Galactosamie

Die klassische Galactosamie ist eine seltene erbliche
Stoérung im Stoffwechsel, bei der sich zu viel
Galactose-1-phosphat in den Roten Blutzellen, der
Leber, dem Gehirn und der Niere anreichert. Ausge-
I6st wird diese Stoffwechselerkrankung durch eine
Mutation des Gens fur das Enzym Galactose-1-
phosphat-Uridyltransferase (GALT). Das Gen fur das
Enzym GALT liegt auf dem Chromosom 9. Weltweit
tritt die Erkrankung bei einem von 40000 Neugebore-
nen auf. In Deutschland werden alle Neugeborenen
im Rahmen des Neugeborenen-Screenings mithilfe
eines Bluttests auf Galactosdmie getestet. 1 Neugeborenen-Screening

Sauglinge mit Galactosamie leiden an einer Trinkschwéache und nehmen infolgedessen kaum an Gewicht zu.
Begleitet wird die Krankheit durch Ubelkeit, Erbrechen und eine Gelbsucht. Im spéteren Verlauf kommt es bei
weiterem Milchkonsum zu schweren Leberfunktionsstérungen, Leberschaden und einem Leberkoma, in dem
die betroffenen Kinder schlief3lich versterben. Durch die Ablagerung von Galactose-1-phosphat in den
Nervenzellen des Gehirns kommt es auRerdem zu geistigen Entwicklungsstérungen.

Bei der klassischen Galactosamie handelt es sich um eine chronische Erkrankung und die Betroffenen missen
lebenslang Diat halten. Sie dirfen keine galactose-, aber auch keine lactosehaltigen Lebensmittel
konsumieren, da bei der Spaltung von Lactose Galactose entsteht.

4—» Galactose-1-P ) «——— ( UDP-Galactose )<+——» UDP-Glucose 4—»
UDP-Galactose- UDP-Glucose-
4-Epimerase Pyrophosphorylase

Uridyltransferase

Gen1 Gen 2 Gen 3 Gen 4
2 Galactoseabbau

@ 1 Erlautern Sie das Prinzip einer Genwirkkette am Beispiel des Abbaus von Galactose zu Glucose-1-
phosphat bei einem gesunden Neugeborenen.

@ 2 Fassen Sie zusammen, wie es ausgehend von der genetischen Ursache zum Krankheitsbild der
Galactosamie kommt.

® 3 Begriinden Sie mithilfe der Eigenschaften von Enzymen, warum Galactose-1-phosphat nicht von einem
anderen Enzym aus Abb. 2 abgebaut werden kann.

® 4 Begriinden Sie, warum der Galactosamie-Test Teil des Neugeborenen-Screenings ist.
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT Galactosamie
Losungen 1 Galactose wird durch das Enzym Galactokinase zu Galactose-1-phosphat phosphoryliert.

Aus diesem wiederum entsteht mithilfe des Enzyms Galactose-1-phosphat-Uridyltrans-
ferase (GALT) UDP-Galactose. UDP-Galactose wird durch das Enzym UDP-Galactose-4-Epi-
merase zu UDP-Glucose umgesetzt. Abschlieend katalysiert das Enzym UDP-Glucose-
Pyrophosphorylase die Umwandlung von UDP-Glucose zu Glucose-1-phosphat.

An der Umwandlung von Galactose zu Glucose-1-phosphat sind vier Enzyme beteiligt. Je-
des dieser Enzyme wird durch ein Gen codiert. Nur wenn alle vier Enzyme funktionsfahig
sind, kann Glucose-1-phosphat aus Galactose gebildet werden. Finden mehrere vonein-
ander abhangige Stoffwechselprozesse statt, die von Enzymen gesteuert werden, spricht
man von einer Genwirkkette.

2 Die Galactosamie hat ihren Ursprung in einer Mutation des Gens fiir das Enzym GALT
auf dem Chromosom 9. Durch dieses defekte Enzym kann Galactose-1-phosphat nicht
langer zu UDP-Galactose umgewandelt werden. Folglich reichern sich grofRere Mengen
an Galactose-1-phosphat an. Dieses lagert sich in Roten Blutzellen, Leberzellen, Nerven-
zellen des Gehirns und in der Leber an und wirkt zellschddigend. Dies erklart auch die
Krankheitssymptome wie Leberfunktionsstorungen, Leberschaden, Leberkoma und die
geistige Entwicklungsstdrung.

3 Enzyme sind substrat- und wirkungsspezifisch. Galactose-1-phosphat passt aufgrund sei-
ner Substratspezifitat zu GALT in kein anderes aktives Zentrum. Des Weiteren kann auch
nur das Enzym GALT Galactose-1-phosphat in UDP-Galactose umwandeln. Dieses Produkt
ist flr die weiteren Schritte innerhalb der Genwirkkette notwendig.

4 Obwohl Galactosamie eine eher seltene Krankheit ist, wird sie im Rahmen des Neuge-
borenen-Screenings untersucht, weil eine unerkannte Erkrankung fiir den Saugling zu
massiven Schadigungen bis hin zum Tode fiihren kann. Eine Heilungsmdglichkeit besteht
zwar nicht; erkennt man die Krankheit jedoch rechtzeitig, konnen mithilfe einer galacto-
se- und lactosefreien Diat schwerwiegende gesundheitliche Folgen vermieden werden.

Zusatzinformation Neugeborenen-Screening
Das Neugeborenen-Screening ist eine Reihenuntersuchung von Neugeborenen, um ange-
borene Stoffwechsel- und Hormonerkrankungen friihzeitig zu erkennen und zu behandeln.
Getestet werden ausgewahlte Erkrankungen, die sich mit hoher Sicherheit diagnostizieren
lassen und bei denen eine Therapiemdglichkeit besteht. Das Neugeborenen-Screening ist
seit dem Jahr 2005 Teil der gesetzlichen Krankenversicherungsleistung und wird deutsch-
landweit nach einem Einverstandnis der Eltern durchgefiihrt. Dabei wird friihestens nach
einem Lebensalter von 36 Stunden Fersenblut entnommen und auf Filterpapierkarten in die
dafiir vorgesehenen Felder aufgetropft. Die Karten werden eine Stunde lang getrocknet und
noch am selben Tag an ein Screening-Labor zur Auswertung geschickt.

Folgende Erkrankungen werden dabei getestet: Adrenogenitales Syndrom (AGS), Ahornsi-
rupkrankheit, Biotinidasemangel, Carnitinstoffwechseldefekte, Galactoséamie, Glutaratazidu-
rie Typ |, Hypothyreose, Isovalerianazidamie, LCHAD-Mangel (Long-Chain-Hydroxy-Acyl-CoA-
Dehydrogenase-Mangel), VLCAD-Mangel (Very-Long-Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel),
MCAD-Mangel (Medium-Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel), Phenylketonurie (PKU),
Hyperphenylalaninamie (HPA), Tyrosinamie, Cystische Fibrose (Mukoviszidose).

Differenzierende 1 Galactosdmie wird autosomal-rezessiv vererbt. Ein Mann und eine Frau, beide hetero-
Aufgabe zygote Trager des veranderten Allels, mochten ein Kind bekommen. Berechnen Sie, mit
welcher Wahrscheinlichkeit das Neugeborene die Krankheit haben wird.

Losung

1 G = gesundes Allel, dominant G g
g = krankes Allel, rezessiv G GG Gg
Parentalgeneration: Gg x Gg g Gg gg

Somit liegt die Wahrscheinlichkeit, dass das Paar ein krankes Kind bekommt, bei 25 %.
Die Wahrscheinlichkeit, dass das Paar ein phanotypisch gesundes Kind bekommt, das die
Krankheit aber an seine Nachkommen weitergeben kann, liegt bei 50 %.
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FISH-Technik: eine Moglichkeit zum Auffinden der m-RNA in einer Zelle

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) (lat. hybrida = Mischwesen) bietet die Mdglichkeit, Nucleinsduren
direkt in einer Zelle mikroskopisch zu lokalisieren und zu identifizieren.

Die Grundlage fiir die Technik ist,
dass einstrangige Nucleinsaure-
abschnitte mit komplementaren
Basensequenzen dazu tendieren,
Basenpaarungen zu bilden (Abb. 1):

Sie hybridisieren. Bei nicht komple- 5eee

mentaren Sequenzen passiert das
nicht. Die bei der FISH-Technik
eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe —
gebunden an eine Basensequenz,

die als Sonde fungiert — absorbieren 5

bestimmte Wellenlangen und
senden dann farbiges Licht aus. 1

DNA- % Fluoreszenz-
3 Wﬂ-ﬂ-uf/ Sonde 3 U—U—D—D—U—Hf farbstoff
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Hybridmolekiil kein Hybridmolekiil
Basenpaarung bei Anwendung der FISH-Technik

Fixieren der Zellen
Erzeugen poroser Zellen durch Enzyme
Waschen der Zellen

Zugeben der Hybridisierungslésung.

Die 20 bis 50 Basen langen einstrangigen
synthetischen DNA-Oligonucleotide in
dieser Losung sind mit einem Fluo-
reszenzfarbstoff markiert.

Die Inkubationszeit betragt mehrere
Stunden bei 37 ° bis 50 °C.

Entfernen der tiberschissigen Hybridisie-
rungslésung durch Abspulen
Trocknen der Probe

Abdecken der Probe mit einem Deckglas
Mikroskopieren mit einem
Fluoreszenzmikroskop

FISH-Analyse bestimmter m-RNA in Zellen der Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae)

Hefezellen @ @ Zellwand
@ Zellkern

Hefezelle
Aufnahme

Fluoreszenz- Lichtmikroskopie-
mikroskopie aufnahme

2  Ablauf des FISH-Verfahrens und Beobachtungen

O 1 Beschreiben Sie die Hybridisierung (Abb. 1, Abb. 2) und die Genauigkeit des Verfahrens.

@ 2 Markieren Sie im folgenden Beispiel den m-RNA-Bereich, an dem die DNA-Sonde hybridisieren wiirde.

DNA-Sonde:
m-RNA:

5 % CCGTAATGATGCGATAGTGA 3'
.. GCAUUAGCAGUGUCACUAUCGCAUCAUUACGGUGAAUCGCGAU... 3

® 3 Erlautern Sie die Beobachtungen zur Fluoreszenz in Abb. 2 beziiglich Zellkern und Zellplasma.

o [
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT FISH-Technik: eine Moglichkeit zum Auffinden
der m-RNA in einer Zelle

Losungen 1 Die einstrdngige DNA-Sonde ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Aufgrund des
Prinzips der komplementdren Basenpaarung kdnnen Paarungen zwischen den komple-
mentdren Basensequenzen von DNA-Sonde und Ziel-m-RNA unter den angegebenen
Bedingungen gebildet werden. An einer anderen m-RNA-Sequenz ist eine solche Basen-
paarung nicht moéglich. Nicht hybridisiertes Sondenmaterial wird danach durch Auswa-
schen entfernt. Wenn im mikroskopischen Bild fluoreszierende Stellen oder Bereiche zu
erkennen sind, kann davon ausgegangen werden, dass sich dort die gesuchten m-RNAs
befinden. Andere m-RNA werden nicht dargestellt.

2 DNA-Sonde 3' AGTGATAGCGTAGTAATGC 5'

m-RNA 5' --- GCAUUAGCAGUGU CACUAUCGCAUCAUUACG G UGAAUCGCGAU -+- 3'

3 Bei eukaryotischen Zellen erfolgt die Trans-
kription im Zellkern, daher ist innerhalb des
Zellkerns nur an einem Genabschnitt eine
starke m-RNA-Produktion (hier: Ziel-RNA)
nachzuweisen (Abb. 1). Hier findet sich eine
sehr starke Fluoreszenz. Die gebildeten
m-RNA-Molekiile gelangen dann in das
Zellplasma, wo ihre genetische Information
translatiert wird.

1 Overlay-Bild

Praktische Tipps Am Beispiel des Modellorganismus Hefezelle wird auf dem Arbeitsblatt das Verfahren zum
Auffinden der gerade gebildeten m-RNA vorgestellt. Fiir die Interpretation der Abbildung
einer einzelnen Hefezelle im Fluoreszenzmikroskop kann die Abbildung der gleichen Zelle
im Lichtmikroskop, ebenso auf dem Arbeitsblatt, herangezogen werden. Mit einer Overlay-
Technik konnen die beiden Bilder {ibereinandergelegt werden, sodass die raumliche Lage
von Transkriptions- und Translationsort der m-RNA gezeigt werden kann.

Zusatzaufgabe FISH-Analyse von DNA-Bereichen in Metaphasechromosomen

Fluoreszenzmarkierung von
bestimmtem Genabschnitt

mit Fluoreszenz-Farbstoff (++)
markierte DNA-Sonde

chromosomaler
DNA-Einzelstrang

2 FISH-Analyse von DNA

1 Erstellen Sie fiir einen hypothetischen DNA-Einzelstrang die passende Sonden-Sequenz:

DNA-Sonde

DNA 5 ...ATAACGC|IGGCCATGGTATACG... 3
Losung
1 DNA-Sonde 3ICCGGTAC|Y

DNA 5...ATAACGCIGGCCATG|GTATACG... 3
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Wie wurde der genetische Code geknackt?

