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Einstieg 1: Kaspar Hauser (*April 1812; Dezember 1833 ermordet in Ansbach, Franken)
war ein Findelkind ungeklarter Herkunft. Sein geistiger Zustand erregte das Interesse von
Juristen, Theologen und Padagogen, die zahlreiche Untersuchungen mit ihm durchfihr-
ten und ihm richtiges Sprechen beibrachten. Aufgrund dessen wurde vermutet, dass
Kaspar Hauser lange Zeit einsam in einem Verlies gefangen gehalten wurde. Aufgrund
seiner Beschreibungen iiber seine Gefangenschaft und groRen Ahnlichkeiten mit Besitz-
tumern des Hauses Baden, rankten sich schon zu Kaspar Hausers Lebzeit Geriichte um
seine Abstammung. Anselm von Feuerbach war Uberzeugt, dass er ein badischer Erb-
prinz sei, der aus dynastischen Grinden nach seiner Geburt mit einem sterbenden Kind
vertauscht wurde. Diese Spekulationen beschaftigen auch heute noch die Offentlichkeit.
1996 wurde im Auftrag des Magazins ,Der Spiegel” das Blut auf der Unterhose Kaspar
Hausers, die er wahrend seiner Ermordung trug, enthommen und mittels DNA-Analyse
untersucht [3]

Einstieg 2: Die rasante Entwicklung in der Genom-Forschung wird es in naher Zukunft
ermoglichen, ein gesamtes menschliches Genom fiir wenig Geld zu sequenzieren. Dies
ist ein enormer Fortschritt in der Medizin. Arzten wird dadurch ermdglicht Krankheiten zu
erkennen, bevor diese Uberhaupt ausgebrochen sind. Entsprechende Vorsorgen kénnten
getroffen werden und somit lebensrettend sein. Aus dieser Sicht ist der Fortschritt in der
DNA-Sequenzierung ein riesen Erfolg, der die Medizin in der Zukunft enorm voran brin-
gen wird. Ist die DNA-Sequenzierung allerdings wirklich nur positiv zu werten? Was
wurde passieren, wenn die Krankenkassen, Versicherungsgesellschaften oder Arbeitge-
ber durch eine DNA-Sequenzierung bereits im Vorfeld tber alle Krankheiten aufgeklart
werden wirden? Eine Lebensversicherung wirde den Antrag-Steller vermutlich abwei-
sen, wenn beispielweise Krebs im Vorfeld diagnostiziert werden wirde. Auch die



Krankenkassen und die Arbeitgeber wirden sich mehrmals Gberlegen, wer versichert o-
der beschaftigt wird. Von diesem Gesichtspunkt aus betrachtet wirde die DNA-Sequen-
zierung auch enorme Nachteile mit sich bringen. Aber ist es Uberhaupt moglich, dass es
Arbeitgebern oder Versicherungen gestattet wird eine Genom-Analyse im Vorfeld erstel-
len zu lassen?

1 DNA-Aufbau

Als Grund-Baustein der DNA wird ein Nukleotid bezeichnet, welches aufgebaut ist aus
der Desoxyribose, einem Triphosphat und sogenannten Nukleobasen. Mdgliche Nukle-
obasen sind Adenin, Cytosin, Guanin, oder Thymin.
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Abb. 1: Aufbau eines Nukleotids

Der Phosphat-Rest verkntipft die C-Atome aufeinanderfolgender Zucker-Reste miteinan-
der, wodurch der Einzelstrang der DNA gebildet wird.
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Abb. 2: Aufbau des DNA-Einzelstrangs

Der Doppelstrang der DNA wird schlie3lich durch Ausbildung von Wasserstoff-Briicken-
Bindungen gebildet. Hierbei werden zwischen den komplementaren Basen Cytosin und
Guanin drei Wasserstoff-Briicken-Bindungen, zwischen Adenin und Thymin zwei Was-
serstoff-Bricken-Bindungen gebildet.

2  Strategie der DNA-Sequenzierung

Die Strategie der DNA-Sequenzierung stellt erstens der spezifischen Abbau und die Frak-
tionierung eines gegebenen Polynukleotids zu kleinen, vollstandig sequenzierbaren Frag-
menten dar. Als ndchsten Schritt werden die einzelnen Fragmente sequenziert. Nach der
Sequenzierung folgt das Ordnen der Fragmente mittels einer Wiederholung der ersten
beiden Schritte. Hierbei wird durch einen veranderten Abbau ein Satz Uberlappender
Fragmente generiert [1].




