Dechiffrieren der DNA

* Was ist Gentechnik?
* Polymerasekettenreaktion (PCR)

* Sequenzierung

- Didesoxymethode bzw. Kettenabbruchver-
fahren

- Gelelektrophorese
* DNA-Chips

Themen dieses Referats konnen klausurrelevant sein. Zuhoren!
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Was ist Gentechnik?

* Neukombination von Nukleinsauren

- Herstellung von Proteinen (Insulin)

- Herstellung transgener Pflanzen/Tiere
- Gendiagnostik

- Somatische Gentherapie (Anticaline gegen
Krebs)
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Was ist Gentechnik nicht?

* Klassische Zichtungsverfahren
* (Extrakorporale) Befruchtungen

e Ubertragung von Embryonen auf
LeihmuUtter
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Polymerasekettenreaktion (PCR) (1)

* Polymerase-Chain-Reaction

* Entwickelt in den achtziger Jahren von
Kary Banks Mullis

* Vervielfaltigung von DNA
* Nur Abschnitte, maximale Lange 40 kbp
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Polymerasekettenreaktion (PCR) (2)

* Drei immer wieder zu wiederholende Schritte
* 1. Schritt:

- "Melting": Auftrennen der DNA
- Temperatur ca. 96 °C
e 2. Schritt:
- "Annealing": Anlagern von Primern
- Temperatur ca. 50 - 62 °C
e 3. Schritt:

- "Extension”: tag-Polymerase baut die Strange auf
- Temperatur ca. 68 — 72 °C
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Was ist Tag-Polymerase?

* DNA-Polymerase des Bakteriums
»rThermophilus aquaticus”

- lebt in heiBen Geysiren

* Seine DNA-Polymerase hat die grof3te
Effizienz bei 72 °C

* Jedoch keine Reperaturmechanismen
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Polymerasekettenreaktion (PCR) (3)
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Sequenzierung nach Sanger

* Auch Didesoxy-Sequenzierung oder
Kettenabbruchverfahren genannt.

* Um 1975 entwickelt, 1977 mit erster
vollstandiger Sequenzierung eines
Genoms vorgestellt.

* Verdrangte die zeitgleich und
unabhangig entstandene Methode nach
Maxam & Gilbert, da die nach Sanger
schneller und leichter automatisierbar
ISt.
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Ablauf der Sequenzierung (1)

§ CATATGTCAGTCCAG 3 1) Mit Hilfe der PCR

3 é?ﬂ?ﬁcATTciﬁ?c 5 genugend DNA
oo Sn herstellen.
Pme 3 GTATACAGTGAGGTG & _
i 7 2) Denaturierung der
= DNA.
¢ 3 C 3) Hybridisierung der
L T L DNA mit radioaktiv
- b oder fluoreszierend
LI LELE N 3’

AL L L Ll Ll L "_ » makierten Primern.
Ll L TTR WgwNT] ]

Copyright © 2005 Jan Gosmann www.hyper-world.de.vu 9



Ablauf der Sequenzierung (2)

somrerencreens o 4) Verteilung auf vier
3 é?HEGATFCE(ﬁ?C 5 Ansatze mit:
akirer Y ) * Den vier verschiedenen

3" GTATACAGTCAGGTC &

| Nukleotiden (A, C, G, T)

' ' '
- = * Je einem anderen
LI E ddNTP (Didesoxy-
ot - Nukleotid), 1 - 4%
PNy 3 PRI
3 LLEbLe K . TTET YT
mn ey | ey * DNA-Polymerasen
111'.13'4' LI LR R
NUNTFIRS 3 WORDATR-TES 3
AR T TR WgN T ] ] )
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Was ist ein ddNTP?

®-8-®-ocH, Lo pase ®-8-®-ocH, 0L Base
H OH H

dideoxynuclectide (ddNTP) deoxynucleotide (dNTP)

* ddNTP ist die AbkUrzung fur
Didesoxynukleosid-Triphosphat oder
kurz Didesoxy-Nukleotid

* Nukleotid ohne OH-Gruppe am 3'-Ende

* Synthese der DNA bricht ab, wenn ein
ddNTP eingebaut wird.
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Ablauf der Sequenzierung (3)

seaarerencrcaac s 5) DNA-Polymerase
3" é?ﬂ?ﬁcATTciﬁ?c 5° Synthet|5|ert
L verschieden lange
"™ ¥ GTATACAGTGAGGTG & DNA-Bruchstucke, die
Lo immer hinter einem
;.- bestimmten Nukleotid
_ = : abbrechen.
il'&' B l‘lT'"“TB__
L1 LiEba K g | NUWNGHO R JORRS |
ooy e | 6) Gelelektrophorese
LA LU S
pL L L PV L i)
XYRTATETYTR  NYNTTTATIITTT VY
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Gelelektrophorese

L LE Ll LR
ﬁ'l Bl | & 3 I'T*_ £ | - | _3'
LI LB ) L FOH *
| 3

L LELED L L B

Ll LS Ll LI 1 3
Elektro- ol LLLLLSEL LI LA LLLLLEL vy
phorese ¢ l l Position

A T C G

* An einem Gel wird
eine Spannung
angelegt.

* Da die DNA-
Fragmente negativ
geladen sind
wandern diese
durch das Gel.

* Kleine sind dabei
schneller als grof3e.
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* Kleine Plattchen
aus Tragermateri-
al (i.d.R. Glas
oder Kunststoff)

Raster von ver-
schiedenen, be-
kannten DNA-OIi-

gonukleotiden
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Funktionsweise von DNA-Chips

DNA-Einzelstrang
Leuchtmolekiil (Fangermolekiil) UV-Lichtquelle

V-
\ '\
\ - Leuchtmolekiil,
in der Probe das sichtbares Licht abgibt
schwimmender Leuchtmolekiil \
DNA-Einzelstrang
b I Doppelstrang
Schachbrettmuster
der einzelnen Finger-
molekiil-Positionen
R Hybridisierung
| B & & {:_;'j'l.
[ @B 'f'__x‘ .:'(—*)“ . Chip }
y i R R
,—?L} TD D ,,_q) Bestrahlung
e - mit UV-Licht
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Auswertung eines DNA-Chips

* Bei geeignheter Be-
leuchtung (i.d.R.
UV-Licht) kann die
Aktivitat unter-
schiedlicher Gene
abgelesen werden.

* \Vor kurzem wurde
auch ein elektrisches
Auswertungssystem
entwickelt.
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Vorteile und Anwendung

* Schnelle und kostengunstige Analyse
von Genaktivitat.

* Mikrobielle Diagnostik (Nachweis von
Keimen in Wasser, Lebensmitteln etc.)

* Vergleich von eng verwandten
pathogenen und nicht pathogenen
Bakterienstammen.

* Personalisierte Medizin
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Noch Fragen?

Wir bedanken uns fur eure
Aufmerksamkaeit!

Copyright © 2005 Jan Gosmann www.hyper-world.de.vu 18