Diverse Forschergruppen experimentierten in den 1960er-Jahren zu der Frage, wie sich die Abfolge der Basen
der RNA in eine Abfolge von Aminosauren Ubersetzen lasst. Sie verwendeten dabei zellfreie Systeme, z. B.
von E. coli-Zellen, die keine intakten Zellen, aber unter anderem Ribosomen, m-RNA, t-RNA und Aminosauren
enthielten. Marshall Nirenberg und seine Mitarbeiter konnten ab 1963 mit Tripletts mit bekannter m-RNA-
Basensequenz experimentieren. Nachdem sie zuerst mit einheitlichen Basentripletts (z. B. Poly-U, Poly-C)
gearbeitet hatten, begannen sie in einem nachsten Schritt Tripletts zu verwenden, die sich in 2 Basen
unterscheiden (z. B. UCU). Fir die Zuordnung eines Tripletts mussten 20 Versuche mit verschiedenen
markierten Aminosauren durchgefihrt werden.

Filtrationsergebnis

,\ — ﬂu-c Ser”
j uCu_ucy’ \\ — /
2 /@ e

i § & . 1
Jueu ueu e —\ \
[.J

.’ ucu ucu /,' U 5 \ ‘I ucu-c Ser” .J
( A / ucu ‘ ~ \ .
\‘.\ I // ° .. o \\ UCU-‘ : Ser
S \ ~ Ucu-c Ser¥
2 A\
m-RNA- . Ribosom / % \ -

Triplett / / N ”""’_;- \
. “ l‘f\ ."\ :‘Jl \,‘

"C Aminosaure-t-RNA™ § . \
(radioaktiv¥) . T [ |
verschledene beladene t-RNAs T N\ Pro Leu /’

ohne “C-Markierung T e —

1 Prinzip der Experimente zum Triplett-Code (Nirenberg)

Aufbauend auf den Erkenntnissen der Arbeitsgruppe von Nirenberg flihrten Har Gobind Khorana und seine
Mitarbeiter die Untersuchungen weiter. Ab 1964 konnten sie gezielt m-RNA-Polynucleotide mit bekannter
Basenabfolge synthetisieren und aus ihnen Proteine herstellen.

R Ser
/‘ B :\\\ ’\ ser Leu
/ == Leu
/ e . e Polypeptid-
./ uCy uc ] = - 7_:,\ 3 s leu  kette
/ U 7| -~

u
u C .e
20 verschiedene Cucuct Ucy
beladene t-RNAs m-RNA

2 Prinzip der Experimente zum genetischen Code (Khorana)

Nr. | Basensequenz der m-RNA (5'-3') Aminosauresequenz des Proteins
1 Poly-U Poly-Phe
2 | Poly-UG Poly-(Cys-Val)
3 | Poly-UUG Poly-Leu und Poly-Cys und Poly-Val
4 | Poly-GUA Poly-Val, Poly-Ser
5 | Poly-GUAA Val-Ser-Lys
6 |Poly-UUAC Poly-(Leu-Leu-Thr-Tyr)
7 | Poly-CAUU Poly-(His-Ser-Phe-lle)
3 Weitere Ergebnisse aus der Versuchsreihe von Khorana
O 1 Beschreiben Sie den Versuch in Abb. 1.
@ 2 Werten Sie die Ergebnisse des Versuchs von Nirenberg und seinen Mitarbeitern aus (Abb. 1).
@ 3 Beschreiben Sie den Versuch von Khorana und seinen Mitarbeitern (Abb. 2) und erlautern Sie die Befunde.
® 4 Leiten Sie aus den obigen Versuchsergebnissen (Abb. 1—3) die Kennzeichen des genetischen Codes ab.
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT Wie wurde der genetische Code geknackt?

Losungen 1 Tripletts aus Ribonucleotiden (im Beispiel UCU) wurden mit Ribosomen und beladenen
t-RNA-Molekiilen zusammengegeben. Von den an die t-RNA-Molekiile gebundenen Ami-
nosauren war nur eine (Serin) radioaktiv markiert. Nach einiger Zeit wurde das Gemisch
filtriert. Das Filterpapier war wegen seiner Porengrofie nur fiir freie Aminosauren durch-
lassig. Der Filterriickstand und das Filtrat wurden tberpriift. Auf dem Filterpapier blieben
als Riickstand die Ribosomen und an sie gebundene Molekiile zuriick. Ungebundene
Molekiile, die kleiner als die Ribosomen waren, gelangten durch den Filter ins Filtrat. Im
Filterriickstand war Radioaktivitat zu messen (Serin®), im Filtrat dagegen nicht.

2 Da im Filterriickstand bei Verwendung des Tripletts UCU die radioaktiv markierte
Aminosaure Serin festzustellen war, konnten die Forscher schlussfolgern, dass sowohl
die t-RNA mit eben dieser Aminosaure als auch das passende m-RNA-Triplett an das
Ribosom gebunden waren. Hatte eine andere t-RNA mit einer anderen nicht markierten
Aminosaure am Ribosom gebunden, so hatte man die Radioaktivitat im Filtrat gefunden.
Somit war, nachdem alle 20 Aminosauren getestet worden waren, die Eindeutigkeit des
Triplett-Codes und die Zuordnung der Codons zu einer bestimmten Aminosaure entdeckt
worden: Das Codon UCU codiert fiir die Aminosaure Serin.

3 Die m-RNA Poly-UC wurde mit Ribosomen und 20 verschiedenen beladenen t-RNA-
Molekiilen zusammengegeben. Die Produktanalyse ergab das Protein Poly-Serin-Leucin.
Da das Codon UCU (Abb. 1) bekannt war, konnte auf das Codon CUC fiir Leucin riickge-
schlossen werden. Weiterhin ergab sich aus diesem Versuch, dass der genetische Code
kommafrei und nicht tGberlappend ist.

4 Kennzeichen des genetischen Codes:

= Triplett-Code (Bestatigung, keine Neuentdeckung): Abb. 2, Abb. 3 alle Versuche aufer Nr. 1

« Eindeutigkeit der Aminosaurezuordnung (Bestatigung, keine Neuentdeckung): Abb.
1, Abb. 2, Abb. 3 alle Versuche, Ausnahme sind die Stopp-Codons: Versuch Nr. 4 (UAG),
Versuch Nr.5 (UAA)

» Kommafreiheit: Abb. 2, Abb. 3 Versuch-Nr. 2, 6, 7

= keine Uberlappung: Abb. 2, Abb. 3 alle Versuche aufer Nr.1

* Redundanz: Abb. 1 Ser (UCU), Abb. 3 Versuch-Nr. 5 Ser (AGU), Versuch-Nr. 7 Ser (UCA),
Abb. 2 Leu (CUC), Abb. 3 Versuch-Nr. 3 Leu (UUG), Versuch-Nr. 6 Leu (UUA, CUU),
Versuch-Nr. 1 Phe (UUU), Versuch-Nr. 7 Phe (UUC),
Versuch-Nr. 2 Val (GUG), Versuch-Nr. 4 und 5 Val (GUA)

« Leserichtung: 5'-3"-Richtung: Abb. 3 Versuch-Nr. 6 und 7

Zusatzinformation Herstellung eines zellfreien Systems:
1 Zentrifugation (5 min/15000 g) eines Zellhomogenats von E. coli.
2 Uberstand (zellfreies System) enthilt Ribosomen, [6sliche Proteine, m-RNA, t-RNA, DNA-
Bruchstiicke, niedermolekulare Substanzen. Sediment enthalt Zellwandbruchstiicke,
Membranbruchstiicke, groRe Zellorganellen (Mitochondrien).
3 Zur weiteren Verwendung des zellfreien Systems fiir die In-vitro-Proteinsynthese werden
die vorhandenen RNA-Molekiile durch eine RNase abgebaut.

Zusatzaufgabe Herstellung einer m-RNA mit bekannter Basenabfolge aus zuvor synthetisierter DNA
(Khorana, 1964)

1 Erldutern Sie die abgebildete
m-RNA-Herstellung.

RNA: CUCUCUCU ... —

Losung DNA: GAGAGAGA ... —|
1 Das DNA-Material wird in eine Ribo-
Losung mit RNA-Polymerasen und m-RNA-Polymerase —| nucleotide

Ribonucleotiden (Ribonucleosidtri-
phosphate) gegeben. Die ange-
botenen Ribonucleotide sind
komplementar zu dem gewtinschten
DNA-Einzelstrang. Da die RNA-Polymerase unter diesen Bedingungen zufallig an ver-
schiedenen Positionen an der DNA binden kann, wird durch die Wahl der zur Verfiigung
stehenden Nucleotide garantiert, dass nur eine bestimmte m-RNA gebildet wird und
nicht zwei. Durch die Genauigkeit der Arbeitsweise der m-RNA-Polymerase wird die feh-
lerfreie Herstellung der gewiinschten m-RNA ermdglicht.
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Die Zusammenarbeit von t-RNA-Molekiilen und Ribosomen

Die Transfer-RNA-Molekile (kurz t-RNA-Molekile) haben die Aufgabe, in einer Zelle die passenden Amino-

sauren zur m-RNA an den Ribosomen zu transportieren
Molekile in Lebewesen sind nach dem gleichen Prinzip

, wo die Polypeptide gebildet werden. Alle t-RNA-
aufgebaut (Abb. 1). Darin enthaltene modifizierte

Basen weichen zwar strukturell von den Standard-Nucleotiden ab, bleiben aber im Bindungsverhalten

unverandert.
+RNA Pheny\a\an‘m RNA Tyros‘\'n RNA VaHn. RNA Meth‘ionin
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p 3 p 3 p 3 p 3'
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Schieife

1  Vier t-RNA-Molekiile aus E. coli

Ein E. coli-Bakterium enthalt ca. 10 000 Ribosomen.
Bei diesen handelt es sich um 25 nm grof3e Partikel.
Ihr Aufbau wurde durch Ultrazentrifugation im Dichte-
gradienten untersucht (Abb. 2). Dabei wurde festge-
stellt, dass die beiden ribosomalen Untereinheiten
neben Proteinen zu 75 % verschiedene ribosomale
RNA (r-RNA)-Molekule enthalten. Die Sedimentations-
geschwindigkeit wird in Svedberg-Einheiten (S)
gemessen. Sie ist abhangig von der Masse und der
Gestalt der Teilchen.

Die Translation im Ribosom ist ein dynamischer Vor-
gang, bei dem die r-RNA-, die t-RNA- und die m-RNA-
Molekile im Ribosom zusammenarbeiten. So werden
die eintreffenden, beladenen t-RNA-Molekiile von
bestimmten Bereichen der r-RNA gebunden. Die
entstehende Polypeptidkette gelangt durch einen
Tunnel, der von der r-RNA gebildet wird, nach auf3en.

Ultrazentrifuge

30S 50S 70S
kleine grofle zusammen-
Unter- Unter- gesetztes
einheit  einheit Ribosom
2  Zusammensetzung des Ribosoms von E. coli
3 t-RNA- e = Ribosom
Bindungsstellen \"><__ N7
, / m-RNA
_ ./
R — -y 3
e
3 Wirkung von Antibiotika (T: Tetracyclin,

E: Erythromycin) im Ribosom

Antibiotika verhindern auf verschiedene Art und Weise das Bakterienwachstum: Tetracyclin bindet aufgrund
seiner chemischen Struktur an die 16S-r-RNA im Ribosom. Erythromycin bindet im Ribosom an die 23S-r-
RNA. Beide Antibiotika verhindern die Bildung von Polypeptiden.

f charakteristische Strukturen der t-RNA-Molekile

1 Beschreiben Sie die Gemeinsamkeiten in Bezug au
(Abb. 1) und recherchieren Sie die Bedeutung dieser Strukturen.
2 Werten Sie Abb. 2 aus.

Erlautern Sie die Wirkung der beiden vorgestellten Antibiotika (Abb. 3) unter Bezugnahme auf die im

Ribosom ablaufenden Prozesse (s. Schilerbuch S.
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT Die Zusammenarbeit von t-RNA-Molekiilen und
Ribosomen
Losungen 1 Gemeinsamkeiten:

« eine ungepaarte Aminosaurebindungsstelle am 3’-Ende (hier -ACCA)

- zur D-Schleife fiihrt ein Arm mit variabler Basenpaaranzahl (hier drei bis vier), die
Schleifengrofie ist ebenfalls variabel (hier acht bis elf Nucleotide)

die Anticodonschleife ist eine 7-Nucleotid-Schleife, zu ihr fihrt ein Arm mit hier immer
fiinf Basenpaarungen

variable Schleife, Grof3e extrem variabel

zur T-Schleife fiihrt ein Arm mit hier immer fiinf Basenpaaren, die Schleifengrofe
betragt sieben Nucleotide

Bedeutung:

* Aminosaurebindungsstelle: Die zum Codon bzw. Anticodon passende Aminosaure wird
am 3-Ende der t-RNA enzymatisch gebunden (verestert).

= D-Schleife: spielt eine Rolle bei der Anlagerung der t-RNA an die Aminoacyl-t-RNA-

Synthetase

Anticodon: komplementar zum Codon auf der m-RNA, Codon-Anticodon-Paarung

variable Schleife: noch nicht geklart

T-Schleife: Bereich bindet an die 5S-r-RNA der groflen Ribosomenuntereinheit

2 In einem Zentrifugenrohrchen liegt ein Dichtegradient vor, d.h. die Dichte der Losung
steigt zum Boden des Rohrchens an. Die kleinen Untereinheiten (30S) der Ribosomen
sammeln sich bei der Dichtegradienten-Zenrifugation in einer Bande in dem Bereich mit
der geringsten Dichte. Die grofien Untereinheiten (50S) bilden eine Bande bei einer mitt-
leren Dichte. Die Bande der kompletten Ribosomen (70S) liegt im Bereich der grofiten
Dichte. Je groBer die Dichte der Stoffe ist, desto geringer ist der Abstand der Bande zum
Boden des Zentrifugenrohrchens. Da die Banden sich immer in dem Bereich der Losung
befinden, der ihrer eigenen Dichte entspricht, und da die Banden im gleichen Abstand
zueinander liegen, kann man schlussfolgern, dass die S-Werte der Banden nicht additiv
sind.

