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Versuch 8: Molekulare Medizin

Versuche:
1. Regulation der Genaktivitdt am Beispiel des lac Operons
2. DNA Isolierung

3. Molekulare Medizin: Analyse von Erbkrankheiten am Beispiel der cystischen
Fibrose

Wissensgebiete
DNA-Struktur, Replikation
Gen-Aufbau, Intron, Exon
RNA-Struktur, Transkription, reverse Transkription
tRNA-Struktur, Translation
rRNA-Struktur, Ribosomenstruktur
Genetischer Code
Eukaryontische und prokaryontische Transkriptionskontrolle
Mutationen
Enzym-Induktion und -Repression
Repressoren
Induktoren
Bakterienwand-Struktur und Biosynthese
Wirkung von Antibiotika auf Bakterienwandbiosynthese (Penicilin, Vancomycin)
Wirkung von Antibiotika auf Replikation (Novobiocin)
Wirkung von Antibiotika auf Transkription (Rifamycin und Actinomycin)
Wirkung von Antibiotika auf Translation (Streptomycin, Chloramphenicol, Tetracycline, Puromycin,
Erythromycin)
Das Prinzip der Resistenz

Einleitung
Geben Sie in wenigen Satzen den theoretischen Hintergrund zum Versuch wieder und fassen Sie den
praktischen Teil der Versuche mit eigenen Worten kurz zusammen.
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. Regulation der Genaktivitat am Beispiel des lac Operons

Eine fein abgestimmte, sehr komplexe Kontrolle der Transkription bei Eukaryonten ermdglicht es,
bestimmte Gene sehr selektiv zu exprimieren oder abzuschalten. Die Mechanismen der Expressions-
kontrolle bei Prokaryonten sind sehr viel einfacher, so dass auch reprimierte Gene immer noch eine
basale Expression zeigen. Die Promotoren, die durch die eukaryontische RNA-Polymerase |l erkannt
werden, sind erheblich langer und vielfaltiger, als die Promotoren prokaryontischer Gene, ebenso be-
einflussen Enhancer und Silencer, die weit entfernt vom Promotor liegen kénnen, die Genexpression
bei Eukaryonten.

Die Grundmechanismen der Expressionssteuerung ahneln sich aber, da sowohl bei Eukaryonten, wie
auch bei Prokaryonten Proteine selektiv an regulatorische Gensequenzen binden und so die Ge-
schwindigkeit verandern, mit der die Transkription initiiert wird.

Das vorliegende Experiment soll an einem einfachen Beispiel demonstrieren, welche Mechanismen in
Bakterienzellen wirksam sind. Sie garantieren, dass die fur den Anabolismus und Katabolismus erfor-
derlichen Enzyme, sowie die zelleigenen Bausteine koordiniert und kontrolliert synthetisiert werden.

Die Regulation der Enzymaktivitat bei der Synthese von kleinen Molekulen kann z.B. Uber den "feed
back"-Mechanismus kontrolliert werden. Hier reguliert das Endprodukt die Aktivitat des in einer Folge
von Reaktionen am Anfang des Synthesewegs stehenden allosterischen Enzyms.

v
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Abbildung 8-1: Eine Hemmung des Schlisselenzyms durch das Endprodukt einer Synthesekette.

Die feed-back-Hemmung stellt die Feinregulierung dar, wobei die Enzymsynthesehemmung eine
Grobregulierung ist. Die Synthese wird Uber die Mechanismen der Repression und Induktion der
Proteinsynthese reguliert.

Die Synthese eines Enzyms kann so gesteuert werden, dass das Endprodukt einer multienzyma-
tischen Synthese die Synthese des ersten an einer Reaktionssequenz beteiligten Enzyms und damit
aller am Syntheseweg beteiligten Enzyme unterdriickt. Man nennt dies Repression oder koordinierte
Enzym-Repression. Man findet sie vorwiegend bei der Synthese von Enzymen anabolischer Reak-
tionen.

Als Enzym-Induktion bezeichnet man den Mechanismus, der eine betrachtliche Steigerung der En-
zymsynthese nur in Gegenwart des Substrats bewirkt. Hierbei handelt es sich meist um Enzyme kata-
bolischer Reaktionen. Enzyme, die weder reprimierbar noch induzierbar sind, sondern stéandig synthe-
tisiert werden, nennt man konstitutive Enzyme.

