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Technische Saulen
der Molekulargenetik....

Isolierung von Genom-DNA
aus eukaryotischen Zellen
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Schritte der DNA-Isolierung

...wenn man's besonders ordentlich machen will 5o

N {
1. Gewebeaufschluss (assen wir weg) Mrser |l
2. Sammeln der Zellkerne qassen wir weq) ‘@f’)

3. Zell- und Kernlyse mit Proteindenaturierung

4. Entfernung von Proteinen durch Extraktion
mit organischen Losungsmitteln

5. DNA-Fallung
6. DNA-Aufbewahrung



3. Gewebeaufschluss & Kernlyse

Scherkrafte vermeiden! DNasen stoppen! A

* heute: nur chemisch mit Detergens (.t aeergere - abwiscnen)
1 -3 % Na-Dodecylsulfat (SDS; alternativ: Spulmittel)

SDS denaturiert Proteine und hemmt DNasen irreversibel

auf Eis arbeiten
pH auf 7,5-8,5 (DNasen haben Opt. < 6,5)

Komplexbildner ,chelieren” Mg++:

EDTA Ethylendiamin-Tetraacetat
SSC Standard-Salz-Citrat



4. Protein-Extraktion mit
organischen Losungsmitteln

+PCI

Aqueous layer

(DNA+ RNA)
Interface
<— (coagulated
" proteins)
- Pheno!

"Cell extract

Mix with Separate layers
phenol by centrifugation

> einmal mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI; 25:24:1)
> einmal zum Abschluss: reines Chloroform zur Entfernung von Phenolresten



Organische Losungsmittel

Chloroform gesundheitsschadlich, reizend
H Schutzhandschuhe, Kittel, Brille
Dekontaminieren durch Wasserspiilung
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Organische Losungsmittel

Phenol

giftig, dtzend @ =
ek Schutzhandschuhe, Kittel, Brille - =l
Dekontaminieren durch Wasserspiilung Gifig  Atzend
Iso-Amyl- gesundheitsschidlich, reizend, entziindlich
alkohol

Schutzhandschuhe, Kittel, Brille
Dekontaminieren durch Wasserspiilung

Ao



5. Athanolfallung von DNA

Zugabe von Salzen (NaCl) plus 100% Athanol/Isopropanol

|

Glassrod

|_ DNAfibres

«—— Ethanol _ -

- «t1+— Ethanol
Concentrated - -
DNA solution
u\ Precipitated DNA,
collected by
centrifugation
(a) (b)

Figure 3.6 Collecting DNA by ethanol precipitation. (a) Absolute ethanol is layered
on top of a concentrated solution of DNA. Fibres of DNA can be withdrawn with o
glass rod. (b) For less concentrated solutions ethanol is added (at a ratio of 2.5
volumes of absolute ethanol to 1 volume of DNA solution) and precipitated DNA
collected by centrifugation.



6. Aufbewahren von DNA i
1"\
I

* in 100 % oder 70 % EtOH gefallt (eternally!)

 gefallte DNA durch Zentrifugation sammeln, Pellet
mit 70% EtOH waschen, trocknen, in A. bidest
oder Puffer losen

 gelost kurzfristige Aufbewahrung bei 4°C,
langerfristig bei -20°C.



Darm, dgypt.Mumie, 300 800 5000 Jahre

Eis-Mumie, 1500 J. 3200J. menschl. Knochen
Faultier-Haut, getrocknet, 13 000 J.

Schwein, getrocknet, 4 J.




Technische Saulen
der Molekulargenetik....

Schneiden von DNA
Mmit Restriktions-
endonukleasen



Restriktions/Modifikationsenzyme schutzen
Bakterien vor eindringender fremder DNA

methylase

nuclease

CH3

Bacterial genome

Modifikation der zelleigenen DNA erfolgt durch Methylierung am
Cytosin oder Adenin (N6-Methyl-Adenin bzw. 5-Methyl-Cytosin).



Typ lI-Restriktionsendonukleasen erkennen
und schneiden die DNA sequenzspezifisch!

5-GATCCAAGAATTCTTACOGT-3
® VVveo oaa \ / oV
a o a o 00 Y

3-C TAGGTTCTTAASAATGC A-5%

l X Eco RI
5:G ATCCAA G -30q 5.AATTCT TACGT-3
P
®_VVee 0 'V oV
4 O 7'\ OO 0O N

J3C TAGGTTCT TAA -5 OH3-G A AT GC A-5
P
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Restriction sites on Restriction sites on
Recognition endo- pBR . Recognition endo-
seguence nuclease 3 322 . sequence nuclease
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GAITC Dpnl 116 22 G G Glc Cfol 215

+ Inhibition des Schnitts bei Methylierung
0 Schneiden unbeeinflusst von Methylierung
M Schneiden erfordert Methylierung



Technische Detalils...