3 Tetracyclin besetzt die Akzeptorstelle in der kleinen Untereinheit des Ribosoms und
verhindert damit den Neuzugang von beladenen t-RNA-Molekiilen.
Erythromycin hemmt die Bildung von Peptidbindungen zwischen zwei benachbarten
t-RNA-Molekiilen und blockiert zudem auch den Ausgangstunnel fiir die wachsende
Peptidkette aus dem Ribosom.

Zusatzinformation Die Sedimentationsgeschwindigkeit von Ribosomen und ihren Untereinheiten wird mit der
Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation ermittelt. Dies ist eine gebrauchliche Methode
zur analytischen Auftrennung von biologischen Makromolekiilen. Die untersuchten Partikel
sedimentieren bei einer kiinstlich erzeugten Zentrifugalkraft aufgrund ihrer unterschied-
lichen Masse, Dichte, Grof3e oder Gestalt unterschiedlich schnell. Da die Sedimentations-
geschwindigkeit von biologischen Molekiilen sehr klein ist, hat man die Svedberg-Einheit
eingefiihrt. Die Zeit von 10-3 Sekunden wird als 1 Svedberg (S) bezeichnet. Der schwedische
Chemiker Theodor Svedberg (1884 —1971) konstruierte die ersten Ultrazentrifugen.

Es gilt: Je groBer das Molekiil ist, desto grofer ist die Sedimentationsgeschwindigkeit, also
der S-Wert. Allerdings ist zu beachten, dass bei zunehmender Molekiilmasse die Sedimen-
tationsgeschwindigkeit nicht linear steigt. Daher ist der S-Wert eines kompletten Ribosoms
nicht die Summe der S-Werte seiner Untereinheiten. Die einzelnen S-Werte addieren sich
nicht.
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Das Ribosom als Roboter: die richtige t-RNA am richtigen Platz

Der Ablauf der Translation wurde am Bakterium E. coli modellhaft genau untersucht. Besonders die hohe
Geschwindigkeit von Aminosaureverknuipfungen — ca. 20 Aminosauren in der Sekunde — und die geringe
Fehlerrate — ca. 1 Einbaufehler pro 1000 eingebaute Aminosauren — warfen Fragen auf.

Die t-RNA-Molekiile haben die Aufgabe, in einer Zelle die passenden Aminosauren in der richtigen Reihenfolge
zur m-RNA in den Ribosomen zu transportieren. Dies ist nur durch die Hilfe sogenannter Translationsfaktoren
moglich. Das sind Proteine, die entsprechend ihrer Beteiligung in den drei Schritten der Translation als
Initiationsfaktoren (IF, Initiation = Anfang), als Elongationsfaktoren (EF, Elongation = Verlangerung) oder als
Terminationsfaktoren (RF, Termination = Beendigung) bezeichnet werden. Sie fordern und dirigieren
chemische Reaktionen zwischen allen beteiligten Molekilen im Ribosom.

oy Bindungsstelle fiir GTP D Bindungsstelle fiir
DD Translationsfaktor r@é?ﬁr& Translationsfaktor EF1
" g " P O
%7@ @,Y,Ana | &
. | &
) ~
Peptidkette ce

[oi8
|

2 Translation bei falscher Basenpaarung

Die drei t-RNA-Bindungsstellen im Ribosom

A-Stelle: Aminosaurestelle, Akzeptorstelle, Erkennungsort
P-Stelle: Polypeptidstelle, Bindungsort

E-Stelle: Exitstelle, Ausgangsort

1  Translation bei korrekter Basenpaarung

O 1 Ermitteln Sie mithilfe der Codesonne die méglichen Codons fiir die Aminosauren der fertiggestelliten
Peptidkette (Abb. 1). Geben Sie auch die restlichen Aminosauren gemafR der m-RNA an (Abb. 1 und 2).

@ 2 Erlautern Sie den Ablauf der Translation bei korrekter Basenpaarung anhand der Darstellung (Abb. 1).

@ 3 Beschreiben und erklaren Sie den Ablauf der Translation bei falscher Basenpaarung (Abb. 2).

behalten. Von dieser Druckvorlage ist die Vervielfaltigung fiir den eigenen
Unterrichtsgebrauch gestattet. Die Kopiergebiihren sind abgegolten.
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT

Losungen

Zusatzinformation

Das Ribosom als Roboter:
die richtige t-RNA am richtigen Platz

1 Codons: Met (AUG), Glu (GAA/G), Gln (CAA/G), Arg (CGA/G/C/U, AGG/A), Trp (UGG),
Ser (UCA/G/C/U, AGC/U), Asn (AAC/U), Lys (AAA/G), Ala (GCA/G/C/U), Pro (CCA/G/C/U)
Aminosauren fiir: ACU (Thr), UGC (Cys), CAC (His), UUU (Phe)

2 a)
b)

(9)

d)

3 a)
b)

o)

Die passende, beladene t-RNA gelangt an die A-Stelle des Ribosoms.

Die t-RNA bindet komplementar mit ihrem Anticodon an das Codon der m-RNA. Der
an der t-RNA zusatzlich befindliche Translationsfaktor EF 1 kann in der zugehorigen
Bindungsstelle binden. Hier wird das am EF 1 gebundene GTP unter Freisetzung eines
Phosphat-lons gespalten und der Komplex aus EF 1 und GDP wird abgegeben.

Die t-RNA kann nun in Richtung der P-Stelle rotieren, wo die Peptidbindung zwischen
den benachbarten Aminosauren hergestellt wird.

Ein anderer Translationsfaktor EF 2 bindet kurzzeitig im Ribosom, auch dieses GTP
wird unter Freisetzung eines Phosphat-lons gespalten und der Komplex aus EF 2

und GDP wird abgegeben. Dadurch wird ermdglicht, dass das Ribosom um ein Basen-
triplett weiter in Richtung 3"-Ende der m-RNA wandert. Die mit der Peptidkette bela-
dene t-RNA wechselt dabei aus der A-Stelle in die P-Stelle des Ribosoms. Die ehemals
in der P-Stelle befindliche t-RNA ist nicht mehr beladen und befindet sich nun in der
E-Stelle, von der aus sie das Ribosom verlasst. Eine neue passende, beladene t-RNA
gelangt an die A-Stelle des Ribosoms.

Eine nicht passende, beladene t-RNA gelangt an die A-Stelle des Ribosoms.

Die t-RNA bindet mit ihrem Anticodon nur teilweise an das Codon der m-RNA. Da die
1. Base im Codon nicht komplementar zum Anticodon ist, gelangt die t-RNA raumlich
nicht vollsténdig in die A-Stelle des Ribosoms. Der Translationsfaktor EF 1 kann nicht
in seiner Bindungsstelle binden, sodass auch GTP nicht gespalten wird.

Folglich wird die komplette unpassende t-RNA samt EF 1 und gebundenem GTP wie-
der entfernt.

Die Translationsfaktoren sind GTP-bindende Proteine, die durch Spaltung des GTP und
Entfernen des Komplexes aus Translationsfaktor und GDP eine Konformationsanderung
im Ribosom hervorrufen. Diese Veranderung bewirkt dann eine sogenannte Rotation, eine
Verschiebung oder Wanderung des Ribosoms.

Translationsgeschwindigkeit bei Prokaryoten: 10 —20 Aminosauren/Sekunde
Translationsgeschwindigkeit bei Eukaryoten: 2 Aminosduren/Sekunde
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Das Insulin-Gen

Das Insulin-Gen codiert fur das Peptidhormon Insulin, das in den Zellen der Bauchspeicheldrise gebildet wird.
Das Gen befindet sich auf Chromosom 11. Abb. 1 zeigt einen Ausschnitt des nicht-codogenen Strangs des
4992 Basenpaare (bp) langen Gens, der die wichtigen Bereiche (Abb. 2) fir die Insulinsynthese enthalt. Als
primares Produkt entsteht das Praproinsulin (Abb. 3), das posttranslational zum aktiven Insulin, das nur aus der
A- und der B-Kette besteht, umgebildet wird.

[1-1360]
1361 5'
1441
1521
1601
1681
1761
1841
1921
2001
2081
2161
2241
2321
2401
2481
2561
2641
2721
2801
2881
2961
3041
3121
3201
3281
3361
3441
3521
3601
3681

gtccggggac
aggggtctgg
ggacaggggt
tgtggggaca
aggggtcccg
gggcacaggg
ccecgecctge
cccccagcetg
gtgctgacga
tctgeccgacc
agccageggsg
gcctttgegt
gctcgtgaag
tcccagatca
gacccagccg
aggcttcttce
cgccecccage
tcaggtgcac
agcctgagga
acaaatgccc
acctggggtc
cctgagtggg
tggggagaag
ggegttgggg
gagtgcgacc
gttccggaac
cagcccttgg
gctggagaac
agcccttgaa
gccccteccca

agggtcctgg
ggacagggsgt
gtggggacag
ggggtgtggg
gggacagggsg
gtcctgggea
agcctccagc
tgagcaggga
ccaaggagat
ccececacccc
ggcccageag
caggtggsct

catgtggggg
ctgtccttct

cagcctttgt
tacacaccca
caccccctge
ttttttaaaa
cggtgttgge
cgcagcccat
acagggtgcc
ccagacccct
tactgggatc
cctgtaggtc
tagggcetggc
ctgctctgeg
ccctggaggg
tactgcaact
ccagccctgce
gctctcteca

ggacaggggt
gtggggacag
gggtctgggg
gacaggggtg
tgtggggaca
caggggtcect
tctcctggtce
caggtctggc
cttcccacag
gccctaatgg
ccctcagcecc
cagggttcca
tgagcccagg
gccatggcecc
gaaccaacac
agacccgcecg
tcctggcegcet
agaagttctc
ttcggcagcec
ttctccaccc
ccacgctgcec
gtcgccagcece
acctgttcag
cacacccagt
gggcaggeesg
cggcacgtcc
gtccctgeag
agacgcagcc
tgtgccgtct
cgctctetgg

gtggggacag gggtctgggs
gggtccgggg acagggsgtgt
acaggggtgt ggggacaggsg
tggggacagg ggtcctgggg
ggggtgtggg gacaggggtc
ggggacaggg gtcctgggga
taatgtggaa agtggcccag
caccgggccc ctggttaaga
acccagcacc agggaaatgg

gccaggegge aggggttgac

tccaggacag
gggtggctgg
ggccccaagg
tgtggatgeg

gctgcatcag
accccaggec
cagggcacct
cctectgecc

ctgtgcgget cacacctggt
ggaggcagag gacctgcagg
cccacccagc atgggcagaa
ttggtcacgt cctaaaagtg

ccgagataca
tcatttgatg
tgcctctggg
tcacggcagc
gctcccactg
gtgggtgacc
gcactgtgtc
tggcagtgeg
aagcgtggca
tgcaggcage

tcagagggtg
accgcagatt
cgaacacccc
tccatagtca
tgacgctgcc
ctccctctaa
tccctgactg
gcaggtggag
ttgtggaaca
cccacacccg

gtgtgtcttg ggggcectgg
gtgcccacag gtgccaacgc

acaggggtgt
ggggacagegg
gtcctgggga
ataggggtgt
ctggggacag
caggggtctg
gtgagggctt
ctctaatgac
tccggaaatt
aggtagggga
aagaggccat
ccagctctgc
ggccttcage
ctgctggege
ggaagctctc
gtgagccaac
ggggecagsga
accagctccc
ggcacgctcc
caagtgtttt
atcacgcccg
ggagatgggg
ccggeecees
cctgggtceca
tgtcctcctg
ctgggegges
atgctgtacc
ccgectectg
gccaagcccc

caggcaggcc

ggegacaggs
gtctggggac
cagggsgtgtg
ggggacagegsg
gggtctgagg
gggacagcag
tgctctectg
ccgetggtec
gcagcctcag
gatgggctct
caagcaggtc
agcagggagsg
ctgectcage
tgctggecect
tacctagtgt
cgcccattgce
ggctgccacc
tgtggcccag
tccctecact
gttaagtaaa
gaggaggsgcg
aagatgctgg
ggaaggaggt
gceeggetgg
tgtccctectg
gccctggtgce
agcatctgct
caccgagaga
acttcccggce
cagcatgcag

gtgtggggac
agggstgtgg
gggacagggsg
gtgtggggac
acaggggtgt
cgcaaagagc
gagacatttg
tgaggaagag
cccccageca
gagactataa
tgttccaagg
acgtggctgg
cctgectgtce
ctggggacct
gcggggaacg
tgccecctggce
Cagcaggees
tcagaatctc
cgcccctcaa
gtcctgggtg
tggctgcectg
ggacaggccc
gggacatgtg
agatgggtgg
cctcgeegcet
aggcagcctg
ccctctacca
gatggaataa
actgttgtga
tggctctcece 3

[3761-4992]
1 Insulin-Gen (Ausschnitt)

Nucleotid-Bereich | Funktion Signalpeptid H,N

2186 — 3615 Pré-m-RNA L EEPEEEEEEEGEGG, .