Im vorliegenden Versuch soll die Induktion der Synthese von Enzymen katabolischer Reaktionen am
Beispiel des Laktose-Operons von E. coli erlautert werden. Die E. coli-Zelle kann ihren Energiebedarf
durch die Aufnahme vieler C-Quellen aus dem Nahrmedium decken, u.a. durch Laktose und Glukose.
Fir die Verwertung von Laktose werden die erforderlichen Enzyme erst synthetisiert, wenn der Zelle
Laktose angeboten wird. Die R-Galaktosidase, die die Laktose zu Galaktose und Glukose hydrolysiert,
wird damit zu einem wesentlichen Enzym. Wachst E. coli auf anderen C-Quellen, enthalt die
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Bakterienzelle nur wenige R-Galaktosidase-Molekiile, in Anwesenheit von Laktose synthetisiert sie
dagegen Tausende von Enzymmolekdilen.

3-Galaktosidase (lacZ) ist also ein induzierbares Enzym. Gleichzeitig werden noch zwei weitere
Enzyme synthetisiert: die R-Galaktosid-Permease (lacY), die fur den Transport durch die Zellmembran
erforderlich ist, und die R-Galaktosid-Transacetylase (lacA), deren physiologische Rolle unbekannt ist
(in vitro Ubertragt sie den Acetylrest von Acetyl-CoA auf Cs des Thiogalaktosids). Der physiologische
Induktor ist die Allolaktose, die durch Transglykosylierung von Laktose durch die wenigen
vorhandenen R-Galaktosidase-Molekile synthetisiert wird. Einige Induktoren sind Induktoren, ohne
selbst Substrat der Galaktosidase-Reaktion zu sein. Ein solcher ist das Isopropylthiogalaktosid (IPTG),
ein synthetisch hergestellter Induktor.

H3C
SeH—s—c———
Hse”

. H—C—OH
HO—C—H 0
HO—C—H

H—(—
CHOH

Abbildung 8-2: Isopropylthiogalaktosid (IPTG)

Die Information (Erbanlage) fir die Primarstruktur der drei Enzyme der Laktose-Verwertung (Laktose
Operon) ist linear als "cluster" angelegt. Sie sind "polycistronisch”

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass bei Eukaryonten die Gene in der Regel einzeln
angelegt sind und haufig Introns enthalten.
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Abbildung 8-3: lac operon, ein polycistronisches Gen. Das Operon enthalt eine Promotor (P)- und
eine Operator (O)- Bindungsstelle [1].

Die Information der DNA wird in die mRNA transkribiert. Die mMRNA-Synthese wird durch die RNA-
Polymerase katalysiert, die an die Promotor (p-Region) bindet und die RNA-Synthese startet, wenn
der Operator, (0-Region), frei ist. Durch ein "Schlisselprotein”, den Repressor, kann der Operator
blockiert werden. Der Repressor ist das Produkt des Regulatorgens (lacl), der auf einem vollig
anderen DNA-Abschnitt lokalisiert sein kann.
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Strukturelemente und Strukturgene stellen hier die funktionelle Einheit, das Operon, dar. Die am
Operon synthetisierte mRNA ist ein polycistronischer (die Information mehrerer Gene enthaltender)
Messenger.

Der Repressor hat zwei spezifische Bindungsstellen, eine fiir den Operator und eine fur den Induktor.
lacl repressor

CAP Pl—‘ lacz lacY lacA
5 ey S > > 3

Abbildung 8-4: lac operon, wenn keine Laktose vorhanden ist. Der Repressor haftet am
Operator [1].

Wenn Induktormolekiile anwesend sind, binden sie an die Induktorbindungsstelle. Die Konformation
des Repressors, ein allosterisches Protein, wird verandert. Der Repressor 16st sich vom Operator, die
Strukturgene sind nun frei fir die Transkription. R-Galaktosidase wird gebildet.

Der Beginn der Transkription selbst wird durch ein anderes Protein, das sogenannte CAP-Protein
(Catabolic Activating Protein) um das zwanzigfache beschleunigt. In Form eines cAMP-CAP-
Komplexes bindet dieses Protein an die DNA direkt vor der Anheftungsstelle der RNA-Polymerase.
Dies fuhrt zu einer besseren Anheftung der RNA-Polymerase an die Promotorregion. Die RNA-
Polymerase allein kann offenbar die Startstelle nicht stabil genug binden.

cAMP Activator Protein RNA Polymerase
4 High (constitutive) level of expression .l
5 > > > ¥

Abbildung 8-5: lac operon, wenn Laktose vorhanden ist. Die Konformation des Repressors wird
allosterisch von Laktose verandert und kann nicht mehr am Operator haften. Die
RNA-Polymerase wird nicht mehr behindert, die Transkription startet [1].

