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/ ‘Gliederungl \

1. Historie — Meilensteine in der Molekularbiologie, Biochemie und Genetik

2. DNA - Struktur, Aufbau, Eigenschaften, Begriffe, Definitionen

3. Operationen auf DNA — angewandte Rekombinationstechnik

e Generieren von DNA-Einzelstrangen — Synthesis

e Knipfen und Aufbrechen von Wasserstoffbriickenbindungen
— Annealing, Melting

e Mischen von DNA-LGdsungen — Union

e Enzymatische Reaktionen
— Ligation, Digestion, Labeling, Polymerisation, PCR

e Separieren nach Strangendenmarkierung — Affinity Purification

e Langenseparation und -bestimmung — Agarose Gel Electrophoresis

e Sequenzbestimmung — Sequencing
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1869 | Friedrich Mescher Entdeckung der Nucleinsduren
1913 | Michaelis Menten Theorie der Enzymkinetik

Meilensteine in der Molekularbiologie, Biochemie und Genetik

1939 | Arne Tiselius Prinzip der Gel-Elektrophorese

1944 | Oswald T. Avery Nucleinsdure als Trager der geneti-
schen Information erkannt

1950 | Erwin Chargaff Das Verhéltnis Adenin: Thymin und
Guanin:Cytosin  in DNA st
konstant

1953 | James D. Watson, Doppelhelixmodell der DNA

Francis H. Crick

1958 | Matthew Meselson, DNA semikonservativ repliziert

\ Franklin W. Stahl /
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Meilensteine in der Molekularbiologie, Biochemie und Genetik
1958 | Arthur Kornberg Isolation des Enzyms
DNA-Polymerase | aus
dem Bakterium Escherichia coli
1968 | Werner Arber, Entdeckung der
Matthew Meselson Restriktionsendonucleasen
1970 Entdeckung der DNA-Ligase
1975 | Walter Gilbert, Sequenzierung von DNA
Frederick Sanger
1975 | R.L. Letsinger Synthese von DNA
1985 | Kary Banks Mullis Polymerase-Kettenreaktion
=
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/ ‘DNA— Struktur, Aufbau, Eigenschaften, Begriffe' \
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/ \ Nucleinsauren ' \

e im chemischen Sinne Polynucleotide

e aufgebaut aus heterozyklischen Basen, Kohlenhydrat und Phosphorsaure
e nach Art des Kohlenhydrats unterschieden:

— Desoxyribonucleinsduren (Desoxyribose als Kohlenhydrat)

— Ribonucleinsduren (Ribose als Kohlenhydrat)
e als Basen dienen:

— bei DNA: Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin
— bei RNA: Adenin, Cytosin, Guanin und Uracil

e Begriff ,,Nuclein“: Komponente aus dem Zellkern

\o Molekile des Lebens /
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‘ Chemische Struktur eines DNA-Einzelstranges I
Begriffe: /N:\
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‘ DNA-Einzelstrang I

Definitionen:

DNA-Einzelstrang: Ein DNA-Einzelstrang ist eine Sequenz der
Nucleotide A, C, G und T. Die Enden der Nucleotidsequenz werden
mit 5’ und 3’ angegeben. Jedes der beiden DNA-Einzelstrangenden
Ist durch eine geeignete chemische Gruppe markiert.

sense: Die Leserichtung 5’-3” wird als sense bezeichnet.

antisense: Die Leserichtung 3’-5" wird als antisense bezeichnet.

Es ist Ublich, Nucleotidsequenzen in 5’-3’-Richtung zu notieren.

\_ /
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/‘ Basenpaarung durch Wasserstofforickenbindungen I\

Definition:

Wasserstoffbrickenbindung: ist eine chemische Bindung zwischen einem
Proton (H™) einer Hydroxylgruppe (-OH) oder HN-Gruppe und dem
einsamen Elektronenpaar eines O-Atoms oder eines N-Atoms. Sie bildet sich
aus, wenn die Gruppen sich auf eine Entfernung von 0, 28nm nahern.

e Die Bindungsenergie betrégt nur 1/10 der Hauptvalenzbindung.
e Basenpaarung kann zwischen benachbarter einzelstrdngiger DNA auftreten.

e Dabei bilden sich zwischen je zwei gegeniiberliegenden Basen
Wasserstoffbriickenbindungen wie folgt aus:

e Adenin und Thymin kdnnen sich paaren (2 Wasserstoffbriicken).

e Cytosin und Guanin konnen sich paaren (3 Wasserstoffbriicken).

\_ /
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‘ Chemische Struktur eines DNA-Doppelstranges I
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‘ Komplementaritat und Antiparallelismus I

Definitionen:

Infolge der Mdglichkeiten zur Basenpaarung:

Komplementaritat von Nucleotiden: Die Nucleotide A und T sind
zueinander komplementar, ebenso die Nucleotide C und G.

Nur komplementdre Nucleotide kdnnen sich tber
Wasserstoffbriickenbindungen zusammenlagern!

antiparallel: Zwei DNA-Einzelstrdnge, die entgegengesetzt ausgerichtet
sind (ein Strang in 5’-3’-Richtung, der andere Strang in
3’-5’-Richtung), werden als antiparallel bezeichnet.

\_ /
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/ ‘Vom DNA-Einzelstrang zum DNA—DoppeIstrangI \

Basenpaarung bei kompletten Nucleotidsequenzen:

e jede Base des einen Stranges paart mit der gegentiberliegenden Base
des anderen Stranges

e zweistrangiges Band komplementdrer Nucleotide

e gegentberliegende Strange sind antiparallel

e gegentiberliegende Strange zu einer Schraube gewunden
e eine Windung enthélt 10 Basenpaare

e Struktur bezeichnet man als DNA-Doppelhelix

e — Kern des DNA-Modells von Watson/Crick

\_ /
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/ ‘ Struktur der DNA-DoppeIheIixI \

e DNA in zelluaren Organismen zumeist als Doppelhelix

o komplementdre Nucleotide durch palgeformte Bausteine dargestellt

\_ o Y,
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/ ‘ Struktur der DNA-DoppeIheIixI \

e durch die Mdglichkeiten der in-vitro-Rekombinationstechnik mufd
der Begriff DNA-Doppelstrang weiter gefaldt werden

e Beispiel mit Einzelstrangiiberhdngen und -abschnitten:

bCTAGACG
NN WA Y
GATC? CIA

3!

5!

S =
\_ /
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/ ‘ DNA-Doppelstrang I \

Definition:

DNA-Doppelstrang: Ein DNA-Doppelstrang besteht aus mindestens
zwel, jewells in einer Nucleotidfolge komplementéren sowie
antiparallelen DNA-Einzelstrangen, die sich unter Bildung von
Sequenzen komplementarer Nucleotidpaare verbunden haben. Die
Nucleotidfolge reicht dabei bis zu einem Ende eines beteiligten
DNA-Einzelstranges. Ein DNA-Doppelstrang a3t sich durch eine
Sequenz komplementérer Nucleotidpaare beschreiben, die von
Nucleotidsequenzen (DNA-Einzelstrangabschnitten), auch an den
Strangenden, unterbrochen sein kann. Jeder integrierte
DNA-Einzelstrang erzeugt ein 3’-5’-Endenpaar des
DNA-Doppelstranges. Jedes der DNA-Doppelstrangenden ist durch

\ eine geeignete chemische Gruppe markiert. /
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/ ‘ DNA-Doppelstrangenden I \

Definition:

blunt-Ende: Ein DNA-Doppelstrangende ist blunt (glatt), wenn es
keinen Einzelstrangiiberhang besitzt.

sticky-Ende: Ein DNA-Doppelstrangende ist sticky (klebrig), wenn es
einen Einzelstrangiiberhang besitzt. Dabei kdnnen sowohl das
3’-Ende als auch das 5’-Ende tberhangen.

S’B\ECG(j}A\HS’ 5 alGlclal 3 5 AlG|3
T 3lGlcl5 T FTCGCﬂ FTCGCﬂ
blunt-Ende blunt-Ende

sticky-Ende sticky-Ende blunt-Ende sticky-Ende
5-Uberhang  3’-Uberhang 5’-Uberhang

\_ /
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/ ‘ Eigenschaften von DNA-Strangen I \

Im Hinblick auf ihre Nutzung als Datentrager im DNA-Computing

Speicherdichte: bis zu 10%! Basenpaaren pro Liter, das entspricht etwa 1 bit pro
nm?>. DNA durch gewundene Struktur sehr kompakt

Langlebigkeit: DNA unter geeigneten Bedingungen beliebig lange
konservierbar, deshalb auch Eignung als persistentes Speichermedium

redundante, dezentrale, verlustsichere Informationsspeicherung: DNA leicht
millionenfach duplizierbar und auf mehrere Reagenzglaser verteilbar

In-vitro-Handling: DNA auch aul’erhalb von Zellen generierbar, verarbeitbar
und konservierbar

energieeffiziente Verarbeitung: etwa 2 - 10'° Operationen pro Joule

\_ /
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/ ‘ Eigenschaften von DNA-Strangen I \

Im Hinblick auf ihre Nutzung als Datentrager im DNA-Computing

Operationsspektrum: Vielzahl von Rekombinationstechniken, grofes
Repertoire an molekularbiologischen Operationen

richtungsbehaftet: erleichtert Kodierung und Dekodierung von Daten in
DNA-Sequenzen

elektrisch negativ geladen: Anwendung elektrophoretischer Analysemethoden

Instrumentarium zur Kodierung und Visualisierung von DNA-Daten:
Synthese und Sequenzierung moglich

umweltfreundlich: keine aufwendig zu entsorgenden Nebenprodukte wie z.B.
bei Elektronikschrott

\_ /
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Allgemeine Grundsatze:

Molekularbiologische Operationen fiir das DNA-Computing

In vitro: Reaktionen zumeist im Reagenzglas (ReaktionsgefaR, Tube) ausgefiinrt
und nicht in der lebenden Zelle

Dilution (Verdinnung): DNA in waRriger Losung bestimmter
DNA-Konzentration (Molaritét, mlo'*) zur Reaktion bereitgestellt

Redundanz: jeder DNA-Strang in sehr vielen identischen Kopien vorhanden

vollstandiger Ablauf: jede Reaktion wirkt idealerweise auf alle DNA-Strange
Im Reagenzglas

Reinheit des Ansatzes: idealerweise keine Verunreinigungen durch Fremdstoffe
und Reste vorangegangener Reaktionen

Abarbeitungsprotokoll: beschreibt die praktische Ausfiihrung der Reaktion
\ reproduzierbar unter Erfassung aller kontrollierbaren Einflu3grofien

/
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/ ‘EinﬂuBgrbBen molekularbiologischer Operationen (Auswahl). \

Reaktionen sind parameterbehaftet!

e Ausgangsstoffe und ihre Konzentrationen

e Reihenfolge und Zeitpunkte ihrer Zusammenfiihrung
e Temperatur-Zeit-Verlauf des Reaktionsansatzes

e Inkubationszeiten des Reaktionsansatzes

e pH-Wert, Luftfeuchtigkeit, elektrische Groflien

e dullere Krafte und ihr Verlauf (Mortexen, Zentrifugieren, Schitteln,
Durchmischen mit Pipette, Ruhelage)

Es gibt auch sehr viele unkontrollierbare Einflul3grofien, die die
\Reproduzierbarkeit beeintrachtigen (Seiteneffektanfalligkeit)! /
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‘ Synthesis I

e Synonyme: Synthese

5" - ACGGAAC- 3’

e Generieren von DNA-Einzelstrangen

\_ /
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‘ Synthesis I

Definition:

Synthesis, Synthese: Unter Synthesis versteht man das Erzeugen von
DNA-Einzelstrangen (Oligonucleotiden) frei wahlbarer
Nucleotidsequenz.

