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DNA-Polymerasen

Funktionen
Replikation, Transkription
Reparatur von DNA

Voraussetzungen

Startstrang (PRIMER)
Matrize (TEMPLATE)
Substrate (Desoxynucleosid-
Triphosphate
Magnesiumionen

Richtung 5´ - 3´
Pyrophosphorolyse

DNA-Polymerase IEscherichia coli
M: 103 kD, 928 Aminosäuren
400 Moleküle/Zelle
Aktivität: 670 Nucleotide / min
Funktion: Reparatur und Präzision der Basenpaarung
(Fehlerrate 1: 1.000.000)

(DNA-Polymerase III   Replikationsenzym: 1000 Nucleotide / s)
Bindungsstellen für Matrize, Starter und Substrate
Zusätzlich Exonuklease-aktivität in 3´-5´und 5´-3´Richtung

Spaltung mit Subtilisin

Abbau zu Einzelstrang
(Startstrang)

Röntgenstruktur des Klenow-Fragments
605  Aminosäuren, PDB: 2KZM

20-24 A

Mechanismus der 3´-5´ Exonuklease

(„Proofreading“)
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Einsatz der DNA-Polymerasen zur Sequenzbestimmung
Taq-Polymerase (Thermophilus aquaticus) Chemische Oligonukleotidsynthesen

Aufklärung des genetischen Codes
Synthese von Startsequenzen
Modifikation von DNA und RNA
Linker, Adapter für Klonierungsexperimente
„Antisense“ Oligonukleotide, Hybridisierungsproben für mRNA und cDNA
Gensynthesen

Voraussetzungen:
Bildung des 3´-5´Phosphodiesters, Schutz aller anderen nukleophilen
Zentren (Phosphat, Basen, Pentose)
Aktivierung zur Phosphodiesterbildung – Hohe Ausbeuten notwendig

Schutzgruppen: Möglichst quantitative Einführung und Abspaltung
Stabilität unter Synthesebedingungen
Festphasensynthese an polymeren Trägern
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Festphasensynthese

PolyPlex

Controlled pore glass
500 A: ~ 80 Basen
1000 A: ~200 Basen

Gesamtausbeute und Reinheit bei vielstufigen Synthesen

Modifizierte Nukleotide DNA-Schäden

Reparaturmechanismen

DNA-Schäden
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Mutagene Substanzen

„Frame-shift“ Mutationen

Mutagene Substanzen
Benzpyren

Calicheamycin
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