Die Repression der Synthese von Enzymen anabolischer Reaktionen durch ein biosynthetisches End-
produkt Iasst sich analog erklaren. Freie Repressormolekiile besitzen eine Konformation, die keine
Bindung an den Operator erlaubt. Die Transkription kann stattfinden. Hauft sich das biosynthetische
Endprodukt im Medium an, wirkt es als Korepressor, indem es mit dem Repressor komplexiert und an
den Operator bindet. Keine Transkription findet statt.

Es gibt also zwei Klassen von Repressor-Molekulen:

Die eine ist an der Kontrolle der Induktion, die andere an der Kontrolle der Repression durch End-
produkte beteiligt.

Im Versuch werden zwei E. coli Stamme untersucht: Wildstamm E.coli K12 sowie eine konstitutive

+_+_+

Mutante (E. colilacio'z'a’).

Beim Wildstamm E. coli K12 ist das Enzym, die p-Galaktosidase, induzierbar. Es gibt Mutanten, die
die R-Galaktosidase auch ohne Induktor stéandig bilden. Diese nennt man konstitutive Mutanten. Die
Mutation liegt entweder im Regulatorgen (i), so dass kein aktiver Repressor gebildet werden kann,
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oder im Operatorgen (0") (z.B. E. coli lac i'0'z'a"), so dass der Operator nicht vom aktiven Repressor
blockiert werden kann.

Im folgenden Experiment wird gezeigt, dass die Enzymsynthese der [3-Galaktosidase im Wildstamm
E. coli K12 (W), der normalerweise kaum mehr als ein Molekil 3-Galaktosidase pro Zelle enthalt,
durch das Galaktosid Isopropylthiogalaktosid (IPTG) induziert wird. Diese Enzymsynthese wird mit der
Synthese in einer konstitutiven Mutante E. coli lac io*z*a" verglichen.

U
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Abbildung 8-6: Bestimmung der Enzymaktivitat der 3-Galaktosidase in den E. coli-Stdmmen W und

C. Induktion des Enzyms im Wildstamm W durch Zugabe von IPTG.

Die Induktion wird mit IPTG als Induktor durchgefiihrt, das nicht von der R-Galaktosidase hydrolysiert
werden kann. Der Nachweis der gesteigerten Synthese des Enzyms R-Galaktosidase wird indirekt
Uber die Enzymaktivitat bestimmt. Es wird dafir ein einfacher, empfindlicher photometrischen Test mit
dem Substrat o-Nitrophenyl-R-Galaktosid (ONPG) gefiihrt, das vom Enzym zu einem farbigen Produkt,
o-Nitrophenol (ONP), hydrolysiert wird. Das ONP vertieft seine gelbe Farbe (436 nm) bei alkalischem
pH.

fND;
{ <‘> 0—¢ HO—C
\_7/ | NO,
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HO—%—H - -:\\ ’ J—OH + HD—t:C—H
HO—C—H HO—¢—H
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(I.'H;OH fI:H_,OH
ONPG > ONP + B-Galaktose

Abbildung 8-7:
B-Galaktosidase.
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. DNA-Isolierung

Das gesamte Genom eines Organismus ist in der DNA jeder kernhaltigen Korperzelle als Kopie ent-
halten. Zur Analyse eines beliebigen Gens kann also DNA aus leicht zuganglichen Zellen, wie Fibro-
blasten, Lymphozyten oder Epithelzellen, herangezogen werden (Schnellpraparation, mit Proteinen
verunreinigt, siehe PCR-Versuch).

Um eine groRere Menge relativ sauberer DNA zu gewinnen, sind einige zusatzliche Schritte nétig. Wir
wollen hier der Einfachheit halber bakterielle chromosomale DNA isolieren. Bakterien enthalten haufig
neben der genomischen DNA noch zusatzlich Plasmide, ringformige DNA-Moleklile, die z. B. Gene fir
Antibiotika-Resistenzen tragen. Da Plasmide leicht kinstlich in Bakterien eingeschleust werden kén-
nen, werden sie haufig in der rekombinanten DNA-Technologie eingesetzt (siehe Versuch 7).

