9. Mutationen

Konzepte:

mmm) \/orwarts-/Rickwarts-Mutationen

mmm) Somatische Zellen oder Keimzellen
mmm) | 0ss-of-function/gain-of-function

mmm) utagenese



_Loss-of-function”“-Mutationen treten haufiger auf als , gain-of-function“~-Mutationen.
Sind Sie mit dieser Aussage einverstanden? Warum?
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2. Definieren Sie die Begriffe ,Transition” und ,Transversion” und geben Sie Beispiele.

Table 14-2 Point Mutations at the Molecular Level

Type of mutation Result and examples

At DNA level

Transition Purine replaced by a different purine, or pyrimidine replaced by a different pyrimidine:

ReT—2G:—F 16—+ T GLGelG——=T::h T:H—GCE G

Transversion Purine replaced by a pyrimidine, or pyrimidine replaced by a purine:

ArT—2ECG AT—>T-A G+L—3TA G- C—3CG
Te—sG+E TA—=iT Lokg—h+T L« LG— 10

i o
Transitions Possible 3 Transversions 3
base changes A —
A — — i —T
A0—A0 = || AO—@ =
Purine Purine Purine Pyrimidine G — T

@—0 = || 8 —80:=:
C—>T T —= A

Pyrimidine Pyrimidine Pyrimidine Purine T ——=(




a) Was ist eine ,,Nonsense“-Mutation?

b) Welchen Einfluss haben ,,Nonsense“-Mutationen auf die Lange der mRNA?

c) Welchen Einfluss haben , Nonsense“-Mutationen auf die Lange und Funktion des
kodierten Proteins?

d) Die folgende Sequenz entstammt dem kodierenden Strang eines Gens. Listen Sie alle
moglichen Punktmutationen auf, die zu einer ,Nonsense“~-Mutation fihren wirden.
5 ATG CTG AGA TGC GAA CAG GAC 3’

STOP Codons - TAG = amber (bernstein)
Wild-type gene  Nonsense mutation TAA = ochre (ocker)
(e.g.,, CAA—TAA) TGA = opal
SDNMPNANPNPNNNNANNNAN /}W\){A\(}\‘sﬂ\\(}\m
N v 5’ ATG CTG AGA TGC GAA CAG GAC 37
mRNA A AN PV YV VYV VV.V VN Py Vo S T N
R ’7 W [y Sso
\ 4 - ‘1 W SRe. TS~
. PR /4 (WY SR Sso
PrOteln sssssssssssne l , ‘ \ \\\' ~~

’ i d
"5’ ATG CTG A(to T)GA TGC(to A) G(to T)AA C(to T)AG GAC 3’
N W N W

—T 1 — —T 1 —

= Mutational site N- Northern blot W =Western blot
(RNA) (protein)



4. Welche Typen von Punktmutationen kennen Sie?

Table 14-2 Point Mutations at the Molecular Level

Type of mutation Result and examples
At DNA level
Transition Purine replaced by a different purine, or pyrimidine replaced by a different pyrimidine:

AsTr—a ele—slg : 0—sA T QCelh—Tsh TzlA—aC=G

Transversion Purine replaced by a pyrimidine, or pyrimidine replaced by a purine:

A-T—C-G HA-TFT—2T~8 G~LC—T-A G~L—2L-0
T A—slGesll TitA—sA+T CeG—2A«T QCiG—sh:

Indel Addition or deletion of one or more base pairs of DNA (inserted or deleted bases are
underlined):

AMGACTCLET —— AAGAGCTCET
ANGALTOCO T — A ANCTIUCT



4. Welche Typen von Punktmutationen kennen Sie?

Table 14-2 Point Mutations at the Molecular Level

Type of mutation Result and examples

At protein level

Synonymous mutation Codons specify the same amino acid:
= Stille Mutation AGG — CGG
Arg Arg
Missense mutation Codon specifies a different amino acid
Conservative missense mutation Codon specifies chemically similar amino acid:
= Neutrale Mutation AAA — AGA
Lys Arg

(basic) (basic)
Does not alter protein function in many cases
Nonconservative missense mutation Codon specifies chemically dissimilar amino acid:

UUU — UCU

Hydrophobic Polar
phenylalanine serine

Nonsense mutation Codon signals chain termination:
CAG — UAG
Gln Amber
termination
codon
Frameshift mutation One base-pair addition (underlined)

AAG ACT CCT——AAG AGC TCC T..
One base-pair deletion (underlined)
AAG ACT CCT—— AAA CTC CT..