3 Restriktions-Endonukleasen

Typ 1l Restriktionsenzyme scheiden DNA innerhalb einer spezifischen Erkennungsse-
quenz, weshalb sie unentbehrliche biochemische Werkzeuge sind. Die Erkennungsse-
quenzen der meisten Restriktionsenzyme besitzen eine zweizahlige Rotationssymmetrie.
Solche Sequenzen werden als Palindrome bezeichnet (ein Palindrom ist ein Wirt, Vers
oder Satz, der sich vorwarts wie ruckwarts gleich liest) [1].
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Abb. 3: Schnittstellen der Restriktions-Endonukleasen;
a) Schnittstelle der Restriktions-Endonuklease RI von Ecoli,
b) Schnittstelle der Restriktions-Endonuklease RV von Ecoli;
Pfeil: Schnittstelle, Punkt: zweizahlige Symmetrie der Schnittstelle [2]

4  Kettenabbruch-Methode (Didesoxy-Methode nach San-
ger)

Die DNA-Sequenzierung ist ein Verfahren zur Bestimmung der Nukleotid-Sequenz einer

DNA oder eines ganzen Genoms. Ziel der Kettenabbruch-Methode ist es die DNA-Rep-

likation der einstrangig vorliegenden Fragmente an verschiedenen Synthese-Stellen zu

stoppen. Bendétigte Materialien sind das Enzym DNA-Polymerase |, die notwendigen Pri-
mer und die markierten Bausteine.




4.1  Allgemeine DNA-Synthese
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Abb. 4: Replikation von DNA katalysiert durch DNA-Polymerase | aus E. coli

DNA-Polymerase | verknupft Desoxynucleosidtriphosphate in Gegenwart einer DNA-
Matrize miteinander (replizierter Strang wird in 5 — 3 Richtung verknupft). Die Reaktion
verlauft Gber einen nukleophilen Angriff der endstandigen 3-OH-Gruppe der wachsenden
DNA-Kette auf die alpha-Phosphorsaure-Gruppe des hinzukommenden Nucleosid-
triphosphats. Zum Start der Reaktion wird ein Primer bendtigt, da DNA-Polymerase | nur
an das 3-Ende des Polynukleotids Desoxyribonukleotid anfiigen kann. Die vier Desoxy-
ribonucleosidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) werden durch das Enzym dem
komplementaren Strang entsprechend erganzt [1].

4.2  Synthese bei Sanger

Zunachst erfolgt bei der Sequenzierung die Herstellung von 4 Reagenzien, die versehen
werden mit DNA, einem kurzen Abschnitt bekannter Sequenz — einem sog. Primer — und
DNA-Polymerase. AnschlieBend werden Nukleotiden hinzugefiigt, die mit P oder S mar-
kiert wurden. Zu guter Letzt wird Didesoxyribonucleosid-Triphosphat (ddNTPs) zugege-
ben. Werden diese Analog eingebaut, dann durch die fehlende 3-OH-Gruppe der Strang
nicht weiter synthetisiert werden und es kommt zum Kettenabbruch [8].

Reaktionsansatz.ppsx
Animation des oben beschriebenen Prozesses

Durch den geringen Einsatz kommt es statistisch jeweils an verschiedenen Stellen des
Strangs zu einem Kettenabbruch. Es entstehen DNA-Fragmente unterschiedlicher
Lange, die mit dem gleichen Didesoxyribonucleosidtriphosphat enden (A, C, G oder T).



reaktionsansatz.ppsx

Fragmente verschiedener Lange — aber das Ende ist
gleich!

Ansatz A Ansatz C Ansatz G Ansatz T

\/ / '/ _/

CGA C C CGACT
CGACTCGTTCA CGAC CGACTC CGACTCGT
CGACTC CGACTCGTT
CGACTCGTTC

4.3 Gel-Elektrophorese

Um nun die Basen-Abfolge der DNA bestimmen zu kdnnen ist es notwendig eine Gel-
Elektrophorese durchzufuhren. Die 4 zuvor betrachteten Ansatze werden nun auf ein
Agarose-Gel aufgetragen. Zusatzlich wird eine Spannung angelegt. Da die DNA aufgrund
ihrer Phosphat-Reste negativ geladen ist bewegt sie sich in Richtung Anode. Das ver-
wendete Gel kann verglichen werden mit einem engmaschigen Gitter, in welchem sich
kleine Molekule deutlich besser und schneller fortbewegen kénnen als grof3e Molekiile.
Deshalb laufen kleine Moleklle weiter in das Gel hinein und die Sequenz der DNA kann
dadurch gut abgelesen werden. Die Bande, welche am weitesten in das Gel hineingelau-
fen ist, stellt die erste Base der DNA-Sequenz dar.

Gelelektrophorese.ppsx
Animation zur Veranschaulichung der Gelelektrophorese

Die Sequenzierung mittels eines Autoradiogramms wirft aber auch Probleme auf. Es ist
schwierig alle 4 Ansatze richtig abzulesen. Weiterhin ist eine wirkliche Sequenzierung nur
am Ende des Gels mdglich, da die Banden am Anfang des Gels nicht gut zu trennen sind.
Daraus folgt gleichzeitig, dass die Auflésung des Gels bei groBen DNA-Sticken nicht
mehr ausreicht. AuRerdem ist die Handhabung von radioaktiven Materialien problema-
tisch.