Im Versuch werden die Bakterienzellwdnde zuerst mit Lysozym angedaut und anschlielend werden
die Zellen durch Detergenzien aufgeschlossen und Proteine denaturiert. Chloroform und
Isoamylalkohol 16sen die Lipide. Durch Zentrifugation werden Wasser und Chloroform/Amylalkohol
abgetrennt. In der Unterphase befinden sich die Lipide, die ausgefallten Proteine sammeln sich in der
Zwischenphase und in der wassrigen Oberphase bleibt die DNA geldst.

lll. Analyse von Erbkrankheiten am Beispiel der
cystischen Fibrose (Mukoviszidose)

Die cystische Fibrose ist eine autosomal-rezessive Erbkrankheit der exokrinen und der Schweil3-
drisen. Sie beginnt bereits im Kindesalter. Primar werden Verdauungs- und Atmungstrakte betroffen.
Die Hauptsymptome sind chronische Infektionen des Atmungstrakts, Pankreasinsuffizienz, ausge-
sprochen viskoses Schleimsekret und eine Empfindlichkeit fir Hitzebelastung. Jeder 25.-30. ist
heterozygoter Trager der Erbanlage, jedes 3000. Neugeborene ist erkrankt.

Das bei der cystischen Fibrose betroffene Gen ist seit 1989 bekannt und danach sind viele Mutationen
entdeckt worden, die die Krankheit verursachen. Eine Untersuchung in Deutschland im Jahre 1994
ergab als Ergebnis Uber 50 Mutationen. Das Genprodukt wird als "Cystic Fibrosis Transmembrane-
Conductance Regulator" (CFTR) bezeichnet. Das membranstandige Protein (170 kDa) ist ein Chlorid-
lonenkanal.

Mutant CFTR Channel

does not move chloride ions,
- causing sticky mucus to build

up on the cutside of the cell

Abbildung 8-8: Der CFTR Kanal transportiert
Chloridionen aus der Zelle, der mutierte Kanal

° o > ® kann keine lonen mehr transportieren und es
o . . . . .
Normal CETR Channel | Chloride lonse o bildet sich ein viskoses Schleimsekret auf der
moves chloride ions to o o o .
the outside of the cell AuBenseite der Zelle.
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Die Schwere der Erkrankung ist abhangig von der Lokalisation der Mutation in bestimmten Domanen
des Proteins. Neben mehreren Transmembranbereichen wurden durch Sequenzvergleiche auch zwei
Nukleotid bindende Bereiche postuliert. 70% der Mutationen betreffen eine drei Basenpaare
umfassende Deletion, die einen Verlust des Phenylalanins an Position 508 bewirken (AF508). Die
restlichen 30 % der Mutationen sind Uber das Gen verteilt. Fir die exakte Bestimmung dieser
Mutationen missen die kodierenden Bereiche des Gens sequenziert werden, die der mRNA
entsprechen. Der anschlieRende Vergleich der daraus abgeleiteten Primarstruktur des Proteins mit
der Primarstruktur des Wildtyps ergibt die genaue Lokalisation der Mutation.

Wenn Sie auf dem Gebiet der cystischen Fibrose klinisch forschend tatig sind, werden Sie im
Vergleich zu anderen Kliniken einen héheren Zulauf von Patienten haben. Es wird erforderlich sein,
die CFTR-Sequenz der Patienten zu ermitteln. Nur so kénnen Sie neben dem Phanotyp weitere
Informationen erhalten, um eine gezielte Diagnose und Prognose individuell fur jeden Patienten zu
erstellen.

Computer und Datenbanken sind wichtige Werkzeuge in der molekularen Medizin geworden. Am
Beispiel der cystischen Fibrose sollen Sie einen Einblick in deren Einsatz bekommen. Im Zentrum far
Angewandte Informatik der Universitat zu Koln (ZAIK) steht das "Wisconsin Sequence Analysis
Package", eine Sammlung von Uber ein Hundert Sequenzanalyseprogrammen, allen Angehdrigen der
Universitat zur Verfiigung. Von allen am UKLAN (Local Area Network der Universitat zu Koéln) ange-
schlossenen Rechnern kann man Uber das Netz seine Arbeit am gendb-Server durchfihren. Die
Nutzung der Programme ist jedoch im Rahmen eines Anfangerpraktikums schwierig zu erlernen.