* Nomenklatur:

o Aktivitat:
* Assay:

* |naktivierunq:

Eco Rl E. coli Stamm R, Enzym 1
Hinf | Haemophilus influenzae, Serotyp f, E1

1 U = Menge Enzym, die 1 ug A-DNAin einer
Stunde vollstandig spaltet

DNA
+ Enzym (< 1/10 des Assay-Volumens)
+ Salze (Mg++, high/medium/low NaCl, pH ca.7)

Inkubation meist bei 37°C (Enterobakterien!)
Ausnahmen: z. B. Sma | (25°C) und Taq | (65°C)

EDTA-Zugabe u./o0. 65°C-Inkubation
alternativ: Phenol/Chloroform-Extraktion



Technische Saulen
der Molekulargenetik....

GroRenauftrennung von DNA-
Restriktionsfragmenten durch
Gel-Elektrophorese

DNA 2 go go!



Wissenschaftsmarkt
Mainz




Elektrophorese

,Bewegung geladener Molekule in einem elektrischen
Feld durch eine Matrix hindurch®

,Molekularsieb-Effekt“: Kleine Molekule laufen schnell,
grol3e Molekule langsam.




Proteine und Nukleinsauren sind auftrennbar

» Beide Makromolekule besitzen ionisierbare Gruppen.
» Ladung ist abhangig vom pH-Wert des Elektrophorese-

Laufpuffers (meist pH 6-9).

Proteine:
* bei pH 6-9 Asp / Glu > negativ
Lys / Arg > positiv
His / Cys > pos. oder neg.

Nukleinsauren:
* bei pH 6-9 Phosphatgruppen (negativ) sind
Hauptladungstrager.
Funktionelle Gruppen an Basen sind zumeist
ungeladen, da pK-Werte < 3 oder > 9.



Agarose

e gewonnen aus Seegras und best. Rotalgen

« entdeckt in Japan

« 1859 in westl. Welt als Gelose

1882 R. Koch > Mikrobiologie

« 1971 fur Elektrophorese verwendet

« Dimer aus D-Galactose und 3,6-anhydro-L-Galactose

1 | |
| | |
H ! \ 1 | H l N |
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Figure 1. Agarose secondary structure. A: Link hydrolysed by acids and by «-agarases. B: Link easily hydrolysed by acids and B-agarases. R: Substitution of -H by -
(CH, is dependent on the seaweeds used. Gelling point is increased by a higher content of -CHs groups. n: Polymerization grade. Gel strength is dependent on extent
of polymerization grade.
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RANOOM COIL DOUBLE HELIX AGREGATE
PREDOMINATING FORM IN SOL I MAKES CROSSED 1/ ADDS CROSSED LINKS
LINKS IN GEL CONSOLIDATING THE GEL

SOL==INCIPIENT GEL===ELASTIC CLEAR GEL==2TURBID RIGID GEL ==PHASES SEPARATIOMSYNERESIS)

Figure 2. Agarose geliification (tertiary structure).

Figure 3. (Amot et al; 1974) Agarose gel network
(quarternary structure). The aggregates in agarose gels
" may actually contain 10-10000 helices rather than
the smaller number shown here. :

Herstellung eines
Agarose-Gels

 festes Pulver in Puffer
aufkochen, geliert beim
Abkuhlen ab etwa 44 °C

e PorengroRe und damit Trenn-
eigenschaften hangen von
der Agarosekonzentration ab.

Fiquie 8.10 Flectron mucrograph ot a porfien ot a2
Ly - 0 e overall: small black recangle is 1UI0A < 300 A Individual
pol by ave about 100 A wide. Courtesy ol ue Whutoek and John Finch

agarose pel,




Horizontale vs. vertikale
Elektrophorese

Power supply
Direction of u
— _electrophoresis . l .
’:EE‘] I ‘-E-. : \\"--.._ _,,.——:_'ff-}t

