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1. Einleitung
Im Versuch wird eine Klonierung von genetisch modifizierten E. coli DH5a, wobei wird
eine rekombinanter Plasmid-DNA pET-28a(+)-MmCPDII in den entsprechende E.coli
transformiert und weiter amplifiziert, danach wird die Konzentration dieser Plasmid-
DNA mittels Nanophotometrie bestimmt.
1.1 Biologische Theorie
1.1.1 Gentechnik
Gentechnik ist die Technik zur Darstellung von rekombinanten DNA. Sie ist ein
Teilgebiet der Biotechnologie und beschaftigt mit der Forschung und Modifizierung von
Erbmaterial. In anderen Worten: das Erbgut von lebenden Organismen wird verandert,
wobei fremden Genmaterials in Organismen Ubertragt und eingebaut werden. [ Die
genetische Klonierung von DNA in Bakterien ist ein wichtiges Teil der
Molekularbiologie. Ein Klon von einer DNA wird erfolgreich dargestellt, welches eine
identische Kopie zu dem entsprechenden DNA ist, und in einen Vektor (z.B ein
Plasmid) intergiert und in Zellen eingebracht. 2! Das Einbau der DNA-Fragment, die
als Insert genannt ist, in einen Vektor wird als die Ligation bezeichnet. Wird der neu
dargestellte Klon in einer Bakterienzelle eingefiihrt, dann kann das Klon weiter nach
der Replikation der Zellen an Tochterzellen weitergegeben werden. Die urspriingliche
DNA wird in Bakterienzellen vermehrt und in weitere Untersuchungen nach

Eigenschaften, Modifikation oder anderen Prozessen verwendet werden.
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Abbildung 1. Schematische Darstellung einer Klonierung. In einen gewéhlten Vektor (a) wird das Gen

(b) eingebaut und die rekombinante DNA (d) wird in kompetenten Bakterienzellen (e) transformiert. [2



Aufgrund ihrer schnellen Produktionszeit, Kosteneffizienz, und Zuverlassigkeit wird
Klonierung in mehreren Gebieten anwendet. In klinischer Untersuchung spielt die
Klonierung eine Rolle, wobei sie als der Initiationschritt fur weitere Forschungen mit
rekombinanten Antigenen, antimikrobiellen Peptiden, modifizierten Impfstoffen... [l
Bei der Klonierung und Modifizieren einer DNA werden auch genetische Diversitat von
Molekilen allen Organismen untersucht. I AuBerdem wird die Klonierung als eine
haufig verwendete Methode in genetische Therapie: Multiplizieren von DNA hilft bei
der Untersuchung und Reparieren von zerstérten oder fehlerhaften Gene bzw. ist fur
die Herstellung von kinstlichen Organen und Prothesen notwendig. ! In diesem
Versuch befasst sich Gentechnik um die Fragmentation von Zielprotein, Ligation und

Transformation der neuen Gene in E. coli Bakterien.

1.1.2 Bakterium E. coli

Das Bakterium Escherichia coli wird als Zielzelle untersucht, weil E. coli in der am
besten untersuchten Bakteriengruppe (prokaryotische Organismen), leichter
handhabbar und einfacher strukturiert als eukaryontische Organismen ist. E. coli ist
ein stabchenférmiges, ca. 2.4 ym langes Enterobakterium, das unter anderem im
Darm von Tieren lebt. ¥ Es kann sich bei 37°C und in LB-Medium kultiviert etwa alle
20 Minuten teilen — diese Eigenschaft ist fur eine schnelle und exponentielle
Replikation der Bakterienzellen bzw. die Klonierung von Erbgut mittels E. coli sehr
wichtig. [l Das Bakterium erhalt keinen Zellkern, sondern liegt die ringférmig DNA im
Cytoplasma vor. Wegen der einfachen Struktur ist die Anderung am Gen im Phanotyp
sichtbar. E. coli Bakterien besitzen die Plasmide, die doppelstrangige, ringférmige
DNA-Molekule sind. Diese autonom replizierbaren Plasmide tragen Gene fir die
Inaktivierung von Antibiotika, die Produktion von Toxinen und den Abbau natirlicher
Produkte. In diesem Versuch wird die modifizierte E. coli DH5a verwendet. Diese
Zellen besitzt wegen der recAl-Mutation eine verninftige Rekombinationseffizienz,
um bis zu sechs doppelstrangige DNA-Fragmente im GrofRenbereich von 150 bp bis
mindestens 7 kbp in vivo zu Plasmiden zusammenzusetzen. [ In der Biotechnologie
wird diese Eigenschaft haufig bendtigt, weil nur eine geringe DNA-Mengen gebraucht
wird, um eine grofie Menge von Protein zu multiplizieren. Auf3erdem besitzt E. coli
DH5a eine endA-Mutation, darauffolgt, dass die Zellen eine Aktivitatshemmung von
Endonukleasen. Solche Mutation versichert, dass eine hochquantifizierte DNA-

Produktion problemlos verlaufen kann. [©!



1.1.3 MmCPDII

Das Protein MMCPDII gehort zu der Klasse 1l Subtyp der Photolyasen aus der
archaealen Gattung Methanosarcina und wird von dem Organismus Methanosarcina
mazei G61 gewonnen. °l Das Protein MmCPDI! ist eine der CPD-Photolyasen (eng|.
Cyclobutane pyrimidine dimer photolyase) sind DNA-Reparaturenzyme. Sie enthalten
das Coenzym Flavin-Adenin-Dinukleotid (abg. FAD), welches mit der Energie des
Sonnenlichts (350 — 450 nm) durch den Einelektronen-Ubergang den Elektronden UV-

induzierten Schaden CPD im Erbgutmaterialen wie DNA entfernen kann. [

1.1.4 Plasmid pET-28a(+)
Fur den Versuch wurde das Insert MMCPDII mittels eines Plasmids in eines
kompetenten E. coli-Stamms eingebaut. Bei dem Einfihren der DNA ist ein
Transportplasmid (Vektor) benétigt, im Versuch wurde das Plasmid pET-28a(+)
verwendet (Abb. 2) , um das MMCPDII Gen in E. coli-Zellen einzubringen. Das Plasmid
ist leicht isolierbar und replizieren sich unabhangig vom Genom am origin of replication
(ori). Das verwendete Plasmid pET-28a(+) besitzt eine Schnittstelle fur die
Restriktionsenzyme Ncol und Xhol, tber welche fremde DNA-Fragmente eingefligt
werden (MCS multiple cloning site) kbnnen. Zusatzlich verfugt das Plasmid tber eine
Kanamycin-Resistenz sowie einen T7 Promotor.
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Abbildung 2. Darstellung der Plasmidkarten mittels des Programm SnapGene: Struktur des Plasmids
pET-28a(+) (links) und des neu dargestellte Plasmid pET-28a(+)_MmCPDII. Die beide Enzyme Ndel
und Xhol (fett) sowie die verwendete forward und reverse Primer (lila) sind auf der Karte beschriftet.



1.2 Aufgabenstellung:

In diesem Versuch sollen das Plasmid pET-28a(+) MmCPDII dargestellt werden. Die
chromosomale DNA des Proteins MmCPDII werden mittels PCR fragmentiert, durch
den Verdau und Ligation wird das Gen MmCPDII in Plasmid pET-28a(+) eingebaut.
Das neu dargestellte Plasmid pET-28a(+) _MmCPDII wird in E. coli Bakterienzellen
transformiert (Klonierung) und weiter Kkultiviert. Die Plasmide werden aus
Bakterienkultur isoliert und mittels weiterer Verfahren (Konzentrations- und

Reinheitkontrolle) analysiert.

2. Material

Tabelle 1: Verwendete Materialen nach Arbeitsschritten

PCR Fragmentation e verdinnte chromosomale DNA des Proteins (ca.
50 ng, 1 pL)
e dNTP (je 10 mM, 1 uL)
e 5'-Primer (20 pM, 2 pL)
e 3'-Primer (20 pM, 2 pL)
e MgClz (25 mM, 1 pL)
e 5x Phusion-Puffer (10 pL)
e Polymerase (Phusion) (0.5 L)
e DMSO (2.5 L)

Alle Ansatze wird auf 50 yL mit sterilem ddH20 auffillen
Gelelektrophore e 50x TAE-Puffer (pH 8.5, 100 mL): Tris (24.2 g),
Essigsaure (5.71 mL), Na2EDTA-Salz (1.86 g)

e 1 % (w/v) Agarosegel: Agarose (0.6g), 1x TAE-

Puffer (60 mL)

e Midori Green Ldsung
e 6Xx Probenpuffer: Bromphenolblau 0,25% (w/v),
Xylencyanol 0,25% (w/v), Ficoll-40 15% (w/v).

