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Alexanders sjukdom
Lararhandledning

Denna bioinformatikdvning handlar om att bedéma ifall
fem patienter har nagra mutationer som orsakar férand-
ringar i proteinet GFAP. Aminosyrasekvenser jamfors med
hjalp av verktyget Clustal Omega.

Till 6vningen finns ett bildspel (PPT) som kan anvandas for att introducera upp-
giften. Den innehéller samma bilder som finns i elevinstruktionens bakgrunds-
beskrivning till orsakerna bakom Alexanders sjukdom. Elevinstruktionens be-
skrivning av den 6vergripande uppgiften féljs av en normal aminosyrasekvens
motsvarande sekvenser fér fem olika vuxna patienter. Sedan féljer ett antal
deluppgifter sa att eleverna steg for steg kan ta sig an analys och tolkningar av
resultat. En tabell for att sammanstilla resultat finns péa sidan 5 i elevinstruktio-
nen. Forslag pa svar pa deluppgifter ges sist i denna lararhandledning.

Syfte

Syftet med dvningen &r att visa pa hur mutationer som paverkar enstaka ami-
nosyror kan identifieras genom att jamféra sekvensdata fran patienter med en
referenssekvens (normal), som ger ett fungerande protein.

Ovningen ska dven ge 6kad forstaelse for att effekten ett skifte fr&n en amino-
syra till en annan har beror pa aminosyrors kemiska egenskaper s som laddning
och storlek.

Om 6vningen

Ovningen togs ursprungligen fram av Erik Bongcam-Rudloff som numera &r professor i
bioinformatik vid Sveriges lantbruksuniversitet, SLU. Bioresurs har utvecklat évningen,
bland annat med stod av larare som deltagit i fortbildning och kommmenterat den. Flera
deluppgifter har lagts in med syfte att ge stéd for eleverna att stegvis ta sig an den over-
gripande uppgiften. Information om aminosyrornas kemiska egenskaper har inkluderats i
den nuvarande 6vningens utformning. Dessutom har uppgifter som knyter an till arflighet
och preimplantatorisk genetisk analys (PGD) lagts till.
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Anvandningsomrade

Ovningen ar tiankt fér elever pd gymnasiet. Den har prévats och utvecklats efter
aterkoppling fran larare som deltagit i fortbildning om bioinformatik fér skolan.

Ett forslag ar att anvdnda 6vningen i samband med att man arbetar med hjarnan
och nervsystemet. Den kan aven integreras i genetikundervisningen som exem-
pel pd en monogen sjukdom.

Flera larare som prévat évningen menar ocksa att den fungerar bra som intres-
sant inslag i kemiundervisningen nar man arbetar med proteiners struktur och
funktion.

Foérkunskaper

Innan man gor dvningen ar det viktigt att eleverna har viss koll pa begrepp som
gen, DNA, transkription, translation, aminosyrasekvens, mutation och protein.
Eftersom sjukdomen orsakas av problem pé cell- och organniva ar det en férdel
att eleverna har viss koll pé att det finns olika celltyper och att cellernas form
och funktion paverkas av strukturen pa deras cellskelett.

Eleverna behodver ha viss vana vid att arbeta i webblasare med flera flikar 6ppna
(kunna vaxla mellan olika flikar) och kunna félja instruktioner. Det &r ocksé bra
att de kdnner till ndgra snabbkommandon fér att kopiera (Ctrl+C) och klistra in
(Ctrl+V). Ytterligare en bra datorkunskap ar att man kan 6ppna nya webbflikar
genom att hélla ned Ctrl-tangenten innan man klickar pa en lankadress. Det &r
vanligt att man dppnar pdf-filer, s som elevinstruktionen, i webblasare. Om
man bara klickar direkt pa en lank till ett bioinformatiskt verktyg s& lamnar man
instruktionen.

Tidsatgang

Hela 6vningen med alla deluppgifter (1-12) tar ungefar en timme att gora fér en
med viss datorvana som féljer instruktionerna utan att fastna alltfér linge pa
nagon deluppgift. Ett moment som man kan fastna pa ar uppgifterna 6-7 som
handlar om aminosyrornas kemiska egenskaper. | svarsférslagen till dessa upp-
gifter finns kommentarer som kan anvandas for att forklara for eleverna.

Uppgifterna 1-8 léser den 6vergripande uppgiften, det vill siga man kan sam-
manfatta ett svar till lakaren om vilka patienter som har misstéankta mutationer.
Uppgifterna 9-12 ger méjlighet till férdjupad analys dar man tittar p& DNA-nivan,
far fundera 6ver mutationer, genetik och arftlighet samt ett etiskt dilemma med
koppling till PGD (preimplantatorisk genetisk diagnos).