2186 — 2227 Exon 1 _rﬁgyw”’f CKette “%m@m;%r
2407 — 2610 Exon 2 D %
3397 - 3615 Exon 3

2228 — 2406 Intron 1 T Adkette @&Df COOH

2611 — 3396 Intron 2 3’ '
2424 — 2495 Signalsequenz :
3477 — 3539 A-Kette B_E

2496 — 2585 B-Kette 3 Primérstruktur des Praproinsulins

2586 — 2610 C-Kette

3397 — 3476

1800 — 2185 Promotorregion

2156 — 2161 1. Erkennungsstelle (TATA-Box) O 1 Markieren Sie die angegebenen wichtigen

2124 — 2135 2. Erkennungsstelle Bereiche in dem DNA-Ausschnitt des

Insulin-Gens farbig (Abb. 1 und 2).

2 Wichtige DNA-Bereiche im Insulin-Gen

@ 2 Geben Sie an, wie das Insulin-Gen aufgebaut ist, und ermitteln Sie dabei auch in den Bereichen der
gespleillten m-RNA das Start- und das Stopp-Codon.

® 3 Erlautern Sie anhand des Materials die molekulargenetischen Schritte, die zum Praproinsulin fiihren.
@ 4 Vergleichen Sie das Insulingen mit einem prokaryotischen Gen.
© Ernst Klett Verlag GmbH, Stuttgart 2020 | www.klett.de | Alle Rechte vor-

behalten. Von dieser Druckvorlage ist die Vervielfaltigung fiir den eigenen
Unterrichtsgebrauch gestattet. Die Kopiergebiihren sind abgegolten.
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT Das Insulin-Gen
Losungen 1 siehe Tabelle

[1-1360]

1361 5'gtccggggac agggtectgg ggacaggggt gtggggacag gggtetgggg acaggggtgt geggacaggg gtgtgggeac Nucleotid- Funktion
141 aggeggtctgg ggacaggegt gtggegacag gegtccgggg acagggetgt ggggacaggg gtctggggac aggesteteg ©

1521  ggacaggggt gtggggacag gggtctgggg acaggegtgt ggggacaggg gtcctgggga caggegtgty gggacagges Bereich

1761 gggcracaggg gtcctgggga caggggtect ggggacaggg

2186 - 2227 Exon1
2001
221 BCCTItRgCRT CagRiggRCt cagggticca ZREIRECIEE acCCCCAggCC CcCagCctctgc agcagggagy ACRLgRCctey

1601 tgtggggaca ggsgtstggg gacagggsty tggggacagg ggtectggeg ataggggtgt ggggacaggg gtgtggggac

1841

200 2407-2610 | Exon 2

2321 igctcgtgaag cotgtgmees tgagccca) ccccaagy cagggcace ccttcage ctgcctcage cotgectgte _

O e P — L
s it

1681 aggggtcceg gggacagggg tgtggggaca ggggtgtggg gacagggste ctggggacag gggictgagg acaggggtgt i 2186 -3615 i|i m-RNA-Primartranskript :
1921
jegttgac aggta)
2161 A g tccaggarag prtpcatrag sapapgerat caagreagoto igttccasng 3397 - 3615 Exon 3
frok 2611-3396 | Intron 2

2561 Cgcog gHaggragas goccigodgg gtgagccaac cgeccattge tgcccctggc

2641 icgccecccage caccccctge tectggeget cccacccage atgggcagaa gggggeagga ggetgecace cageaggggg 7 7 3

2721 itcaggtgcac ttttttaaaa agaagttctc ttggtcacgt cctaaaagtg accagctcce tgtggeccag tcagaatctc WM WM
2801 }agcctgagga cggtgttgge ttcggcagee ccgagataca tcagagggtg ggcacgetce tcectccact cgeccctcaa

2881 }acaaatgccc cgcagcccat ttctccacce tcatttgatg accgcagatt caagtgtttt gttaagtaaa gtcctgggtg ”lml’mﬂﬁﬁ” HMiKﬂmﬂ”

2961 lacctggggtc acagggtgec ccacgetgec tgectctggg cgaacaccee atcacgeccg gaggagggeg tggctgectg

3041 |cctgagtggg ccagacccct gtcgccagee tcacggeage tccatagtca ggagatgggg aagatgcetgg ggacaggecece 2496-2585" | —B-Kette ~

3121 |tggggagaag tactgggatc acctgttcag gctcccactg tgacgctgec ccggggeggg ggaaggaggt gggacatgtg

3201 ;ggcgttgggg cctgtaggtc cacacccagt gtgggtgacc ctccctctaa cctgggtcca geccggetgg agatgggtgg 2586 <2610

3281 |}gagtgcgacc tagggcetgge gggeaggegg geactgtgte tccctgactg tgtcctcctg tgtccctctg cctegeeget C-Kette

3361 gnccggaac ctgctctgcg cggcacgtee tggeagtage grapat: ciggtgc aggcagectyg 3397 - 3476

2 | ¢ sicceticns aascstmmmwmuhhm||«¢muwmmmmununu||uunnmmm1ﬁ ——

3521 ag'acgca_gcc lgeagecagt ccracacceg cegecleelp caccgaeasa ga g%aa ad _ _
3601 ccett fErgceaict gtgtgt'c'hg"Eé’g’é’(’c’iEgg"g'ccé'a'g'c'féc"é'c'ﬁ(c'cjg'g'c"acig Tofga

3681 c"c't'cri"a'"g"c'fci'ctrra cpctctctgg gtgocracag gigocaacge caggeaggee capgeatgoag tggcetetece 31 | 2156 - 2161 | | 1. Erkennun_gsstelle (TATA'BOX)'
[3761—4932]

[[2124 - 2135 ] |[_2. Erkennungsstelle]

1 Abbildung der markierten Bereiche im Insulin-Gen

2 Aufbau des Insulin-Gens:
Promotor mit zwei Erkennungssequenzen fiir die m-RNA-Polymerase liegt vor dem spa-
teren Primartranskript. Diese Pra-m-RNA enthalt die Bereiche Exon 1 — Intron 1 — Exon 2
— Intron 2 — Exon 3. Im Exon 2 befinden sich die Codierungen fiir das spatere Signalpep-
tid, die B-Kette und den ersten Teil der C-Kette. Im Exon 3 befinden sich die Codierungen
fiir den 2.Teil der C-Kette und die A-Kette. Der Translationsstart liegt in Exon 2 an Position
2424 (aug). Der Translationsstopp liegt in Exon 3 an Position 3540 (uag).

3 Erlduterung der molekularbiologischen Schritte:

« Binden der m-RNA-Polymerase an die Erkennungsstellen im Promotor

= Transkription (Nr. 2186 —3615) und Synthese der Pra-m-RNA

= Anhangen einer Kappen-Sequenz an das 5-Ende der Pra-m-RNA zur erleichterten Bin-
dung an das Ribosom und zum Verlangsamen des enzymatischen RNA-Abbaus

« Anhédngen eines Poly-A-Schwanzes an das 3"-Ende der Pra-m-RNA, ebenfalls zum Ver-
langsamen des enzymatischen RNA-Abbaus

= Spleiflen der Pra-m-RNA, sodass die zwei Introns entfernt und die drei Exons miteinan-
der verbunden werden

« Translation der reifen m-RNA vom Start-Codon Nr. 2424 bis zum Stopp-Codon Nr. 3540,
sodass das komplette Praproinsulin vorliegt. Dabei wird deutlich, dass die reife m-RNA
langer ist als der tatsachlich translatierte m-RNA-Bereich.

4 Beim Insulingen handelt es sich um ein eukaryotisches Gen. Prokaryotische Gene liegen
frei im Cytoplasma, wahrend sich eukaryotische Gene im Zellkern befinden. Eukaryoti-
sche Gene enthalten im Gegensatz zu prokaryotischen Genen Bereiche, die nicht trans-
liert werden (Introns). Vor der Translation werden zuerst die Introns aus der Pré-m-RNA
herausgeschnitten (Spleiien). Zusatzlich kdnnen auch Exons (translatierte Bereiche) oder
Teile davon herausgeschnitten werden (alternatives Spleifien). Im Anschluss daran wird
die entstandene mRNA noch prozessiert, indem ein Poly-A-Schwanz an das 3'-Ende sowie
eine Kappe an das 5-Ende angehangt wird.

Zusatzinformation Die Benennung der verschiedenen Ketten im Praproinsulin hat historische Griinde.
Frederick Sanger (1918 —2013) erhielt 1958 den Nobelpreis Chemie fiir die Strukturaufkla-
rung von Insulin und seine Methode der Proteinsequenzierung. Er sequenzierte die beiden
Polypeptidketten des Rinderinsulins, die kiirzere A- und die langere B-Kette. Spater wurde
bei Versuchen zur Synthese von Insulin die C-Kette entdeckt. lhre Bedeutung liegt darin, dass
sie im Proinsulin fiir die richtige raumliche Anordnung und damit fiir die Herstellung der
korrekten Disulfidbriicken sorgt. Das abschliefend identifizierte Signalpeptid dient nurim
Biosyntheseweg zum Eintritt des Praproinsulins ins Endoplasmatische Reticulum.
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Das Antibiotikum Ciprofloxacin

Antibiotika greifen in verschiedene Stoffwechselwege von Bakterien ein und hemmen dabei unter anderem
bestimmte bakterielle Enzyme. Ein solches bakterielles Enzym ist die Gyrase, die eine wichtige Rolle bei der
DNA-Replikation spielt und daher fiir die Vermehrung von Bakterien lebensnotwendig ist.

Wenn im Zuge der DNA-Replikation die Helicase die DNA zu einer Replikationsgabel gedffnet hat, verhindern
im Normalfall einzelstrangbindende Proteine das erneute Zusammenlagern der beiden Einzelstrange. Wahrend
die Helicase die DNA 6ffnet, kommt es auRerdem zum Uberdrehen des DNA-Doppelstrangs in den nachfol-
genden DNA-Abschnitten. Um dieses Uberdrehen aufzuheben, greift das Enzym Gyrase ein, indem es unter
ATP-Verbrauch einen Doppelstrangbruch katalysiert. Der entstandene Doppelstrangbruch wird im Anschluss
durch eine DNA-Ligase repariert.

Ciprofloxacin ist ein Antibiotikum, das zur Behandlung verschiedener bakterieller Erkrankungen eingesetzt
wird. Als sogenannter Gyrasehemmer heftet es sich genau dann an die Gyrase, wenn der DNA-Doppelstrang
aufgebrochen wurde. Die Gyrase wird dadurch blockiert und kann nicht weiter den DNA-Strang entlangwan-
dern.

Gyrasehemmer kdénnen im Dinndarm unter anderem an Magnesium- und Calcium-lonen binden und einen
sogenannten Chelatkomplex bilden, der wegen seiner Moleklgrofie in nur sehr geringem Mafe von den
Dinndarmepithelzellen aufgenommen werden kann.

DNA-Polymerase

AY

3
Folgestrang
5

DNA-Liga:

Leitstrang

DNA-Polymerase einzelstrangbindendes Protein

1  Aktive Enzyme bei der bakteriellen DNA-Replikation

O 1 Erlautern Sie mithilfe von Abb. 1 den Ablauf der bakteriellen DNA-Replikation.

@ 2 Erlautern Sie die Wirkung von Ciprofloxacin auf die bakterielle DNA-Replikation und dessen Einsatz als
Antibiotikum.

@ 3 Begriinden Sie, warum auf der Packungsbeilage von Ciprofloxacin der Hinweis steht, dass Ciprofloxacin
nicht zusammen mit Milch, Milchprodukten und Fruchtsaften eingenommen werden sollte.

® 4 Das Antibiotikum Novobiocin hemmt die ATPase-Reaktion, die durch die Gyrase katalysiert wird. Erlautern
Sie die antibiotische Wirkung von Novobiocin.
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT Das Antibiotikum Ciprofloxacin

Losungen 1 Das Enzym Helicase bindet an einen DNA-Doppelstrang und 6ffnet diesen durch Spalten
der Wasserstoffbriicken zwischen den beiden Einzelstrangen. Es entsteht eine Repli-
kationsgabel, an die sich die einzelstrangbindenden Proteine heften, um ein erneutes
Zusammenlagern der beiden Einzelstrédnge zu verhindern. Die durch die Offnung des
DNA-Doppelstrangs entstandene Uberdrehung wird durch das Enzym Gyrase reduziert.
Die DNA-Polymerase wandert nun den Leitstrang kontinuierlich ab und verkniipft freie
komplementédre Nucleotide, wodurch ein neuer DNA-Doppelstrang entsteht. Auf dem
Folgestrang kann die Synthese nur diskontinuierlich ablaufen. Hier heften sich mehrere
Primer an und die Abschnitte zwischen den Primern werden von der DNA-Polymerase
neu synthetisiert (Okazaki-Fragmente).

2 Das Enzym Gyrase verhindert unter ATP-Verbrauch ein Uberdrehen der DNA-Abschnitte,
indem es einen Doppelstrangbruch herbeifiihrt. Der DNA-Strang wird dadurch ent-
wunden. Das Antibiotikum Ciprofloxacin heftet sich an die Gyrase, nachdem diese den
Doppelstrangbruch herbeigefiihrt hat. Die Gyrase kann jetzt nicht mehr den DNA-Strang
entlangwandern, sodass auch alle nachfolgenden Schritte der DNA-Replikation blockiert
sind. Ist die DNA-Replikation des Bakteriums unterdriickt, kann dieses sich nicht mehr
vermehren.

3 In Milchprodukten und Fruchtsaften sind Magnesium und Calcium enthalten. Ciprofloxa-
cin geht im Diinndarm eine Bindung mit diesen Stoffen ein. Dabei entsteht ein Chelat-
komplex, der zu groB ist, um die Diinndarmepithelzellen zu passieren. Somit kann nicht
mehr geniigend Antibiotikum ins Blut gelangen. Folglich ist die Antibiotikakonzentration
im Blut zu gering und die Bakterien kdnnen sich weiter vermehren. Das Medikament ist
somit nicht wirksam.