Qiagen-Saule ¢ QIA quick PCR Purification Kits (Qiagen)
Aufreinigung e PB-Puffer

e PE-Puffer

o EB-Puffer

o QG-Puffer




Isopropanol

Restriktionsverdau

DNA (500 ng): PCR-Produkt/Insert (c=173.2
ng/pL, V=2.88 uL), Plasmid (c=70.2 ng/uL, V=7.12
ML)

Enzym Ndel (20 U, 1 pL)

Enzym Xhol (20 U, 1 pL)

10x CS (Cut Smart)-Puffer (5 L)

CIP-Enzym (1 pL)

Alle Ansatze wird auf 50 gL mit sterilem ddH20 auffillen

Ligation

DNA: Insert (c=19.6 ng/uL), Vektor (c=21.9 ng/uL,
30 ng)

10x Lygase-Puffer (1 uL)

Ligase-Enzym (1 uL)

Alle Ansatze wird auf 10 pL mit sterilem ddH20 auffullen

Transformation

LB-Medium: Bactotrypton (10 g/L), Hefe (5 g/L),
Natriumchlorid (10 g/L), ddH20.
LB-Agarplatten: 1.6% (w/v) Bacto Agar in LB-

Medium, mit oder ohne Kanamycin.

Plasmidpraparation

Qiaprep 2.0 spin-Saule
P1-Puffer: RNase A.
P2-Puffer: 96-100% Ethanol
N3-Puffer

PE-Puffer

EB-Puffer

3. Methoden

3.1 PCR Fragmentation:

In einem PCR-Gefald wurde erstmal ddH20 (30 pL), danach alle Ansatze (siehe

Tabelle 1, PCR-Fragmentation), anschliel3end wurde die DNA pipettiert. Als Negativ-

Kontrolle wurde ddH20 anstatt DNA-Ansatz eingegeben. Die PCR-GefalRe wurden

nach der Zugabe von DNA gemischt und kurz zentrifugiert (13 000 rpm, 1 Minute). Die

PCR-GefalRe wurden auf einem Heizblock bei 66°C in 1 Minute erhitzt, danach wurden

die beide PCR-Ansatze mittels Agarose (DNA)-Gelelektrophorese getrennt.




3.2 DNA-Gelelektrophorese, DNA-Aufreinigung:

Nach der PCR-Fragmentation soll die DNA auf das Agarosegel aufgetragen,
elektrophoretisch getrennt und visualisiert werden (Abb. 4). Das 1 % (w/v) Agarosegels
wurde aus Agarose (0.6 g) in 1x TAE-Puffer (60 mL) aufgekocht. Nach dem Abkuhlen
(auf ca. 40-50°C) wurde die Agaroselosung mit der Midori Green-Losung (3 uL)
versetzt und in eine 10 x 14 cm grol3e Gelkammer gegossen. Der Kamm wurde direkt
in das flussige und luftblasenfreie Gel am oberen Ende eingesetzt. Nach dem
Erstarren wurde das Agarosegel mit 1x TAE-Puffer Gberschichtet und der Kamm
wurde entfernt. Die PCR-Fragmente (8 uL) wurden mit 6x Probenpuffer (2 yL) und
ddH20 (2 pL) versetzt und in die Geltaschen pipettiert (insgesamt 12 uL). Auf dem Gel
wurden auch die negative Kontrolle (12 pL) und 1kb-Leiter (4 pL) getragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 150 V in 30-40 Minuten.
Anschlie3end wurden die DNA-Fragmente im UV-Durchlicht bei A = 312 nm (Abb. 3)
detektiert. Die PCR-Anséatze wurden mit dem Funfachen Volumen an PB-Puffer
versetzt und auf eine QIA quick spin-Saule (Qiagen Saule) aufgetragen, danach bei
13 000 rpm fur 1 Minute zentrifugiert. Der Durchlauf wurde nochmal aufgetragen und
nach der zweiten Zentrifugation verworfen, um das Ausbeute zu erhéhen. Nachsten
wurde das Waschpuffer PE-Puffer (750 uL) auf die Saule pipettiert, wieder bei 13 000
rpm in 1 Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde geworfen und die Saule wurde neu
zentrifugiert, anschlielend in einen neuen 1.5 mL Eppendorf-Cup gestellt. Die DNA
auf der Matrix wurde mit EB-Puffer (40 uL) in 1 Minuten inkubiert, nach der
Zentrifugation (13 000 rpm, 1 Minute) wurde die Elution gewonnen. Die Konzentration
der eluierten DNA-Probe wurde mit Hilfe des Nanodrop-Photometers bestimmit.

3.3 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdaue wurde durchgefuhrt, um Vektor- und Insert-DNA auf die
Ligation vorzubereiten. Die PCR-Fragment bzw. Plasmid wurden mit den Enzyme
Ndel, Xhol und Cut-Smart-Puffer versetzt (siehe Tabelle 1, Restriktionsverdau).

Um die Selbst-Ligation in dem Plasmid zu vermeiden, wurde eine Plasmid-
Dephosphorylierung wéhrend des Verdaus durchgefuhrt. In dem Plasmid-Ansatz
wurde das Calf-intestinal alkaline phosphatase (abg. CIP) Enzym (1 yL) pipettiert, um
die Phosphatgruppe zu hydrolysieren und freizusetzen. Die Verdau-Ansatze wurden
bei 4°C Uber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurden die Restriktionsverdaue auf 0.8%

(w/v) Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Die Gelschnitte des
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Inserts und Vektors wurden ausgeschnitten; pro 100 mg Gel wurden mit QG-Puffer
(300 pL) versetzt und bei 50°C in 10 Minuten inkubiert, bis alle Gelschnitten verflissigt
und eine gelbe Losung entstand. FiUr jeden Gelvolumen wurde mit dem gleichen
Volumen des Isopropanol gemischt und bis maximal 800 uL des Gemisches wurde auf
eine Qiagen-Saule in 2mL Eppendorf-Cup pipettiert und zentrifugiert (13 000 rpm,
1 Minute). Das Prozess wurde dreimal wiederholt, der Durchfluss wurde geworfen. Auf
die Matrix wurde PE-Puffer (750 uL) gegeben, zentrifugiert (13 000 rpm, 1 Minute) und
den Durchfluss verworfen. Die Saule wurde nochmal zentrifugiert und in ein neues 1.5
mL Eppendorf-Cup gestellt. EB-Puffer (25 pL) wurde in die Mitter der Matrix pipettiert,

in 1 Minute inkubiert und die DNA wurde in Durchfluss nach Zentrifugation gewonnen.

3.4 Ligation und Transformation

In der Ligation wurden die beiden DNA-Fragmente (Insert und Vektor)
enzymkatalysiert mittels des Enzyms Ligase verknipft, wobei es zwischen das 3'-
Hydroxy-Ende mit dem 5'-Phosphat-Ende der DNA einer Phosphodiesterbindung
entstand. Die Ligation Ansatze fiur die Verhaltnisse Vektor:Insert von 1:3 und 1:5
wurden versetzt (siehe Tabelle 1, Ligation). Das ddH20 wurde am Ersten vorgelegt
und das Ligase-Enzym zum Schluss gegeben. Die Ligation-Anséatze wurden bei RT
Uber Nacht inkubiert. Die heterologe Genexpression wird danach als die Synthese
eines Genprodukts, um ein bestimmtes Protein in einen anderen Organismus
einzubringen. Nach der Ligation wurde das Plasmid pET-28a(+)_MmCPDII (10 pL) in
durch das CaClz-Salz kompetent gemachte E. coli-Zellensuspension (100 uL) versetzt
und auf Eis in 10 Minuten gehalten. Durch einen kurzen Hitzeschock bei 42°C in
2 Minuten kénnten diese Zellen das gewtinschte DNA-Schnitt aufnehmen, sie wurden
erneut auf Eis in 5 Minuten gehalten. Danach wurde LB-Medium (700 pL)
dazugegeben und bei 37°C in 1 Stunde inkubiert. Die entstehende transformierte
E. coli-Zellen wurden auf LB-Medium Agarplatte Ubertragen (siehe Tabelle 2).
Kanamycin ist ein Antibiotikum, welches zur Entfernung der ohne fremdes Protein
erhaltene Zellen und kontaminierter Organismen dient. Die LB Agarplatten wurden bei
37°C Uber Nacht inkubiert.



Tabelle 2. Transformationsreihe des Plasmids auf LB Agarplatten

Vektor: | positive Kontrolle negative Kontrolle eigene Ansatz

Insert

1:3 vor und nach |vor Zentrifugation: auf | ohne und nach
Zentrifugation: auf | LB ohne Kanamycin Zentrifugation: auf LB
LB + Kanamycin nach Zentrifugation: auf | mit Kanamycin

LB mit Kanamycin

15 ohne und nach | ohne und nach | ohne und nach
Zentrifugation: auf | Zentrifugation: auf LB | Zentrifugation: auf LB

LB mit Kanamycin | mit Kanamycin mit Kanamycin

3.5 Anzucht von Kolonien auf Agarplatten und Bestimmung der relativen
Transformationseffizienz:

Zur Abschétzung der Transformationeffizienz wurden die Kolonien auf den Agarplatten
gezéahlt werden. Das Plasmid mit der Konzentration von 25 ng/pL wurde in 100 pL
Zellsuspension unter den gleichen Bedingungen wie 3.4 transformiert. Zwei
Eppendorf-Cups fur Plasmid (2 Ansatze: 50 ng und 100 ng) wurden vorbereitet, die
Plasmide wurden mit LB-Medium (700 pL) versetzt. Eine Verdinnungsreihe den
beiden Ansatzen wurde gemacht von 107 bis 10-°-fach Verdinnung. Von jedem
Ansatz wurden die 10 und 10° Verdiinnungsgemische auf LB Agarplatten geimpft

(siehe Tabelle 3).