Synthesis
5 -GCATTCG-3' —

GICIA|T|T|C|G

\_ /
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‘ Synthesis — biochemischer Prozel3 I

e synthetisches Herstellen von DNA-Einzelstrangen beliebiger
Sequenz bis etwa 100 Basen Lange in hoher Reinheit (< 5%
fehlerhafte Strange) moglich

e etabliert: Methode nach Letsinger, erstverdffentlicht 1975

e inzwischen vollautomatisiert

e Durchsatz: etwa 20 Basen in 24 Stunden (,,wachsende Kette*)

\_ /
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/ ‘ DNA-EiInzelstrangsynthese nach Letsinger. \

e Synthese in 3’-5’-Richtung

e Prinzip der wachsenden Kette:

— fixiert an einen Tréager wird der Strang beginnend am 3’-Ende zyklisch
Nucleotid fiir Nucleotid aufgebaut

— zum Anfiligen eines neuen Nucleotids wird ein Zyklus durchlaufen,
bestehend aus vier Schritten (Detritylation, Coupling, Capping und
Oxidation)

5’-CATT-3’

@ r5n|t E%%beIOthem @ gm Ig]%%locktem m r5n|t E%%belocktem gut E%%bJOthem
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/ ‘ Zyklus 1. Schritt — Detritylation I \

e 5’-Ende jeder wachsenden Kette ist mit einer Dimethoxytrityl-Gruppe
(DMT) geblockt, damit sich in jedem Zyklus an jede Kette nur ein neues
Nucleotid anfiigen kann und nicht mehrere

e Detritylation: 5’-DMT durch Trichloracetic acid (TCA) abgespaltet und
ausgeschwemmt

e Jede wachsende Kette hat danach ein freies 5’-Ende (Hydroxylgruppe)

Trager

\_ /
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‘ Zyklus 2. Schritt — Coupling I

e Anfligen eines neuen, 5’-DMT-geblockten Nucleotids unter
Hinzugabe von Tetrazol

e An manche freien 5’-Enden lagert sich kein neues Nucleotid
(unerwiinschter Nebeneffekt)!

;

3, —_——

— Coupling

réger

T

~
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‘ Zyklus 3. Schritt — Capping I \

e Die beim Coupling freigebliebenen 5’-Enden werden chemisch
deaktiviert, damit sich dort in keinem nachfolgenden Zyklus noch
Nucleotide anfligen kdnnen.

e Die betreffenden Ketten sind damit als DNA-Einzelstrange verloren
(Abfallprodukt).

Acetic Anhydride
1-Methylimidazole

3’ 5
’ ﬁﬁ ’
—_— y y

S
(<)
(@)]
(S
| -
—

Trager

Capping
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‘ Zyklus 4. Schritt — Oxidation I

e Stabilisieren der Phosphodiesterbindung zwischen den Nucleotiden

Jodid
Wasser
Tetrahydrofuran

O
S S
) I
2 0—P—0 — & 0—P—0
= I Oxidation I
OCHjg OCHgy

/
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/ ‘ DNA-EiInzelstrangsynthese nach Letsinger. \

e nach Aufbau der Kette:

— chemisches Entblocken des 5’-Endes (Deprotection)

— Abldsen der DNA-Einzelstrange vom Trager (Cleavage)

— Entfernen zu kurzer DNA-Einzelstrange und von Reaktionsresten
(Purification)

5'-CATT-3’

o O

P REEAC f
Cleavage | _ Purifi-
o () .

cation

\_ /
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‘ Synthesis — mogliche Seiteneffekte im Labor I

e fehlerhafte (insbesondere zu kurze) DNA-Einzelstrange iberdauern
die Purification

e \erunreinigungen durch die verwendeten Chemikalien verbleiben in
der DNA-LGsung

e die DNA-Konzentration ist sehr niedrig, so daf} nicht gentigend
DNA-Material fiir Folgereaktionen zur Verfiigung steht (lberprifbar
mittels Spektroskopie)

/
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‘Annealmg I

e Synonyme: Hybridisieren, Erstarren

LA\CG GlA AEJ
740 74 VAN AN

TITIGICIC|IT|T

A Y VAN
(‘I?T G|C|C|T TT)

e Zusammenlagern von DNA-Einzelstrangen zu DNA-Doppelstrangen

\_ /
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/ ‘Annealing I \

Definition:

Annealing, Hybridisieren: Unter Annealing versteht man das
Zusammenlagern von mindestens zwei antiparallelen und
komplementaren DNA-Einzelstrangen oder Einzelstrangiberhédngen
zu DNA-Doppelstrangen unter fortgesetzter Bildung aller
Anlagerungsmaoglichkeiten.

clclclc Alc|c[g|Gc]a]T]|c]G[G[G[G[T]C
clelele) slelele[AT[c]g]ce]e[T]C]
clclc|c
Alclc[Gg|c]a]T]|c]G[G[G[G][T]C AGGGGATCGGGG\T/@
Y
: c|clc|c
Annealing
clala]TIc|G|A]T][G]G[T]T AGGGGATCGGGGw
| Iy Yy Y
clclc|c c|clc|c
Alalclc|a]T[c[G]Aa]T][T[G Alalclc|a]T[c]c]A]T][T]G
A A U Y
T|T|G|G|T|A|G|Cc[T|A|A|C
NEEEEE AlGglc[clc]T
A YA
Tlc|clG|G|A T|lc|c|G|G|A

\_ /
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/ ‘Annealing — biochemischer Prozel I \

e Beim Annealing bilden sich Wasserstoffbriickenbindungen
(hydrogen bonds) zwischen den gegentberliegenden
komplementaren Nucleotiden aus. Diese Bindungen halten die
DNA-Einzelstrdnge zusammen.

e Je hoher der CG-Anteil in einem DNA-Doppelstrang ist, umso
stabiler ist er.

e \Wasserstoffbriickenbindungen sind thermisch instabil.

e Jeder DNA-Doppelstrang besitzt eine spezifische Schmelztemperatur,
unterhalb derer sich die Wasserstoffbriicken ausbilden und oberhalb
derer sie aufbrechen.

e D.h. Annealing (Erstarren) als langsamer Abkihlungsprozel

\_ /
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/ ‘Annealing — ein mogliches Laborprotokoll I \

1. zu annealende DNA-Einzelstrange in Reinstwasser I6sen (bzw.
auftauen und verdtnnen) und in gleicher DNA-Konzentration in ein
gemeinsames Reagenzglas tiberfihren

e Richtwert flir Endkonzentration: Kpna = 0,25uM
2. einfach geladene Kationen hinzugeben
e Ziel: Erhdhung der Schmelztemperatur
Trmoc =81,54+16,6-In(Ky p) +0,58 - %GC — 500/ L

o %GC': prozentualer GC-Anteil, L: (kiirzeste) DNA-Einzelstranglange in

Basen, Einheit M = 22t (Molaritat)

e i.a. NaCl oder KCI verwendet

\ e Richtwert fiir Endkonzentration: Ky = 50mM /
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4 N

3. flr etwa 10min bel +94°C halten

e Ziel: kinetische Energie der Teilchen erhéhen, damit sie sich neu
formieren und wahrend der Abkihlung binden kdnnen

4. langsam abkihlen auf Raumtemperatur
e Richtwert: 15-
5. bei —20°C tieffrieren

e Ziel: Konservierung des Reaktionsproduktes

\_ /
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/ ‘Annealing — mogliche Seiteneffekte im Labor I \

e DNA-Einzelstrange lagern sich nicht an allen komplementaren Stellen
zusammen, es entstehen Hairpins und Loops:

— Hairpins: DNA-Einzelstrange annealen mit sich selbst :BEEQ

— Loops: Verwerfungen Wﬂw

e Nach dem Annealing verbleiben ungebundene DNA-Einzelstrange zuriick.

— Die Konzentrationen der zu annealenden DNA-Einzelstrdnge waren nicht exakt
aufeinander abgestimmit.

e Die gebildeten DNA-Doppelstrange sind nicht stabil.

— Bei zu niedriger Schmelztemperatur konnen Doppelstrange leicht wieder in ihre
Einzelstrangbestandteile zerfallen (Melting), wodurch andere biochemische

\ Reaktionen beeinfluRt werden. /
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‘ Annealing — Sonderfalle I

Durch Annealing kdnnen unendlich viele unterschiedliche
DNA-Doppelstrange entstehen:

TlA[C]G
A
G|C|A|T
HNEE TACGTA%
) W Y
Anneahng WATGCAT G|CIA|T
—_—
aﬂﬁ TACGTA% TIAlc|G|T]AlC]G
A I A
G|c|A|T|G|c|AlT G|c|A|T|G|c|AlT
Tlalc]|c]T]AlC|G TACGTACGTA\CH
Y e A A
%\ATGCATGCAT G|C|A|T|G|C|A|T

Daraus folgt die Notwendigkeit einer Langenbegrenzung bei der
Simulation!
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‘NMngI

e Synonyme: Denaturieren, Schmelzen

A|C|IG|IGIAAIC
AT VN
(‘FTGCCTT

&CGGAAC

T|ITIGICICIT|T

e Aufspalten von DNA-Doppelstrdangen in DNA-Einzelstrange

\_ /
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4 | N
‘ Meltmg'

Definition:

Melting, Denaturieren: Unter Melting versteht man das Aufspalten von
DNA-Doppelstrangen in die zugrundeliegenden DNA-Einzelstrange.