4 Das Antibiotikum Novobiocin hemmt die Gyrase direkt, indem es verhindert, dass ATP
gespalten werden kann. Dadurch fehlt der Gyrase die benétigte Energie, um einen Dop-
pelstrangbruch durchzufiihren, der wiederum fiir die DNA-Replikation notwendig ist.

Praktische Tipps Das Uberdrehen der DNA wéhrend der Replikation kann den Schiilerinnen und Schiilern mit-
hilfe eines einfachen Modells veranschaulicht werden. Dazu werden zwei Wascheleinen oder
Gummischniire an einem Ende zusammengehalten und vom anderen Ende her miteinander
verdrillt. Zieht man die beiden Leinen oder Schniire nun an einer beliebigen Stelle auseinan-
der, sieht man, dass es in den nicht gedffneten Bereichen zu einer Uberdrehung kommt.

Zusatzinformation Wirkung von Antibiotika
Antibiotika lassen sich grob nach ihrem Wirkmechanismus in zwei Gruppen einteilen:
Die eine hemmt die Zellwand- oder die Proteinbiosynthese am Ribosom, die andere wirkt
auf bakterielle Nucleinsauren bzw. deren Replikation und Transkription. Zu letztgenannter
Gruppe gehoren die sogenannten Gyrasehemmer, die die DNA-Replikation hemmen, sowie
Folsdureantagonisten und Ansamycine, die die bakterielle RNA-Polymerase bei der Transkrip-
tion unterdriicken.

Topoisomerasen

Das Enzym Gyrase gehért zur Gruppe der Topoisimerasen. Diese regulieren die Uberstruk-
turen (z.B. supercoil, nicked circle) der DNA-Doppelhelix und vermeiden somit Torsions-
spannungen, die die DNA-Replikation negativ beeinflussen wiirden. Man kann zwischen
Typ-I-DNA-Topoisomerasen und Typ-lI-DNA-Topoisomerasen unterscheiden. Erstere fiihren
Einzelstrangbriiche durch, wahrend letztere Doppelstrangbriiche auslésen. Zu den Typ-II-
DNA-Topoisomerasen gehort das Enzym Gyrase.
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Regulation der Histidin-Synthese

Die Aminosaure Histidin kann von dem Bakterium Salmonella typhimurium selbst synthetisiert werden.
Werden Zellen von S. typhimurium auf Nahrbdden mit bzw. ohne Histidin kultiviert, sieht man, dass sie auf
beiden Nahrbéden wachsen. Konzentrationsmessungen des Enzyms Histidinol-Phosphatase, eines der an der
Histidinsynthese beteiligten Enzyme, zeigen die folgenden Ergebnisse (Abb. 1).

Der Syntheseweg des Histidins verlauft Gber Wachstum von Konzentration von Histidinol-
insgesamt zehn Reaktionsschritte, die jeweils durch S. typhimurium auf | Phosphatase (relative Werte)
ein spezifisches Enzym katalysiert werden. Die Gene Vollmedium 0.2
fur diese Enzyme liegen benachbart auf der DNA des (mit Histidin) ’
Histidin-Operons (his-Operon). Ein vorgeschaltetes Minimalmedium 10
sogenanntes Leader-Gen stellt hier das bakterielle (ohne Histidin) '
Messgen fiir Histidin dar. 1 Bakterienwachstum und Enzymkonzentrationen
RNA-
Polymerase
Promotor
DNA | Leader-Gen Histidin-Strukturgene

2 Struktur des his-Operons

Die Regulation der Histidinsynthese wurde bei ausreichend Histidin (Abb. 3) und bei Histidinmangel (Abb. 4)
untersucht:

Versuchsauswertung

Wenn sich ausreichend Histidin in der Zelle befindet, dann kann das Ribosom schnell die m-RNA des Leader-
Gens translatieren, Histidin wird in das Peptid eingelagert und die m-RNA bildet eine Terminationsschleife zur
Beendigung der Transkription aus.

RNA-Polymerase

DNA Leader-Gen_|

[a}
>

Ribosom

Histidin

PP0A0NN000RP0T S
] T e
CCORROOOAHCEH

-GAGA UuuuUuy,

m-RNA-
Terminationsschleife

fertiges Leader-Peptid:

fertiges Leader-Peptid Met-Thr-Arg-Val-GIn-Phe-Lys-His-His-His-His-His-His-His-Pro-Asp

3 Funktionsweise des his-Operons bei ausreichend Histidin

Bei Histidinmangel in der Zelle
kann das Ribosom diese
Translation nicht beenden, die
m-RNA kann nicht schnell
genug in das Ribosom geflhrt

DNA

werden. Die m-RNA wird fertiges
gestreckt, es bildet sich keine ‘
. ) . unfertiges
Terminationsschleife. Die Leader-Peptid
Transkription wird fortgesetzt. 4  Funktionsweise des his-Operons bei Histidinmangel

@ 1 Vergleichen Sie die Struktur des his-Operons (Abb. 2) mit einem Ihnen bekannten Operon-Modell.
@ 2 Werten Sie die Befunde aus Abb. 1 aus.
@® 3 Beschreiben und erldutern Sie das Regulationsprinzip beim his-Operon (Abb. 3 und 4).
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT

Losungen

Zusatzinformation

Zusatzaufgaben

Regulation der Histidin-Synthese

1 Individuelle Lésung.
Beispiel: Vergleich mit Lactose-Operon
Gemeinsamkeiten: Die Operons enthalten Strukturgene und einen vorgeschalteten Pro-
motor fiir die RNA-Polymerase.
Unterschiede: Das Histidin-Operon besitzt kein Regulatorgen und folglich kein Repressor-
protein. Es enthalt auch keinen Operator, stattdessen ein Leader-Gen.

2 Bei ausreichend Histidin im Nahrmedium wird kaum Histidinol-Phosphatase im Rahmen
der Histidinsynthese gebildet, folglich wird kaum Histidin synthetisiert. Bei Histidinman-
gel im Nahrmedium wird sehr viel Histidinol-Phosphatase hergestellt. Da die Struktur-
gene fiir die Enzyme in enger Nachbarschaft liegen, ist davon auszugehen, dass die
beobachtete Regulation nicht nur fiir Histidinol-Phosphatase, sondern auch fiir weitere
Enzyme gilt. Die Enzymsynthese wird ablaufen, bis ausreichend Histidin hergestellt wor-
den ist.

3 Unabhangig vom Histidingehalt in der Zelle bindet die RNA-Polymerase am Promotor
und transkribiert die DNA des Leader-Gens. An die entstehende m-RNA lagert sich ein
Ribosom an und die Translation beginnt. Wenn Histidin vorhanden ist, [auft die Peptid-
bildung des Leader-Peptids schnell ab und die gebildete Terminationsschleife bewirkt
das Ablosen der RNA-Polymerase von der DNA, anschliefend werden das Ribosom, die
m-RNA und das Peptid frei. Bei Histidinmangel kann kein Histidin eingebaut werden und
das Ribosom verharrt an seiner Position auf der m-RNA, wodurch diese gestreckt wird. Es
wird keine Terminationsschleife gebildet und die RNA-Polymerase liest die sich anschlie-
Benden Strukturgene ab. Ein weiteres Ribosom lagert sich an die m-RNA und das erste
Enzym fiir die Histidinsynthese wird anschlieend translatiert.

Dieser Mechanismus der Genregulation wird als Attenuatorregulation bezeichnet
(Attenuator: Abschwacher). Das vorgestellte Prinzip der Transkriptionsregulation ist bei
einigen Operons der Aminosaure-Biosynthese gefunden worden: Leucin-, Phenylalanin-,
Threonin-, Isoleucin-, Valin-, Histidin-Operon. Das Attenuator-Gen entspricht dem Leader-Gen.

Das Leader-Gen im his-Operon von Salmonella typhimurium wird als Messgen fiir die Histi-
dinkonzentration innerhalb der Zelle bezeichnet. Der folgende Ausschnitt aus der m-RNA des
Leader-Gens ist bekannt:

5’ ...UUUAUGACACGCGUUCAAUUUAAACACCACCAUCAUCACCAUCAUCCUGACUAGUCU... 3

1 Ubersetzen Sie die vorgegebene Basensequenz der m-RNA in die Aminoséuresequenz.
2 Erklaren Sie, warum das Leader-Gen als Messgen bezeichnet werden kann.

Losungen

1 Met-Thr-Arg-Val-Gln-Phe-Lys-His-His-His-His-His-His-His-Pro-Asp
Die Aminosauresequenz wird nur zwischen Start- und Stopp-Codon hergestellt.

2 Bei der Translation der m-RNA soll ein histidinreiches Peptid gebildet werden. Die in der
Zelle vorhandene Konzentration von Histidin wird dabei indirekt gemessen, da bei His-
tidinmangel kaum mit Histidin beladene t-RNAs vorhanden sind, also das Leader-Peptid
nicht fertiggestellt werden kann. Folglich ist die Codierung von vielen Histidin-Aminosau-
ren im Leader-Gen eine Form der Messung des Histidingehalts in der Zelle. Bei Bedarf
wird durch die entstehende Terminationsschleife bei ausreichend Histidin in der Zelle die
Transkription automatisch beendet.
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Genregulation beim Menschen — Enzyminduktion

Der tagliche Glucosebedarf liegt bei einem erwachsenen Menschen im Ruhezustand bei ungefahr 200 g. Wird
dieser Wert unterschritten, so findet in den Leberzellen die Neusynthese von Glucose, die Gluconeogenese,
statt. Sie wird durch das Peptidhormon Glucagon initiiert. Das Hormon aktiviert Prozesse, die die Transkription
von bestimmten Zielgenen ermdglichen, sodass Enzyme fiir den Glucoseaufbau aus Pyruvat gebildet werden.
Dieser Signaltransduktionsweg bendétigt als signalisierendes Molekil das cyclische Adenosinmonophosphat
(c-AMP) sowie einen Transkriptionsfaktor. Dabei wird eine Signalverstarkung beobachtet. Insgesamt spricht

man in diesem Zusammenhang auch von einer Enzyminduktion.

(O Glucagon
O
a) Q‘ /’Q
A
Zellmembran a b)
9 GDP
Cytoplasma
o
O o s
o A D
k UE rUE} .
PKA{ kUE | rue d v -m/-m *
g
Zellkern - i

i)

Promotor

DNA ]

Initiations- )
komplex

—» ,c-AMP induzierbare Gene”
(z.B. Pyruvat-Carboxylase-Gen)

m-RNA

% Pyruvat-Carboxylase

1  Vereinfachtes Modell der Genregulation (Enzyminduktion) durch c-AMP in der Leberzelle

O 1 Beschreiben Sie das Schema zur Genregulation der Enzymsynthese (Abb. 1).

Glucagon-Rezeptor

inaktives G-Protein

a aktiviertes G-Protein

E Adenylat-Cyclase

ATP
c-AMP

> O

PP Pyrophosphat

Protein-Kinase A mit:

oen| (oL
(e e

regulatorische
"*%3 Untereinheit

O katalytische
(e ) Untereinheit

inaktives
c-AMP-responsives
Element-bindendes
Protein

aktives
® c-AMP-responsives
Element-bindendes
Protein

c-AMP-responsives
Element

CRE

@ 2 Erklaren Sie, welcher der in Abb. 1 dargestellten Bestandteile der Genregulation ein Transkriptionsfaktor

ist.

@ 3 Erklaren Sie, ob in diesem Beispiel (Abb. 1) ein Enhancer (verstirkender Transkriptionsfaktor) vorkommt.
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT Genregulation beim Menschen — Enzyminduktion

Losungen 1 a) Glucagon bindet an den Glucagon-Rezeptor in der Membran der Leberzelle.

b) Der Rezeptor ist urspriinglich an der Membraninnenseite mit einem G-Protein gekop-
pelt, das GDP gebunden hat und damit inaktiv ist.

c) Durch die Bindung von Glucagon wird der Rezeptor aktiviert. Dadurch wird im
G-Protein das GDP durch GTP ausgetauscht. Das G-Protein ist aktiviert.

d) Das GTP lost sich vom aktivierten G-Protein und bindet an die ebenfalls membran-
standige Adenylat-Cyclase.

e) Die Adenylat-Cyclase katalysiert die Umwandlung von ATP in c:AMP und Pyrophos-
phat.

f) Das gebildete c-AMP bindet dann an die Protein-Kinase A, die aus 4 Untereinheiten
besteht, an die regulatorischen Einheiten. Dadurch zerfallt die Protein-Kinase A, die
beiden regulatorischen Untereinheiten werden entfernt und die beiden katalytischen
Untereinheiten werden freigesetzt.

g) Die katalytischen Kinase-Einheiten diffundieren durch die Kernporen in den Zellkern.

h) Dort katalysieren die Kinase-Molekiile die Phosphorylierung des ebenfalls im Zellkern
befindlichen Proteins CREB mit ATP. Dadurch wird CREB aktiviert.

i) Zwei aktivierte CREB-Proteine binden an die DNA-Basensequenz CRE am Promotor
der Zielgene und der Initiationskomplex fiir die Transkription kann gebildet werden.

j) Die Transkription und anschlieffend die Translation der fiir die Gluconeogenese bend-
tigten Enzyme, z.B. Pyruvat-Carboxylase, kénnen gestartet werden.

