4.6 Methoden der Molekularbiologie.

4.6.1 Restriktionsnucleasen schneiden DNA an ganz bestimm-
ten Stellen.

Enzyme, die Nucleinsduren hydrolysieren, hei3en Nucleasen. Es
gibt Desoxyribonucleasen (DNAsen, spalten DNA) und Ribonucle-
asen (RNAsen, spalten RNA). Zudem unterscheidet man zwischen

Exo- und Endonucleasen. Exonucleasen schneiden nach dem ‘\ Endonuclease
Salamiprinzip, also am Ende der Nucleinsédure; Endonucleasen

schneiden im Inneren.
Endonucleasen sind oft sequenzspezifisch, d.h. sie Restriktionsnuclease Eco R | schneidet Doppelstrang-DNA

spalten Doppelstrang-DNA nur an einerbestimmten Se- Schnittstelle
quenz, z.B. GAATTC. Derart sequenzspezifische Endo- GAATTC
nucleasen heiBen Restriktionsnucleasen. Restriktions- c"-i-'-'l-' A‘ A‘,G
nucleasen gibt es nur fiir DNA. Beispiel: Eco R | !
schneidet nur in der Sequenz GAATTC. GAATTC ist

Exonuclease

die Restriktionsstelle von Eco R |. Die beiden Einzel-

strange werden versetzt geschnitten. Die so entstan- AATTC -
denen Uberlappenden, einzelstrangigen Bereiche be- G G

zeichnet man als klebrige Enden (sticky ends). CTTAA

Zum Gebrauch von Restriktionsnucleasen: Schnittmit iberlappenden; (isbrigen) Enden

Bildung von Restriktionsfragmenten
@®  Jede Restrik-

tionsnuclease spaltet DNA-Doppelstrangmit Eco R I- und Hind lll-Schnittstellen
nur an ihrer Restrik-
tionsstelle; z.B. EcoR

| nur bei GAATTC,
Hind Il nur bei Verdau mit Eco R |

AAGCTT. Es entste-
hen sog. Restriktions- h I
fragmente. Restriktionsfragmente T

@®  Von jeder DNA kdnnen Sie eine Restriktionskarte anlegen, d.h. ein Verzeichnis der Schnittstellen von Restrik-
tionsnucleasen. Dies kennzeichnet die DNA und ermdglicht es, verschiedene DNA-Fragmente zu vergleichen, ohne sie
zu sequenzieren (d.h. die Abfolge ihrer Basen bestimmen zu mussen).

EcoR| EcoR| Hind lll EcoRI

| | | L _pNnA
Restriktionskarte des obigen DNA-Fragments

[ J Mit Restriktionsnucleasen kdnnen Sie DNA-Fragmente in Plasmide einbauen.

Einbau eines DNA-Fragments in ein Plasmid.
Dazu schneiden Sie das gereinigte

Plasmid (rot) mit einer Restriktions- Mit Restriktionsnuclease (Eco R |)

nuclease zu einer linearen DNA mit Plasmid schneiden

klebrigen Enden auf. Fur viele Plas- °

mide, wie pBR 322, gibt es Restrik- — H linearisiertes Plasmid h

tionskarten, in denen die Schnitt-

stellen verschiedener Restriktions-

nucleasen verzeichnet sind. AATTC G kleben
G CTTAA ligieren

DNA-Fragment

Das einzubauende DNA-Fragment (blau) sollte die gleichen Enden haben wie <G
das linearisierte Plasmid. Das erreichen Sie, indem Sie entweder Fragment S
und Plasmid mit der gleichen Restriktionsnuclease schneiden, oder indem Sie
an das DNA-Fragment einen Adaptor anhangen (S43).

Das Fragment lagert sich nun Uber die klebrigen Enden in das linearisierte
Plasmid ein (es annealt). Eine DNA-Ligase verknipft Plasmid und DNA-
Fragment kovalent. Es bildet sich ein neues, gréBeres Plasmid.
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neues
Plasmid