Tabelle 3. Verdinnungsreihe der Bakterienkultur fir die Bestimmung der relativen
Transformationseffizienz

106 10°
50 ng Auf LB Agarplatten | Auf LB Agarplatten
(mit/ohne Kanamycin) (mit/ohne Kanamycin)
100 ng Auf LB Agarplatten | Auf LB Agarplatten
(mit/ohne Kanamycin) (mit/ohne Kanamycin)

Nach der Inkubation bei 37°C Uber Nacht wurde die Anzahl von Kolonien bestimmt

und die Transformationseffizienz berechnet.



3.6 Plasmidpréparation und Kontrolle durch Gelelektrophorese:
In diesem Versuchsteil wurden die Plasmide aus Bakterienkulturen im Mini-Mal3stab
zur weiteren Verarbeitung isoliert. Die Plasmid-DNA aus E. coli wurde nach dem
alkalischem Zellaufschluss aufgrund ihrer stabilen superhelikalen Struktur im
Uberstand gewonnen. Diese DNA wurde uber die anionenaustausche Methode
(Qiagen QIAprep® Spin Miniprep Kits) vereinigt. Die Kultur von der Transformation
(2 mL) wurden zweimal in einen 2 mL Eppendorf-Cups bei 13 000 rpm in 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand wurde nach jedem Schritt verworfen. Das Zellpellet wurde
in P1-Puffer (250 pL) resuspendiert und mit P2-Puffer (250 uL) versetzt, schnell durch
Invertieren vermischt. Das Gemisch wurde mit N3-Puffer (350 uL) versetzt und schnell
durch Invertieren mischen, danach bei 13 000 rpm in 10 Minuten zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation wurde der Uberstand (max. 800 pL) in eine QlAprep 2.0 spin Saule
Uberfuhrt bei 13 000 rpm in 1 Minute zentrifugiert, der Durchfluss wurde verworfen. Auf
die Saule wurde PE-Puffer (750 pL) gegeben und erneut zentrifugiert, der Durchfluss
wurde verworfen. Die Saule wurde in ein neues 1.5 mL Eppendorf-Cup gestellt; EB-
Puffer (50 pL) wurde auf die Saule pipettiert und in 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde die Séaule bei 13 000 rpm in 1 Minute zentrifugiert. Im
Folgenden wurden die Konzentration und Reinheit der erhaltenen Plasmide bestimmt
werden.
Zu der Analysemethode ergibt sich die Bestimmung von DNA bzw.
Proteinkonzentration mittels eines Nanophotometers und in Reinheit mittels der
Gelelektrophorose. Die  DNA-Konzentration in  LOsung wurde  durch
Extinktionsmessung bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm. Das Verfahren
basiert auf dem Absorptionmaximum der Nukleinsduren bei 260 nm und Protein bei
280 nm. Die Absorption A von 1.0 entspricht einer DNA-Konzentration von 50 ng/uL
(fur doppelstrangige DNA (dsDNA)). Davon gilt:

caspna (NG/UL) = Azgo * 50 Ng/uL.
Eine reine DNA-LAsung kann durch das Quotient der Absorbtion bei 260- und 280 nm
bestimmt. Besitzt das Quotient einen Wert zwischen 1.8 und 2.0, wurde die DNA-

Losung als ,rein“ verzeichnet. Hier wurden 2 Plasmidproben gemessen:

Tabelle 4. Konzentrationsbestimmung mittels des Nanodrops.

c(ng/uL) A260/280
Probe 1 173.2 1.58
Probe 2 51.2 1.61




Von der Probe 2 wurde die Probe 3 als ein Restriktionsverdau unter gleichen
Bedingungen wie 3.3 dargestellt. Mittels der Gelelektrophorese wurden die DNA bzw.
Proteine der drei Proben von anderen Bestandteilen getrennt Der hydrophile Teil der
DNA ist stark negativ, er dient dazu, dass die Anode in einer elektrischen Spannung
das negativ geladene Protein anzieht, die laufende Geschwindigkeit von Proteinen

wird nach molekularer Masse unterschiedlich grol3 sortiert.

3.7 Vereinzelung von Mikroorganismen

In diesem Versuchsteil wurde eine Reinkultur aus gleichartigen Mikroorganismen
dargestellt und angeziichtet, um einen genetisch untereinander identischen Klon zu
gewinnen. Fur die Vereinzelung wurden zwei verschiedene Methode verwendet: 13-
Strich-Verfahren und 3-Osenausstrich-Verfahren. Das Prinzip beider Methoden ist
identisch: auf die Verdiinnung (Verdinnungsaustrich) kann die Kultur méglich dinn
verteilt, um einzelne Klonen zu anzichten. Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde ein
Bakterienklon entnommen und in einer Linie in der Platte ausgestrichen. Fir jede neue
Linie oder Osenausstrich wurde eine neue Spitze verwendet, um das Material mdglich

zu verdunnen. Nach dem Verdinnungssausstrich wurden die Agarplatte inkubiert.

1
2 c
3

Abbildung 3. Schematische Darstellung von Vereinzelungsverfahren: 13-Strich-Verfahren (links) ['2 und

3-Osenausstrich-Verfahren (rechts) 131,

4. Ergebnisse
4.1 PCR-Fragmentation, Aufreinigung mittels Gelelektrophorese, Restriktionsverdau
Die PCR-Fragmentation war erfolgreich, indem die DNA-Fragmente sauber auf dem
Agarosegel im UV-Licht beobachtet wurden (Abb. 4). Vor dem Restriktionsverdau
wurde die DNA-Konzentration bestimmt, sie betragt 54.2 ng/uL.
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Abbildung 4. Die DNA-Fragmente wurden im UV-Durchlicht detektiert (in den schwarzen
Kisten markiert: (+) PCR-Ansatz mit DNA, (-) negative Kontrolle. Bei ca. 1.5 kbp wurde das
DNA des Proteins gefunden, weil die Amplifikat-Gré3e nach der PCR 1.4 kbp betragt.

Nach dem Restriktionsverdau wurden die DNA-Ansétze von Insert und Vektor auf
Agarosegel getrennt (Abb. 5). Aufgrund eines inhomogenen Gels wurde der Marker
schréag gezeigt, was fur die Analyse nicht optimal war, trotzdem waren das Insert und

Vektor auf dem Gel zu sehen.

Abbildung 5. Die Restriktionsverdaue wurden im UV-Durchlicht detektiert (in den schwarzen
Kisten markiert (links: Insert, rechts: Vektor). Bei ca. 1.5 kbp wurde das Insert (PCR-Fragment
besitzt ca. 1400 bp) und den Vektor bei ca. 5 kpb (pET-28a(+) besitzt ca. 5369 bp) gefunden.

4.2 Ligation und Transformation
Wahrend der Vorbereitung fir die Ligation wurden das eigene Insert und Vektor in
ddH20 verdinnt, deshalb wurden andere DNA-Ansatze von Kommilitonen des
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Praktikums fir weitere Versuchsteile verwendet (siehe Tabelle 1, Ligation und
Transformation). Nach der Ligation und Transformation wurde kein Klon auf der LB-
Agarplatten mit und ohne Kanamycin gewonnen. Alle Agarplatten wurden bei RT nach
3 Tage weiter inkubiert, davon zeigte es nur bei der positiven Kontrolle erfolgreiche

Transformation.

Abbildung 6. Die transformierte E. Coli Kolonien auf LB-Agarplatten mit Kanamycin (positive Kontrolle)

nach 3 Tage-Inkubation bei RT. Das Ansatz vor der Zentrifugation (links) hat weniger Kolonien im
Vergleich zu dem Pellet (rechts), da enthielt das Pellet nach der kurzen Zentrifugation héhere

Plasmidkonzentration.

4.3 Bestimmung von Transformationseffizienz:

Nach der Uber Nacht Inkubation wurde die Anzahl von Kolonien auf jedem LB-
Agarplatten bestimmt. Die LB-Agarplatten mit Kanamycin zeigten keine Kolonie von
der transformierten E. coli Zellen, auf dem LB-Agarplatten ohne Kanamycin wurden

die gewachsenen Kolonien gezahlt (siehe Abb. 7).
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50 ng, 10°¢, ohne Kanamycin 50 ng, 10°%, ohne Kanamycin

100 ng, 106, ochne Kanamycin 100 ng, 10°%, ohne Kanamycin

Abbildung 7. Oben: Ansatz fir die Bestimmung von Transformationseffizienz: LB-Agarplatten
mit (rechts) und ohne Kanamycin (links). Unten: Bakterienkolonien wachsen auf LB-

Agarplatten ohne Kanamycin.