Zusatzinformation: Das Pyruvat-Carboxylase-Gen ist durch c-AMP induzierbar, weil nur die
Bildung des second messengers c-AMP die Weiterleitung des urspriinglichen Signals, néam-
lich der extrazelluldren Bindung von Glucagon an den passenden Rezeptor, ermoglicht.

2 CREB ist der Transkriptionsfaktor, der an bestimmten DNA-Sequenzen binden und so die
Transkription regulieren kann. In diesem Fall binden 2 aktivierte CREB-Molekiile an die
DNA-Sequenz CRE.

3 CRE ist die typische Basenabfolge auf der DNA, an der der Enhancer CREB binden kann,
wodurch die Transkription verstarkt wird.

Zusatzinformation Eric Richard Kandel (*1929), Arvid Carlsson (1923 —2013) und Paul Greengard (1925—2019)
erhielten im Jahr 2000 den Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin fiir ihre Entdeckungen
betreffs der Signaliibertragung im Nervensystem. Kandels Arbeit umfasste auch Erkennt-
nisse (iber die Rolle von c-AMP und CREB (c-AMP response element binding protein) bei der
Funktion des Langzeitgedachtnisses (s. Literatur- und Medienhinweise, Lehrerband S. 218).

Mittlerweile ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor CREB an bis zu 5000 menschliche Pro-
motorsequenzen binden kann. Er wird dabei unterschiedlich aktiviert, nicht nur durch c-AMP,
sondern auch durch Calcium-lonen oder andere Faktoren.

Praktische Tipps Als weitere Sicherung des Modells einer eukaryotischen Genregulation kénnen die Sitze

aus der Losung oben ohne Reihenfolge vorgegeben werden, mit der Aufgabe, diese in der
richtigen Reihenfolge in die Schiilerunterlagen einzukleben.
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Schwere Nebenwirkung einer Chemotherapie

Die Entstehung von Krebs beruht auf vielen unkontrollierten Zellteilungen. Die Chemotherapie verschiedener
Krebserkrankungen mit dem Chemotherapeutikum 5-Fluorouracil (5-FU) ist heute eine der Standardtherapien.
Das Medikament hat die Eigenschaft, die Zellteilung und die Proteinbiosynthese in Zellen zu hemmen.
Dadurch wird das Wachstum von Zellen verlangsamt oder diese werden sogar abgetotet.

0 0 0
F H.C
H H H
H ° H © H 0
5-Fluorouracil (5-FU) Uracil (U) Thymin (T)

1 Chemische Strukturen von 5-Fluorouracil, Uracil, Thymin

Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD) ist das Schllisselenzym beim Abbau von Pyrimidin-Basen, so auch
von dem Chemotherapeutikum 5-FU.

Bei ca. 3—5% der mit 5-FU behandelten Patienten treten schwerwiegende Nebenwirkungen auf, bis hin zu

vereinzelten Todesfallen aufgrund von 5-FU-Unvertraglichkeit. Die lebensbedrohlichen Nebenwirkungen einer
5-FU-Chemotherapie basieren auf dem funktionsuntiichtigen Enzym DPD.

ow s HH—HH—+—H4+H—HH—11H:
ExonNr123 4 5678 9 10 1 12 131 1516 17 18 1920 21 223

nicht-codogene Intron 13 Intron 14
DNA 5 Exon 13 Exon 14 Exon 15 3

AG GT AG 6T AG T
DNA-Abschnitte ‘
B bei funktionsfahiger DPD: ... GACAAC!GTAAGTGT
> bei nicht funktionsfahiger DPD: ... GACAAC ATAAGTGT

2 Genstruktur des funktionstlichtigen und des funktionsuntiichtigen Enzyms DPD

Intron 14

5 Ende 3 Ende Untersuchungen zum Spleil3en haben ergeben, dass
Pra-m-RNA — =TI GU A— A IETRE— die Introns der Pra-m-RNA meist am 5'-Ende mit GU
‘ beginnen und meist am 3'-Ende mit AG enden.

Dadurch werden chemische Reaktionen ausgeldst,
die zur Bildung einer lassoahnlichen Struktur fihren

—EETT e Q‘Aﬁm und somit das SpleiRen erméglichen.
\‘1—_) Ergebnisse des Spleiens von DPD-m-RNA:
gesmeiﬁte_-m-m_ + UG—-A m-RNA normal mutiert
m-RNA -AG 5. - .3
3 gofgéngz ,é\)eim Spleien der unverénderten 4  SpleiBergebnisse fiir die m-RNA des Enzyms DPD
ré-m-

@ 1 Nennen und erlautern Sie mégliche Ursachen, warum 5-FU (Abb. 1) die Zellteilung und die
Proteinbiosynthese in Zellen hemmt.

O 2 Beschreiben Sie die hier gezeigte molekularbiologische Ursache, die zur Bildung des funktionsuntiichtigen
DPD-Enzyms (Abb. 2) fiihrt.

@ 3 Erklaren Sie, warum das mutierte DPD-Enzym funktionsuntiichtig ist (Abb. 3 und 4).
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT Schwere Nebenwirkung einer Chemotherapie

Losungen 1 5-FU shnelt in seiner chemischen Struktur den natiirlichen Pyrimidinbasen Thymin und
Uracil. Deshalb kann es anstelle dieser Basen in die DNA und die RNA eingebaut werden.
So entsteht eine fehlerhafte m-RNA, die die Proteinbiosynthese hemmt. Die DNA-Syn-
these kann ebenfalls durch den Einbau von 5-FU gehemmt werden.

2 Die DNA des Enzyms DPD besteht aus 23 Exons und 22 Introns. Im Fall des funktions-
untiichtigen DPD-Enzyms zeigt das 14. Intron am Beginn eine Genmutation, den Basen-
austausch G — A.

3 Dadie Introns der Pra-m-RNA an der 5'-Stelle mit GU beginnen und an der 3'-Stelle mit
AG enden, fehlt durch den Basenaustausch die Basenkombination, die beim Splei3vor-
gang in der Pra-m-RNA fiir die Bildung der lassodhnlichen Struktur sorgt. Dadurch fehlt
die Voraussetzung zum Verkniipfen der benachbarten Exons 14 und 15. Folglich kann das
Intron 14 nicht herausgeschnitten werden. Die Spleif3ergebnisse zeigen, dass das Intron
14 allerdings nicht in der reifen m-RNA verbleibt, sondern dass es gemeinsam mit Intron
13 und Exon 14 herausgeschnitten wurde. Die Exons 13 und 15 wurden direkt verkniipft.
Demnach muss der Spleiflvorgang mit einer grofieren Lassostruktur, zwischen dem GU-
Ende von Exon 13 und dem AG-Ende von Exon 15, abgelaufen sein.

Im mutierten Enzym ist ein Teil der Aminosauresequenz nicht vorhanden, da in der reifen
m-RNA das komplette Exon 14 fehlt und so nicht translatiert werden kann. Dies hat
Auswirkungen auf die Tertiarstruktur des Enzyms DPD. Die Raumstruktur des aktiven Zen-
trums wird dadurch so verandert, dass das Substrat 5-FU nicht abgebaut werden kann.

Zusatzinformation Die beschriebene Mutation wird als Exon-14-Skipping-Mutation bezeichnet (engl. skipping =
Uberspringen). Dabei wird das Exon 14 bei der Bildung der reifen m-RNA ibersprungen.
In Nordeuropa sind 3 % der Bevdlkerung Trager einer Mutation im DPD-Enzym. Ein Viertel da-
von ist Trager der Exon-14-Skipping-Mutation. Nach Verabreichung von 5-FU kdnnen bereits
heterozygote Anlagetrager Vergiftungserscheinungen zeigen. Daher ist eine molekulargene-
tische Mutationsanalyse des DPD-Gens vor Beginn der Chemotherapie mit 5-FU empfehlens-
wert. Dafiir wird die m-RNA der Weiflen Blutzellen einer Blutprobe isoliert und einer reversen
Transkription unterzogen. Die gesuchten DNA-Fragmente werden mittels PCR amplifiziert.
AnschlieBend kann die Exon-14-Skipping-Mutation elektrophoretisch ermittelt werden.

Zusatzaufgaben Weitere Mutationen im DPD-Gen
In den Beispielen werden die Nucleotidsequenzen der nicht-codogenen DNA aufgefiihrt.
Fall 1: Mutation im Exon 2
DNA-Nucleotide Aminosduren
Wildtyp1 ... CTGTGTTCC ...
Mutante1 ... CTG CGTTCC ...

Fall 2: Mutation im Exon 14
DNA-Nucleotide Aminosauren
Wildtyp2 ... AGCTCCTTT CTG AAT ...
Mutante2 ... AGTCCTTTCTGAAT ...

1 Ermitteln Sie die Mutationen und leiten Sie mithilfe der Codesonne (s. Schilerbuch
S. 114) die zu erwartenden Aminosauresequenzen ab.

2 Leiten Sie aus Ihren Befunden ab, welche Folgen diese Mutationen fiir die Struktur und
die Funktion des Enzyms haben.

Losungen

1 Mutante 1: im 2. Triplett, 1. Position: Basenaustausch T — C, Missense-Mutation
Wildtyp 1: ... Leu-Cys-Ser ... Mutante 1: ... Leu-Arg-Ser ...
Mutante 2: Im 1. Triplett: Basenverlust an 3. Position (-C), Leserastermutation (Deletion)
Wildtyp 2: ... Ser-Ser-Phe-Leu-Asn ... Mutante 2: ... Ser-Pro-Phe-(Stopp)

2 Fall 1: Die veranderte Raumstruktur (Tertidrstruktur) durch eine andere oder fehlende
Disulfidbriicke fiihrt zu einer herabgesetzten Funktionstiichtigkeit oder Funktions-
losigkeit des Enzyms.

Fall 2: Die verénderte Basenabfolge fiihrt dazu, dass bei der m-RNA ein Stopp-Codon als
drittes Codon hinter dem Mutationsort vorliegt. Folglich bricht die Proteinbiosyn-
these im Exon 14 ab (normalerweise 23 Exons), das Enzym ist unvollstandig, seine
Raumstruktur kann keine Enzymtatigkeit ermoglichen.
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Wenn Favabohnen gefahrlich werden

Ein Mangel an Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PD), einem wichtigen Enzym des Glucosestoff-
wechsels, ist die weltweit haufigste Enzymmangelerkrankung. Besonders haufig von dieser Erkrankung
betroffen sind Bewohner der Mittelmeerlander, Afrikas, Stidasiens und des Nahen Ostens.

Der Mangel des Enzyms G6PD ist angeboren und auf eine Mutation des G6PD-Gens auf dem X-Chromosom
zuriickzufiihren. Die Symptome eines G6PD-Mangels sind hoch variabel: Manche Menschen sind beschwerde-
frei, wahrend bei anderen eine lebensbedrohliche sogenannte hamolytische Krise auftreten kann, bei der in
kurzer Zeit 50 % der Roten Blutzellen zerfallen (Hamolyse). In den meisten Fallen erfolgt eine Hamolyse nur
dann, wenn Nahrungsmittel aufgenommen werden, die in hohem MalRe Wasserstoffperoxid bilden. Dies ist
unter anderem bei nicht ausreichend gekochten Favabohnen der Fall, weshalb die Krankheit auch als
Favismus bezeichnet wird. Favabohnen sind aufgrund ihres hohen Kohlenhydrat- und Proteingehalts ein
wichtiges Nahrungsmittel im afrikanischen Raum und der Mittelmeerregion.

Ist zu wenig G6PD vorhanden, kann im Verlauf des Glucosestoffwechsels das Gluthathion, ein Antioxidans,
nicht ausreichend gebildet werden. Die Roten Blutzellen (Erythrocyten) sind dadurch einer gréReren Zahl von
zellschadigenden, sehr reaktionsfreudigen Sauerstoffverbindungen, wie z. B. Wasserstoffperoxid (H,0,),
ausgesetzt.

Das G6PD-Gen hat eine GrofRe von circa 18 000 Basenpaaren und weist 13 Exons auf. In unten stehender
Tabelle (Abb. 1) sind ein Ausschnitt des Exons 6 des G6PD-Gens bei einer gesunden Person sowie
Mutationsformen bei zwei weiteren Personen dargestellt.

Base Nr. 40 50
nicht mutierte DNA, codogener Strang (Person A) |3' AGA GGC TGG AAC CGC 5
mutierte DNA, codogener Strang (Person B) 3" AGA AGC TGG AAC CGC 5
mutierte DNA, codogener Strang (Person C) 3" AGA GCT GGA ACC GCA 5

1 Ausschnitt des Exons 6 der DNA-Sequenz des G6PD-Gens

Hexokinase

ructose-6-phosphat

91%

Glutathionreduktase

Glucose-6-Phosphat-
dehydrogenase
NADPH Glutathiondisulfid H,0

2 Abbau von Glucose bei einer gesunden Person
O 1 Beschreiben Sie mithilfe von Abb. 2 den Ablauf des Glucoseabbaus bei einem gesunden Menschen.

@ 2 Erstellen Sie mithilfe der Codesonne die Aminosauresequenz des Exons 6 des nicht mutierten Gens fiir
Glucose-6-phosphat.

@ 3 Beschreiben Sie die Veranderung der Basensequenz des Gens fiir Glucose-6-phosphat bei Person A und
B und ermitteln Sie die jeweils daraus resultierende Aminosauresequenz.