Wild-type gene | Nonsense mutation Missense mutation Frameshift mutation Regulatory region

(e.g., CAA—TAA) (e.g.,G-C—A-T) (e.g., +A) mutation
DRINININININININI. TGOS, ZISIININING SIS, ; VN

\4 \{ \ \4
mRNA AV VAV ANV ANV ANV No mRNA

, v v v v v
PrOtEIn soese ssevssssssnessnsanes sssesssss 2 sessssssssssesssssss No protein
N w N W N W N w N W

I I ’
o
= Mutational site W =Western blot = Northern blot t = Unpredictable migration

(protein) (RNA) {




5. Wie kann der Phdnotyp einer Mutante zum Wildtyp-Phdanotyp revertieren?

Reverse Mutationen
Exakte Reversion

Aquivalente Reversion

Intragenische Suppressormutationen

Extragenische Suppressormutationen

AAA - GAA - AAA

revertiertes Codon kodiert gleiche As

Frameshift an anderer Stelle

,Second site” Missense-Mutation, die die
Wildtyp-Konformation des Proteins wieder-
herstellt

Mutationen in tRNA-Anticodonloop, so dass
trotz Mutation die richtige As eingebaut wird

Nonsense-Suppressoren

Missense-Suppressoren



6. Beschreiben Sie fir jedes der folgende Mutagene, zu welchen DNA-Schaden und zu
welchen Mutationen es fuhrt.

a) Acridinorange

b) Ethylmethansulfonat (EMS)

c) 2-Aminopurin (2AP)

d) UV-Licht
Acridinorange interkalierende Substanz, fiihrt zu Nukleotidinsertionen oder -deletionen
|-|3<|: c||-|3
N

Acridine orange Nitrogenous
- bases
Inseriert zwischen benachbarte Basen
—> stort die 3-D Struktur der Helix
= verursacht Einzelnukleotid- IntercalatEd
Insertionen/—Deletionen wahrend der
Replikation mOIeCUIe




EMS verursacht Transitionen durch Alkylierung von Basen (meist G)

N
—
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Guanine O-6-Ethylguanine Thymine

GC2> AT



Ems Mutagenese bei A. thaliana

10.000 Samen



Wachstumsreaktionen auf hohe Temperaturen in Arabidopsis thaliana




2AP Basenanalog, inseriert statt A und kann neben T auch mit C paaren

H
V4
o CH, H—N
R / \'> —
H N}_N /~‘ H ', AT GC
N—H:-O N=H o© \

— N\
/
H H
2-AP Thymine Protonated Cytosine
2-AP
AT G C
A-T
pairs -
i T A C G
H H,N H
4 N/
N
L N/ 1 > N/ l > AT G C
AN N N N
H,N™ N N T AC G
2-Aminopurine Adenine
AT G C
G-C
pairs
1K G G




UV-Licht verursacht Entstehung von Pyrimidin-Dimeren

—> praktisch = Deletion einer Base
— DNA Pol lll kann nicht weiterlesen
5’ — SOS Repair System = hohe Fehlerrate!
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(a) Cyclobutane pyrimidine dimer 5’

5!’
H2C/ 9 i
=0
CH;
o, x
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=% (b) 6-4 Photoproduct



SOS Repair System Translesion synthesis
bypasses lesions at

E. coli stalled replication forks

Pol lll  DNA damage

Pol Il stalls at site of damage. €= z.B. T-C Photodimere
Rec A

MW\ Rec A (induziert durch

UV-Licht) bindet an
single strand binding
protein > Aktivierung
von Genen flir Bypass-
Polymerasen (Pol V)

Bypass polymerase replaces pol Ill.

Fehlerrate = 75% pro
Base

Zelle vermeidet Zelltod
- aber Mutationen!