Die Transformationseffizienz wurde in CFU (eng. colony forming units) gegeben.
Davon gilt: 141 [15]

Transformationsrate TF = Anzahl der Kolonien (mit Kanamycin) / Anzahl von Kolonien
(ohne Kanamycin)

TE = TF/ mDNA in pg/ urspringliche Volumen der ausgegebenen Zellen in mL.
Da wurde keine Kolonie auf dem LB-Agarplatten mit Kanamycin zu betrachten, wurde

die Anzahl von Kolonien auf LB-Agarplatten ohne Kanamycin bestimmt und tabelliert
(Tabelle 5).
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Tabelle 5. Bestimmung von Transformationseffizienz nach Verdiinnungsreihe der Plasmidldsung

m DNA (ug) | Verdinnung | Kanamycin | Anzahl der Kolonien
0.05 10® ohne 32
mit Kan. 0
10° ohne 54
mit Kan. 0
0.1 106 ohne 66
mit Kan. 0
10° ohne 55
mit Kan. 0

Eine Beispielrechnung wurde fir angegebene Daten (Tabelle 6) gezeigt.

Tabelle 6. Angegebene Daten der Plasmidpraparation aus Laborpraktikum.

m DNA (pg) | Verdinnung | Kanamycin | Anzahl der Kolonien
0.05 102 mit 26

0.1 102 mit 15

0.05 10+ mit 2

0.05 104 ohne 183

Beispielberechnung:
Das Plasmid wurde in 100 uL Zellen transformiert. Bei der 104 Verdiinnung wurden 2
Kolonien auf den LB-Agarplatten mit Kanamycin und 183 Kolonien auf dem LB-
Agarplatten ohne Kanamycin gezahlt. Das heif3t:

Transformationsrate = 2/183 = 0.0109

TE =0.0109/ 0.05 pg/ 0.1 mL = 2.18 cfu/pg/mL.
Da war der Verdinnungsfaktor um 10-4-fach, gilt:

TE (urspringlich) = TE/10* = 21 800 cfu/ug/mL.

4.4 Plasmidpraparation:

Auf dem Agarosegel wurden 3 Plasmid-Proben aufgetragen (siehe Abb. 6). Hier wurde
der Unterschied vor und nach dem Restriktionsverdau betrachtet. Bei der beiden
Plasmidproben 1 und 2 wurden das Plasmid zwischen 5 und 6 kbp gefunden, was die
GrolRe des pET-28a(+) _MmCPDII von 5639 bp entsprach. Die Probe 3 zeigte das
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geschnitte Plasmid pET-28a(+) bei ca. 5 kbp und das Insert bei ca. 1.5 kpb. Die

Plamidpraparation und der Restriktionsverdau sind vollstandig abgelaufen.

Marker

kbp :

Abbildung 6. Gelelektrophorese der Plasmidpraparation. Hier wurden die Proben 1, 2
(Plasmidpraparation) und 3 (Restriktionsverdau) betrachtet. Auf der linken Seite des Gels

befand sich der Marker, welcher durch ein inhomogenes Erstarren des Gels geschmiert wurde.

4.5 Vereinzelung der Mikroorganismen:
Nach der Inkubation wurden die LB-Agarplatten betractet. Mittels der 13-Strich-
Verfahren und 3-Osenausstrich-Verfahren wurde das Material verdiinnt und einzelne

Kolonien wurden einfach zu isolieren.

>

Abbildung 7. Vereinzelung der Mikroorganismen: 13-Strich-Verfahren (rechts) und 3-

Osenausstrich-Verfahren (links).
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5. Diskussion
Im Rahmen des Praktikums wurde keine erfolgreiche Ligation bzw. Transformation
durchgefuhrt. Der Restriktionsverdau wurde allerdings nach der Gelelektrophorese der
Plasmidpraparation nachgewiesen. Da die im Praktikum Materialen unterschiedlich
von den im Arbeitskreis waren, hier kbénnte der Fehler in die beiden Enzyme, Primer,
Puffer oder die DNA-Produkte wegen der Denaturation oder Versenkung der
Enzymaktivitat liegen. Auch fir die Ansatze des Inserts und Vektors waren die
Konzentration geringer als erwartet, was die Ligation beeinflussen kénnte.
Bei der positiven Kontrolle der Transformation wurden einige Bakterienkolonien
gefunden, also der verwendeten Materialen (Zellsuspension, LB-Agarplatten, LB-
Medium) waren in Ordnung. Die Transformation war aber nicht erfolgreich - es kdnnte
an der unerfolgreiche Ligation oder der Denaturation des Plasmids bzw. Inserts liegen.
Es kénnte sein, dass eigene Insert und Vektor nach der Ligation zu verdiinnt oder nicht
kompetent waren.
Nach der Bestimmung von Transformationseffizienz wurden keine Kolonie auf LB-
Agarplatten mit Kanamycin gewachsen. Es kdnnte sein, dass die Transformation in
E. coli Zellen nicht funktionierte, dadurch enthielten die Bakterien keine Kanamycin-
Resistenz.
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1. Einleitung
1.1 Theorie
Eine Datenbank ist eine Sammlung verwandter Datenelemente, die grundlegende bis
komplexe Informationen Uber Gen, Organismus, Sequenz und zugehorige Zitate
enthalt. In der Molekularbiologie ist die Analyse von Genen meisten von den
Datenbanken, die schon Informationen tber untersuchten Genen besitzen, abhangig.
Mit Hilfe von verschiedenen bioinformatischen Methoden kann selektive und breite

Informationen Uber das Gen bzw. das Protein von einer Gensequenz zu erfassen.

1.2 Aufgabenstellung
In diesem Versuch wurden die Identifizierung und Analyse auf DNA- bzw. Protein aus
einer angegebenen DNA-Sequenz mittels verschiedener Datenbanken und

bioinformatischer Analysemethoden durchgefuhrt.

2. Ergebnisse
2.1 Identifizierung und Analyse auf DNA-Ebene
2.1.1 Identifizierung des Gens:
Die Identifizierung des Gens mit BLASTN M wurde durchgefiihrt, wobei die
angegebene DNA-Sequenz innerhalb einer Nukleotide-Datenbank gesucht und mit
ahnlichen Sequenzen verglichen. Es geht um einer DNA translocase ,FtsK* aus dem
Organismen Helicobacter pylori. Das GC-Gehalt des Gens wurde mit NEB-Cutter

Programm [2 bestimmt (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1. Zusammenfassung der Identifizierung des Gens FtsK.

Name DNA translocase ,FtskK*®

Organismen Helicobacter pylori
GC-Gehalts 41%

2.1.2 Restriktionskarte:
Eine Restrikstionskarte nach NEB-Cutter in Abb. 1 gezeigt. Aus der Enzymreihe im
Rahmen des Praktikums Bl wurde nur das Enzym EcoRI gefunden. Andere mogliche

Enzyme der Restriktionskarte wurden in Tabelle 2 gegeben.
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Tabelle 2. Enzymreihe der Restriktionskarte nach NEB Cutter @ und Vergleich mit der Reihe
des Praktikums &

Enzymreihe nach NEB Cutter | BamHI, EcoRlI, Hindlll, Bglll,
Pstl, Pvull, Notl, Xhol, Alul, Sacl, Spel, Pstl
Enzymreihe der Sspl, BsmFI, BssHII, Mmel, Afel, Fspl, Tsel,
Restriktionskarte nach 2! ApeKl, Bbvl, Pfol, BsaXIl, Tagl, BspDI; Clal, Bcll,
Nael, NgoMIV, TspGWI, BstEii, Xmnl, BstY],
EcoRl, Ecil, Haelll, Sau96l, Eco0109I, MIuCl,
BtgZl, Rsal, CviQI, Acul, TspRI, BtsIMutl, BsaJl,
Bsp12861, BaeGi, Aval, BsoBI, BsrBI, Bcgl, Taul

Uberlappung EcoRl
MIUCI ¥BtgZl
A 110 aa A
11 M M " " 1 N N L L 1 " M M " 1 N N N L 1 N M M L 2520
I [ || I [N I [ I
Sspl BsmFI Mmel ~*#Fspl Bsaxl Rsal *Taul
*¥BssHII ¥Afel | Tsel #Tagl CwilQl
¥Apek I *#BspDI Acul
Bl *#Clal T=pRI
#Pfol #Bcll BtsIMutI
¥Nael BsaJl
¥NgoMIY Bspl2B61
¥TepGUI BaelGI
BstEII ¥Aval
amn I BsoBI
Bst¥I ¥BsrBl
EcoRI *Bogl
*¥Ecil
HaeIll
Saugsl
Eco01091

Abbildung 1. Ergestellte Restriktionskarten nach NEB-Cutter.

2.1.3 DNA-Strukturelement:
Um die Sekundarestruktur des Gens zu finden, wurde die DNA-Sequenz im RNA-
structure Predictor [ gesucht. Es gab 20 Vorschlage uber die Sekundarestruktur des

Gens, in Abb. 2 wurde die erste Struktur gezeigt.
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Abbildung 2. Sekundarstruktur des Gens Ftsk.