NN EEEE NN EEEE
AlGlc[T C
yyy o) yuy Alele]T)
Tlc|G|A
clc[a[T[c[c]a]T : clcl|alT]clc]alT clela[T[G[G[A]T
L%\ A %ﬂ Mdnng
T|A|G|G|T|A|G|C >
m&u@CGAATGC AlalT[T]clc|ala]T]G[C glc|al[T]T[c|G
e N
Glc|[T|T|AlC|G
A[AlT[T[C[C]G[T AlA[T][T[CIC[G[T AlclG|G
A4
G|G|C|A
clalc[clalT]c|G[a]T]C clalc|clalT[clG[a]T]C GclalT]c|[G[alT[G[c[T]G
NS e ]
G|T|c|Gg|T|A|G|c|T|A|G
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/ ‘ Melting — biochemischer Prozel3 I \

e Beim Melting werden die Wasserstoffbriickenbindungen (hydrogen
bonds) zwischen den gegeniiberliegenden
komplementédren Nucleotiden von DNA-Doppelstrangen
aufgebrochen.

e Je hoher der CG-Anteil in einem DNA-Doppelstrang ist, umso
stabiler ist er.

e \Wasserstoffbriickenbindungen sind thermisch instabil.

e Jeder DNA-Doppelstrang besitzt eine spezifische Schmelztemperatur,
unterhalb derer sich die Wasserstoffbriicken ausbilden und oberhalb
derer sie aufbrechen.

e D.h. Melting als Erhitzungsprozel}

\_ /
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/ ‘ Melting — ein mogliches Laborprotokoll I \

1. DNA-Strénge in Reinstwasser 16sen (bzw. auftauen und verdiinnen)

e Richtwert fiir Endkonzentration: Kpna = 0,25uM

2. fur etwa 10man bel +94°C halten

e Ziel: Erhitzung auf eine Temperatur, die mit Sicherheit oberhalb der
Schmelztemperatur liegt und die DNA-Strédnge nicht schadigt.

3. abkihlen auf eine Temperatur oberhalb der Schmelztemperatur

LJAlternativ zum Erhitzen besteht auch die Moglichkeit, DNA-Doppelstrange zu
denaturieren, indem man sie alkalischen Bedingungen (hoher pH-Wert im Reagenzglas)
aussetzt. Eventuell nachfolgende enzymatische Reaktionen kdnnen jedoch i.a. in einem

solchen pH-Milieu nicht stattfinden, so dald das Denaturieren tber eine Temperaturerhohung

Qr den Einsatzzweck DNA-Computing geeigneter erscheint. /
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‘ Melting — mogliche Seiteneffekte im Labor I

e Die Reaktion kann unvollstandig ablaufen, wodurch
DNA-Doppelstrangabschnitte mit gespleifsten Enden oder Loops
zurtickbleiben.

e Bereits bei geringfiigiger Abkiihlung konnen DNA-Einzelstrange an
bestimmten Stellen wieder hybridisieren.

\_ /
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e Synonyme: Merge, Mix, Pour, Mischen, Vereinigen

e \ereinigen von Reagenzglasinhalten

\_ /
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4 — R

Definition:

Union, Vereinigen: Unter Union versteht man das Zusammenfiihren
mehrerer Reagenzglasinhalte in ein gemeinsames Reagenzglas.

INNEEEE
YUy AT
N
T|A|G|C
clajalelelelT CEAVECAV
NN %
. TIA|G|G|T|A|G|C
Union
AlAa[T]T[clG[a]lA]T]G]C AlT[clG W AlA[T[T[c|G[A]A]T]G[C
N M\ /AR ) N W,
Glc|T|T|A|C|G T|A|G|C G|c|T|T|A|C|G
clalglcla]T][c|c]|Aa]T[C AlA[T[T][c[clG]T AlA[T[T][clclG]T
A AN N N N Y N Y
G|T|c|G|T|A|G|c|T|A|G G|G|C|A G|G|C|A
W AlT[clG @J(G\ATCCAT clalg|clalT[clc|a]T][C
N N/ N NN A Nt N
TIA|G|C TIA|G|G|T|A|G|C G|T|c|G|T|A|G|c|T|A|G
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\ Union — biochemischer Prozel} I

e Bei der Operation Union wird die in Reinstwasser geloste DNA aus
verschiedenen Reagenzgldasern miteinander vermischt.

e Die Operation ist in diesem Sinne keine chemische Reaktion, da
keine Bindungen umgebaut werden, sondern ein physikalischer
Prozel:.

e Esist zu gewdhrleisten, dall die DNA-LGsungen vorsichtig, aber
grindlich durchmischt werden, um Clusterbildungen auszuschliefen.

\_ /
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‘ Union — ein mogliches Laborprotokoll I

1. DNA-Strange in jedem Eingangsreagenzglas gesondert in
Reinstwasser I6sen (bzw. auftauen und verdiinnen)

2. leeres steriles Reagenzglas bereitstellen

3. Inhalt jedes Eingangsreagenzglases vollstandig mit einer Pipette
aufsaugen und in das bereitgestellte Reagenzglas geben

4. Inhalt des bereitgestellten Reagenzglases mit der Pipette
durchmischen (mehrmaliges Hoch- und Runterziehen)

5. Inhalt des bereitgestellten Reagenzglases bei —20°C tieffrieren

\_ /

T.Hinze 46/117 Molekularbiologische Operationen fiir das DNA-Computing




Technische Universitat Dresden Fakultat Informatik Institut fir Theoretische Informatik

‘ Union — mogliche Seiteneffekte im Labor I

e Es bleiben DNA-Reste in den Eingangsreagenzglasern zurtck,
wodurch sich die DNA-Konzentration im Ergebnisreagenzglas
verringert.

e \erunreinigungen eines einzelnen Eingangsreagenzglases
kontaminieren das gesamte Ergebnisreagenzglas.

e DNA-Clusterungen im Reagenzglas konnen dazu fiihren, dali}

nachfolgende enzymatische Reaktionen unvollstandig und ineffizient
ablaufen.

\_ /
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Enzymatische Reaktionen — eine Einflihrung I

Enzyme gelten als ,,Katalysatoren des Lebens” (Biokatalysatoren).

bestimmte Reaktionen — insbesondere in lebenden Zellen — durch
Enzyme milliardenfach beschleunigt; Grundlage fiir Lebensvorgange

Begriff ,,Enzym* vom griechischen Wort fir Sauerteig abgeleitet
e Vielzahl von Enzymen bekannt, nach ihrer Wirkung klassifiziert (EC)

e Jedes Enzym katalysiert eine bestimmte biochemische Reaktion, geht
jedoch selbst unverdndert aus der Reaktion hervor.

e chemische Struktur und Wirkungsweise vieler Enzyme aufgeklart

\_ /
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4 N
‘Was sind Enzyme? I

e Fast alle Enzyme sind Proteine, im chemischen Sinne
Polypeptidketten.

e Proteine bestehen aus einer Kette von Aminosauren, deren Glieder
tiber Amino- und Carboxylgruppen verbunden sind.

e Man unterscheidet 20 Aminosauren als Bausteine.

e Jede dieser Aminosauren besitzt durch ihre Seitenketten spezifische
chemische Eigenschaften.

\_ /
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Aminosauren und ihre Eigenschaften

Aminosaure-Bausteine und ihre Eigenschaften

hydrophob
- wasserabsto3end, fixiert Aminosaure-Bausteine
Glycin, Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Prolin

Aminosauren mit Hydroxylgruppen
- kbnnen Wasserstoffbriickenbindungen bilden
Serin, Threonin

Aminosauren mit Kohlenwasserstoffringen
- ermoglichen bestimmte raumliche Proteinstrukturen
Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan

Aminosauren mit einer positiven oder negativen Ladung
- kénnen lonenbindungen eingehen; Protonenaustausch
Lysin, Arginin, Histidin

Derivate von Asparaginsaure und Glutaminséaure
o - kdnnen Wasserstoffbriickenbindungen unterschiedlicher Starke bilden
ol Asparagin, Glutamin

Schwefelhaltige Aminosauren
- kdnnen Uber Disulfidbriicken kovalente Bindungen ausbilden
Methionin, Cystein

Dressler D., Potter H.: Katalysatoren des Lebens: Struktur und Wirkung von Enzymen.
Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg, Berlin, New York, 1992

/
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/ \Aufbau von Proteinen I \

e Ein Protein kann mehr als 1000 Aminosauren enthalten.

e Jedes Protein ist bestimmt durch seine Aminoséduresequenz und
durch die dreidimensionale Faltung der Kette, hervorgerufen durch
mannigfaltige Bindungen der Aminosaure-Seitenketten und des
Kettenrtickgrats untereinander:

e \Wasserstoffbriickenbindungen, lonenbindungen, kovalente
Bindungen, verschiedene Wechselwirkungen

e Die Faltung verleiht dem Protein eine charakteristische
dreidimensionale Oberflachenstruktur aus einem Muster an
Eindellungen, Rillen, Taschen, Hohlungen usw.

\_ /
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‘ Kalottenmodell des Enzyms Chymotrypsin (Verdauungsenzym) I

Dressler D., Potter H.: Katalysatoren des Lebens: Struktur und Wirkung von Enzymen. Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg, Berlin, New York, 1992
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/ ‘ Wie wirken Enzyme? I \

Prinzip von ,,Schltssel und Schlof*

e Ein Teil der Enzymoberflache ist komplementar zum
Substratmolekdl (z.B. DNAI!) geformt.

e Enzym kann an das Substratmolektl andocken und es eng
umschlieRen.

e Herausbildung eines Enzym-Substrat-Komplexes

e eigentliche Reaktion: eine chemische Bindung des Substratmolekiils
aufbrechen und schrittweise umordnen

e dazu Aktivierungsenergie erforderlich

\_ /
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/ ‘ Wie wirken Enzyme? I \

e katalytische Wirkung heif3t:

— Aktivierungsenergie herabsetzen und/oder
— Energie der Substratmolekdile erhdhen
e Enzyme senken die Aktivierungsenergie durch ihre Fahigkeit zum

Protonenaustausch (freie H*-lonen oder OH ™ -lonen; erzwingt bestimmten
pH-Wert).

e bestimmte Aminosduren des Enzyms in unmittelbarer N&he der
umzubauenden Substratbindung (aktives Zentrum)

e Seitenketten der Aminosduren im aktiven Zentrum ermoglichen
Protonenaustausch

e zusatzlich durch Schliissel-SchloR-Prinzip die Reaktionspartner zielgerichtet
zusammengefihrt; Reaktion nicht auf zufallige ZusammenstoRe angewiesen/

.
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‘ Wie wirken Enzyme? I

e Enzym-Substrat-Komplex — Enzym-Produkt-Komplex
e Enzym l6st sich wieder vom Substrat ab (Dissoziation) und

e steht flr die Katalyse einer gleichartigen Reaktion an einem anderen
Substratmolekdl zur Verfligung

\_ /
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/ ‘ Eigenschaften von Enzymen I \

e Oberflachenstruktur von Enzymen angepaf3t an bestimmte
Wirktemperatur und pH-Wert (maximale Aktivitat)

e Temperatur- oder pH-Wert-Abweichungen kdnnen die
Oberflachenstruktur von Enzymen verandern oder gar zerstoren
(Entfaltung der Polypeptidkette).

e Daraus folgt:

— Zugabe von Puffersubstanzen zur Einstellung des optimalen
pH-Wertes

— Inkubationstemperatur der Reaktion durch Enzym bestimmt

— thermische Deaktivierung (Zerstorung) des Enzyms moglich nach
Abschlul} der Reaktion, um Einflul} des Enzyms auf

\ Folgereaktionen so gering wie moglich zu halten /

T.Hinze 56/117 Molekularbiologische Operationen fiir das DNA-Computing




Technische Universitat Dresden Fakultat Informatik Institut fir Theoretische Informatik

4 N
‘ Ligation I

e Synonyme: Concatenate, Verketten

@iAT

TIC|IG %

A T|A

AG|C|Al®
TIclelTlAlT
N NNV
AlclclalTIA

o \erketten von DNA-Doppelstrangen
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/ ‘ Ligation I \

Definitionen:

Kompatibilitat von DNA-Doppelstrangenden: Zwei sticky-Enden von
DNA-Doppelstrangen sind kompatibel, wenn die
Einzelstrangiiberhdnge beider Strange tber ihre gesamte Ladnge
antiparallel komplementér sind. Blunt-Enden von
DNA-Doppelstrangen sind generell zueinander kompatibel.