N y/

» einfachste Herstellung

* hoherer Agaroseverbrauch

* ungunstige Temperatur-
verteilung > unscharfe
Trennung im unteren
MW-Bereich

Aufbringen der Probe auf
das Gel mit einer Pipette

Kathode ‘.(_,/

&) [T/ ~ Kunststoffbehatter

* Auftragsvolumen flexibler
 Auftrennung im unteren M\W-
Bereich scharfer



GroRensortierung von DNA-
Restriktionsfragmenten

doppelstrangige

Lambda-DNA ) ) ) o
Gel ist hier mit Ethidiumbromid
Gefarbt: EtBr interkaliert in DNA
7 N > ergibt im UV-Licht eine
Schneiden mit Schneiden mit orange-rote Fluoreszenz
Eco Rl Hind I

e’ Bewegungs-
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o
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Agarosegel (B)



NH,

Chemical structure
of ethidium bromide

Intercalat\ed
EtBrmolecue
| 34A
EtBr
—_—
t 34A

Sugar- >3.4A
phasphate Base-pair }
backbone N\

Normal DNA
double helix

Figure 3.11 Partial unwinding of the DNA double helix by EtBrintercalation between
adjocent base pairs. The normal DNA molecule shovn on the leftis pariially unwourd
by taking up four EtBr molecules, resulting in the ‘streiched” structure on the right.

Ethidiumbromid

Mutagen

Sehr giftig

Nachweis von ss/ds DNA/RNA
bindet sequenzunspezifisch
Farbelosung 5 ug/ml

Nachweisgrenze: 10-50 ng fiir dsDNA
leuchtet orange-rot bei U V-

Belichtung; Anregung: 360nm

Emission: 590nm
Einlagerung von Farbstoff
entspricht der Masse des Molekiils!



Die ungefahrliche Alternative...

SYBR Green

Zipper et. al (2004) Nucleic Acids Research 32: 103
/

o

/

Ol
@S

e 1995 Fa. Molecular Probes

e interkaliert und ,,bindet*

e AbsMax bei 494 nm (blau),
Emission 524 nm (griin)

e Detektionsgrenze 10 pg!!

* hohere Sensitivitidt wegen positiver Ladung?

GelRed

Fa. Biotium

sensitiver als SybrGreen
AbsMax bei 300 nm (UV),
Emission 600 nm (rot)

nicht-mutagen, ungiftig



Die Wanderungsgeschwindigkeit
doppelstrangiger DNA ist abhangig
von...

Molekulargewicht:

Matrixdichte:

Konformation:

Feldstarke:

ds lineare DNA wandert umgekehrt proportional
zum Logarithmus ihres Molekulargewichts (in
Bp angegeben, nicht Da!).

DNA-Fragmente definierter Grofe laufen in
Gelen unterschiedlicher Konzentration
unterschiedlich schnell.

Zirkulare (Plasmid-)DNA lauft anders als lineare.

Hohere Feldstarke steigert Laufgeschwindigkeit;
optimal sind ca. 5 V pro cm Elektrodenabstand.



Die Molekulargewichtsbestimmung von
DNA erfolgt anhand einer Eichkurve...

Zu grol’e Molekule

LOg MW _— wandern zwar (langsam), aber
- konnen nicht nach Grolle sortiert werden.
(in Bp)
,linearer* Bereich,
/ beste Gelauftrennung
(am besten

halblogarithmisches
Papier verwenden)

Zu kleine Molekule
/ rutschen durchs Sieb.

1 1 1 1°
Laufstrecke in cm



Und die Anwendungen
dieser Techniken?

Hier nur wenige ausgewihlte Beispiele...



Restriktionsschnittstellen dienen

als ,,Marker* auf der DNA

z. B. zur Kartierung von Genomen

O O2
ab c g dd mf i hbmihmfg hbmihcma d b g fe
Monach | | (- | 1l I I-H( | l-l I — | | |l
a c g d r?wf i hbmihmfg hbmihcma d gb g
Schimpanse | |1 | Il | |-nr | I-I Y Y P O
e . - P . b
abe g d mf i hbmihmf gi hbmihc ma d eg
Gorilla | 1| | | Il | |-wr |l Iill 1| ||
b c g d f h b hf b d bg af
: [ [ | | | | [ | | | || | |
ghoon N B - @ 0
1 . | 1 1 |
0 10 20 30

Tausend DNA-Nucleotidpaare

40

Restriktionsschnittstellen-Karte des alpha-Globin-Genortes

in verschiedenen Primaten-Spezies




Restriktionskarte eines Plasmids

Eco01091 2674 BstAPI 179
Aatll 2617 Ndel 183

Sspl 2501
Xmnl 2294

Begl 2215 MCS

pUC18/19
2686 bp

Sapl 683

Afilll, BspLU11I 806

Eam1105l



Restriktionskartierung
von Genomen: how to...