Utdver sjilva genomférandet behévs en kortare genomgang med introduktion (se
tillhérande bildspel) och tid for att ga igenom uppgifterna.
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Didaktiska rad

For att introducera uppgiften kan det vara bra att prata om de bilder som visas
pé den férsta sidan i elevinstruktionen. Samma bilder finns i bildspelet (PPT)
som hor till materialet. Modifiera s& att det passar din undervisning. Bilderna vi-
sar olika sa kallade organisationsnivder. P4 makroniva visas hjarnan, astrocyter
motsvarar mikronivd medan proteinet GFAP exemplifierar submikroniva. Férma-
gan att koppla ihop fenomen pa olika rumsskalor 4r nagot som kraver traning.

Utover sjilva uppgiften kan det vara bra att beratta ndgot om vad bioinformatik
handlar om. Man kan ta upp att det finns databaser dar forskare ldmnar in de
resultat de far nir de gér DNA-analyser. De sekvenser vi anviander i uppgiften ar
hiamtade frdn en sddan dppet tillginglig databas. Man kan beratta om att sek-
vensdata ofta innehéller s& manga positioner av kviavebaser eller aminosyror att
det skulle vara mycket tidskravande att vi manuellt skulle sitta och leta efter
skillnader. For att hantera stora datamangder av sekvensdata har man utveck-
lat olika bioinformatiska verktyg som bygger pa programmering. En som arbetar
med bioinformatik kan vara bade programmerare i grunden, eller kanske en bio-
log som fordjupat sina kunskaper i programmering eller datavetenskap. Ofta be-
hovs flera kompetenser nar nya verktyg utvecklas och man arbetar i team.

Man kan berdtta om vad vad som hander vid en sekvensjamférelse (se bild 7-8 i
PPT). Programmet Clustal Omega bygger pa en algoritm som skapar en match-
ning mellan olika sekvenser. Ofta bygger algoriter for sekvensjamforelser pa na-
gon form av "kostnadsschema” dar avvikelser ger minuspoang, och likheter ger
pluspoéng. Resultatet som man far fram ar en matching som gett sa hég poang
som mojligt. | just den har évningen med Alexanders sjukdom har alla sekven-
serna exakt samma langd. Skillnaderna vi ser ar enbart enstaka aminosyror som
férdndrats. | andra fall ndr man jamfér sekvenser som kanske har olika langder
sa gor programmen att det skapas 6ppningar sa att sekvenser kan foérskjutas i
forhallande till varandra.

Eftersom det kan vara en stor variation i hur elever tar sig an uppgiften (pa
grund av skillnader i férkunskaper och féormégor) kan det vara bra att planera
for hur du ska kunna félja upp arbetet i klassen som helhet. Det kan finnas en
fordel med att dela upp arbetet sé att mélet for ett lektionspass ar att géra de
inledande deluppgifterna, medan ovriga uppgifter gors klart nastféljande lektion.

Att lata eleverna arbeta tva och tva ger flera férdelar. En elev kan ha instruktio-

nen med deluppgifterna framfér sig, medan den andra eleven pé sin skirm kan

fa fram resultatet i Clustal Omega. D& kan de tillsammans arbeta med uppgifter
och tolkningar av resultaten.

For elever som har svart att arbeta vid datorn med flera flikar 8ppna, kan ett al-
ternativ vara att skriva ut resultatet man far fram via Clustal Omega. D& kan en
utskrift av resultatet gora det enklare att tolka och gora uppgifterna.

Forskning om bioinformatikundervisning i skolan har visat att det ibland ar elev-
ernas storsta problem att férsté den biologiska kontexten. De kanske kan klicka
igenom en instruktion och f& fram resultat utan stérre problem, men att tolka
och férstd det man far fram ar det mer utmanande. Som larare kan det vara vik-
tigt att planera for hur man ska stotta eleverna i detta. Ett satt ar att anvanda
guidande fragor av typen ”Varfér gjorde vi den har analysen?”, *Vad var det for
frdga vi hade?”.

Hoppas att du prévar den hdr uppgiften med dina elever och att du vill dela med dig
av din Gterkoppling till oss pd Bioresurs. Maila reflektioner till info@bioresurs.uu.se.
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Svarsforslag till deluppgifter

| elevinstruktionen stdr att man ska sammanstdélla svaren pd uppgiftern 1-3 och
6-7 i tabellen (som finns pG sidan 5 i elevinstruktionen). H&r ges svaren till res-
pektive uppgift, men de har dven férts in i tabellen (se nésta sida).

Uppgift 1: | vilka positioner i sekvensen hos patienterna finns det mutationer?