5’-Phosphorylierung eines DNA-Strangendes: 5’-Phosphorylierung
bedeutet, daR das betreffende 5’-DNA-Strangende mit einer
Phosphatgruppe markiert ist.

GI==|TIA|IT AlT|[™AIT
o
TIA[=T|A

[2]{e)

0o
(o

0o
(o

(O

0)H®
=<

CA TIA A|T|C|G

\ kompatibel nicht kompatibel /
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/ ‘ Ligation I \

Definition:

Ligation: Unter Ligation versteht man eine biochemische Reaktion, bei der
DNA-Doppelstrange mit kompatiblen Enden und mindestens einer
5’-Phosphorylierung an diesen kompatiblen Enden fortgesetzt miteinander
verkettet werden. Es werden alle moglichen Endenpaare, auch von
Zwischenprodukten, in die Reaktion einbezogen. Die Reaktion wird durch

eine DNA-Ligase als Enzym katalysiert.

A|G|G|C|T A|G|G|C|T|A|T|A|G|C|C|T BalT|Alg[c|c|T[c|[c|Alc|AlG
T|CICIGIA|T|AIg T|CICIG|A|T|A|TIC|G|GIA T|CIG|G|A[GI|C|T|C|T|CH

Ligation
—_—

GIA|G|A|G|C|A|A|AICIA|ITIG

Bc[alT]c]e T|A|C|G|A|T|G|T|A|C|AIA|A
TIA|GICIA[T GIC|TIAICIA|T|G|T|T|T

5 )
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/ ‘ Ligation — biochemischer Prozel3 I \

e \erkleben von DNA-Doppelstrangen, so daR schrittweise immer langere
Strénge entstehen

e Enzym DNA-Ligase entstammt dem Bakterium Escherichia coli oder dem
Bakteriophagen T4

e DNA-Ligasen katalysieren die Ausbildung von Phosphodiesterbindungen
zwischen benachbarten 3’-Hydroxylgruppen und 5’-Phosphatgruppen an
DNA-Doppelstrangenden

e Katalyse erfolgt in drei Schritten unter Nutzung von Adenosintriphosphat
(ATP) als Energielieferant

e T4-DNA-Ligase hat maximale Aktivitét bei pH 7,5 ...8,0, liber geeigneten
Puffer gewahrleistet

\_ /
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‘ Ligation — ein mogliches Laborprotokoll I

1. die zu ligierenden DNA-Doppelstrange, DNA-Ligase-Puffer, ggf.
ATP sowie die DNA-Ligase in den vom Hersteller der DNA-Ligase
angegebenen Endkonzentrationen in ein gemeinsames Reagenzglas
geben und Reagenzien durchmischen. Zum Verdiinnen Reinstwasser
benutzen.

2. flr 12 bis 16h bei +16°C halten (Inkubationszeit), danach
3. fir 10min bei +65°C halten (Enzymdeaktivierung)

4. bel —20°C tieffrieren

\_ /
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/ ‘ Ligation — mogliche Seiteneffekte im Labor I \

e intramolekulare Ligation; d.h., Bildung von DNA-Ringen, die im Gel
anderes Laufverhalten besitzen als lineare DNA

e DNA-Konzentrationen der durch die Ligation entstandenen
DNA-Fragmentketten-Kombinationen kdnnen stark voneinander abweichen

e deaktiviertes Enzym als Verunreinigung im Ergebnisreagenzglas

e DNA-Doppelstrange sollten so beschaffen sein, dal sie wahrend der
thermischen Deaktivierung nicht denaturieren

e Enzyme altern und verlieren an Aktivitat

e Reaktionspartner missen sich in raumlicher N&he zueinander befinden
(gleichmaRig verteilt vorliegen), sonst kaum Strangverkettungen

\_ /
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4 N

e Synonyme: Digestion, Cleavage, Verdau, Schnitt

A|G|C|G|C|A
N YN AN
TIC|G|C|G|T HinP1 |
ul C@&pA
5[cld AG N
AN GIT
T|C|G|C|(®)

e Zerschneiden von DNA-Doppelstrangen
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Definition:

Cut: Unter Cut versteht man eine biochemische Reaktion, bei der DNA-Doppelstréange an
jedem Vorkommen einer durch das Enzym bestimmten Subsequenz
(Erkennungssequenz) an ebenfalls durch das Enzym bestimmten Spaltstellen
geschnitten werden, wodurch bei jedem ausgefiinrten Schnitt ein neues
3’-5’-Endenpaar entsteht und auch Einzelstrangiiberhange auftreten kénnen. Die
beiden bei jedem ausgefiinrten Schnitt gebildeten 5’-Enden sind mit einer
Phosphatgruppe markiert, die 3’-Enden mit einer Hydroxylgruppe. Die Reaktion wird
durch eine auf DNA wirkende Typ-II-Restriktionsendonuclease katalysiert.

[AlTIC]elAlT)
AlTlclelalT) AV GICIA[T[TClG A[TIC[G
TlAlGICIT|A AN\ (N N/
cle|T|A|AlG[c[T T|A|G|C|T]A
KG\CATTCKG\A ATCKG\AT Cut AKG\AT U\ATCC
" [N N P N N
cle|T|A|AlGlc|T T|AlG|c|T]A - CTA\é@ﬁ TAGG/T\@
Alc[a[T][c[c|alT]c[C @3@ Cla EL%ATCC U\/U [A]T]
Y N Y [N N [N N
CTAGCTAGG/TYa T|AlG|G T|A|G|Clg
A[T[c[c]A
c|ala]T]clc|A[T[c[c|A[T][c|G[A]T][C[C By cl|ala]T G|A[T[C|C|A[T
(N
N N Y Y (N [N N T GlclT A [N N
G|T[T|A|G|c|T|Alc|c|T|AlG|c|T|A|G|G G| T[T|AlG T|A|G|G|T|A|G|ClH

\_ /

T.Hinze 64/117 Molekularbiologische Operationen fiir das DNA-Computing




Technische Universitat Dresden Fakultat Informatik Institut fir Theoretische Informatik

-~

.

\ Cut — biochemischer Prozel} ' \

Ursprung: Zerstorung von in die Zelle eindringender Fremd-DNA

etwa 500 Restriktionsendonucleasen bekannt, mehr als 100 kommerziell
angeboten

Typ-11-Restriktionsendonucleasen katalysieren die Hydrolyse von
Phosphodiesterbindungen doppelstrangiger DNA (Hydrolyse: Reaktion, bei
der unter Zugabe von Wasser eine kovalente Bindung des Substrats
aufgebrochen wird)

Enzymname abgeleitet vom Herkunftsbakterium (z.B. HinP1 | aus
Haemophilus influenzae P1; mehrere Enzyme aus demselben Bakterium
durch fortlaufende romische Numerierung unterschieden; Angabe von
Erkennungssequenz und Spaltstellen sowie der Reaktionsparameter)

Wirkparameter enzymspezifisch; Katalog der Restriktionsendonucleasen
unter http://rebase.neb.com abrufbar /
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/ ‘ Cut — ein mogliches Laborprotokoll I \

1. die zu schneidenden DNA-Doppelstréange, enzymspezifischen Puffer
nach Herstellerangabe sowie die Restriktionsendonuclease in den
vom Enzymbhersteller angegebenen Endkonzentrationen in ein
gemeinsames Reagenzglas geben und Reagenzien gut durchmischen.
Zum Verdinnen Reinstwasser benutzen.

2. Inkubation; Zeit und Temperatur nach Enzymherstellerangaben (i.a.
ca. 3h bei +37°C)

3. thermische Enzymdeaktivierung nach Enzymbherstellerangaben (i.a.
10man bei +65°C)

4. bel —20°C tieffrieren

\_ /
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/ ‘ Cut — mogliche Seiteneffekte im Labor I \

e unvollstandige Reaktion (ungeschnittene DNA-Doppelstrange, die
die Erkennungssequenz des gewahlten Enzyms enthalten, bleiben
zurtick)

e zusatzliche, willkirliche Schnitte an nicht spezifizierten Stellen
e deaktiviertes Enzym als Verunreinigung im Ergebnisreagenzglas

e DNA-Doppelstrdange sollten so beschaffen sein, dal sie wahrend der
thermischen Deaktivierung nicht denaturieren

e Enzyme altern und verlieren an Aktivitat

e Reaktionspartner missen sich in rdumlicher Ndhe zueinander
befinden

\_ /
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4 . N
‘Labehng'

e Synonyme: Markieren, Labeln

A|GIC|G|ICIA
A YA N 5’-Ende
TICIGICIG|T + Phosphatgruppe

PJA/GlclclclA

e Markieren von Strangenden

\_ /
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/ ‘ Labeling I \
Definition:

Labeling: Unter Labeling versteht man eine biochemische Reaktion, bei der eine
spezifische chemische Gruppe spezifizierbar entweder an den 3’-Enden oder
an den 5’-Enden und ebenfalls spezifizierbar entweder angefligt oder
abgebaut wird. Das Anfligen geschieht dann und nur dann, wenn das
betreffende Ende frei (durch eine Hydroxylgruppe markiert) ist. Das
Abbauen markiert das betreffende Ende durch eine Hydroxylgruppe. Die
Reaktion wird durch geeignete auf DNA wirkende Enzyme (Transferasen,

Hydrolasen, ...) katalysiert.