2.2 Analyse auf Protein-Ebene:

2.2.1 Translation des Gens in seine Proteinsequenz

Die DNA-Sequenz wurde mittels Expasy ! in einer Protein-Sequenz libersetzt (siehe

Anhang). Mittels des Protparam Programm ¢ wurden die theoretische Molaremasse

MW, der isoelektrischer Punkt pl und das Methionin Gehalts bestimmt.

Tabelle 3. Ermittlung der Informationen Uber das kodierte Protein.

Molaremasse MW (Da) 94391.99
Anzahl der Aminosauren 840
Theoretischer pl 6.85
Methionin--Gehalt 1.9%

2.2.2 Profil-Suche des Proteins:
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Eine charakteristische Gruppierung von Sekundarstrukturelementen wird als

Supersekundarstrukturen oder Motive bezeichnet. Grol3e Polypeptidketten falten sich

in zwei oder mehrere globulare Einheiten, die als Doméanen erkannt werden. []
Um diese Eigenschaften des Proteins zu untersuchen, wurde das SMART (€l

verwendet. Die Protein-Sequenz wurde eingegeben, um die vorhergesagte Protein-

Domane zu finden (Abb. 3). Mittels UniProt [l wurde die Protein-Sequenz analysiert,

wobei die Bindungsstelle des Proteins (ATP-binding) zwischen der Aminosaure 531

und 538 sich befindet (Abb.4).

0 100 200 300

Confidently predicted domains, repeats, motifs

and features:

400 500

Name Start End E-value Name Start End E-value Reason
transmembrane region7 26 N/A S_TKc 6 4091210
transmembrane region46 65 N/A Bac_rhodopsin 6 18551100
low complexity 80 97 N/A DM16 14 57 733
transmembrane region 113 135N/A G3P_acyltransf 15 13388200
low complexity 185200N/A RGS 20 1621590
low complexity: 270288 N/A PSN 37 5233180
low complexity. 313336N/A SHR3_chaperone 65 33157100
AAA 5236990.00249 LON 107609889
Ftsk_gamma 776839 1.91e-16 EH2 1446961630
Click on a row to highlight the feature in the diagram Pro-rich 162323273000
above. Click the feature name for more information. Amelogenin 23536519500
SARA 259291204000
DUF3402 26052138800
HintN 3374511270
rADc 3814921240
PWI 427498176
DBB 45556117500
DEXDc¢ 47570685.7
malic 510605197000
smart emb job_status. pi7j 223184199218901667498242PjoPUofdCk
DUF3385 540663 58200
IRCE 568638111000
WSN 649715624
HTH_GNTR 782835628

Click on a row to highlight the feature in the diagram
above. Click the feature name for more information.

© 2021 EMBL | Privacy PolicySend comments to [vica Letunic

Abbildung 3. “Prediction” liber die Protein-Domé&nen nach SMART-Programm
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Features

Showing features for region®, domain’, binding site’.

e @ @ s
‘ ‘H‘)CI 2|‘JG 360 4(')0 5(!)0 B(I)U 7(I|D BGII) [
1 840

| |
| |

TYPE ID POSITION(S) DESCRIPTION

--Select-- v
P Region 172-198 Disordered | 1 Automatic Annotation BLAST ¢ Add
> Region 254-352 Disordered | 1Automatic Annotation BLAST i Add
» Domain 514-704 FtsK InterPro Annotation BLAST ¢ Add
» Bindingsite 531-538 ATP (UniProtKB | ChEBI[Z ) [ 1 Automatic Annotation BLAST i Add

Abbildung 4. Die Protein-Bindungstelle wurde mittels UniProt Funktion “Features” bezeichnet.

Ein Membranprotein besitzt eine oder mehrere Transmembran-Alpha-Helix-Doménen,
welche fur viele Funktionen wie z. B. Enzymkatalyse, Transport Gber Membranen,
Signaltransduktion als Rezeptoren von Hormonen und Wachstumsfaktoren und
Energietransfer ~ bei der  ATP-Synthese  verantwortlich sind. Diese
Transmembrandomanen sind nicht nur strukturelle Einheiten, sondern auch wichtig fur
die allgemeine Aktivitat des Proteins. [1%n diesem Versuch wurde die Transmembran-
Domane mittels DTU Health Tech 'Y vorausberechnet, indem die Wahrscheinlichkeit

von geladenem und hydrophobem Anteil der Membran berechnet wurde (Abb. 5).
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# seq_24839 Length: 840
# seq_24839 Number of predicted TMHs: 3
# seq_24839 Exp number of AAs in TMHs: 66.1652268000002
# seq_24839 Exp number, first 6@ AAs: 35,99859
# seq_24839 Total prob of N-in: 9.81443
# seq_24839 POSSIBLE N-term signal sequence
seq_24839 TMHMM2. 0 inside 1 6
seq_24839 TMHMM2 .0 TMhelix 7 26
seq_24839 TMHMM2 .0 outside 27 45
seq_24839 TMHMM2 . @ TMhelix 46 65
seq_24839 TMHMM2. @ inside 66 112
seq_24839 TMHMM2.0 TMhelix 113 135
seq_24839 TMHMM2.0 outside 136 840
TMHMM posterior probabilities for seq,4839
1.2
|| |
1
0.8
=
3
3 08
<
a
0.4
0.2
0 i i i i 1 1 1
100 200 300 400 500 800 700 80O
transmembrane inside outside

Abbildung 5. THM-Vorschlag des Proteins mittels DTU: die lila markierte Bereiche entsprechen die hohe

Wahrscheinlichkeit auf der Protein-Sequenz (0-135 aa), wo die Trans-Helix-Membran sich befinden

kdnnte.

Die gleiche Methode wurde auch fiir coiled-coil-Doméane des Proteins mittels

Waggawagga 12, welches ein ,coiled coil prediction* Programm fiir Darstellung und

Besichtigung von dieser spezifischen Protein-Domane ist. 2 ,Helical wheel“ wurden

auf der Protein-Sequenz in der Aminobereich ca. 317-346 aa und ca. 405-438 aa mit
hoher Wahrscheinlichkeit definiert (Abb. 6). Die Wahrscheinlichkeiten wurden in Abb.

7 graphisch bezeichnet.
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Abbildung 7. Helica wheel von der beiden coiled-coil-Doméane des Proteins: zwischen ca. 317-346 aa
(links) und ca. 405-438 aa (rechts).
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Abbildung 8. Graphische Darstellung “von der ncoil-Wahrscheinlichkeit P auf Aminosaureposition.
Zwischen 300-350 und 380-430 befindet sich die hdchste Wahrscheinlichkeit, um coiled-coil-Doméane

des Proteins zu betrachten.

2.2.3 Phylogenic tree/Protein-Stammbaum:
Ein phylogenetischer Baum, auch bekannt als Phylogenie, ist ein Diagramm, das die

evolutionaren Beziehungen verschiedener Arten, Organismen oder Gene eines
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gemeinsamen Vorfahren darstellt. [*31 Um der Stammbaum des Proteins darzustellen,
wurden einige DNA-translocase von verschiedenen Organismen aus der Protein-
Datenbank UniProt gesucht und mittels des Programms ClusterW [4 in einen
Stammbaum zusammengebaut. Hier wurde ,Fast Tree full* Modeverwendet: es ist
eine Methode, welche phylogenetische B&aume mit ungefahr maximaler
Wahrscheinlichkeit (engl. approximately-maximume-likelihood) aus dem Alignments
von Nukleotid- oder Proteinsequenzen ab. Der Alignments wurde aus 6 verschiedenen
Organismen, welche das DNA translocase FtsK Protein enthalten und aus ca. 800 -

850 aa gebildet werden.

{0 aBazx1UPKE_0ligella_urethralis (@.474835)

{0 ABABFTXUE]L_Neisseria_sicca (8.638247)

Q {0 18ETM4_Helicobacter_cetorum (8.18532)

) ABARDEHMAS_Acidithrix_ferrooxi (@.898241)

0.411652[00.8]

(O ABABGREXCI_Lactobacillus_panis (8.696496)

Abbildung 9. Graphische Darstellung des Protein-Stammbaums nach ClustalW

2.2.4 Proteinvorkommen:
Das Vorkommen des Proteins wurde mittels NCBI-Datenbank bestimmit:
Bacteria; Proteobacteria; Epsilonproteobacteria; Campylobacterales; Helicobacteraceae;

Helicobacter, Helicobacter pyroli > DNA translocase FtsK Protein.
Um den Vorkommen des Proteins mit den 3-Urreichen (Archae, Eubacteria/Bacteria und

Eukarya) zu vergleichen, wurde ein Stammbaum aus 3 Proteinsequenzen des FtsKs von 3

Organismen in jeder Urreiche (Abb. 10) dargestellt.
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) AGARGU3CLT1_Methanobrevibacter_ (1.5)

Archae

O ABABMIQC94_Danio_rerio (1)

Eukarya

0.5[100)

QO ABA1Q2RPR3_Helicobacter_pylori (1)