De flesta aminosyrorna i sekvenserna for patienterna ar identiska med den nor-
mala vilket visas med stjarnor underst (*). Position 79 och 239 saknar stjarnor.
Om man slarvar nar man kopierar sekvensen kan det fattas ndgon aminosyra (for
patient 5) pa slutet, men det &r da en felinmatning och inte en mutation (vilket
man ser nar man gar tillbaka och tittar pa sekvensdatat).

Uppgift 2: Vilken eller vilka av patienterna bar pd en mutation i GFAP-genen?
Vilken forandring har skett i och med mutationen?

Observera att patienterna hamnat i en ordning som motsvarar hur lika eller olika
de &r den dversta sekvensen. De ligger alltsé i en annan ordning 4n sd som de
matades in i programmet. Patient nummer 1 har ingen mutation i position 79,
men diremot i position 239, en mutation alltsd. Aminosyran R (arginin) som fér-
andrats till H. Patient 3 och 4 har inga mutationer i ndgon av positionerna.

Uppgift 3: Vilken eller vilka av patienterna bar pa tva eller fler mutationer i
GFAP-genen? Vilken forandring har skett i och med dessa mutationer?

Patient 2 och 5 har vardera tva mutationer (i bade position 79 och 239). Amino-
syran R (arginin) har forandrats till H och C for patient 2 i positionerna 79 och
239. For patient 5 har R muterats till C i bade position 79 och 239.

Uppgift 4: Hur ménga aminosyror ingar i normalt GFAP-protein?

Det har ser man pa siffran langst ned till hdger péa resultatsidan, 432 aminosyror.

Uppgift 5: Har ndgon patient d4ndrad langd pa GFAP-proteinet?

Nej (om man kopierat hela sekvenserna, se kommentar till uppgift 1).

Uppgift 6: Ar arginin (R) en positivt eller negativt laddad aminosyra? Oppna fliken
"Alignment” (se bild ovan). Still in COLOR SCHEME sa att du kan se
vilka aminosyror som ar negativa respektive positiva.

Nar man @ndrar i COLOR SCHEME till ”positive” sé fargas alla positiva aminosyror,
inklusive R (arginin) blatt. S& svaret &r att arginin ar en positivt laddad aminosyra.

Uppgift 7: | tabellen nedan visas kemiska egenskaper for arginin (R) och foér de
aminosyror som brukar forekomma i muterade GFAP-proteiner.
Vilken av C, G och H avviker mest (jaAmfor varden) fran R vad galler

a. hur hydrofil (vattenldslig) aminosyran ar? Aminosyran C avviker mest.
b. storlek? Aminosyran G avviker mest.
c. elektronegativitet? Aminosyran C avviker mest.

Kommentarer: Tabellen med olika varden for aminosyrornas kemiska egenskaper
visar graden av vattenldslighet i kolumnen z1. Arginin har varde 2.88. Den aminosyra
som avviker mest fran det vardet ar C (cystein) som har det l4gsta vardet av de tre.
Storlek i kolumnen z2 ger arginin vardet 2.52 medan G (glycin) har det lagsta vardet
(negativt) av de tre. Aven C har ett negativt virde. Elektronegativitet i kolumn z3 vi-
sar att arginin har varde -3.44 och C (cystein) har det hogsta vardet av de tre.
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Tabell for att sammanstalla information om patienternas eventuella mutationer.

Patient Positioner for Mutation (ange Beskriv ev. forandring i
ev. mutationer 1-bokstavskod for ev. kemisk egenskap

(ange position, eller 0" | muterad aminosyra)

for ingen mutation)

1 239 H Framst en annan elektrone-
gativitet an arginin

2 79 och 239 H i position 79 H skiljer sig framforallt i

C i position 239 elektronegativitet

C skiljer sig mycket i elek-
tronegativitet, aven i storlek
och vattenloslighet jamfort

med arginin
3 Ingen mutation
4 Ingen mutation
5 79 och 239 C i position 79 C skiljer sig mycket i elek-

tronegativitet, aven i storlek
och vattenléslighet jamfort
med arginin

C i position 239

Uppgift 8: Om vi antar att det ar sarskilt allvarligt att som patient ha flera muta
tioner och mutationer som innebar en stor férandring i kemiska egen-
skaper hos proteinet GFAP, vilken patient ser ut att ha drabbats hardast?

Sammanfatta ett svar till likaren om vad analysen av GFAP-genen for
de fem patienterna sager om eventuell risk fér Alexanders sjukdom.

Om vi antar att ju fler kemiska olikheter som mutationen ger, desto stérre effekt
sa borde patient 5 ha det mest annorlunda proteinet jAmfért med det normala,
eftersom aminosyra C skiljer sig sd mycket fran aminosyra R (arginin).