HANCEEY felalalele)ell)
ATKCX(;\AA\ﬂj @Ang Labeling>W&KGNAA\q—‘ AT\C)g
Glc|T|T|Als TAGCE +Phosphatgruppe i Glc|T|T|Als TAGCE
\%AP\%AM 5 -Ende CIAE[CIA
G|T|c|G|T|AlG G|T|c|G|T|A|GHH

\__ Y,
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4 N

Labeling (5’-Phosphorylierung) — biochemischer Prozel

e Enzym T4-Polynucleotide-Kinase katalysiert den Transfer und
Austausch einer Phosphatgruppe (P;) an der ~-Position von ATP zur
Hydroxylgruppe am DNA- oder RNA-5’-Ende

e D.h., Adenosintriphosphat als Phosphor- und Energielieferant
erforderlich

e T4-Polynucleotide-Kinase entstammt dem Bakterium Escherichia
coli, welches ein geklontes T4-Polynucleotide-Kinase-Gen tragt.

e T4-Polynucleotide-Kinase hat maximale Aktivitat bei pH 7,4, tber
geeigneten Puffer gewahrleistet

\_ /
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‘ Labeling (5’-Phosphorylierung) — ein mogliches Laborprotokoll I

1. die 5’ zu phosphorylierenden DNA-Strénge,
T4-Polynucleotide-Kinase-Puffer, ATP (Endkonzentration 10m M)
und T4-Polynucleotide-Kinase in den vom Hersteller des Enzyms
angegebenen Endkonzentrationen in ein gemeinsames Reagenzglas
geben und Reagenzien durchmischen. T4-Polynucleotide-Kinase
vorher grindlich vortexen. Zum Verdiinnen Reinstwasser benutzen.

2. flr 1A bei +37°C halten (Inkubationszeit), danach
3. fiir 20min bei +65°C halten (Enzymdeaktivierung)

4. bel —20°C tieffrieren

\_ /
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4 N

Labeling (5’-Phosphorylierung) — mogliche Seiteneffekte im Labor

e unvollstandige Reaktion (unphosphorylierte freie 5’-Enden bleiben zurtick)

e DNA-Konzentration der 5’-phosphorylierten Strange nimmt ab und kann fiir
Folgereaktionen zu gering sein

e deaktiviertes Enzym, ADP (Adenosindiphosphat) und AMP
(Adenosinmonophosphat) als Verunreinigungen im Ergebnisreagenzglas

e DNA-Doppelstrange sollten so beschaffen sein, dal sie wahrend der
thermischen Deaktivierung nicht denaturieren

e Enzyme altern und verlieren an Aktivitat

e Reaktionspartner missen sich in raumlicher N&he zueinander befinden

\_ /
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-~

.

‘ Polymerisation I

e Synonyme: Blunting

&ECGCA
A )

~

o Auffillen/Abbauen von Einzelstrangtiberhdngen

/
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/ ‘ Polymerisation I \

Definition:

Polymerisation: Unter Polymerisation versteht man eine biochemische
Reaktion, bei der 5’-Uberhdnge von DNA-Doppelstrangen zu
blunt-Enden aufgefiillt und 3’-Uberhidnge von DNA-Doppelstrangen
zu blunt-Enden abgebaut werden. Die aufzuftillenden 3’-Enden
mussen mit Hydroxylgruppen markiert sein. Die Reaktion wird durch

eine DNA-Polymerase katalysiert.

NGEE EANGCEY AGEH HAACEEY
TGCCW T|G|c|c
clel|alT[clc]alT . : clelalT[c|cl|alT][c]G
Ur\ A Polymerisation || SR AIANSA
T|A|G|G|T|A|G|C 3 Glc|T|A|G|G|T|A|G|C
CA(G\CAT\C)(G\AT\C) CA(G\CATKC)(G\ATKC)
\ g A \
G|T|c|G|T|A|G|c|T|A|G G|T|c|Gg|T|A|G|c|T|A|G
AGGGGMGGGG NEEEENEEEEEE
Y Y Y Y Y
clc|c|c clc|c|c T|lc|c|c|c|T|Aa|G|c|clc]|c

\_ /

T.Hinze 741117 Molekularbiologische Operationen fiir das DNA-Computing




Technische Universitat Dresden Fakultat Informatik Institut fir Theoretische Informatik

/ ‘ Polymerisation — biochemischer Prozel} I \

e Enzym Vent DNA-Polymerase katalysiert die Erweiterung des 3’-Endes
gemal der DNA-Template-Vorgabe um ein Nucleotid nach dem anderen
(Nucleotidtransferase-Aktivitat) und besitzt gleichzeitig
3’-5’-Exonuclease-Aktivitat

e \ent DNA-Polymerase entstammt dem Bakterium Thermococcus litoralis,
das in heiRen Quellen unter der Meeresoberflache lebt und bei einer
Umgebungstemperatur von bis zu 98°C' tiberleben kann

e eingebaute Nucleotide werden durch Zugabe von dNTP (Gemisch aus den 4
Desoxyribonucleosiden und Triphosphat; Nucleosid: Desoxyribose+Base)
bereitgestellt

e \ent DNA-Polymerase hat maximale Aktivitat bei pH 7,4, tGber geeigneten
Puffer gewéhrleistet

\o keine thermische Enzymdeaktivierung moglich! /
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‘ Polymerisation — ein mogliches Laborprotokoll I

1. die zu polymerisierenden DNA-Doppelstrange, dNTP
(Endkonzentration 10m M), Vent DNA-Polymerase-Puffer und Vent
DNA-Polymerase in den vom Enzymbhersteller angegebenen
Endkonzentrationen in ein gemeinsames Reagenzglas geben und
Reagenzien durchmischen. Zum Verdiinnen Reinstwasser benutzen.

2. fur 30man bel +72°C halten (Inkubationszeit)

3. bei —20°C tieffrieren

\_ /
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/ ‘ Polymerisation — mogliche Seiteneffekte im Labor I \

Einbau falscher Nucleotide, die dann zu Loops im
DNA-Doppelstrang fiihren (Fehlerrate etwa 1:800)

nach Polymerisation sollte eine Agarosegel-Elektrophorese erfolgen,
um die noch aktive Polymerase abzuscheiden. Auch danach
verbleiben noch aktive Polymerasereste sowie dNTP als
Verunreinigungen im Ergebnisreagenzglas

e DNA-Doppelstrdange sollten so beschaffen sein, dal sie wahrend der
Inkubation nicht denaturieren

e Enzyme altern und verlieren an Aktivitat
e Reaktionspartner missen sich in rdumlicher Ndhe zueinander

befinden
N /
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‘ Polymerase Chain Reaction I

e Synonyme: Polymerase-Kettenreaktion, PCR, Amplify, Duplizieren

C|TIA/A|T|IC|G|ICIC|IA
N N NN
G|A[T|T|AGIC|IG|G|T
ATICIGIT
A c|| |A|AT|ClG|c|C
TIA|G|C|A N N NN
G|| |T|TIA|IG|IC|G|G
G|CI|C| |A|A|T|C|G|C|C
YA N N
C|GIG|| [T|TIAIGIC|IG|G

e Duplizieren von DNA-Doppelstrangen oder -abschnitten

\_ /
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/ ‘ Polymerase Chain Reaction I \

Definition:

PCR: Unter PCR versteht man eine biochemische Reaktion, bei der Abschnitte
doppelstrdngiger DNA exponentiell dupliziert werden. Von jedem zu duplizierenden
DNA-ADbschnitt miissen Sequenzbeginn und -ende bekannt sein; angegeben durch eine
Folge von jeweils mindestens 15 Nucleotiden (Primer). Jeder
DNA-Doppelstrangabschnitt, der von den beiden Primern und ihrem Komplement
begrenzt ist, wird durch die PCR exponentiell dupliziert. Die Strangduplikate tragen an
den 5’-Enden die Markierungen der jeweiligen Primer. Die Reaktion wird durch eine
thermisch stabile DNA-Polymerase katalysiert.

AlT[c|c[c|AlA]T
Y

T|AlG|c|G|T|T|A

clc|T][c|c|c[AlA]A Elclc[c]AalA

A NAA Y PCR A N

Glc|AalGg|c|c|T|T|T 3 GlclG|T|T

Alclc] [alT]clc[a]T]c|c]G 5 Bclc[Tlc|c|c|A[a]A] Hclc[T[c|c A
A A m W A NAA Y A NAL Y

T|G|G Glc|Alclclc|T|T|T G|c|AlGlclc|T|T

clc[T]A]T]A]A i i ispi Biclclc|alala] Fclclc|a]Aa

bm Primer im Bels_plel aus | "c|c|q] clele]

CIA|TIA|T|T Ubersichtsgriinden G|IC|C|T|T|T GIC|C|T|T

\ kirzer als 15 Nucleotide /
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/‘ Polymerase Chain Reaction — biochemischer Prozel} I\

e ,exponentiell duplizieren* heil3t: PCR lauft in Zyklen ab (deshalb Kettenreaktion); in
jedem Zyklus Verdopplung der DNA-Doppelstranganzahl

e (iblich: etwa 35 bis 40 Zyklen (erzeugt bis zu 1012 Strangduplikate), danach Sattigung
(keine exponentielle Vervielfaltigung mehr)

e Zyklenabarbeitung erfolgt automatisch in einem Cycler

e Durchsatz: PCR erfordert je nach Zyklenanzahl etwa 2 ... 3 Stunden

Entwickler der PCR, Kary B. Mullis, 1993 mit dem Nobelpreis fiir Chemie

[
. Hclc[c]A]A] Hclc[c[A[A
dNTP (Nucleotide) W RN
E’ﬂ MgCl Gc|G|T[T| |Glc|G[T[T
c 2 ] ]
clc[c]A[A] Bca[c]AlA
' PCR-Puffer AN TN
Primer Tag-Polymerase cle & TITJ olele 11
Hclc[clA]A Elcc[c]A[A] Hclc[c]A[A Hclc[c]A]A| Hclc[c[A[A
N N N A N A N N N A
@3 GlclG[T[T G|c|G|T[T| |Glc|G[T|T Glc|G|T[T| |Glc|G[T|T
- clG[Cc[A]A clG[c[A]A clc[c]A[A] Hclg[c|A]A clc[c]A[A] Hclg[c|A[A
Primer NI\ AN NN AN DN NS\
Glc|G|T|T 1. Zyklus Glc|G|T|T 2. Zyklus Glclg|T|T] |clclG|T]T 3. Zyklus Glclg|T|T] |clclc|T]T
clG[c[A]A bl . bl . . . bl
A —= | 00 o |5 e T o | =D [T T o [~ | T o |eee

G
\ Template 1 Template-Strang 2 Strange 4 Strénge 8 Strange /
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/ ‘ Polymerase Chain Reaction — Ablauf eines Zyklus I \

Jeder Zyklus bestenht aus drei aufeinanderfolgenden Einzelreaktionen:

1. Denaturieren der DNA-Doppelstrange (Melting)
e alle DNA-Doppelstrange in DNA-Einzelstange aufgespalten (+94°C' fiir 60s)