@ 4 Erlautern Sie, welche Auswirkungen diese dargestellten Veranderungen auf die Struktur und die Funktion
des gebildeten Proteins Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase haben kdnnten.
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT

Losungen

Zusatzaufgabe

Zusatzinformation

Wenn Favabohnen gefahrlich werden

1 Aus Glucose entsteht unter ATP-Verbrauch mithilfe des Enzyms Hexokinase Glucose-
6-phosphat. Dieses wird zu 91% zu Fructose-6-phosphat umgewandelt, das in mehreren
Schritten zu Pyruvat weiterverarbeitet wird. Die verbleibenden 9% des Glucose-6-phos-
phats werden von der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase unter Anwesenheit von
NADP* zu 6-Phosphogluconat umgebaut. NADP* wird dazu von der Glutathionreduktase
durch Oxidation von NADPH und gleichzeitiger Reduktion von Glutathiondisulfid zu Gluta-
thion bereitgestellt. Das Glutathion wird im Anschluss durch Wasserstoffperoxid wieder
zu Glutathiondisulfid oxidiert, dabei wird das Wasserstoffperoxid zu Wasser reduziert.
Das 6-Phosphogluconat wird in mehreren Schritten zu Pyruvat weiterverarbeitet.

2 DNA 3’ AGA GGC TGG AAC CGC %
m-RNA 5" UCU CCG ACC UUG GCG 3’
AS Ser Pro Thr Leu Ala

3 DNA 3" AGA AGC TGG AAC CGC 5
m-RNA 5 UCU UCG ACC UUG GCG 3’
AS Ser Ser Thr Leu Ala
Bei Person B gab es eine Punktmutation an der ersten Stelle des zweiten Basentripletts.
Dort wurde die Base Guanin durch Adenin ausgetauscht.

DNA 3" AGA GCT GGA ACC GCA 5
m-RNA 5 UCU CGA CCU UGG CGU 3’
AS Ser Arg Pro Trp Arg
Bei Person C gab es eine Deletion der Base Guanin an der zweiten Stelle des zweiten
Basentripletts. Als Folge hat sich das Leseraster verschoben.

4 Bei Person B fiihrt der Austausch einer Base zum Einbau einer anderen Aminosaure. Dies
kann zu einem anderen Protein, also einer nicht funktionsfahigen Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase fiihren, wenn das aktive Zentrum betroffen ist. Diese Mutation kann aber
auch ohne schwerwiegende Folgen bleiben, ndmlich dann, wenn die neu eingebaute
Aminosaure (hier Serin) nicht das aktive Zentrum betrifft.

Bei Person C fiihrt die Leserastermutation dazu, dass alle nachfolgenden Aminosauren
falsch eingebaut werden. Diese Mutation fiihrt daher zu einem defekten Enzym.

1 Stellen Sie eine begriindete Vermutung an, warum fast ausschlie3lich Jungen und Man-
ner von der Krankheit betroffen sind.

Losung

1 Vermutlich handelt es sich um einen X-chromosomal rezessiven Erbgang. Hierbei sind
Frauen in den meisten Fillen Ubertrégerinnen, weil sie einen Defekt auf einem X-Chro-
mosom durch ihr zweites X-Chromosom ausgleichen kénnen. Manner sind immer dann
von der Krankheit betroffen, wenn sie von ihrer Mutter ein defektes X-Chromosom
vererbt bekommen haben.

Albinismus

Die Ursachen von Albinismus sind duflerst vielfaltig, da diese Erkrankung durch die Mutation
an 50 verschiedenen Genen ausgelost werden kann. Die haufigste Ursache ist eine Punkt-
mutation auf dem kurzen Arm des Chromosoms 11, die zum Verlust des Enzyms Tyrosinase
flihrt. Dieses Enzym wird fiir die Produktion des Farbstoffs Melanin benétigt, der Haut, Haare
und die Iris im Auge farbt. Als Folge dieses Enzymmangels haben Menschen mit Albinismus
weiflblondes Haar, hellblaue bis rétliche Augen und eine hellrosa Haut. Durch die fehlende
Hautpigmentierung besteht fiir Menschen mit Albinismus ein erhhtes Risiko, an Hautkrebs
zu erkranken. In den meisten Fallen leiden sie zudem an einer hohen Lichtempfindlichkeit
der Augen und einer Sehschwache.

Hamophilie A (Bluterkrankheit)

Hamophilie A ist eine Krankheit, die auf die Mutation eines Gens auf dem kurzen Arm des
X-Chromosoms zuriickzufiihren ist und von der vorwiegend Manner betroffen sind. Der Blut-
gerinnungsfaktor VIII, der beim gesunden Menschen fiir eine schnelle Gerinnung des Blutes
notwendig ist, fehlt hier. Schon kleinere Verletzungen kdnnen zu einem hohen Blutverlust
fiihren und somit lebensbedrohlich werden.
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Mondscheinkrankheit — ein Fehler im DNA-Reparatursystem

Mondscheinkinder leiden an der genetisch vererbten Hautkrankheit
Xeroderma pigmentosum (XP). Sie mussen das Sonnenlicht meiden,
da sie im Vergleich zu Gesunden ein bis zu 5000-fach erh6htes Haut-
krebsrisiko haben. In Deutschland liegt die Erkrankungshaufigkeit bei
ca. 1:1000 000. Betroffene missen in abgedunkelten Raumen leben,
deren Fenster mit UV-Schutzfolie beklebt sind. AufRerhalb ihrer Woh-
nung kénnen sie sich nur nachts oder tagstiber mit besonderen Licht-
schutzmalRnahmen aufhalten. Solche MalRnahmen beinhalten z.B. das

1 Kind mit UV-Scutzazug Auftragen von Hautcreme mit dem Lichtschutzfaktor 60 oder das Anzie-
hen eines UV-undurchlassigen Schutzanzuges (Abb. 1). An sonnenex-
1007 ponierten Hautstellen sowie an den Augen entstehen Verbrennungs-

90
80
704

symptome, die sich zu bosartigen Hautkrebsformen entwickeln kdnnen.

Durch UV-Strahlen werden Thymin-Dimere in der DNA der Hautzellen

% 601 gebildet, sodass bei der Replikation die Arbeit der DNA-Polymerase
% 22 normal nicht mehr maéglich ist. Bei gesunden Menschen wird dieser DNA-
g 30 Schaden schnell repariert. Bei XP-Patienten funktioniert der
20 Reparaturmechanismus nicht.
10|
00 % 20 30 40 50 € 70 20 %0 Die DNA-Reparatur verlauft Giber einen Reaktionsweg mit mehreren
Lebensalter (Jahre) Schritten unter Beteiligung von Enzymen oder Transkriptionsfaktoren
2 Hautkrebswahrscheinlichkeit (Abb. 3).
T Da ein langerer Abschnitt von Nucleotiden
‘o 3M2 aus der DNA geschnitten wird, spricht man
/ von Nucleotid-Exzisionsreparatur (lat. excisio =
@ . herausschneiden).
3 5 3 5 8
@ TT Thymin-Dimer
uv UV-Strahlung
i ﬁﬂ'ﬂ—rﬂw@’aﬂ— :j m XPA, XPC Proteine zum Erkennen
x ;:nu X @ des DNA-Schadens
vt “l . TFIIH Transkriptionsfaktor
W S s Y () | XPB, XPD Helicasen zum Entspirali-
@ z] sieren der Doppelhelix
>F§ TEIH >F§ Komplex aus Tran§kr|pt|ons-
D B faktor und den Helicasen
XPG, XPF Endonucleasen zum
Einschneiden des defekten
Bereichs
Pol Polymerase zur Resynthese
Lig Ligase zur Verknupfung
der DNA-Teilstlicke
H | B :. RPA Einzelstrang bindendes
F Replikationsprotein

)
©)

3 Vereinfachtes Schema der Nucleotid-Exzisionsreparatur

O 1 Vergleichen Sie die Hautkrebswahrscheinlichkeit bei XP-Patienten und Gesunden (Abb. 2).

O 2 Beschreiben Sie die Phasen der Exzisionsreparatur (Abb. 3) unter Beriicksichtigung der beteiligten
Proteine.

@ 3 Erlautern Sie, wie es dazu kommen kann, dass bei XP-Patienten der Mechanismus der Nucleotid-
Exzisionsreparatur nicht ablauft.
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT

Losungen

Zusatzaufgaben

Mondscheinkrankheit —
ein Fehler im DNA-Reparatursystem

1

Bei XP-Patienten ist ein Hautkrebsrisiko von Geburt an vorhanden. Dieses steigt spater
steil an, ab dem Alter von 20 Jahren liegt das Risiko bei 95%. Die Lebenserwartung ist
gering. Nur wenige Patienten werden alter als 30 Jahre.

Bei Patienten ohne XP steigt das Hautkrebsrisiko erst ab einem Alter von ca. 40 Jahren
exponentiell an. Bei einem Alter von 80 Jahren liegt das Risiko fiir Hautkrebs bei 95 %.

a) Erkennen der ,Auswolbung” des Thymin-Dimers durch XPC; b) Binden des Transkripti-
onsfaktors TFIIH, der die Helicasen XPB und XPD enthélt; c) Binden des Erkennungspro-
teins XPA und des Einzelstrang stabilisierenden Proteins RPA nach der Entspiralisierung
des DNA-Bereichs durch die Helicasen, Ablosen des Proteins XPC; d) Schneiden des DNA-
Einzelstrangs beiderseits des Thymin-Dimers durch Endonucleasen: XPF am 5-Ende, XPG
am 3"-Ende; e) Entfernen des DNA-Einzelstrangbereichs mit dem fehlerhaften Thymin-
Dimer zusammen mit dem TFHII-Komplex und dem Erkennungsprotein XPA; f) Erganzen
des komplementaren Strangs durch die DNA-Polymerase und Entfernen von RPA; g)
Verbinden der DNA-Stiicke durch die Ligase.

Mutationen an Genen, die fiir die an der DNA-Reparatur beteiligten Proteine (XPA bis
XPG) codieren, kdnnen zu XP fiihren. Fiir den Ablauf des Reparaturmechanismus miissen
alle beteiligten Proteine funktionstiichtig sein.

Die XP-Krankheit kann durch verschiedene Mutationen verursacht werden. So kénnen z.B.
diverse Mutationen im Gen A gleichermafien fiir das Auftreten eines anormalen Proteins
XPA bei Patienten verantwortlich sein, das zur Mondscheinkrankheit fiihrt. Das Protein XPA
hat eine Lange von insgesamt 276 Aminosauren. Das codierende Gen ist normalerweise aus
6 Exons aufgebaut.

Fall 1: gesund: Codon-Nr. 108 UGU, Patient: Codon-Nr. 108 UUU

Fall 2: gesund: Codon-Nr. 116 UAU, Patient: Codon-Nr. 116 UAA

Fall 3: gesund: 3-m-RNA-Ende des 3. Introns mit der Basenfolge AG

Patient: 3'-m-RNA-Ende des 3. Introns mit der Basenfolge AC

Fall 4: Basensequenz von Exon 6 ab Codon-Nr. 261:

gesund: ... ACUUGUACUAUGUGUGGCCAUGAACUGACAUAUGAAAAAAUGUGA ...
Patient: ... AUUCUUUUGUACUAUGUGUGGCCAUGAACUGACAUAUGAAAAAAUGUGA ...

Ermitteln Sie fiir die Falle 1 und 2 die Mutationen und leiten Sie mithilfe der Codesonne

(s. Schiilerbuch S. 114) die zu erwartenden Ergebnisse ab.

Erlautern Sie fiir Fall 3 die mdglichen Folgen der dargestellten Mutation.

Ermitteln Sie die in Fall 4 vorliegende Mutation und erstellen Sie mithilfe der Codesonne
(s. Schiilerbuch S. 114) die zu erwartenden Aminosauresequenzen.

Stellen Sie eine Hypothese auf, warum es sich bei den Fallen 1 bis 3 um schwere Formen
von XP, bei Fall 4 dagegen nur um eine milde Form von XP handelt.

Lésungen

1

Fall 1: Basenaustausch G— U (DNA: C— A) ist eine Missense-Mutation: Cys — Phe
Fall 2: Basenaustausch U— A (DNA: A—T) ist eine Nonsense-Mutation: Tyr — Stopp

2 Fall 3: Wenn durch einen Basenaustausch am 3"-Ende des Introns der Pra-m-RNA die

Base Guanin durch Cytosin (DNA: C— G) ersetzt worden ist, dann kann hier keine
lassoahnliche Struktur gebildet werden. An dieser Stelle findet kein Spleifien statt
(s. Lehrerband S. 222/223). Der Spleifivorgang wird an einer weiter entfernten,
passenden Stelle durchgefiihrt, sodass eine verkiirzte m-RNA und folglich ein
verkiirztes Protein entsteht.

3 Fall 4: Insertionen in Codon-Nr. 261 und 262: +UU (DNA: +AA) sind Leserastermutationen.

gesund: ... Thr-Cys-Thr-Met-Cys-Gly-His-Glu-Leu-Thr-Tyr-Glu-Lys-Met. Stopp
Patient: ... Ile-Leu-Leu-Tyr-Tyr-Val-Trp-Pro. Stopp

4 Da das Protein XPA sowohl an DNA mit Thymin-Dimeren als auch an den Transkriptions-

faktor TFIIH bindet, werden Mutationen (Falle 1 bis 3), die diese Bindungsbereiche veran-
dern (Anderung der Raumstruktur, Verkiirzungen), schwere Auswirkungen haben. Wenn
die Mutationen im 4. Fall nur geringe Auswirkungen haben, liegt das daran, dass die Ver-
anderungen in einer Region liegen, die nicht die Bindungsbereiche betreffen. Insgesamt
ist die Aminosaurekette nur um 6 Aminosdauren verkiirzt und die letzten 8 endstandigen
Aminosauren sind ausgetauscht.
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Zielgerichtete Apoptose als ein Mittel gegen Krebs?