Alternativ kdnnen einfachere Analysen auch im Internet an spezialisierten, 6ffentlichen Servern erfol-
gen. In diesem Teilversuch wird eine solche einfache Aufgabe durchgefiihrt. Dazu vergleichen Sie die
Aminosauresequenz eines gesunden Menschen mit der eines CF-Patienten.

Ubungsaufgaben

1. Durch welchen Mechanismus kann ein einziges Gen die Expression von Proteinen
unterschiedlicher Grof3e bewirken?

Woran binden Transkriptionsfaktoren? Was bewirken sie?

Durch welche strukturelle Komponente eines Proteins wird festgelegt, ob es sezerniert wird?
Geben Sie Mechanismen an, die der Entstehung der Antikérpervariabilitat zugrunde liegen.
Zeichnen Sie auf DNA-Ebene drei prinzipiell unterschiedliche Beispiele flir eine Mutation.
Formulieren Sie eine aus 6 Nukleotidpaaren bestehende Palindromstruktur.

Geben Sie Beispiele fur folgende Mutationen an: Substitution, Deletion und Insertion.

© N o o  w Db

Wie beeinflusst Penicillin den Metabolismus von Escherichia coli?

Literatur
1. Die Abbildungen 3,4 und 5 sind entnommen aus: http://en.wikipedia.org/wiki/Lac_operon.

2. Abbildung 8 ist aus: htip://learn.genetics.utah.edu/content/disorders/whataregd/cf/
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Versuchsdurchfiihrung

Teil I: Bestimmung der Enzymaktivitat und der Bakteriendichte

Gerate:

Bakterienwachstumsréhrchen mit Belliftungsvorrichtung
Laborwecker

Spektralphotometer

Glaskuvetten

Pipetten 10ml,5ml, 2ml, 1 ml

Reagenzglaser 36

Schiittelwasserbad 37 °C

Vortexer

Ldsungen:

200 ml von wachsenden W: (Wildstamm) E. coli K12
Bakterienkulturen: C: (Constitutive Mutante) E. coli (lac i0'z")

Beide Kulturen wachsen in synthetischem M9-Medium mit
4102 M Glycerin als Kohlenstoffquelle. Titer ca. 3x10°
Bakterien/ml bei einer OD von 1,0 (623 nm).

Medium: Bactotryptone 20 g
(Vor Gebrauch Yeastextrakt <5 g
20 ml 1 M MgSO, zusetzen) NaCl 0,5 g
aquadest.ad 11
BME-Puffer 450 ml H,O, 50 ml 0,25 M Natriumphosphatpuffer pH 7 und

1 ml Mercaptoethanol
Isopropylthio-R-Galaktosid (IPTG) 0,01 M
N32CO3 1™
o-Nitrophenyl-3-Galaktosid (ONPG) 0,003 M in 0,25 M Natriumphosphatpuffer
Toluol in Tropfflaschen

Dies ist vor Praktikumsbeqginn bereits geschehen!

Bakterien wurden bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Zu 6 verschiedenen Zeitpunkten wurden vom

Assistenten Aliquots der Kulturen entnommen, mit Co-Cs bzw. Wy-W5 beschriftet und auf Eis gestellt:

Anfang W, und Cy
Nach 5’ W, und C,
Nach 7’ Induktion der Genexpression durch Zugabe von 10ml 0,01M IPTG zu Kultur W
Nach 10’ W, und C,
Nach 15’ W3 und C3
Nach 25’ W, und C4
Nach 45’ W5 und Cs

START =—mp 2x je 12 Reagenzglaser beschriften mit Co-Cs und Wo-Ws

(1x far Enzymaktivitatsbestimmung, 1x flr Bakterienzahl)

In einer Reihe 4 ml Wasser vorlegen (fir Bestimmung der Bakteriendichte).

In anderer Reihe je 1 ml BME-Puffer und 1 (!!) Tropfen Toluol vorlegen (Enzymaktivitdtsbestimmung).

Nun je 1ml der entsprechenden Bakterienkulturen (C, und W,) in die entsprechenden Réhrchen (C,

und W,) pipettieren (Achtung: Aliquots mit Bakterienstammldsungen bitte vor Entnahme invertieren).
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Bakteriendichtebestimmung:

Proben zur Bestimmung der Bakteriendichte jeweils sofort nach Erhalt im Photometer bei 623 nm
messen (Glaskuvetten)!