5 Abwandlungen der Sanger-Methode

51 Maxam-Gilbert-Methode

Das Grund-Prinzip der Maxam-Gilbert-Methode beruht darauf durch geeignete Reagen-
zien eine basen-spezifische Spaltung der DNA zu erreichen. Die DNA wird am 5" -Ende
mit radioaktivem Phosphat markiert. Es gibt ahnlich wie bei der Methode von Sanger 4
Ansatze, wobei hier bestimmte Basen vom Riickgrat der DNA abgespalten werden, z. B.
wird Guanin durch Dimethylsulfat abgespalten. Es entstehen wiederum Fragmente un-
terschiedlicher Lange. Auch hier wird im Anschluss eine Gel-Elektrophorese durchge-
fuhrt, wodurch die Sequenz schliel3lich abgelesen werden kann [11].



gelelektrophorese.ppsx

5.2 Pyro-Sequenzierung

Bei der Pyro-Sequenzierung wird die Fahigkeit der DNA-Polymerase zur Synthese der
DNA verwendet. Die Signale, die durch die enzymatische Aktivitat (Abspaltung von Py-
rophosphat von dNTPs) der DNA-Polymerase bei der Neusynthese geliefert werden kon-
nen, werden dabei gemessen. Der Einbau eines Nukleotids wird in einen Lichtblitz tGber-
setzt und von einem Detektor erfasst. Durch Zugabe der dNTPs erfolgt die Strang-Ver-
lAngerung, wobei bei der Zugabe des passenden Nukleotids ein Signal gesendet wird.
Werden mehrere gleiche Nukleotide hintereinander eingebaut, erhalt man ein zur Nukle-
otid-Zahl proportional starkeres Signal. Die Pyro-Sequenzierung wird haufig zur Bestim-
mung von bestimmten Gen-Mutationen (SNPs), beispielsweise bei der Untersuchung von
Erb-Krankheiten eingesetzt. Sie ist aulerdem gut automatisierbar und eignet sich zur
hochparallelen Analyse von DNA-Proben [11].

5.3 Verwendung von fluoreszierenden Farbstoffen

Bei der Verwendung von fluoreszierenden Farbstoffen ergeben ich Vorteile gegentber
Autoradiogrammen: Die DNA-Banden werden wahrend der Wanderung im Gel ausge-
wertet, so dass es keinen Verlust von Informationen bedeutet, wenn diese auf der Seite
der Anode aus dem Gel laufen. Durch die mdgliche Automatisierung kénnen die Se-
guenz-Daten gleich an einen Computer weitergegeben werden. Markiert man zudem die
Didesoxynucleotide jeweils mit einem anderen Farbstoff, ist nur ein Ansatz zur Sequen-
zierung notwendig [5].

E1l. Ergebnisse der Kaspar-Hauser-Untersuchungen. Zur Verwandschaftsklarung
wurde ein Vergleich der DNA Kaspar Hausers mit der direkten Nachfahrin Astrid von
Medinger des Hauses Baden durchgefuhrt:

e Die Spiegel-Untersuchung (1996) stutzte sich nur auf ein Indiz (Unterhose) und
veroffentlichte, dass Kaspar Hauser kein Angehoriger des Hauses Baden sein
konnte

e Neuere Untersuchungen (2002) benutzten Haare, Schweif3, Hut und Hose Kaspar
Hausers fur die DNA-Analyse und verglichen sie mit der direkten Nachfahrin. Diese
Untersuchung ergab, dass sich die DNA nur an einer Stelle unterscheidet.

Zum jetzigen Zeitpunkt wére es unverantwortlich einen Ausschluss zu formulieren, so
dass immer noch die Mdglichkeit besteht, dass Kaspar Hauser ein biologischer Verwand-
ter zum Hause Baden ist.

E2: Missbrauch durch Krankenkassen, Versicherungen und Arbeitgeber. Ein Miss-
brauch durch die Krankenkassen, Arbeitgeber, Versicherungen, usw. ware in der Zukunft
sicherlich nicht auszuschlie3en. Dies wird allerdings aus rechtlicher Sicht nicht méglich
sein, da das Gesetz solche Forderungen nicht ermdglichen wird. Die Genom-Analyse
wird auch in Zukunft lediglich der jeweiligen Person uberlassen. Sie ist mittlerweile ein-
fach Uber das Internet bestellbar. Die Durchfihrung muss jedoch unter Aufsicht eines
Arztes oder Apothekers erfolgen, da der Gesetzgeber verhindern will, dass ein Miss-
brauch erfolgt. Die jeweilige Person muss ihr Einverstandnis dazu geben eine solche
DNA-Sequenzierung durchfiihren zu lassen. In Deutschland werden diese Daten
20 Jahre lang gespeichert, jedoch ist es jedem Einzelnen freigestellt, ob er diese Daten
l6schen lassen moéchte. Jedem wird erméglicht eine solche Analyse durchfiihren zu las-
sen, aber niemand kann dazu gezwungen werden. Die Vor- und Nachteile einer solchen
Analyse muss dementsprechend jeder selbst abwéagen.
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