In jeder Sekunde gehen Millionen gealterte oder kranke Zellen unseres Korpers zugrunde, damit andere, ge-
sunde Zellen leben kdnnen. Dieser Vorgang des programmierten Zelltods wird als Apoptose bezeichnet. Eine
beeintrachtigte Apoptose spielt neben der ungezigelten Vermehrung entarteter Zellen eine wichtige Rolle bei
der Entstehung von Krebserkrankungen. Forscher konnten zeigen, dass die Resistenz mancher Tumorzellen
gegenuber der Chemo- oder der Bestrahlungstherapie ebenfalls auf Stdrungen des zelluldren Apoptose-
programms zurickzufuhren ist. Viele Medikamente im Einsatz gegen Tumore entfalten einen Grol¥teil ihrer
Wirkung indirekt Uber den programmierten Zelltod. Gelingt es, eine gestorte Apoptose in entarteten Zellen
wieder in Gang zu bringen, eréffnen sich neue Perspektiven in der Krebstherapie. Ein mdglicher Ansatzpunkt
ist der korpereigene Botenstoff TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Er 16st speziell in Tumorzellen
den programmierten Zelltod aus, hat aber auf gesunde Zellen in der Regel keine Wirkung. Man hat beobachtet,
dass es unter Gabe von TRAIL bei gleichzeitiger Chemotherapie bzw. Bestrahlung zur Apoptose der
betroffenen Zelle und damit zu einem Absterben der Tumorzellen kommt.

Ligand (TRAIL)
' DR5-Rezeptor
Zellmembran einer Tumorzelle

RRRRRRRRRRRRR R R RRRRRRR SRR RRR R
R R A R R RR RPN

Mitochondrium

Procaspase 8

Zytoplasma
) BID l
N @ < tawienmg
@ (@) Q@ @ Caspase 8
® o
(@) -
Cytochrom ¢ @ @ Aktivierung
e e
e ] N Procaspase 3
@
ATP v Cytochrom c l
Apaf-1
Procaspase 9 —_— M} Caspase 3
‘ | | L1

Apoptosom EEpEst
Caspasen =
Proteasen, mit Cysteinrest im aktiven Zentrum
Procaspasen =
Vortsufen von Caspasen
BID =
Protein im Cytoplasma
Cytochrom ¢ = Apoptose
Protein, dient als Elektronencarrier bei der Atmungskette im Mitochondrium
Apoptosom =
Proteinkomplex, der sich wihrend der Einleitung der Apoptose ausbildet
Apaf-1=
Protein, spielt bei der Einleitung der Apoptose eine wichtige Rolle

1 TRAIL-induzierte Apoptose

1 Beschreiben Sie mithilfe von Abb. 1 die Schritte, die zur Apoptose bei Tumorzellen fihren, nachdem der
Ligand TRAIL gebunden hat.

2 Stellen Sie auf Basis von Abb. 1 eine Hypothese auf, warum die Apoptose in manchen entarteten Zellen
nicht mehr funktioniert.

3 Anders als bei Tumorerkrankungen kann auch eine verstarkte Apoptose krankhafte Veranderungen ver-
ursachen, wie z.B. bei Multipler Sklerose, Alzheimer-Demenz oder Parkinson. Bei diesen Erkrankungen
werden gesunde Zellen vorzeitig abgebaut und nicht durch neue Zellen ersetzt. Stellen Sie eine begriin-
dete Hypothese auf, wie die Struktur des DR5-Rezeptors zu einer verstarkten Apoptose fuhren koénnte.
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT Zielgerichtete Apoptose als ein Mittel gegen Krebs?

Losungen 1 Ein Ligand (TRAIL) bindet an der Membranauf3enseite einer Tumorzelle nach dem
Schliissel-Schloss-Prinzip an den DR5-Rezeptor eines Proteins. An dieses Protein ist die
Procaspase 8 gekoppelt, die daraufhin zur Caspase 8 umgebaut wird. Die Caspase 8
wiederum aktiviert die Procaspase 3. Es kommt zu einer Umordnung des Molekiils und
eine funktionsfahige Caspase 3 entsteht. Die Caspase 8 aktiviert zudem das Protein BID.
BID dringt in die Mitochondrien ein, woraufhin diese verstarkt Cytochrom c freisetzen.
Cytochrom c bindet an Apaf-1, ebenso wie ein ATP-Molekiil. Der Komplex bindet nun an
eine Procaspase 9 und bildet in seiner Gesamtheit ein Apoptosom. Als Folge der Bindung
von Apaf-1, Cytochrom c und ATP an die Procaspase 9 wird diese zu Caspase 9 gespalten.
Caspase 9 aktiviert die bereits zuvor gebildete Caspase 3 und es kommt zur Apoptose der
Zelle.

2 Die Signalkette kann an mehreren Stellen behindert und die Apoptose dadurch verhin-
dert werden. Zum Beispiel kann eine Mutation im DR5-Rezeptor diesen verformt haben,
sodass kein TRAIL mehr daran binden kann, um die Signalkette in Gang zu setzen. Eine
weitere Mdglichkeit ware, dass durch Mutation eine der Caspasen, die fiir die Apoptose
notwendig sind, nicht gebildet werden kann.

3 Kommt es zu einer strukturellen Veranderung des DR5-Rezeptors, kdnnte dessen Selek-

tivitat beeintrachtigt sein. Es konnten dann auch andere Liganden daran binden und die
Apoptose falschlicherweise in Gang setzen.
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Aflatoxin B4 — ein hochwirksames krebserregendes Mutagen

Aflatoxin By, ein Produkt des Schimmelpilzes Asperqgillus flavus, ist sehr giftig. Der Schimmelpilz kommt tberall
vor, lebt aber bevorzugt in verrottendem Pflanzenmaterial. Vorteilhaft fir ihn sind besonders tropische
Regionen mit feuchtem und heilRem Klima. Die Lagerungsbedingungen von landwirtschaftlichen Ernten, wie
z.B. Mais, anderen Feldfrichten und Nussen, bieten dem Pilz dort ein Umfeld, in dem er gut wachsen und
besonders hohe Giftkonzentrationen entwickeln kann. Die Ernteerzeugnisse sind dadurch mit dem Gift
kontaminiert. Deutlich wird dies in einer hohen Leberzellkrebsrate in der dortigen Bevolkerung.

Aflatoxin B4 wird in der Leber enzymatisch abgebaut, wodurch der Korper entgiftet wird. Das dabei
entstehende Zwischenprodukt kann allerdings zum Teil in den Zellkern der Leberzelle eindringen und dort
Veranderungen an der DNA hervorrufen. Stoffe, die wie Aflatoxin B, eine Krebserkrankung auslésen oder
wahrscheinlicher machen, werden als Karzinogene bezeichnet. Zur Uberpriifung der Mutagenitét von Aflatoxin
B, wurde der Ames-Test durchgefiihrt.

Bakterienkultur

Salmonella typhimurium

(His™: Histidin-Mangel-Mutante, d. h. Bakterien
haben Fahigkeit zur Histidin-Synthese verloren)

Zugabe: 1
10° Bakterien (His™)

+ Aflatoxin B4
/ / / / + Losungsmittel
+zusatzlich /" + Losungs- + Aflatoxin B4 7 + Leber- /

: B F + Leber-
mittel ¢ +Losungsmittel | , homogenat homogenat
: ¢ (mit Enzymen) : (mit Enzymen)
+ Losungsmittel o

+ Losungsmittel
Nahrboden ohne
Histidin K = ) \ J K / K

ececo

Inkubation
(2 Tage, 37 °C)

‘_

!
woe (N 7 /-
\ x)/ @

1  Ames-Text mit Aflatoxin B

Die Halfte der Patienten mit Leberzellkrebs aus den von einer Aflatoxin-B,-Kontamination betroffenen
Regionen der Erde zeigen in ihrem Tumorsuppressor-Gen (TP53) die gleiche Mutation, die das zugehorige
p53-Protein funktionslos macht.

TP53 normal mutiert

Triplett-Nr. 247 248 249 250 247 248 249 250
Basensequenz |5'... AAC CGG AGG CCC ...3'|5... AAC CGG AGT ccc ..3
3'... TTG GCC TCC GGG ...5'|3... TTG GCC TCA GGG ...5'

2 Bindung zwischen DNA und 3 Mutation im TP53-Gen
enzymatisch synthetisiertem
Aflatoxin-Bs-Produkt

@ 1 Beschreiben und erklaren Sie die Durchfiihrung und Ergebnisse des Ames-Tests mit Aflatoxin B (Abb. 1).

@ 2 Erklaren Sie, welche Mutation durch Aflatoxin B, hervorgerufen wurde (Abb. 3). Beschreiben Sie, welche
Wirkung Aflatoxin B4 auf die Replikation hat (Abb. 2).

® 3 Erlautern Sie, ob Mutagene immer gleichzeitig auch Karzinogene sind.
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2.2 Vom Gen zum Protein

ARBEITSBLATT Aflatoxin B, — ein hochwirksames krebserregendes
Mutagen

Losungen 1 Durchfiihrung: Gleiche Mengen von His-Bakterien werden auf vier Néhrbdden ohne His-
tidin (His-Mangel-Nahrbdden) tibertragen. Auf die Nahrboden werden folgende Proben
gegeben:

Néhrboden 1: Losungsmittel,

Nahrboden 2: Losungsmittel und Aflatoxin B,

Nahrboden 3: Leberhomogenat und Lésungsmittel,

Nahrboden 4: Aflatoxin B, und Losungsmittel sowie Leberhomogenat und Losungsmittel.
Beobachtung: Auf den ersten drei Mangel-Nahrboden wachsen nur je 2 His*-Bakterien-
kolonien, auf dem Nahrboden mit der Wirkstoffkombination wachsen 22 His*-Kolonien.
Erklarung: Normalerweise wachsen His-Mutanten nicht auf den His-Mangel-Nahrbdden,
es sei denn, ihre DNA ist spontan riickmutiert und die Bakterien-Mutanten kénnen sich
vermehren. Die ersten drei Proben sind Kontrollproben: Probe 1, die nur das Losungs-
mittel beinhaltet, ist die Negativkontrolle. Sie soll sicherstellen, dass das Losungsmittel
nicht mutagen ist. Die Proben 2 und 3 belegen, dass Aflatoxin B, allein oder Leberenzyme
allein nicht mutagen sind. Alle diese 3 Proben zeigen die normale Riickmutationsrate. Nur
beim Zusammenwirken von Losungsmittel, Leberhomogenat und Aflatoxin B, entfaltet
das Abbauzwischenprodukt von Aflatoxin B, seine mutagene Wirkung. Das Aflatoxin B,
ist daher nur indirekt mutagen, es bedarf einer enzymatischen Aktivierung. Weil Bak-
terien nicht tiber Leberenzyme verfiigen, miissen diese in der Versuchsreihe zugesetzt
werden.

2 InTP53 fand im Basentriplett Nr. 249 an der dritten Position ein Basenaustausch von G
— T statt. Diese Missense-Mutation fiihrt zu einem Aminosdureaustausch von Arginin —
Serin. Die Ursache fiir diese Mutation ist die Anlagerung eines enzymatisch synthetisier-
ten Aflatoxin-Bs-Produktes, einer grolen polycyclischen Kohlenwasserstoff-Verbindung,
an die DNA-Base Guanin (Abb. 2). So wird die DNA-Replikation gestort und es kommt
gehauft zu einem Einbau einer falschen Base.

3 Ein Mutagen bewirkt eine DNA-Verdnderung in einer Zelle, ein Karzinogen ruft unregel-
mafiges Zellwachstum hervor. Beide Eigenschaften hdngen eng zusammen. Ein Mutagen
kann auch ein Karzinogen sein, das ist aber nicht immer der Fall. Betrifft die Mutation
ein Tumorsuppressorgen, ist die Wahrscheinlichkeit, dass Krebs ausgel6st wird, deutlich
erhoht.

Zusatzinformation Es sind ca. 25 Aflatoxine bekannt, von denen Aflatoxin B, das starkste Gift ist.
letale Dosis von Aflatoxin B; (Mensch): 1—10 mg/kg Korpergewicht
letale Dosis von Aflatoxin Bq (Ratte): 72mg/kg Korpergewicht
karzinogene (krebserregende) Tagesdosis von Aflatoxin B, (Ratte): 10 ug/kg Korpergewicht

Chemische Mutagene sind z.B.:

= Nitrosamine (knnen beim Frittieren, Braten und Grillen entstehen)

< basenanaloge Stoffe

= polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (in Tabakrauch, Rohdl etc. enthalten)
= Schimmelgifte

Physikalische Mutagene sind z.B.:
e Rontgenstrahlung

« jonisierende Strahlung

= UV-Strahlung

Der Ames-Test wird seit den 1970er-Jahren zum Nachweis von potenziell mutagenen
Substanzen genutzt. Durch die Verwendung von Leberenzymen im zugesetzten Leberhomo-
genat werden In-vivo-Bedingungen im System Sauger simuliert.

Viele polycyclische Kohlenwasserstoffverbindungen, die als Karzinogene eingestuft sind,
werden erst bei den Entgiftungsreaktionen in der Leber aktiviert und dann mutagen. Im Test
wird das potenzielle Mutagen mit Rattenleberhomogenat vermischt, bevor es zu den Bakte-
rien gegeben wird, damit es von den Leberenzymen gegebenenfalls aktiviert wird.
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