OD = 1 entspricht 3x10® Bakterien

Leerwert: 4 ml Wasser +1 ml Medium (steht am Platz!)

Far Leerwert und Bakteriendichtemessungen immer dieselbe Kivette benutzen (Kuvettenfehler)!

Tabelle 1: Messung der Bakteriendichte

Wildtyp Konstitutive Mutante
Zeitp_unkt Glas oD Bakterien- Glas oD Bakterien-
(min) 623nm zellzahl 623nm zellzahl
0 Wo Co
5 W, Cy
10 W, C.
15 W, Cs
25 W, Cq4
45 Ws Cs

Tabelle 1: Die gemessene optische Dichte (OD) soll hier eingetragen werden, sowie die Umrechnung
des OD-Wertes in die tatsdchliche Bakterienzahl: Eine OD von 1 entspricht 3x10° Bakterien. Beachten

Sie den Verdinnungsfaktor (VF), der noch mit einberechnet werden muss.

Auswertung flirs Protokoll:

Die Bakterienzellzahlen des Wildtyps und der Mutante werden als 2 separate Kurven gegen die Zeit
(min) auf einem Din A4 Blatt Millimeterpapier aufgetragen (Diagramm 1). Bitte an die Beschriftung der

Achsen denken.
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Enzymaktivitatsbestimmungq:

Proben zur Enzymaktivitdtsbestimmung stehen lassen, bis alle Aliquots zusammenpipettiert sind.

Dann gut Schiitteln und 2 ml Na,CO; zu C, und W, (Leerwerte) hinzufligen. Dies stoppt die
Umsetzung von ONPG, und wird beim Leerwert daher zuerst hinzugefiigt!

In alle Proben 1 ml ONPG zufligen - schiitteln

Nach 10 min.: 2 ml Na,CO; zu C,-Cs

Nach 60 min.: 2 ml Na,CO; zu W,;-W; zufiigen.

Nach Stopp der Reaktion: Proben in Glaskiivetten bei 436 nm messen. Bei einer Extinktion >1: 1 ml
Probe mit 4 ml Wasser verdinnen und neu messen! Achtung: Bei verdinnten Proben muss auch der

Leerwert entsprechend verdiinnt werden! (neuen Verdinnungsfaktor bei der Berechnung beachten!)

Tabelle 2: Messung der Enzymaktivitat

Wildtyp Konstitutive Mutante
Zeitp_unkt Glas Extinktion En;ynj— Glas Extinktion En;ynj—
(min) 436nm aktivitat 436nm aktivitat
0 Wo 0 0 Co 0 0
5 W, C,
7: Induktion
10 W, C.
15 W, Cs
25 W, Cs
45 Ws Cs

Da eine Extinktion von 0,0075 einer ONPG-Menge von 1 nmol entspricht, ergibt sich daraus folgende

Formel zur Umrechnung der E436nm in die Enzymaktivitat:

Formel 1:

E436nm * 1nmol * 5 (VF)
X nmol ONPG =

0,0075 * y min

Die gemessene Extinktion setzt man in diese Formel ein. Die Multiplikation mit dem
Verdinnungsfaktor (VF) 5 errechnet sich, da man vor der Extinktionsmessung 1 ml BME, 1 ml ONPG
und 2 ml Na,CO3; mit 1 ml der Losung mischt. Gegebenenfalls neuen Verdinnungsfaktor beachten,
wenn Extinktion > 1 war. Fir ,y“ setzt man die Inkubationzeit ein wie lange die Umsetzung
stattgefunden hat (10 min fir C und 60 min flir W). Das Ergebnis hat die Einheit U!

Auswertung flirs Protokoll:

Die Enzymaktivitat (U) des Wildtyps und der Mutante werden als zwei separate Kurven gegen die Zeit
(min) [entspricht Zeitpunkt der Probenentnahme] auf einem Din A4 Blatt Millimeterpapier aufgetragen

(Diagramm 2). Vergessen sie nicht die Achsen zu beschriften.
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Teil Il: DNA-Isolierung

Gerate:

Glasstab

Schliffmesspipette 10 ml

UV-Spektrometer Quarz-Kivette

Vollpipette 2ml

Wasserbad 37 °C, 60 °C

Zentrifugen 2

Zentrifugenglaser 1 x 50 ml-Glas, 2 x 10 ml-Glaser
Lésungen:

Bakterienkultur 50 ml
Chloroform-lsoamylalkohol 24:1

Isopropanol

NaCl 0,15 M, enthalt 0,1 M Na,EDTA, pH 8,0
Lysozym-Losung 10 mg/ml

NaClO4 3M

Natriumdodecylsulfat-Lésung (SDS) 12,5 %ig

Fir jede Gruppe stehen je zwei 15 ml Plastikrdhrchen bereit. Eines enthalt ein Bakterienpellet. Das
andere wird spater bendtigt (enthalt manchmal Reste von Spllwasser).