Patient 3 och 4 saknar mutationer som paverat aminosyrasekvensen vilket ty-
der pa att de inte har Alexanders sjukdom. Patient 1 har en mutation som gett
en aminosyra med nagot annorlunda egenskaper medan patient 2 och 5 bada
har tvd mutationer. Troligen har patient 5 storst effekt pd proteinets struktur
da bada mutationerna inneburit ett skifte till en kemiskt mycket annorlunda
aminosyra.

Uppgift 9: Hur manga nukleotider (hur langt mRNA) kravs for att koda for ett
protein med den ldngd som GFAP-proteinet har?

Med 432 aminosyror kan man forvanta sig 432 x 3 = 1296 bp DNA-sekvens som
kodar fér dessa med tripletter av kodon. Men om man ténker att det dven ingar
ett stoppkodon, sa borde sekvensen vara 1299 bp lang. Ett stoppkodon har den
effekten att nar ribosomen kommer till det kodonet s avslutas translationen.
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Uppgift 10: Vilken eller vilka av féljande férandringar (mutationer) pa DNA-niva
kan ge upphov till att aminosyra R i position 79 foérandras till amino-
syra C hos en av patienterna?

Det kan ha skett... (valj ett eller flera alternativ)

.. en deletion

.. en insertion

.. ett basutbyte i den forsta av de tre kvivebaserna som kodar fér R

.. ett basutbyte i den andra av de tre kvdvebaserna som kodar for R

S @ o o

.. ett basutbyte i den tredje av de tre kvdvebaserna som kodar for R

Motivera varfor du valt eller inte valt alternativen a-e.

Alternativ a och b skulle ge ett skifte i ldsramen och orsaka en stor skillnad i
translaptionen och diarmed ge en mycket annorlunda sekvens av aminosyror ef-
ter position 79. Det ser vi inte hos patienterna, darfor &r de osannolika.

Alternativ ¢ staimmer. Aminosyran R kodas av foljande tripletter: AGG, AGA, CGG,
CGA, CGC, CGU. Vi vet inte vilket kodon som ligger bakom, vi far anta att alla
dessa sex varianter skulle vara mojliga. Fér att férandra nagot av kodonen till ett
kodon fér aminosyran cystein (C) méste vi se vilka kodon som giller dar: UGG,
UGA, UGC, UGU. En skillnad hir ar alltsd att R kodas av A eller C i férsta positio-
nen, medan C kodas av U i férsta positionen. Alltsd maste den férsta positionen
i tripletten av baser dndras for att mutera fran aminosyra R till C.

Alternativ d och e ger inte ett skifte fran R till C (se férklaring till alternativ c).

Uppgift 11: | de flesta fallen har inte féraldrarna till den som drabbas de
mutationer som orsakar Alexanders sjukdom. | regel ar patienterna he-
terozygoter for mutationen. Valj ett av féljande alternativ och motivera.

Mutationen ar férmodligen dominant eftersom...

... att patienterna ofta ar heterozygota innebar det att det racker med en mute-
rad sekvens for att det ska bildas proteiner med en avvikande struktur vilket ger
upphov till sjukdomen. Att personen har en allel som ar normal hjilper inte, da
det inte kan ta bort de proteiner som bildas med en avvikande struktur.

Uppgift 12: Tycker du att alla patienter ska fa radet att anvanda sig av
provrorsbefruktning (IVF, invitrofertilisering) och preimplantatorisk
genetisk diagnos (PGD) i de fall de vill skaffa barn? varfér/varfor inte?

For patient 3 och 4 som saknar mutationer behdvs det inte utifrdn den har ana-
lysen av specifikt Alexanders sjukdom. De 6vriga patienterna skulle kunna ges
rad om den typen av diagnostiskt verktyg eftersom det dr 50% risk att den allel
som innehéller mutationerna férs dver till deras barn. | och med att sjukdomen
ar dominant sa kommer barn som drver den muterade allelen ocksd med stor
sannolikhet fa sjukdomen.

Kommentar: | Sverige har tva sjukhus tillstand att bedriva hégspecialiserad vérd
med genetiska diagnostik pa embryoceller (Salgrenska Universitetssjukhuset i
Goteborg och Karolinska Universitetssjukhuset i Stockholm). De ger genetisk
vagledning och tar beslut om det &r majligt att genomféra PGD utifran gillande
lagar och den kunskap som finns. | de fall det ar mdjligt planerar och genomfor
de sedan PGD-behandlingen. Vi pa Bioresurs har i dagslaget ingen information
om hur vanligt det ar att Alexanders sjukdom ingar i PGD-behandlingar.
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