Eubacteria

Abbildung 10. Vergleich des Proteinsvorkommen in 3 Organismen-Urreichen.
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4. Anhang

e Gegebene DNA-Sequenz:
ATGAAATCTAAAAAACTTTACTTGGTTTTAATCATAGGGGTTTTATTAGCGTTTTTAACCCTATCTTCAT
GGCTGGGTAATAGTGGGTTAGTGGGGCGTTTTGGGGTGTGGTTTGCTACAATCAATAAAAAATATTTTGG
GTATCTTTCATTCATCAACTTACCCTATTTGGCGTGGGTTTTATTCCTTTTATACAAGGCTAAAAACCCT
TTTACAGAAATCGTTTTAGAAAAAACTTTAGGGCATCTATTAGGCATTTTATCTTTGCTCTTTTTGCAAT
CTAGCCTGTTAAATCAAGGGGAAATCGGCAACAGCGCGCGTTTGTTTTTACGCCCTTTTATAGGGGACTT
TGGGCTTTATGCGCTGATAATGCTTATGGTAGTTATTTCTTATTTGATTCTATTCAAACTGCCCCCTAAA
AGCGTTTTTTACCCTTATATAAACAAAACGCAAAACCTTTTAAAAGAGATTTATAAACAATGCTTGCAGG
CTTTTAGCCCAAATTTTAGCCTGAAAAAAGAGGGTTTTGAAAACACCCCATCAGATTCTCAAAAAAAAGA
AACCAAAAACCCTAAAGAAAAAGAAAATCTCAAAGAAAATCCTATTGATGAAAACCACAAACCCCCTAAC
GAAGAATCCTTTTTAGCGATCCCTACCCCCTATAACACGACTTTAAATGATTCAGAACCGCAAGAAGGCT
TAGTCCAAATTTCCCCACACCCCCCTACCCATTACACCATTTACCCTAAAAAAAACCGATTTGATGATTT
GACTAACCCCACTAACCCCACTTTAGAACCCCAACAAGAAACCAAAGAAAGAGAACCCACGCTAAAAAAA
GAAACGCCCACCACACTCAAACCTATCATGCCCATATCCACACCCAACACAGAAAATGACAACAAAACAG
AAAACCACAAAACCCCCAACCACCCTAAAAAAGAAGAAAGCCCACAAAAAGAAAATCAAAAAGAAAATCA
AAAAGAAGAAAAAAGAGAAACAGAGAACGCTCCAAGCTTTAGCCCACTAACCCCCACCAGCGCTAAAAAA
CCCGTTATGGTTAAAGAATTGAGCGAAAATAAAGAGATATTAGACGGGTTGGATTATGGCGAAGTGCAAA
AACCCAAAGATTATGAGCTTCCCACAACGCAATTATTGAATGCGGTTTGCTTGAAAGAAACTTCTTTAGA
CGAAAACGAGATTGACCAAAAAATCCAGGATTTATTGAGCAAGCTGCGCACCTTTAAAATTGATGGCGAT
ATTATCCGCACTTATTCAGGCCCTATTGTAACCACCTTTGAATTCCGCCCAGCCCCTAGCGTTAAGGTGA
GCCGTATTTTAGGCTTGAGCGATGATTTAGCGATGACTTTATGTGCTGAATCCATCCGCATTCAAGCCCC
TATCAAAGGCAAGGATGTTGTCGGCATTGAGATCCCTAACAGCCAAAGCCAAATTATTTACTTGAGAGAA
ATTTTAGAAAGCGAATTGTTTCAAAAATCCAGCTCGCCCTTAACCCTAGCTTTAGGCAAAGACATTGTGG
GTAACCCTTTCATCACGGATTTAAAAAAGCTCCCTCACTTGCTCATCGCCGGCACGACAGGAAGCGGTAA
GAGCGTGGGCGTGAATGCGATGATTTTATCCTTACTTTATAAAAACCCCCCTGATCAACTCAAATTAGTG
ATGATCGATCCCAAAATGGTAGAATTTAGCATTTATGCGGACATCCCTCATTTGCTCACGCCCATTATCA
CCGACCCTAAAAAAGCTATTGGGGCTTTACAAAGCGTGGCTAAAGAAATGGAGCGCCGGTATTCTTTAAT
GAGCGAATACAAGGTTAAAACCATTGATTCTTATAATGAGCAAGCCCAAAGTAACGGCGTTGAAGCGTTC
CCCTATTTGATTGTGGTGATTGATGAATTAGCGGATTTGATGATGACAGGGGGCAAAGAAGCGGAGTTTC
CTATCGCTAGAATCGCTCAAATGGGGCGAGCGAGCGGTTTGCATCTCATTGTAGCGACCCAACGCCCGAG
CGTGGATGTCGTAACCGGCTTGATTAAAACCAACTTGCCTTCAAGGGTGAGTTTTAGGGTAGGCACTAAG
ATTGATTCTAAAGTGATTTTAGACACCGATGGGGCACAAAGCTTGCTAGGAAGGGGCGATATGCTCTTTA
CCCCCCCAGGAACGAACGGGTTAGTGCGCTTGCATGCCCCCTTTGCCACTGAAGATGAAATCAAAAAAAT
CGTGGATTTTATTAAAGCCCAAAAAGAGGTACAATACGATAAAGATTTCTTGCTAGAAGAATCGCGCATG
CCTTTAGACACCCCTAACTATCAAGGCGATGACATCCTAGAAAGGGCTAAAGCGGTGATTTTAGAAAARAA
AAATCACTTCTACGAGTTTTTTACAACGCCAATTAAAAATCGGCTACAACCAAGCCGCCACCATTACTGA
CGAATTAGAAGCTCAAGGCTTTTTATCCCCAAGAAACGCCAAAGGCAACAGAGAGATTTTGCAAAATTTT
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e Protein-Sequenz
MKSKKLYLVLIIGVLLAFLTLSSWLGNSGLVGRFGVWFATINKKYFGYLSFINLPYLAWVLFLLYKAKNPFTEIV
LEKTLGHLLGILSLLFLQSSLLNQGEIGNSARLFLRPFIGDFGLYALIMLMVVISYLILFKLPPKSVFYPYINKT
ONLLKEIYKQCLQAFSPNFSLKKEGFENTPSDSQKKETKNPKEKENLKENPIDENHKPPNEESFLAIPTPYNTTL
NDSEPQEGLVQISPHPPTHYTIYPKKNREDDLTNPTNPTLEPQQETKEREPTLKKETPTTLKPIMPISTPNTEND
NKTENHKTPNHPKKEESPOQKENQKENQKEEKRETENAPSEFSPLTPTSAKKPVMVKELSENKEILDGLDYGEVQKP
KDYELPTTQLLNAVCLKETSLDENEIDQKIQDLLSKLRTFKIDGDIIRTYSGPIVTTFEFRPAPSVKVSRILGLS
DDLAMTLCAESIRIQAPIKGKDVVGIEIPNSQSQIIYLREILESELFQKSSSPLTLALGKDIVGNPFITDLKKLP
HLLIAGTTGSGKSVGVNAMILSLLYKNPPDQLKLVMIDPKMVEFSIYADIPHLLTPIITDPKKAIGALQSVAKEM
ERRYSLMSEYKVKTIDSYNEQAQSNGVEAFPYLIVVIDELADLMMTGGKEAEFPIARTAQMGRASGLHLIVATQR
PSVDVVTGLIKTNLPSRVSFRVGTKIDSKVILDTDGAQSLLGRGDMLFTPPGTNGLVRLHAPFATEDETIKKIVDF
IKAQKEVQYDKDFLLEESRMPLDTPNYQGDDILERAKAVILEKKITSTSFLORQLKIGYNQAATITDELEAQGFEL
SPRNAKGNREILONF

e Fasta-Format des Proteins:

>tr |AOA1Q2RPR3|AOA1Q2RPR3 HELPX DNA translocase FtsK OS=Helicobacter pylori
0X=210 GN=HPF94 0875 PE=3 SvV=1
MKSKKLYLALIIGVLLAFLTLSSWLGNSGLVGRFGVWFAAINKKYFGYLSLVNLPYLAWV
LFLLYKTKNPFTEIVLEKTLGHLLGILSLLFLQSSLLNQGEIGNSARLFLRPFIGDFGLY
ALIMLMVVISYLILFKLPPKSVFYPYINKTQSLLKEIYKQCLQAFSPNEFSPKKEGFENAP
SDIQKKETKNDKEKENLKENPINETLNHKISNEESFLAIPTPYNTTLNALEPQEGLVQIS
SHPPTRYTIYPKRNRFNDLSNPTNPTLKEVKQETKEREPTPKPATLKPVMPASAPNTEND
NKTENHKAPNYPIKEERTKENMOQEENIKEEEKEVONAPSFSPETPTRAKKPVMVKELSEN
KEILDGLDYGEVQKPKDYELPTTQLLNALCLKDTSLDENEIDQKIQDLLSKLRTFKIDGD
IIRTYSGPIVTTFEFRPAPNVKVSRILGLSDDLAMTLCAESIRIQAPIKGKDVVGIEIPN
SOSQTIYLREILESELFQKSSSPLTLALGKDIVGNPFITDLKKLPHLLIAGTTGSGKSVG
VNAMILSLLYKNPPDQLKLVMIDPKMVEFSIYADIPHLLTPIITDPKKAIGALQSVAKEM
ERRYSLMSEYKVKTIDSYNEQAPNNGVEAFPYLIVVIDELADLMMTGGKEAEFPIARIAQ
MGRASGLHLIVATQRPSVDVVTGLIKTNLPSRVSFRVGTKIDSKVILDTDGAQSLLGRGD
MLFTPPGSNGLVRLHAPFATEDEIKKIVDFIKAQKEVEYDKDFLLEESRMPLDTPNYQGD
DILERAKAVILEKKITSTSFLORQLKIGYNQAATITDELEAQGFLSPRNAKGNREILONF

e Multi-alignment des Protein-Stammbaums:

>tr |AOA1Q2RPR3|AOA1Q2RPR3 HELPX DNA translocase FtsK OS=Helicobacter pylori
0X=210 GN=HPF94 0875 PE=3 SV=1
MKSKKLYLALIIGVLLAFLTLSSWLGNSGLVGRFGVWFAAINKKYFGYLSLVNLPYLAWV
LFLLYKTKNPFTEIVLEKTLGHLLGILSLLFLQOSSLLNQGEIGNSARLFLRPFIGDFGLY
ALIMILMVVISYLILFKLPPKSVFYPYINKTQSLLKEIYKQCLQAFSPNFSPKKEGFENAP
SDIQKKETKNDKEKENLKENPINETLNHKISNEESFLAIPTPYNTTLNALEPQEGLVQIS
SHPPTRYTIYPKRNRENDLSNPTNPTLKEVKQETKEREPTPKPATLKPVMPASAPNTEND
NKTENHKAPNYPIKEERTKENMQEENIKEEEKEVONAPSFSPETPTRAKKPVMVKELSEN
KEILDGLDYGEVQKPKDYELPTTQLLNALCLKDTSLDENEIDQKIQDLLSKLRTFKIDGD
IIRTYSGPIVTTFEFRPAPNVKVSRILGLSDDLAMTLCAESIRIQAPIKGKDVVGIEIPN
SOSQTIYLREILESELFQKSSSPLTLALGKDIVGNPFITDLKKLPHLLIAGTTGSGKSVG
VNAMILSLLYKNPPDOQLKLVMIDPKMVEFSIYADIPHLLTPIITDPKKAIGALQSVAKEM
ERRYSLMSEYKVKTIDSYNEQAPNNGVEAFPYLIVVIDELADLMMTGGKEAEFPIARIAQ
MGRASGLHLIVATQRPSVDVVTGLIKTNLPSRVSFRVGTKIDSKVILDTDGAQSLLGRGD
MLFTPPGSNGLVRLHAPFATEDEIKKIVDFIKAQKEVEYDKDFLLEESRMPLDTPNYQGD
DILERAKAVILEKKITSTSFLORQLKIGYNQAATITDELEAQGFLSPRNAKGNREILONFE
>tr |AOA8F7XUEL |AOASF7XUEL NEISI DNA translocase FtsK 4TM domain-containing
protein OS=Neisseria sicca O0X=490 GN=LPB402 00700 PE=4 sv=1
MTAKSSKTQTKKRVSTKPAAKPTTRKSTKAQTQADNKVSQRLKAAKELQKNEEKKARPEH
VVNLINDALWLFGLVITIYLAISLASFSMDDPAWSRSVPKSNDVANLGGLEGSYLSDVGY
YLEGLSFWWWIAASCVFLYKNFRPMKKOENHKPYNHGVAALALFLLLVCSPIIEHFLEDN
ALSESLPVGAGGLVGLLAGSGLAWLLGKSGSLLIMLVMLLLSISLLAQVSWLEVMAKSGS
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HMGGLFGNLMKKLSQFRNKKEDVCSEALETONTRRMVKEAKTITATPVTPLAGSSSNRKT
VAVSVAPPPKIQTSLFDDTEPKNNGEYHKPNMNLLRMPSEEPVAVNPDELQQTAELIEAK
LAEFGIGVQVVSATSGPVITRYEIEPAQGVKGSQIVALSKDLARSMSLQAVRIVETIAGK
NTMGIELPNEKRQDVMLSEILSSSVFTDAKSKLTVALGKDIAGTPVVGDLAKMPHLLVAG
MTGSGKSVGVNGMIMSMLFKATPDEVRFIMIDPKMLELSIYDGIPHLLCPVVTDMREAGQ
ALNWCVAEMEKRYRLLSHAGVRNLDGENQKVEQAKAAGKPLLNPFSLNPDDPEPLEKLPL
IVVVIDELADLMMTERKSVEQQIARLAQKARAAGIHMIVATQRPSVDVVTGLIKANIPTR
MAFTVQSKIDSRTILDOMGADELLKYGDSLFLQOPGSAEPTRLQGAFVSDDEVHQVVNEVK
EQAPTNYVEGLLSGEAAIETTNIVNPNANSDELFDQAVAFVLESRKTSISALQRQLRIGY
NRAANLIDALENAGVLSPADINGSRRILAQKDQL

>tr |AOAOD8HM45|AOAOD8HM45 9ACTN DNA translocase FtsK OS=Acidithrix
ferrooxidans 0X=1280514 GN=ftsKl PE=3 SV=1
MRARRTEADVAGLIILGGVIFGLLSLFSVLGGVGTSFDHLFAAAFGYGRVLFYAYIGYYG
LVLVLDIRPSLKRRYLSSGALTIVTLLAFSSFLIFELLHPHRNPSLAERGGLIGWYTFRG
IAALVSPGGAGILIFVVVVFSLLDLFGHSPIAIVRRYRHRIARHFNDGSDAREIQGAPLS
LDEPHTSSPPLVHKPTRSRSRSRMPSVPVYDYAEDSLSNEAYLGADRGSKDLGNPESKVI
NIPVPPLEAVAEGSDSQELDEELLLGGSNADAFDSSPADEDLDSQDGVAQDFDEKADERV
VAWKLPPGNILRRSAVRALDKDELWKRGRILCDALATHKVETSLVGMTVGPTVTRYELEL
GAGVKVARVTSLNKDIAYAMAAADVRILAPIPGRSAIGVEVPNERRVIVALGDVLGAPEA
AANLHPLAVAIGRDISGKATLANLAEMPHVLIAGSTGSGKSSCLNSILTSILMRSTPDEV
RMILIDPKRVELGQYNGVPHLLTPVVINPKKAANALAWAVKEMEQRYDLLSELGARDIVG
YNQIVENLQREASEEDKADLPFVDAANETSSEIELGPSPLFDSIKEKSYRHLPYIVVVVD
ELNDLMMVAARDVEESICRIAQMARAVGIHLVIATQRPSVDVITGLIKANIPSRMAFSVS
SLADSRVILDQPGAERLIGKGDMLMLGASTSHPOQRLOAPWVAEEEIRKVVASWIRQGRTS
FVGDFEVVETTSDSSDSKEDEDELFMAALELVVSSQLGSTSMLQRKLRVGFSRAGRLMDL
LERRGIVGPLEGSKPRVVLMGKEEFESYKDQRLIG

>tr |AOA8BGOEXC3|AOABGOEXC3 9LACO DNA translocase FtsK OS=Lactobacillus
panisapium 0X=2012495 GN=GYM69 03655 PE=3 SV=1
MPKKKKTTKARKKTONAGITWAVVGLVEIIIVFLAVAKFGILGKQIANIFRLFFGDSYLL
TAGLCAIFGLVMLIYNKPMHFKFKRSCGLFLAILGILLIQSSIYFERELVNNAFMNVEFWH
EMSAEFGRAAITKSVGGGGIGAMCYQLFYPLLGHIGLRVFAVLFIPIGILMFFDVKEVDV
INKFQKFSQLFISKNKEAGTKLKDKYSSLREKQAEKKQEQLAKDFHDPLSSESPVEPNVD
DFTDKNDTETQADNQEPDEDISQIDFALDEVAQSEPEESKEQIQISSHDERNSFANKTNE
EPDNKDLPKSHSFDDEDEKMKQELGSVDHGDLEQSATSRPKVEYKKPPITLLDPVKNTDQ
SADKASTIRKNTQKLQATFKSFGVNVIIKRAILGPTITRYEVQPAVGVKVSRIVNLADDLA
LALAAKDIRIEAPIPGKPFIGIEVPNRATSVVAFKDVMONQDAKAKADPMEVPLGKDVSG
QITISANLAKMPHLLIAGSTGSGKSVAINTILTSILMKATPDQVKLILIDPKMVELSVYNG
VPHLLIPVVTDPKLAANALSKAVKEMERRYKLFAASGARNMGEFNEKVRINNQDKTKPVM
KPLPYILVVVDELSDLMMVGGHDVEGAIVRLGOMARAAGIHMILATQRPSVDVITGLIKA
NVPSRISFAVSSGVDSRTILDQTGAEKLLGRGDMLFMPVGASKPERIQGAYIASHEVEKV
ISWVSNQQKPEYDEGMIPQKNEETAENNSDEPEDEFYEQAVDLVRRQQTASVSMLORRFR
IGYNRAARIVDEMEAKGVVGPSEGSKPRQVLLPPLKEDDKG