2. Primeranlagerung (Annealing)
e Primer annealen 2°C unterhalb ihrer Schmelztemperatur (z.B. +55°C flr 50s)

3. Primerverlangerung (Extension, Polymerisation)

e thermisch stabiles Enzym Taq DNA-Polymerase baut vom 3’-Ende schrittweise
komplementdre Nucleotide ein, bis Strangende erreicht (+72°C' fiir 40s)

Bcle Biclg[c]A]A
N/ N A
ﬁﬂﬂ G[C|G|T|T GlclG|T|T
clelc]alA Primer- lelc]alA] Primer- CECIAR
Glele|TiT Denaturieren &lclsfr/m anlagerung (x[7] verlangerung GICIG|TIT
I efe] 017 5 o] @7 o g |——— |}l T s g,
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/ ‘ Polymerase Chain Reaction — biochemischer Prozel I \

e PCRist ,fortgesetzte Polymerisation® und IaRt sich auch mit den (Einzel)Operationen
Union, Melting, Annealing und Polymerisation nachbilden

e Enzym Tag DNA-Polymerase katalysiert die Erweiterung des 3’-Endes gemaR der
DNA-Template-Vorgabe um ein Nucleotid nach dem anderen und besitzt gleichzeitig
3’-5’-Exonuclease-Aktivitat

e Tag DNA-Polymerase entstammt dem Bakterium Thermus aquaticus, das in heil3en
Quellen unter der Meeresoberflache lebt und bei einer Umgebungstemperatur von bis
zu 96°C Uberleben kann

e Tag DNA-Polymerase und Vent DNA-Polymerase wirken gleich und sind auch
prinzipiell austauschbar; Tag DNA-Polymerase fiir Verwendung im Cycler (hdufige
Temperaturwechsel) aufgrund empirischer Studien besser geeignet

e keine thermische Enzymdeaktivierung moglich!

e Cycler: Gerat, das einen programmierbaren Temperatur-Zeit-Verlauf gewahrleistet.

.
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/ ‘ Polymerase Chain Reaction — ein mogliches Laborprotokoll I \

1. gewiinschten Temperatur-Zeit-Verlauf am Cycler programmieren; z.B.
94°C, 5min — (94°C, 30s — 55°C, 30s — 72°C, 30s) x 40 —
72°C, Tmin — 4°C), ,,00"

2. die Primer und das DNA-Template, dNTP, Tag DNA-Polymerase-Puffer,
MgCls und Taqg DNA-Polymerase in den vom Enzymhersteller angegebenen
Endkonzentrationen in ein gemeinsames Reagenzglas geben und Reagenzien
durchmischen. Zum Verdiinnen Reinstwasser benutzen.

3. Reagenzglas kurz zentrifugieren
4. Reagenzglas in den Cycler stellen und Cycler starten

5. nach Cycler-Programmende Reagenzglas aus dem Cycler nehmen und bei
—20°C tieffrieren

\_ /
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/ ‘ Polymerase Chain Reaction — mogliche Seiteneffekte im Labor I \

o Seiteneffekte der Operationen Union, Annealing, Melting und
Polymerisation

e Primer sollten nicht —auch nicht abschnittsweise — komplementar
sein, Gefahr von Primer-Dimeren

e Primer sollten dhnliche (gleiche) Schmelztemperatur besitzen, sonst
unterschiedlich gute Qualitat der Primeranlagerung

e optimale Reaktionsparameter schwer im voraus berechenbar, missen
experimentell ermittelt werden flir bestmogliche spezifische
Amplifizierung

o Gefahr der Artefaktbildung (Artefakte: weder DNA-Einzelstrange
noch DNA-Doppelstrange gemal der angegebenen Definition)

\_ /
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‘Affinity Purification I

e Synonyme: Auswaschen, Reinigen

®A|T|C|G|T
T A\é/EA ©TIA|T
ATAE:T‘Im + Biotin
&CCTAG '
clelxTle @lalT|cle/T
gg GIT|A|T

T|A A
A|TIAICIT

e Separieren nach Strangendenmarkierung bzw. Subsequenz

\_ /
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/ ‘Affinity Purification I \

Definition:

Affinity Purification: Unter Affinity Purification versteht man eine
Separationstechnik, bei der genau die DNA-Strénge, die an keinem
5’-Ende mit Biotin markiert sind, von den anderen DNA-Strangen
getrennt und in einem gesonderten Reagenzglas aufgefangen werden.
Die DNA-Strédnge, die an mindestens einem 5’-Ende mit Biotin
markiert sind, liegen ebenfalls in einem Reagenzglas vor.

GIAJA|C|C|IG|T 1
SAAGGRY Affinity
i Purification
ATC(G\AA AT\C/W\ 3
GIC|T|T|Am TIA|G|Cg + Biotin
= B
A s.Ende  |ATY yaa
G|T|C|G|T|A|G G|IC|T|T|Alg T|A|G|Clg

\_ /
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/ ‘ Affinity Purification — biochemischer Prozel3 I \

e Biotin: ein Vitamin des Vitamin-B-Komplexes, das sich an 5’-Enden von DNA binden
kann (5’-Labeling mit Biotin, auch als 5’-Biotinylierung bezeichnet)

e Streptavidin: ein Protein, isoliert aus Streptomyces avidin 11, das eine hohe
Bindungskraft (Affinitat) fur Biotin besitzt und in Form sog. ,,Magnetkiigelchen*
(magnetic beads) als Trager ftir die Fixierung von DNA-Strangenden angeboten wird

e Biotin und die daran ,,hdangende” DNA bindet an Streptavidin. Die entstandene
Verbindung setzt sich nach Zentrifugieren am Boden des Reagenzglases ab, die nicht
biotinylierte DNA befindet sich im Uberstand, dadurch rdumliche Trennung.

—
AR Biotin bindet Zentrifugieren
LTLT an den Tréager \C/Are\ﬂ und Absau- g f/ArG\%
T\C/fi‘ @Ag% Streptavidin eres gen der nicht ————
T|AlG|C R und fixiert an das Strept- - Biotin am 5’-Ende
DNA-Probe damit die 5’- avidin gebun-
biotinylierten | HA[T]Cc]c denen DNA- qalTlcle
DNA-Strange TIA[G|C Stréange TIAIGICH
Streptavidin -~ Streptavidin ~ FcC Streptavidin Eaﬁ
"Affinity" "Purification™

Streptavidin-Kigelchen + Biotin am 5’-Ende

\_ /
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~

Affinity Purification (+Biotin) — ein mogliches Laborprotokoll

Auszug aus den Protokollen fiir Adleman’s HPP-Algorithmus:

1. Streptavidin-Kiigelchen in ein neues Reagenzglas geben
e Hilfsreagenzglas; Richtwert: % des Ansatzvolumens

2. DNA-Probe in 100ul 0, 5 M -Sodiumsalz (SSC) 16sen und in das Hilfsreagenzglas
geben

3. flr 45maen bel +20°C" halten, dabei permanent schitteln
e Anbindung des Biotins an das Streptavidin

4. 4-maliges Waschen; jeweils 400ul 0, 5M-SSC hinzugeben, vortexen, zentrifugieren,
Uberstand absaugen und in gesondertes Reagenzglas geben

e Aussondern der nicht an das Streptavidin gebundenen DNA-Strénge

5. dem Hilfsreagenzglas 100! Reinstwasser hinzugeben und durchmischen

6. Hilfsreagenzglas bei —20°C tieffrieren

/
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~

Affinity Purification — mogliche Seiteneffekte im Labor

e unscharfe Separierung (biotinylierte Strange verbleiben im
-Biotin-Ergebnisreagenzglas, nicht biotinylierte Strdnge verbleiben im
+Biotin-Ergebnisreagenzglas)

e \erlust von DNA-Strdngen, der eine Verringerung der DNA-Konzentration
hervorruft

e \erunreinigungen durch fehlerhaft separierte Strange, Streptavidin und Salz

e hinzugeflgtes Salz verandert die Schmelztemperatur der DNA-Strénge und
beeinflul3t nachfolgende Annealing- oder Melting-Operationen

e biotinylierte DNA-Strange im Ergebnisreagenzglas geclustert und nicht
gleichverteilt

\_ /
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/ ‘ Affinity Purification — Nutzung zur Separation nach Subsequenz I \

e Subsequenz: DNA-Doppelstrang ohne Einzelstrangiiberhange und -abschnitte

e Technik in Adleman’s Algorithmus zur Losung des Hamiltonkreis-Problems
angewandt, hier Operationsfolge am Beispiel gezeigt:

Subsequenz: Synthes Labdi

5 -TC 3 , . YNhess Y |

, .| 5-TC3 N e |

3 -AG5 +Biotin, 5 Union Affinity |11

Synthesis Labelin Purification E’
5 -GA-3 ———» —&' —>' —_— BT]c
+Biotin, 5’ ﬁﬂ Eﬂ +Biotin, 5’ a' —‘
Zu separierender
DNA-Pool oo L
T|C|G C
SAg &[rlcld HOAS s 'EE
ehhlcls] AlTefS| ] (TlAlsle
AMER (+llslc) ah) AVGH AT
T|AlGlc A Union Xl AG Affinity kel Sreptavidin
CJalA Melting — E’E Annealing Purification 0]
[x[7] (1[7) > y > (rlxlelc] Biolin 5 (rxlelc] —‘
[AlTlcle]
(rlxlelc]
N Affinity | [A[T[C]C]
Melting Purification Annealing ||A|T|C|G
T | (rlklele) | = |[xllelc]

\ -Biotin, 5’ /
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/ ‘Agarose Gel Electrophoresis I \

e Synonyme: Detect, Agarosegel-Elektrophorese

10

15

20

25

30

35

\. Stranglangenbestimmung, Langenseparation /
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/ ‘Agarose Gel Electrophoresis I \

Definition:

Agarose Gel Electrophoresis: Unter Agarose Gel Electrophoresis versteht man
eine Separationstechnik, mit der die Langen der in einem DNA-Pool
enthaltenen DNA-Doppelstrange bestimmt werden kdnnen und die den
DNA-Pool nach Doppelstranglédngen separiert. Unter Nutzung einer
zusatzlichen Methode zur Isolation von DNA aus Agarosegelen ist es
moglich, DNA-Strange ausgewdhlter Langen aus dem Agarosegel
zurlickzugewinnen.

A|G|G|C
1S|G(C) AgaroseGeI_

TICICIGIAITIA Electrophoresis

c[7]a] [clclc > [3, 7, 10]

N N7 N N

GIA|T G|G|G AgarOSeGeI

G|T|A[C[A|A]A ;

SUAS) Electrophoresis | |G[T]A|C/A A A

CIAITIGIT|TIT und Isolation claltlg[T[T]T

C|G|A|T|C|C|A AlclglclT
TAGGTAX@ Agarosegelen T|clclGIA[T|A

T

\_ 7 /
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‘ Agarose Gel Electrophoresis — physikalischer Prozel} I

Begriff: electron — griech. Bernstein (Ladung), phore — lat. Tréager

elektrophoretische Methoden beruhen auf el. Ladungen, die die Molekiile ,tragen

Prinzip: negativ geladene Molekiile (wie DNA) wandern im elektrischen Feld
innerhalb eines geeigneten Mediums zur positiven Elektrode

Wanderungsgeschwindigkeit abhangig von

— MolekiilgroRe und -gestalt (Lange der DNA-Strange!!!)