Pellet in 5 ml 0,15 M NaCl / 0,1 M Na,EDTA (steht fertig gemischt am Platz) resuspendieren. 0,5 ml
Lysozymlosung hinzufigen (um die Zellen aufzuschlieRen), vorsichtig mischen (aber nicht
vortexen!), danach 30 min, 37°C im Wasserbad inkubieren (zwischendurch mischen).

1 ml 12,5% SDS-L6ésung (denaturiert Proteine) hinzufigen, mischen - 10 min, 60°C im Wasserbad.
2 ml 3 M Na-Perchlorat hinzufligen (denaturiert ebenfalls Proteine), mischen und dann zu gleichen
Teilen auf das zweite Plastikrohrchen aufteilen. Zu beiden Rodhrchen je 4 ml
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) geben und gut schitteln (Phasentrennung). Proben zurtick zum
Assistenten, der sie dann 10 min zentrifugiert.

Dann den klaren Teil der oberen Phase (,wassrige Phase®) abnehmen (0,5-1 ml Giber der Interphase
stehen lassen, damit keine Proteine verschleppt werden) und in Becherglas mit 50 ml Isopropanol
(fallt DNA aus) Uberfiihren. DNA mit dem Glasstab umriihren, herausfischen und den Stab an der Luft

trocknen lassen, bis er nicht mehr nach Alkohol riecht.

Konzentrationsbestimmung der DNA sowie deren Reinheit:

DNA in 1 ml Wasser vom Glasstab durch Rihren ablésen. Die Extinktionen bei 260 nm und 280 nm
in einer Quarzkiivette messen (Quarzkivette beim Assistenten), Leerwert jeweils Wasser. Nur bei
einer Extinktion von > 1 wird die DNA verdinnt (0,1 mL DNA in 5 ml Wasser I6sen) und erneut
gemessen.

Reine DNA hat ein Verhaltnis der Extinktionen von Exg/Eogp von 1,8-2. Ein kleineres Verhaltnis zeigt

die Verunreinigung mit Proteinen an, die bei 280 nm absorbieren.

Auswertung flirs Protokoll:

Den Quotienten der Extinktionen 260nm/280nm bilden und beurteilen wie rein die isolierte DNA ist.
DNA Konzentration bestimmen: E,s von 1 entspricht 50 mg/l DNA. Falls die Probe verdiinnt wurde,

muss der Verdinnungsfaktor beachtet werden!

@ 2011 Zentrum Biochemie



Molekulare Medizin 8-12

Teil Ill: Analyse von Erbkrankheiten am Beispiel der Cystischen Fibrose

Aufgabe:

Die CFTR Aminosaure-Sequenz des Wildtyps und die eines CF-Patienten werden lhnen unter lhrer
Gruppennummer zur Verfiigung gestellt. Ihre Aufgaben sind:

1. Die Wildtyp Sequenz mit der Proteinsequenz des Patienten vergleichen.

2. Das Ergebnis protokollieren und die Art der Mutation angeben.

In diesem Versuch bezieht sich die Mutation nur auf die Punktmutationen (Insertion, Substitution,
Deletion und ihre Folgen auf das kodierte Protein), nicht auf die chromosomalen Mutationen oder

Anzahl der Duplikationen etc.

Auf der Seite http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/ muss unter Praktikum
Punkt 8 Molekulare Medizin — Mutanten, Erbkrankheiten die HTML-Datei angeklickt werden.