7. Sie besitzen einen E. coli-Stamm, der aufgrund der Gegenwart des str®-Gens resistent
gegen Streptomycin ist. Sie mochten nun Mutanten konstruieren, die aufgrund von Punkt-
mutationen im strf-Gen suszeptibel gegenliber Streptomycin sind. Wie gehen Sie vor?

1. Mutationen induzieren = z.B. Ems-Behandlung von strf-E.coli-Stamm

2. Auf Agar ausplattieren Velvet surface
3. Replikaplattierung / N (sterilized)
Handle
¥ ¥

© ©
© @ L) >
Pressed on master Then pressed on replica
plate containing plate that distinguishes wild

grown colonies and mutant genotypes
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7. Sie besitzen einen E. coli-Stamm, der aufgrund der Gegenwart des str®-Gens resistent
gegen Streptomycin ist. Sie mochten nun Mutanten konstruieren, die aufgrund von Punkt-
mutationen im strf-Gen suszeptibel gegeniiber Streptomycin sind. Wie gehen Sie vor?

1. Mutationen induzieren = z.B. Ems-Behandlung von strf-E.coli-Stamm

2. Auf Agar ausplattieren

3. Replikaplattierung

4. ldentifizierung suszeptibler Kolonien




8. Eine bestimmte Pflanzensorte besitzt normalerweise das Pigment Anthocyanin, welches
purpurfarbene Bliten bedingt. Das Allel A ist essentiell fir die Anthocyanin-Synthese, das
rezessive Allel a dagegen fuhrt in einer Homozygote zu einer Pflanze, welche kein
Anthocyanin enthalt. Es gibt ein weiteres Allel a¥, welches in hoher Frequenz zu A
revertiert.

a) Welche Phanotypen wiirden Sie in Pflanzen des Genotyps 1) a¥/aY, 2) a¥/a und
3) A/a" erwarten?
b) Wie kdnnen Sie bestatigen, dass es sich bei den Reversionen tatsachlich um Mutationen

handelt?
au/ay > weiRe Bliiten mit purpurnen Sektoren
a“/a > wie aY/aY, aber weniger Farbe

A/aY WT

v




8. Eine bestimmte Pflanzensorte besitzt normalerweise das Pigment Anthocyanin, welches
purpurfarbene Bliten bedingt. Das Allel A ist essentiell fir die Anthocyanin-Synthese, das
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Mutationen handelt?

- Zellen aus dem Farbsektor entnehmen und in vitro Pflanze kultivieren = somatische Zellen

Mutation

“\a

keine Mutation



8. Eine bestimmte Pflanzensorte besitzt normalerweise das Pigment Anthocyanin, welches
purpurfarbene Bliten bedingt. Das Allel A ist essentiell fir die Anthocyanin-Synthese, das
rezessive Allel a dagegen fuhrt in einer Homozygote zu einer Pflanze, welche kein
Anthocyanin enthalt. Es gibt ein weiteres Allel a¥, welches in hoher Frequenz zu A
revertiert.

a) Welche Phanotypen wiirden Sie in Pflanzen des Genotyps 1) a¥/aY, 2) a¥/a und
3) A/aY erwarten?

b) Wie kdnnen Sie bestatigen, dass es sich bei den Reversionen tatsachlich um
Mutationen handelt?

- Zellen aus dem Farbsektor entnehmen und in vitro Pflanze kultivieren = somatische Zellen

- Revertante Pflanze mit a/a Anthocyanin Mutante kreuzen = Keimzellen

Revertante * % Anthocyanin Mutante
Aa X aa

F1 Aa : aa

Keimzellen 1:1

* %




9. Definieren Sie folgende Begriffe:
a) Monoploidie
b) Euploidie
c) Autopolyploidie
d) Allopolyploidie

Ploidie = Anzahl homologer Chromosomensétze in einer Zelle

Monoploidie > einfacher Chromosomensatz (z.B. Fungi, mannl. Bienen)
Euploidie > Vervielfachung oder Reduzierung kompletter
Chromosomensatze
- Aneuploidie : z.B. 2n+1 = Trisomie 21
- Autopolyploidie : Vervielfachung kompletter, arteigener
Chromosomensatze
> Allopolyploidie : Vervielfachung kompletter, aber aus

verschiedenen Arten stammender Chromosomensatze



Allopolyploidie : Vervielfachung kompletter, aber aus verschiedenen Arten stammender
Chromosomensatze = z.B. Weizen oder Brassica