>tr |AOA2X1UPK8 |AOAZX1UPK8 9BURK DNA translocase FtsK 0S=0Oligella urethralis
0X=90245 GN=ftsK PE=3 SV=1
MAMAKTSKTPYIGRGKRNIRLRSPEQVLMNSRFMMMLREARWVLYLIAAVSLAVMLFTWH
ATDPGWVSTSGSDEIQNAFGAFGAYFSSILLYLLGFSAWWLVVLCLOQRLEVGYKTLMSRY
ANLDPEQVLPSLKWHVPIGFIMLILGSIGLESTQLOSVGEQLPGHAGGVLGALFSGLLIR
NIGSAPALFAMAAMFFFGESWFFNFSWLNLAERLGSTIAGLFTKFDRLRAERIDRRIGEA
VOEEMDEQITAHKEQLPPADRPLKIEPPIKAFPISSKATIEAKQAKLFDNHAAAVSEPEPT
ASDAGASRDTTVAPTKAAVKAPSKATPSYAASGDLPGLELLDPAADFVEPVGEDTIEYNS
RLIEKKLSDENVQVEVVAAQAGPVITRYEIEPASGVKGVQIVNLSKDLARALSMVRLRVV
ETIPGKNLMGIELPNPRRQIVRLAEIIGSQAYEKSKSLLTVALGKDIAGNPIVADLAKMP
HLLVAGTTGSGKSVGINAMILSLLYKADPSEVRLILIDPKMLEMSVYEGIGHLLAPVVTD
MROASNALNWCVGEMEKRYKLMSKMGVRNIAGYNSKIKEAEARGETIDNPFSLTPDSPEP
LKTLPMIVVIIDELADLMMVQGKKIEELIARLAQKARAAGIHLILATQRPSVDVITGLIK
ANIPTRIAFQVSSKVDSRTILDOMGAESLLGMGDMLYMPPGSGLPQRVHGAFVSDDEVHR
VVEYLKEQGEPDYVDGVLEGGVAGETGDGLGSVTGFADSESDPLYDQAVDIVLRTRRAST
SSVORQLRIGYNRAARLLEQMEQAGIVSAMGANNSREILVPANTGADEDAEA
>tr|IOETM4 |IOETM4 HELCM DNA translocase FtsK, membrane protein
OS=Helicobacter cetorum (strain ATCC BAA-540 / MIT 99-5656) 0X=1163745
GN=HCD 06455 PE=3 Sv=1
MKSKKLYLTLVIGAILVFLTLSSWLGNSGLVGRFGVWFATLNKEYFGYFSFINLPYLAFV
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LLLLSKTKNPPTEIVLEKTLGHLLGGLSLLLLOSSFEFNEGEIGNSVCLFLRPLIGNFGLY
ALITILMALIAYLILFKLPPKNALLSPKLONFFKQVYKQCLOQAFSPSKHPKESLEKTLNKQ
DNTLOQESLKELENQELESSPKESNETLLAIPTPYNSTLNNIEAPKGLVQISSHTPTNYTI
YPKRNKLDDLSSPTQSELESPLOKTLTEHKEIKQEVQEIEPAHKKETPTPISTPITEDNN
KVESPSKENPNCPTNTPQERKQESPQEETPKOPRLEENALDEFSKITPISHNTKKPIVIKE
LSENKEMLDELEYGEVEKPKNYELPTTQLLNEVCLKDTSLDENEIDQKIQDLLSKLRTFK
IDGDIIRTYSGPIVITFEFRPAPNVKVSRILGLSDDLAMTLCAESIRIQAPIKGKDVVGI
EIPNSQSQIIYLREILESELFQKSSSPLTLALGKDIVGNPFITDLKKLPHLLIAGTTGSG
KSVGVNAMILSLLYKNPPEQLKLVMIDPKMVEFSIYADIPHLLTPIITDPKKAIGALQSV
AKEMERRYSLMSEYKVKTIDSYNEQAKNNGVEAFPYLIVVIDELADLMMTGGKEAEFPIA
RIAQMGRASGLHLIVATQRPSVDVVTGLIKTNLPSRVSFRVGTKIDSKVILDTDGAQSLL
GRGDMLEFTPPGVNGLVRLHAPFATENEIKRIVDFIKAQKEVEYDKDFLLEESRMPLNVSS
NOSDDILERAKAVILEKKITSTSFLOQROQLKIGYNQAATITDELEAQGFLSPRNAKGNRET
LONS

e Vergleichen des Vorkommens in den drei Organismen-Urreichen: Multi-

alignment :

>tr |AOA1Q2RPR3|AOA1Q2RPR3 HELPX DNA translocase FtsK OS=Helicobacter pylori

0X=210 GN=HPF94 0875 PE=3 SV=1

MKSKKLYLALIIGVLLAFLTLSSWLGNSGLVGRFGVWEFAAINKKYFGYLSLVNLPYLAWV
LEFLLYKTKNPFTEIVLEKTLGHLLGILSLLFLQSSLLNQGEIGNSARLFLRPFIGDEFGLY
ALIMLMVVISYLILFKLPPKSVEYPYINKTQSLLKEIYKQCLOAFSPNFSPKKEGFENAP
SDIQKKETKNDKEKENLKENPINETLNHKISNEESFLAIPTPYNTTLNALEPQEGLVQIS
SHPPTRYTIYPKRNRENDLSNPTNPTLKEVKQETKEREPTPKPATLKPVMPASAPNTEND
NKTENHKAPNYPIKEERTKENMOQEENIKEEEKEVONAPSFSPETPTRAKKPVMVKELSEN
KEILDGLDYGEVQKPKDYELPTTQLLNALCLKDTSLDENEIDQKIQDLLSKLRTFKIDGD
ITRTYSGPIVTTFEFRPAPNVKVSRILGLSDDLAMTLCAESIRIQAPIKGKDVVGIEIPN
SOSQTIYLREILESELFQKSSSPLTLALGKDIVGNPFITDLKKLPHLLIAGTTGSGKSVG
VNAMILSLLYKNPPDQLKLVMIDPKMVEFSIYADIPHLLTPIITDPKKAIGALQSVAKEM
ERRYSLMSEYKVKTIDSYNEQAPNNGVEAFPYLIVVIDELADLMMTGGKEAEFPIARIAQ
MGRASGLHLIVATQRPSVDVVTGLIKTNLPSRVSFRVGTKIDSKVILDTDGAQSLLGRGD
MLFTPPGSNGLVRLHAPFATEDEIKKIVDFIKAQKEVEYDKDFLLEESRMPLDTPNYQGD
DILERAKAVILEKKITSTSFLORQLKIGYNQAATITDELEAQGFLSPRNAKGNREILONF

>tr |AOAQU3CLT1|AOAQOU3CLT1 9EURY DNA translocase FtsK OS=Methanobrevibacter

millerae 0X=230361 GN=sm9 1701 PE=4 sV=1
MNKLGNTLKFVSGIILFVIGVVISYEVMVYNLVDVLLMVGFLIAIVGIILIISYFVDSNA
EKTSGLIKDFLNSGEFNKSSINFPKRNSKSNSDFDNNGPLIMRPEHDDYDYGKNIDDSGL
WEYYESEENSTLSPREYFDAPEIDESKAVLRVVNTEEKEVDLDKELNFTPNYEKPIKVTR
KPKKRSKDYIYEETPIVEQSVDKTEEIKKALSOQDLEPAIVSQTVPTQRDIAIDINNPERL
PVPDSLKGNVLIGNELVTSNDAFEELAVGVNKEIMLEIPSLNTLSDRFLSHVPTIYSRVI
IDEFDLSDISYTVLIASLLKQGVHIKTVPKVHTVNLITDDSHAMIISDGYVSGNPEYGAI
YDDRASISNIRADFEKTWNIASNLDENVILNSIAGGVA

>tr |AOABM9QCS4 |AOABMI9QC94 DANRE DNA translocase FtsK l-like isoform X1

0OS=Danio rerio 0OX=7955 GN=LOC100536098 PE=4 SV=1
MSNLLQFVYFEPVVKEFSNISLFISFISENPEKRRKGNKASAFFKRAWKAVKRPFLCCGR
NRVAPFEPQSDIDDCEHLPVPGPSRTVAAHADLEPVWLPGQVCEDPQPLSVPGPSRIKQT
ADPARPEFSKALTGHVDTELVCLPGQILEDPQPISVHGLTNIKNMTDADSACPESPPSVQ
DPSDIDGTDEKPKKGRKGKRVSAFFKRVWKAATRPFLCCDTDVVQHLTPQPEPEPEPESE
PEPESESEPESEPESESESESEAESELRPESEPGLENEADPEAVPAEIMPEIAEPADPES
VCLPGPAPEEPKEASVPTRSKSSEFPSVFFENS
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