Sie erhalten eine bereits translatierte CFTR-Sequenz einer gesunden Person (unter eine Kopie)
sowie eines CF-Patienten unter ihrer Gruppennummer

Gruppe 1, Gruppe 2, Gruppe 3, Gruppe 4, Gruppe 5, Gruppe 6, Gruppe 7, Gruppe 8, Gruppe 9,
Gruppe 10, Gruppe 11, Gruppe 12

Mit Hilfe des Programms Blast2 erstellen Sie ein Sequence Alignment (Sequenzvergleich).
Vergessen Sie nicht, das Programm auf "Blastp" zu stellen. Flgen Sie dann zunachst die
Aminosauresequenz der gesunden Person unter ,Enter Query Sequence® ein und anschlieRend die
Sequenz des CF-Patienten unter ,Enter Subject Sequence”. Das Alignment wird durch den BLAST
Button gestartet.

Der erhaltene Sequenzvergleich kann nun ausgedruckt und ausgewertet werden.

Ein Sequenzvergleich kann wie folgt aussehen:

Beispiel 1
Wildtyp Query 1 MORSPLERASVVSELFFEUTRP ILEKGYRORLELS D IYOIPSVDSADNLSEKELEREUD RE
“ergleich MORSPLEEASVVSKLFFESWTRP ILREGYRORLELSDIVQIPSVDSADNLSEELEREUDRE
Pationt Shjct 1 MORSPLEEASVVSKLFFSUWTRP ILRKGYRORLELSDIYQIPSVDSADNLIEKLEREUDRE

Bsp. 1: 100%-ige Ubereinstimmung der Sequenzen

Beizpiel 2 _
Wl|dtyp Query 61 LASEENPELINALRRCFFURFNFYGIFLYLGEYTEAVOPLLLGRITASYDPDNEEERSTA
“ergleich LASKKNPEL INALRRCFFURFNFYGIFLYLG+YVTEAVOPLLLGRITASYDPDNEEERSTA
Patient Sbict 61 LASKEENPELINALRRCFFURFMFYGIFLYLGEYTEAVOPLLLGRITASYDPDNEEERSTA

Bsp. 2: Aminosdureaustausch. ,+“ deutet an, dass die Aminosauren ahnliche Eigenschaften

aufweisen.

Beiszpiel 3

Wildtyp Query 481 KIKH3GRISFCSQFSWIMPGTIKENIIFGVSYDEYRYRYVIIKACOLEED ISKEF AEKDNIV
“argleich KIKHSGRISFCIQFSWIMPGTIKENIIFGVSYDEYRYRY [EACOLEEDISKFAEKDMIV
Patient Sbijct 481 KIKH3GRISFCEQF SWINPGTIKENIIFGVSYDEYRYRYFTEACOLEED ISKF AEKDNIV

Bsp. 3: Aminosaureaustausch von Aminosauren mit unterschiedlichen Eigenschaften
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http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/biomed/versuche/v083/gruppe01.html
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/biomed/versuche/v083/gruppe02.html
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/biomed/versuche/v083/gruppe03.html
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/biomed/versuche/v083/gruppe04.html
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/biomed/versuche/v083/gruppe05.html
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/biomed/versuche/v083/gruppe06.html
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/biomed/versuche/v083/gruppe07.html
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/biomed/versuche/v083/gruppe08.html
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/biomed/versuche/v083/gruppe09.html
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/biomed/versuche/v083/gruppe10.html
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/biomed/versuche/v083/gruppe11.html
http://www.uni-koeln.de/med-fak/biochemie/biomed/versuche/v083/gruppe12.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi
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Protokoll - Diskussion
Zul)
o Vergleich konstitutive Mutante und Wildtyp:

e Graphen beschreiben wie sie sind, wie sie theoretisch sein sollten und wenn sie divergieren,
warum?

o Eigene Werte verwenden, keine Werte anderer Gruppen oder Literaturwerte, auch wenn sie
noch so seltsam sind, Graph zeichnen.

¢ Was bedeutet das Ergebnis?

Zu ll)
o DNA-Konzentration errechnen und eine Aussage Uber die Reinheit der DNA treffen, wenn

verunreinigt, warum? Bei welchem Schritt kdnnte Verunreinigung passiert sein?

Zu 1)

e Bitte markieren Sie alle Mutationsstellen und geben die Art der Mutation an. Die Aminosauren
werden in "Einbuchstabencode" angegeben. Benutzen Sie den genetischen Code und
schlagen anhand einer Mutationsstelle mogliche Basenaustausche vor.

e Bei Aminosaurenaustausch, welche Eigenschaften (z.B. hydrophob) hatte die ,alte” und

welche die ,neue” Aminosaure?
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