Strategie:

,Einfach-“ und ,Doppelverdaus”

der DNA mit Restriktionsenzymen

zur Kartierung einer unbekannten DNA

Hier: die Kpnl-Schnittstelle schneidet
die grofte Sacl-Bande und muss daher
innerhalb dieses Sacl-Fragments liegen




Restriktionskartierung
von Genomen

...zum Beispiel fur ein Plasmid:

= DNA fragraent to be mapped - - x T
Ec Ec c E E
by g g @ &

1
1000

1
2000

1
3000

| Single and double digests
with Kpnl and BamHI

1000 1000

600 600

I 1
1000 2000 3000




Restriktionskartierung

Ein weiteres Beispiel fiir ein lineares DNA-Molekiil. ..

Gel shows number and

(@) Hindlll :
= size of fragments
HindIIl BamHI BamHI

2.8 kb e
Note: The sum of

the fragment sizes
1.8kh e 1 8 KhH ce— equals the size of

o he unfragmented
1.2 kb == 1.0 kb c— e Di:mjg\[juele]
0.9 kb s () G kh o=

0.3 kb co———

(b) Map shows order HindIIl
of fragments BamHI BamH]
0 1.8 2.8 3.1 4.0 kb
|- 1.8 >|«—1.0 —>|<+—>|<«—09 —| ko

0.3



Restriktionsschnittstellen sind
,Marker“ in der Gendiagnostik

Beispiel: Sichelzellanamie
Mutation in Kodon 6 der -Globin-Kette

Beta-Globin Wildtyp
MstIl

GUU CAU UUG UAU CCU GAG GAA mRNA
'his W leuM thr KproW glu N glu Protein
1 2 3 5 .

Beta-Globin HbS-Allel
GUU CAU UUG UAU CCU GUG GAA mRBRNA

Protein




Restriktionsschnittstellen sind
,Marker“ in der Gendiagnostik

Beispiel: Sichelzellanamie

Deoxy-HbS kristallisiert
in Erythrozyten
> Hiamolyse, GefidBBverschluss

> Homozygot oft vor
30. Lebensjahr letal

Heterozygotenvorteil in Lindern mit
hohem Malaria-Risiko — Plasmodium
kommt in Sichelzellen ,,nicht zurecht.

I Hohes Malariarisiko AN
(Chemoprophylaxe empfohlen)



Restriktionsschnittstellen sind
,Marker“ in der Gendiagnostik

Beispiel: Sichelzellanamie

) 1,3 kb >
< 0,2 kb ) < 1,1 kb >
MstIl MstIl MstIl
(mutiert in HbS)
Mstll CCTNAGG

Restriktions-Fragment-
Lingen-Polymorphismus

| HbS | | wT [

1300 bp | T
1100 bp

200 bp

Homozygot Homozygot
HbS WT



Forensische Diagnostik:

Bestimmung der Langenpolymorphismen von Mikrosatelliten-DNA

140

1. Isolierung eines spezifischen
uSat-Locus durch PCR

f LL

_[ﬁ

DNA-Sequenzierung
,,Mlkrosatelht“ (syn. simple sequence):
liegen tiberall verstreut in Eukaryoten-Genomen

Hohe Mutationsrate durch Polymerase-Stottern bei der Replikation (,,slippage®)
erzeugt in der Population viele Allele unterschiedlicher Linge:

z. B. (AG)s Bestimmung der Langenunterschiede
(AG)y, .
(AG),, erlaubt Festlegung des Individuums!!!

— (AG)6

4G, (“DNA-Fingerprinting )



Nutzung: z. B. Vaterschaftsanalyse

Inheritance of microsatellite alleles

Ollile

Gelbild:
O

Allelherkunft unklar:
1. Anderer Vater?
2. Neu-Mutation in viterlicher Keimbahn?

> Weitere Loci typisieren, um sicheres
Ergebnis zu erhalten!



Virale Gendiagnose

einige wenige

HIV-Partikel im Serum Kontrolle mit Blut
der infizierten Person elrar ekt
Blutprobe P RNA infizierten Person
. . . . > =
e &/ EXTRAKTION REVERSE | |
5 DES VIRALEN TRANSCRIPTASE/ GELELEK-
4  RNA-GENOMS PCR- TROPHORESE
AMPLIFIZIERUNG ! {
————— W
‘ mmml’“m““-‘%
‘ YRR Ry,
> NM
ENTFERNUNG DER —
ZELLEN DURCH B

ZENTRIFUGATION -