/

(lliad /] Cultivated as Awild diploid wheat| , |Awild diploid wheat

/¢7/| Einkorn wheat [~ T. monococcum possibly T. searsii
4 AA BB

Y

AB

(x2)
|
A wild tetrapoloid wheat

T. turgidum
AA BB

|

7 A wild diploid wheat | . Cultivated 10,000 yr

T. tauschii B.P.as Emmer wheat
DD AA BB




B. oleracea,
2n=18
Cabbage
Cauliflower
Broccoli
Kale
Kohlrabi
Brussels sprouts

B.carinata,
2n=34 Y
Abyssinian mustard "

B. napus,
2n =38
Rutabaga
Oil rape

n=8 n=10
B.nigra, ’ B. campestris,
2n =g15 W p=8 pn  N=10 2n=20 Qs P
Black mustard YV 1 >l B juncea, i 5: < Chinese cabbage | |
4 2n=36 Turnip 2
Leaf mustard Turnip rape




Repair System

Mismatch

Direct

Base-excision

Nucleotide-excision

Type of Damage Repaired

Replication errors, including
mispaired bases and
strand slippage

Pyrimidine dimers; other
specific types of alterations

Abnormal bases, modified
bases, and pyrimidine dimers

DNA damage that distorts the
double helix, including
abnormal bases, modified
bases, and pyrimidine dimers



General mode
of operation

Detoxification -

Direct removal of
lesions

General excision

Specific excision

Postreplication

Example

Superoxide dismutase

Alkyltransferases

Photolyase
Photolyase

uvrABC-encoded

exonuclease system

AP endonucleases

DNA glycosylases

GO system

Mismatch repair
system

Recombinational
repair
SOS system

Type of lesion repaired

Prevents formation of oxidative

lesion

0-6-alkylguanine

6-4 photoproduct
UV photodimers

Lesions causing distortions in
double helix, such as UV
photoproducts and bulky
chemical additions

AP sites

Deaminated bases (uracil,
hypoxanthine), certain
methylated bases, ring-opened
purines, oxydatively damaged
bases; and certain other
modified bases

8-0x0dG

Replication errors resulting in
base-pair mismatches

Lesions that block replication and
result in single-stranded gaps
Lesions that block replication

Mechanism

Converts peroxides into hvdrogen
peroxide, which is neutralized
by catalase

Transfers alkyl group from O-6-
alkylguanine to cysteine residue
on transferase

Breaks 6—4 bond and restores bases
to normal

Splits dimers in the presence of
white light

Makes endonucleolytic cut on
either side of lesion; resulting
gap is repaired by DNA
polymerase I and DNA ligase

Makes endonucleolytic cut;
exonuclease creates gap, which
is repaired by DNA polymerase
I and DNA ligase

Removes base, creating AP site,
which is repaired by AP
endonucleases

A glycosylase removes 8-oxodG
from DNA: another glycosylase
removes the A from 8-oxodG-A
mispairs, leading to re-creation of
an 8-0x0dG—C pair, and the first
glycosylase then removes the
8-0x0dG

Recognizes newly synthesized
strand by detecting
nonmethylated adenine residues
in 5'-GATC-3' sequences; then
excises bases from the new
strand when a mismatch is
detected

Recombinational exchange

Allows replication bypass of
blocking lesion, resulting in
frequent mutations across from
lesion



SOS System RecA signalisiert UmuC +
UmuD Synthese

DNA Pol llI'z6gert’
bei Erkennen des

Ssb bindet an l T-C Photodimers

einzelstrangige DNA

downstream von T-C\> SS RecA /\ DNA Polymerase Il
""z‘.: C

UmuD bindet an RecA und
wird von RecA geschnitten \\{
= UmuD’

NANANANY

AN VANANY,

UmuD’ rekrutiert UmuC 3> UmuC
= UmuD’-UmuC Komplex \\/in@i g
ermoglicht Replikation

uber T-C hinweg \

\\Ew EE e
NN

, RN

D UTATAIVIAIN
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Aber: hohe Fehlerrate!



