. coli chromosome
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Y
B —-CTCGTTCAGCTTTTT TATACTAAGTTGGCAT -3'
att P

3= GAGCAAGTCGAAAAAATATGiATTCAACGGTA -5

'
5 ~TGAAGCCTRC TTTTTTATACTAACTTGAGCG-3'
att B

3-ACTTCGGACGAAAAAATATGATTGAACTCGC -5
A

- —
L -

A 1

[ 1
8 -TGAAGCCTGC TTTTTTATAC TAAGTTGGCAT -3 5'—CTCGTTCA|GCTTTTT TATAC TAACTTGAGCG - 3'

3 -ACTTCGGALCGAAAAAATATGATTCAACCGTA -5' 3'-GAGCAAGTICGAAAAAATATGATTIGAACTCGC -5’
o . e =

Abb. 10.9A,B. Sequenzspezifische Integration des Pha-  zontalen Pleile zeigen die invertierten Repeats an, die verti-
gen Lambda ins E. coli-Genom. Sequenzhomologien zwi-  kalen kurzen Pfeile die Schnittstellen, an denen die arr-
schen den aitP- und arrB-Regionen von Lambda und E. coli  Regionen gedffnet werden. Die beiden Grenzbereiche
(oben) fithren zu der Integration der Phagen in einer Posi-  links und rechts vom Phagengenom. innerhalb deren die
tion zwischen dem gal- und dem bio-Gen (unten). Die hori-  Integration des Phagen erfolgt ist
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fii) Rare abnarmal outiadping

Figure 10-30 Specialized transduction
mechanisms in phage 4. (a) The production
of a lysogenic bacterium takes place by
crossing-over in a specialized region. (b) The
lysogenic bacterial culture can produce nor-
mal 4 or, rarcly, an abnormal particle, Adgal,
which is the transducing particle. (¢} Trans-
doction by the mixed lysate can produce gal*
transductants by the coincorporation of Adpal
and a 4 helper phage or, more rarely, by
crossovers flanking the gal gene. The purple
double squares are bacterial integration sites,
the red double squares are 1 integration sites,
and the pairs of purple and red squares are
hybrid integration sites, derived partly from

Trarsductarts produced by recomibingtion E. colf and partly from A.
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IS 3a

Tn 1000 (y-8)

IS 3b
tra-
Gene 152
orni T

> ori V

inc
Abb.4.16 Physikalische Karte des F-Plasmids. Die
DNA besteht aus 100000 Basenpaaren. Das linke
Ende des IS 3-Elementes gilt als Beginn der Karte.
Nur ein kleiner Teil der ca. 60 Gene des F-Plasmids ist

angegeben. Weitere Beschreibungen im Text [nach
25].
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Abb. 4.15 Morphologie einer F'-Zelle. F, Flagel-
len, C, gewdhnliche Pili (common pili), S, F-Pili (sex
pili) [aus 17].

Genetik und Gentechnik |

1145



H.Schwab

§WCO)|

i
S8

Genetik und Gentechnik |

F~Zellen, ,weiblich®,
enthalten nur das
Hauptchromosom

F*-Zellen, .mannlich®,
enthalten neben dem

Hauptchromosom ein
Extrastuck DNA,
das F-Plasmid

Hfr-Zellen, ,mannlich®,
enthalten das F-Plasmid
integriert im
Hauptchromosom

Abb. 4.14 Partner der bakteriellen Konjugation.
Bakterien enthalten ein bis hodhstens drei F-Plas-

mide.
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Donor Rezipient

f.,d__ﬂ—,ﬂ_:ﬁ
——ﬁ @ —b
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Abb. 4.18 DNA-Transfer bei der Ubertragung.
Bei oder unmittelbar nach der Herstellung der Briik-
ke zwischen der Donor-Zelle und der Rezipienten-
Zelle wird einer der beiden DNA-Strange am orf T
gedifnet. Das 5'-Ende des geofineten Stranges wird
in die Rezipienten-Zelle ,transferiert™. Die Einzel-
strang-Bereiche im (bertragenen Strang und am
zuriickbleibenden Ring werden durch DNA-Neusyn-
these zu Doppelstrangen ergdnzt. Als Konsequenz
wird eine Kopie des F-Plasmids in die Empfanger-
Zelle Ubertragen. Eine zweite Kopie bleibt in der
Donor-Zelle zurlick.
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Conjugative DNA Transfer

DONOR RECIPIENT

F-positive donors conjugate with F-negative recrplems " Rolli ng Circle Repl ication

' TraWI nnck DNA at anT

Figure 12.22 Transfer of DNA occurs when the F
factor is nicked at oriT and a single strand is led by the
5' end into the recipient. Only one unit length is
transferred. Complementary strands are synthesized
to the single strand remaining in the donor and o the

'TraY/l multimer migrates strand transferred into the recipient.

|around cifels, uawinding DA ; -

o =

Complamentary strands are symhasrzad

B
‘Ju' |

O i Duncar gap is ciosed | Heciplent mrcu!arlzes .