— Medium, durch welches sich die DNA bewegt (hier: Agarosegel)

Spannung

~

— angelegte elektrische Spannung und resultierende Feldstarke ( g7
Anwendungen:

— kiirzere DNA-Strange wandern schneller als langere — Ldngenseparation

— unterschiedlich geformte el. neg. Molekile (Proteine, RNA, ...) wandern mit
anderer Geschwindigkeit als DNA-Strdnge —
Reinigung der DNA von Fremdstoffen

trodenabstand

/
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‘ Aufnahme eines Agarosegels I

Lane 1: durch Digestion eines Plasmids erzeugte DNA-Doppelstrange definierter Langen
Lane 2: 50bp-Langenstandard (Skala aus DNA-Fragmenten der Langen 50, 100, ..., 750bp)

719b

:

393 bp
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/ ‘ Das Medium Agarosegel I \

e FliUssigkeiten oder Gase wegen zu geringer Trennleistung nicht als Medium geeignet

e Agarose: langkettiges Polysaccharid mit repetitiven Untereinheiten aus d-Galactose
und 3,6-Anhydro-1-Galactose

— Grundsubstanz Agar aus Meeresalgen (Seetang) extrahiert
— als weilles Pulver kommerziell angeboten
e Agarose versetzt mit einer Pufferlosung (Tris Acetat, TAE), die H+ und OH~-lonen

bereitstellt und aufgrund ihrer Fahigkeit zur Elektrolyse das Wandern der DNA im Gel
ermdglicht

— gut durchmischt, gleichverteilte Bildung von Poren

— variierbare Agarosekonzentrationen fiir Zoom bestimmter DNA-Langenbereiche

e Ethidiumbromid hinzugegeben, Zusatzstoff, der sich an die Wasserstoffbriicken
doppelstrdngiger DNA bindet und unter UV-Licht fluoresziert; macht die DNA
sichtbar!

\ — Ethidiumbromid im Gel statt in der DNA-Probe fiir Hintergrundfluoreszenz /
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‘ Agarose Gel Electrophoresis — Vorbereitung, Proze und Auswertung I

1. Agarosegel gielRen

e zahfllssiges Agarose-TAE-Gemisch durch Erhitzen (465°C') und Schiitteln gut
durchmischt (keine Agarosecluster)

e Mmit Ethidiumbromid versetzt und
e in Gelkammer gegossen zum Abkiihlen und Aushérten

e durch Kamm Taschen im Gel erzeugt, in die die DNA-Proben gegeben werden.
2. DNA-Probe vorbereiten

e DNA-Probe mit dem Farbstoff Dye angereichert, der mit bloRem Auge unter
Tageslicht im Gel erkennbar ist und etwa so schnell wandert wie
DNA-Doppelstréange der Lange 20bp.

e dadurch optimaler Abschaltzeitpunkt der Spannung bestimmbar

\_ /
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‘ Agarose Gel Electrophoresis — Vorbereitung, Proze und Auswertung I

3. DNA-Probe in die Geltaschen fiillen und Elektrophoresevorgang

e Gelkammer in Elektrodenapparatur gesetzt,
e DNA-Probe eingefllt und
e elektrische Spannung angelegt
e DNA bewegt sich von der Tasche aus durch die Poren des Gels zur positiven
Elektrode
4. Gel-Auswertung unter UV-Licht

e Spannung abgeschaltet, wenn Dye das Gelende nahezu erreicht hat

e Gel unter UV-Licht betrachtet, fotografiert und ggf. DNA-Banden gewdinschter
Langen mit Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten

\_ /
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Ablauf der Agarosegel-Elektrophorese im Labor

Agarose Gel Electrophoresis — ein mdgliches Laborprotokoll

7

Flasche mit 3%igem Agarosegel nehmen

Y

Deckel der Agarosegel-Flasche lockerschrauben

Y

Agarosegel-Flasche fiir 4 Minuten in der Mikrowelle erwérmen
(notwendig, damit das Agarosegel diinnflissig wird)

3%iges
Agarose-
gel

3%iges Agarosegel
herstellen:

Y

30ml (gomit. gr. kammer) erwarmtes Agarosegel in gr. Plastiktube gieRen

6 Gramm Agarose
(steht im Alfraum im
Schrank unter dem
Abzug) auf 200ml

mit 1 x TAE auffillen,
in der Mikrowelle
I16sen und schiitteln

TAE herstellen:

20 ml 50 x TAE-Puffer
(steht im Kuhlschrank)
mit Wasser auf 1000ml
auffillen

(Agarosegel-Flasche nur mit der Gummilasche anfassen, da heil3)
ml

Y 40

1ul @uit. gr. kammery Ethidiumbromid in das gr. Plastiktube hinzugeben 30

(Ethidiumbromid befindet sich im Kuhlschrank im Schmutzraum; Achtung! (=] 20

Ethidiumbromid ist hochgiftig und kann Krebs ausldsen!) § 10

¢ £

£ groRes

) u Plastiktube

erster Arbeitsgang:
Gel giellen (im Schmutzraum)

~

Dauer: ca. 30 Minuten

/
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‘ Agarose Gel Electrophoresis — ein mdgliches Laborprotokoll I

Ablauf der Agarosegel-Elektrophorese im Labor

O]

#

grofRes Plastiktube verschlieRen und leicht schiitteln

(notwendig, damit sich das Ethidiumbromid mdéglichst gleichmaRig im
Agarosegel verteilt)

einen Kammerbehdalter bereitstellen; Kamm und Seitenbegrenzer
einstecken

Seitenbegrenzer

Y

Plastiktubeinhalt (Agarosegel mit Ethidiumbromid) vorsichtig in den
Kammerbehélter gieRen. Luftblasen mit einem der ungenutzten
Seitenbegrenzer behutsam an den Behélterrand bewegen und nach
auBen driicken. Ziel: keine Luftblasen mehr im Gel

Seitenbegrenzer

erster Arbeitsgang:

¢

Dauer: ca. 30 Minuten

Gel fur etwa 15 Minuten ausharten lassen (Kammerbehalter mit
dem eingefullten Gel im Schmutzraum stehenlassen)

Kammerbehalter

Gel giellen (im Schmutzraum)

#

®)

/
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Agarose Gel Electrophoresis —

Ablauf der Agarosegel-Elektrophorese im Labor
3)

'

~

ein mogliches Laborprotokoll

Mikrotiterplatte bereitlegen

Y

Kammeraufteilung und Volumina der Kammerfillungen festlegen

(Bei der Agarosegel-Elektrophorese laufen die DNA-Strange von der Kammer
aus durch das Gel. Es mul? festgelegt werden, welche DNA-Probe in welche
Kammer gegeben wird. Typische DNA-Proben-Volumina liegen zwischen 3ul
und 9ul pro Kammerfiillung.)

Mikrotiterplatte
(hat im allgemeinen mehr als 3x3 Vertiefungen)

Y

Langenstandard, DNA, Kontrollsubstanzen (Positiv- und Negativ-
kontrolle) usw. entsprechend der festgelegten Kammeraufteilung
in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte geben

Y

jeder genutzten Vertiefung der Mikrotiterplatte Dye hinzugeben

(Dye ist ein Farbstoff, der wéhrend des Elektrophoresevorganges

mit geringfiigig héherer Geschwindigkeit als alle DNA-Strénge durch das Gel
lauft. Auf diese Weise kann man mit bloBem Auge erkennen, wann der Elektro-
phoresevorgang beendet werden muR, damit alle DNA-Strange im Gel bleiben.
Typische Dye-Volumina liegen zwischen 1ul und 3ul pro Kammerfillung.

Dye befindet sich im Kihlschrank im Schmutzraum.)

("normales" Labor)
Dauer: ca. 20 Minuten

Dye

¢

(4)

.

zweiter Arbeitsgang: Kammerfullungen bereitstellen

/
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Ablauf der Agarosegel-Elektrophorese im Labor
(4)

'

Agarose Gel Electrophoresis — ein mdgliches Laborprotokoll

Kamm vorsichtig aus dem Agarosegel im Kammerbehélter
herausziehen, ohne die entstandenen Kammern zu beschadigen

Y

’ Seitenbegrenzer aus dem Kammerbehélter herausnehmen

'

Kammerbehalter in die TAE-L6sung der Elektroden-Apparatur
stellen, so dal? das Agarosegel vollstandig von TAE-L3sung
bedeckt wird (ggf. zusatzliche TAE-Ldsung einfillen)

Kammern
(sichtbar nach Heraus-
ziehen des Kammes)

Kammerbehalter

Inhalte der Vertiefungen der Mikrotiterplatte auf die Kammern
verteilen (jeden Vertiefungsinhalt vollstandig in eine eigene
Kammer); dabei nicht die Kammerwéande mit der Pipettenspitze

dritter Arbeitsgang:
Kammern des Gels fullen und
Elektrophoresevorgang
(im Schmutzraum)
Dauer: ca. 70 Minuten

/

anstechen ]
¢ Mikrotiterplatte
(5) mit gefiillten Vertiefungen
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‘ Agarose Gel Electrophoresis — ein mdgliches Laborprotokoll I

Ablauf der Agarosegel-Elektrophorese im Labor

®)

¢ _

Deckel mit den Elektroleitungen auf die Elektroden-Apparatur
aufsetzen o
c
' -
. - . Spannungsver- 100V + = qC) % ~ O
Elektroleitungen an das Spannungsversorgungsgerat anschlieen sorgungs- - = E S
2 — c (@)
gerat Co0O0 § § c S = 5 C
@H— (@] C =
' Q0252
am Spannungsversorgungsgerat 100V einstellen und "Start" o R Y 50
driicken 20 S5 E ™~
< 3 < % S
Y Elektroden- > -g 8(.0 L
warten, bis das Dye weit genug im Gel gelaufen ist Apparatur mit E=] 5 E € g
(ca. 30 ... 40 Minuten) Deckel S EDT T
ew O
Y S
Spannungsversorgungsgerat abschalten X

¢

©)

\_ /

T.Hinze 102/117 Molekularbiologische Operationen fiir das DNA-Computing




Technische Universitat Dresden Fakultat Informatik Institut fir Theoretische Informatik

