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- Eine Mutation ist eine Anderung der Nucleinsauresequenz des

Genoms eines Organismus
— Genmutationen (Punktmutationen)
— Chromosomenmutationen
— Genommutationen
 Mutante : Individuum, das eine solche Veranderung enthalt

 Eine Mutation resultiert immer in einem veranderten Genotyp, aber

nicht zwangsweise in einem veranderten Phanotyp
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Spontane vs. induzierte Mutation | %S

 Eine spontane Mutation geschieht ohne aul3ere
Einwirkung unter ,,normalen“ Umweltbedingungen z.B
durch Fehler bei der Basenpaarung wahrend der
Replikation

 Eine induzierte Mutation wird durch ein Mutagen (z.B
Strahlung, Chemikalien, etc.) ausgel6st
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Selektierbare und nichtselektierbare Mutationen O
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 Selektierbare Mutationen: Filhren zu einem Vortell der
Mutante gegentber der Elternzelle

* Nichtselektierbare Mutationen: Konnen stille

Mutationen ohne Einfluss sein oder aber nachteilig fur
die Mutante
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Beispiele Punktmutationen:

* Insertion o TAC
...ATG..5'
. Mutationen
* Deletion - |
AAC TAG TAT TAC
e Mi TTG ATC ATA ATG
ISSense 1 1 1 Transkription 1
AAC UAG UAU UAC
. .
N onsense Asparagin Stopp- Tyrosin- Tyrosin-
-codon codon codon codon

l l 1 Translation
Unvoll- D s
standiges

Protein
Misseqse- Nonsense- stumme Wildtyp
Mutatlon Mutation Mutation
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Bestimmung der Haufigkeit spontaner Mutationen, die zu
einer Antibiotika-Resistenz fihren kénnen
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* Nalidixinsaure (Nal) ist ein Chinolon und inhibiert
Topoisomerasefunktion der Gyrase (neg. supercoiling)

« Mutanten weisen I.d.R. eine Mutation in dem Gen der
Gyrase auf

« Diese Genmutation (eine Basenpaarsubstitution) flhrt
zu einer Anderung in der Amiosaurenseugenz der
Gyrase

- Diese Anderung fuhrt zu einer reduzierten Affinitat der
Chinolone an die Gyrase 2Abnahme der Wirkung des
Chinolons
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Durchflihrung Rakisl

1. Aufkonzentrieren (20:1) der UN-Kultur von E. coli:
Zentrifugation, Resuspension (Endvolumen 2.25 mL)

2. Bestimmung Mutanten/mL: Hiervon jeweils 8 x 100 pL
auf NB-Agar mit 32 ug/mL Nalidixinsaure und 8 x 100
uL auf NB-Agar mit 64 pg/mL ausplattieren; Inkubation
(48 h bei 37°C)

3. Doppelbestimmung zur Ermittlung der KBE/mL.:
Verdinnungsreihe 101-10° herstellen(1:10 je Schritt
mit Endvolumen von 5 mL), von 10 bis 102 je 100 pL
ausplattieren; Inkubation (18 h bei 37°C)
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Oberflachenplattierungsverfahren
Oberflachen-

kolonie

@& —

Probe wird mit einer Pipette Probe wird mit einem sterilen Normales Ergebnis bei Plat-
auf die Oberflache der Spatel gleichmaBig auf der tierung auf der Oberflache
Agarplatte gegeben Oberflache verteilt

(0,1ml oder weniger)

= Abflammen des Spatels nach jeder Platte!

= Spatel in Ethanol tauchen und an der Flamme entzlinden

= Spatel SOFORT wieder aus der Flamme nehmen und Ethanol
verbrennen lassen

= Warten bis Spatel abgekihlt ist , dann ausplattieren
= Platten beschriften: Name, Gruppe, Versuch, Verdiinnungsstufe
= Sortieren: hochste Verdinnung unten (z.B. 10%, 10>, 104)
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« Auszahlen der Antibiotikaplatten — Mutanten/mL

« geeignete Verdiunnungsstufe auswahlen, Bestimmung
der Mutationsfrequenz:

Mutationsfrequenz = Mutanten/mL : KBE/mL
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