Single strand enters recipient
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ori T tra-Gene

Abb. 4.17 Schema der Integration eines F-Plas-
mids.

Integration of entire F-Plasmid at IS elements (Site specific recombination)
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Abb. 4.21 Das Experiment der ,unterbroche-
nen Paarung”.
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Abb. 4.22 Reihenfolge des Marker-Transfers bei
einigen verschiedenen Hfr-Stammen.
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Abb. 4.20 Konjugation. In unterschiedlichen Hfr-
Stammen ist das F-Plasmid (blau) an verschiedenen
Stellen des Hauptchromosoms eingebaut. Es wird
mit dem daranhangenden Strang des Haupt-
chromosoms in die Empfinger-Zelle libertragen.
Dabei findet DNA-Synthese statt (gestrichelte Linie).
Daraus folgt: Bei der Konjugation kann die Reihen-
folge, in der die Gene Ubertragen werden, ver-
schieden sein, abhdngig von der Art des unter-
suchten Hfr-Stammes. Die DNA in der Empfanger-
Zelle ist nicht eingezeichnet.
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Excision of F-Plasmid from Hfr Genomes : §
Formation of Plasmids containing chromosomal fragments - F

Typ-l-Exzision Typ-Il-Exzision
Zyy

b b Abb.4.19 Exzisionswege bei der Bildung von
C c Hfr- F’-Plasmiden.
Genome Beachte:
1. Bei der Typ-I-Exzision bleibt ein Teil des Plasmids
im Hauptchromosom zuriick. Das entstandene
b@
c

Exzisionsprodukt kann als Plasmid in der Zelle re-
plizieren, wenn es noch mindestens die plas-
midalen Replikationsfunktionen und den ori V
(s. Abb. 4.11) besitzt. Falls die tra-Gene im
Hauptchromosom zuriickgeblieben sind, hat das
Plasmid die Fahigkeit zum Konjugationstransfer
verloren. Der chromosomale DNA-Abschnitt im
F’-Plasmid entspricht einer Folge von genetischen
Elementen, die urspringlich auf einer Seite des

F integrierten Plasmids lagen.

2. Das unterscheidet die Typ-I- von der Typ-lI-Ex-

Zyy
v
z
y
t
: @ .
Yy
b2 ' zision, bei der chromosomale DNA-Abschnitte
X von beiden Seiten des integrierten F-Plasmids
ausgeschnitten werden. Bei der Typ-Il-Exzision
bleiben keine plasmidalen Sequenzen im Haupt-

chromosom zurtick.
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Formation of ,,partial diploids*

FPlasmid(I"'P'O"Z Y A")

lac-Gene ' DNA Bakterienwand

|
=
!
f,f-'_.___,.fJ lac-Gene

- i T
" 1

S

t——

|
Chromosom (T P* 0" Z' YY" AT)
Abb. 4.37 Merodiploide Zelle vom Typ I"|FI".
Das lac-Gen ist im Verhaltnis zu groR gezeichnet. Es
nimmt in Wirklichkeit nur den Platz von etwa 0,15%
des E.coli-Chromosoms ein. Das Wildtyp-lac I-Gen
des Plasmids produziert einen aktiven Repressor
(grilne Kugeln), der sich frei in der Zelle befindet
und deshalb sowohl am chromosomalen lac-Opera-
tor als auch am plasmidalen lac-Operator angreifen

kann. Zur Bedeutung der genetischen Elemente P
und O siehe Text.




Abb. 10.18. Transformationsmechanismus bei Bakterien.
Oben: Vom Bakteriengenom (Kreis) werden Kompetenz-
taktoren (blaues Viereck) kodiert, die an membrangebun-
dene Rezeptoren binden (Rawte) und dadurch weitere
Gene induzieren. Hierdurch werden membrangebundene
DNA-bindende Proteine und Nukleasen (Kreise) aktiviert,
dic extrazellulire doppelstringige DNA  binden und
abbauen. Unten: Ein Einzelstrang dieser DNA kann durch
DNA-bindendes Protein (Ellipsen) gegen Abbau geschiitzt
werden. Dieser DNA-Einzelstrang kann in die Bakterien-
zelle emndringen und mit dem bakteriellen Genom rekom-
binieren. (Nach Watson et al. 1987)
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Transformation g

Uptake of DNA by cells

Natural Transformation

Competence:
Specific physiological conditions
Expression of DNA binding proteins

Transport: of DNA into cell:

specific active transport mechanisms
random events

Integration of DNA into genomic DNA by
recombinantion

or autonomous replication (plasmids)
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Forced DNA Transfer
mostly undefined mechanisms

Treatment of cells with ions (Ca++, Mg++, Li+, Rb+)

Generation of protoplasts & Fusogenic agents

Electroporation

Mechanical transfer - Gene gun
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Parasexual recombination in lower eukaryotes 5

Heterokaryons

Karyon Fusion
Diploids Y XXX
Mitotic Intramolecular Recombination QXXD

Segregation of chromosomes
Haploids

Cell Fusion of haploids
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