Agarose Gel Electrophoresis — ein mdgliches Laborprotokoll

Ablauf der Agarosegel-Elektrophorese im Labor

(6)
Gel vorsichtig aus dem Kammerbehdlter nehmen
(dazu Gummihandschuhe anziehen, dann das Gel langsam und behutsam mit der
Hand vom Kammerbehalter abziehen und auf ein Papierhandtuch legen) o
Objektiv | ¢ =
Y =
- . +—
G_el auf die Betrachtungsplqtte des UV-Betrachters Ie_g_en, _we|l3es Betrachtungsplatte Gel ©
Licht des UV-Betrachters einschalten und Gel so positionieren, - V' - ©
daB es im Objektiv gut sichtbar ist 7\ = = S
(ggf. Objektiv scharfstellen. Falls das Gerat "EagleEye" genutzt wird, die Aus- ’ 000 ‘ (@) = R 75 I G
wertesoftware "Stratagene EagleEye" starten, das weifle Licht ausschalten, das C o < E =
Schutzvisier aufsetzen, den Raum abdunkeln, das transiente Licht einschalten, UV-Betrachter g < % CSG E
mit dem Touchpen auf den Button "R" (Real Time Measurement) klicken, A =2 [l 2
obere Klappe 6ffnen und Gel solange verschieben, bis es optimal sichtbar ist) E E 3 _u o
>
¢ = - »n & <
< 0 = 3
. . I (48}
weilles Licht des UV-Betrachters abschalten = O 4 (% o
(Falls das Gerat "EagleEye" genutzt wird, ist dieser Schritt bereits erfolgt.) g GC_) qc_, E
v O & § S
> g = a)
; . 1 =
UV-Schutzbrille oder UV-Schutzvisier aufsetzen! %
(unbedingt notwendig, da UV-Licht die Augen schadigen kann! Falls das Gerat B
"EagleEye" genutzt wird, ist dieser Schritt bereits erfolgt.) —
S
UV-Schutzvisier Qo
Raum abdunkeln
(Falls das Gerdat "EagleEye" genutzt wird, ist dieser Schritt bereits erfolgt.)

¢

Y]
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Ablauf der Agarosegel-Elektrophorese im Labor
™

'

Agarose Gel Electrophoresis — ein mdgliches Laborprotokoll

UV-Licht am UV-Betrachter einschalten; ggf. Gel fotografieren
(Die im Gel befindlichen DNA-Strange sind jetzt hell markiert sichtbar.)

¢

100 50 Basenpaare (bp)
1 1
T T

Lange 200 150
] ]
T T

50bp-Langenstandard

DNA-Strange, [
durch Vergleich mit dem L&ngenstandard abschétzen, welche DNA- nach Lange (Anz. e
Stranglangen (Anzahl Basenpaare) im Gel vorhanden sind Basenpaare) <
S
(eigentliche Langenbestimmung. Hochstmdgliche Auflésung fir Ldngensepara- separiert - [38}
tion im Agarosegel: 50 Basenpaare) I % =
6 _ o) S n /Y ,.q_-,’
S255 2
- . - - p - 7 50bp-L4 tandard c = —
Soll zusétzlich zur L&ngenbestimmung noch eine Langenseparation p-Langensiandar g > g © s
(Selektion aller DNA-Strénge einer bestimmten L&nge) vorgenom- 1 bis 7: Kammern, von denen aus die DNA-Strénge 2 E © N
men werden? "gelaufen” sind eSS g
- . =
nein ja <T: g = g <
o O
UV-Licht abschalten, Schutzbrille bzw. Visier absetzen, Gel von mit dem Skalpell die DNA-Strange der gewiinschten Lange(n) E g T 0 o
der Betrachtungsplatte nehmen und entsorgen, verwendete Mate- aus dem Agarosegel herausschneiden S [<B) g £ @
rialien an allen angegebenen Arbeitsorten zurlickstellen, Arbeits- 'S g o= g
platze und Arbeitsmittel sdubern, Hénde desinfizieren ¢ j - )
[5)
¢ herausgeschnittene(s) Gelstiick(e) mit einer Pinzette aus dem Gel i)
O nehmen und in (jeweils) ein leeres Tube geben o
| —
)

Isolation von DNA aus Agarosegel

'

UV-Licht abschalten, Schutzbrille bzw. Visier absetzen, Gel von
der Betrachtungsplatte nehmen und entsorgen

¢ _
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/ ‘Agarose Gel Electrophoresis — mogliche Seiteneffekte im Labor I \

e unscharfe und verwischte DNA-Banden durch Agarose-Cluster oder Luftblasen im Gel

e unscharfe Separation (Trennleistung des Gels ist begrenzt, sowohl hinsichtlich
Auflosung als auch hinsichtlich DNA-Menge pro Lane)

Auflosungsgrenze von Agarosegel: etwa 10bp (3% Agarose)

Ethidiumbromid wandert entgegengesetzt zur DNA, bei zu spater
Spannungsabschaltung kaum noch Fluoreszenz

DNA-Doppelstrang-Ringe (Plasmide), linearisierte DNA-Strange und tberspiralisierte
(supercoiled) DNA-Strange haben jeweils anderes Laufverhalten

Sichtbarkeitsgrenze (DNA-Banden mit weniger als 10ng DNA nicht mehr
wahrnehmbar)

Warmeentwicklung beim Elektrophoresevorgang, hervorgerufen durch Reibung der
DNA am Gel, kann zur Denaturierung der DNA flihren

\o DNA-Verluste wahrend der verschiedenen Arbeitsschritte /
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‘ Isolation von DNA aus Agarosegelen I

e Vverschiedene Methoden bekannt, die die unterschiedliche Dichte von
DNA und Agarosegel ausnutzen und durch Erhitzen und
Zentrifugieren eine raumliche Trennung von Gel und DNA bewirken

e i.a. Im Kit angeboten, d.h., Zusammenstellung aller Reagenzien und
des Abarbeitungsprotokolls

e Rilckgewinnungsgrad der DNA je nach genutzter Methode (und
Geschick) zwischen ca. 50% (Filtersdulen) und ca. 80% (GeneClean
auf Basis von Glasmilch und Waschpuffer)

\_ /
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4 N
‘ Sequencing I

e Synonyme: Sequenzieren

&CGGAAC

5" - ACCGGAAC- 3’

e Strangsequenzbestimmung

\_ /
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4 N
‘ Seqguencing I

Definition:

Sequencing: Unter Sequencing versteht man eine Technik, mit der die
Nucleotidfolge von DNA-Einzelstrangen in einer vorgegebenen
Leserichtung bestimmt werden kann.

Sequencing
» 5-GCATTCG-3

GICIA|T|T|C|G

\_ /
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‘ Sequencing — biochemischer Prozel} I

e erste nutzbare Sequenziertechnik nach Maxam/Gilbert heute kaum
noch angewandt

e ctabliert: Methode nach Sanger (Didesoxy-Methode),
erstveroffentlicht 1975

e inzwischen fast vollautomatisiert

e Durchsatz: etwa 80 Basen pro Stunde

e F. Sanger flr seine Sequenziermethode 1980 mit dem Nobelpreis fur
Chemie ausgezeichnet

\_ /
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/‘ DNA-Sequenzierung nach Sanger — Didesoxy-Methode \I

e \oraussetzung: nur identische DNA-Einzelstrange oder
DNA-Doppelstrange, beidseitig blunt endend und ohne
Einzelstrangabschnitte im Eingangsreagenzglas

1. Melting (DNA-Einzelstrange unverandert, DNA-Doppelstrange
denaturiert)

2. Primer (kurzer DNA-Einzelstrang, antiparallel komplementdr zum
Beginn des zu sequenzierenden Stranges, etwa 20 Basen lang)
annealt an den zu sequenzierenden DNA-Einzelstrang

3. Hinzugabe der Desoxynucleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP
(Bausteine)

\_ /
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/‘ DNA-Sequenzierung nach Sanger — Didesoxy-Methode \I

4. Aufteilung auf vier Reagenzgléaser T1 bis T4

5. in T1 Hinzugabe des Didesoxynucleotids ddATP (im folgenden A*)
Im Verhaltnis 1:200 zum dATP

6. analog ddCTP (C*) in T2, ddGTP (G*) in T3und ddTTP (T*) iIn T4

7. dann Hinzugabe von Puffer und DNA-Polymerase, anschlieRend
Polymerisation parallel in T1 bis T4

8. randomisiert anstelle des Desoxynucleotids das entsprechende
Didesoxynucleotid eingebaut, das einen Abbruch der
Strangverldngerung bewirkt.

9. in T1 entstehen unterschiedlich lange DNA-Strange, die alle mit A*

\ enden; analog in T2 bis T4 /
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Primer_ |A[c[c[c[c]T[c[ala GGT’%.-----------P_'\_"?‘:*f?gi?_
AAAS A e W
A[G|A|T|T|G|T|G|G|G|C|A[G|T|T|T|C|C|AICIC|G| . .......... DNA-Vorlage
Strangabbruch
200: 1 :
A’ K
_>u_>A A” X
c" .
* c .
C*
G” .
* G *
G*
T .
T

/‘ DNA-Sequenzierung nach Sanger — Didesoxy-Methode \I

Strangverlangerung

unterschiedlich lange Strange, die alle auf einem Didesoxynucleotid enden,
separiert in vier Reagenzglasern nach A* ,C*, G*, T~

/
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/ ‘ DNA-Sequenzierung nach Sanger — Didesoxy-Methode I \

10. durch Polymerisation entstandene unterschiedlich lange DNA-Strange auf einem
hochauflésenden Polyacrylamidgel in einem elektrischen Feld aufgetrennt, wobei sich
kiirzere DNA-Strange schneller vorwartsbewegen als langere Strange. Es entsteht ein
Bandenmuster.

11. im Bandenmuster Reihenfolge von kiirzerer zu jeweils ndchstldngerer Bande betrachtet
und jeder Bande das entsprechende Nucleotid zugeordnet

Reaktionsprodukte auf Polyacrylamidgel aufgetragen

o m

\ Polyacrylamidgel /
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Auftrennung der unterschiedlich grofRen
DNA-Fragmente im elektrischen Feld

ACCCGTCAAAGGTGGC

Leserichtung

—
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/ ‘ Sequencing — mogliche Seiteneffekte im Labor I \

o Seiteneffekte der Operationen Union, Melting, Annealing und
Polymerisation

o Seiteneffekte der Operation Synthesis (liefert den Primer)

o Seiteneffekte der Operation Agarose Gel Electrophoresis, die sich auf
Polyacrylamidgele Gibertragen lassen. Auflosungsgrenze des
Polyacrylamidgels: 1bp

e Mehrdeutigkeiten bei der Zuordnung der Nucleotidfolge, die allein
aus der Gelanalyse nicht bereinigt werden kdnnen und eine
Wiederholung der Sequenzierung notwendig machen

e Das zur Sequenzierung eingesetzte DNA-Material steht nach der
Sequenzierung nicht mehr zur Verfigung!

\_ /
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