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INTERMOLECULAR ASSOCIATION

INTRAMOLECULAR ASSOCIATION

5 AATT . ® AATT
TTAA TTAA®
+
TTAR 5’ Base-pairing
; &
[ Base-pairing T '[r
5 AATT AATT
TTAA TTAA 5

Fig. 2.2 Cohesive ends of DNA fragments produced by digestion with Eco RI.

Tabelle 5.1: Einzelne Restriktionsenzyme und ihre Spaltsequenzen

Mikroorganismus Enzymkilrzel Spaltsequenz Anmerkungen”

Haemophilus aegytius Haelli 5...G GjC C...8 1
3’...C Cc|G G...5

Thermus aquaticus Taq! 5...T|IC G A..3 2
3...AGC|T...b5

Haemophilus haemolyticus Hhal 5...G C G|C ...& 3
37...C|G C G ...5

Desulfovibrio desulfuricans Ddel 5...CIT NAG..J 4
3’...G ANT C..Vb

Moraxella bovis Mboll 5...GAAGA (Ngl.J3 5
3...C T TCT (N)y|.5

Escherichia coli EcoRV 5...GATIATC..03 1
3...C T AT AG..5

EcoRlI 5...G]|AATTC..3 2

3...CTTAA|G..5

Providencia stuarti Pstl 5...C TGCA|G...3 3

: 3’...G A|[CGTC..5

Microcoleus Mstli 5...CCITNAGG..Z 4
3'..G6GANT|CC..5

Nocardia otitidis-caviarum Notl 5..GC|[GGCCGC..% 6
3’...cGCCG|GCG...5

* Anmerkungen:
. Enzym erzeugt stumpfe Enden.
. Das 5’-Ende hingt {iber.

. N kann entweder ein Purin oder ein Pyrimidin sein.

1
2
3. Das 3’-Ende hidngt iber.
4
5

. Das Enzym schneidet nicht innerhalb der Erkennungssequenz,

stelle entfernt.

6. Notl besitzt eine achtbasige Erkennungssequenz und sch

neidet Sauger-DNA #uflerst selten.

sondern in beliebiger ‘Sequenz 8 Nucleotide vom 3’-Ende der Erkennungs-

58




PYRPYT

Enzyme — AMP

) T4 DNA ligase

Y E.coli DNA ligase

PRI
SEERFERN

Fig. 2.4 Action of DNA ligase. An enzyme-AMP complex binds to a nick bearing

3'-OH 5'-P groups. The AMP reacts with the phosphate group. Attack by the
3'-OH group on this moiety generates a new phosphodiester bond which seals

the nick.
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Fig. 2.5 Use of DNA ligase to create a covalent DNA recombinant joined through

association of termini generated by Eco RI.
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surface

Replica plate onto
membrane filter

Partially lyse cells;
add specific
antibody; add
agent to detect
bound antibody in
radiolabeled form

Autoradiograph
to detect radioactivity

— X ray film

Paositive colonies

(a)

Transformant colonies
growing on agar

growing on agar
surface

Replica plate onto
membrane filter
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denature DNA;

add BNA or DNA
probe (radioactive);
wash out unbound
. radioactivity

RNA or
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Autoradiograph
to detect radioactivity

- X ray film

Paositive colonies

FIGURE 8.7 Finding the right clone. (a) Method for detecting production of protein by use of
specific antibody. (b) Method for detection of recombinant clones by colony hybridization with a

radioactive nucleic acid probe.

Transformant colonies



Infection by
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Attachment of
Agrobacterium cells
to plant cells

Agrobacterium cell

Ti plasmid

Processing of T-DNA
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FIGURE 17.62 Overview of events in crown gall disease following infection of a susceptible
;‘aﬂt by Agrobacterium tumefaciens.
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origin
At
Spect. l origin E. coli
)N ¢ E. coli

Transfer by
conjugation

A. tumefaciens

Plant cell

(@)

Whole plant
(e) P

FIGURE 8.18 Production of transgenic plants using Agrobacterium
tumefaciens. (a) Generalized plant transfection vector containing ends
of T-DNA (in red), foreign DNA (in yellow), origin of replication elements
for both E. coli énd A. tumefaciens, and spectinomycin and kanamycin
resistance markers. The kanamycin resistance marker can be selected
for in plants. (b) The vector can be put into £, coff for cloning purposes
and then transferred to A. tumefaciens by conjugation. {¢) The resident
Ti plasmid used for transferring the vector to the plant (D-Ti) is itself
genetically engineered to remove key pathogenesis genes. (d) How-
ever, D-Ti can mobilize the T-DNA region of the vector for transfer to
plant cells grown in tissue culture. From the recombinant cell, whole

plants can be regenerated.




L : J TMV-RNA

integrativer
T-DNA-Vektor . j
"1 Huillprotein-cDNA ,

Ligation

CaMV- — - Terminator
Promotor
Ubertragung auf
Agrobacterium
Ti-Plasmid

Infektion von
Tabakbiattscheibchen

regenerierte -
transgene
Pflanzen

PR TN

mierende trans- die kein Huilprotein  wird infiziert
gene Pflanze exprimiert, wird

1
i
i
3
i
!
!
|
i
I
|
‘,
hillproteinexpri- transgene Pflanze, Kontrolipflanze \
i
; ' expr i
ist geschitzt infiziert |

i
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Promotor

Ei vom Schaf

Injektion der DNA
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gigl:jt_e Implantation in die Gebarmutter

N

{
Identifizierung transgener
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=Y
]

Melken transgener Schafe
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&l

Fraktionierung der Milchproteine

:
E

reines X-Produkt

24.6 Die Produktion eines pharmazeutisch bedeutsamen Proteins
in der Milch transgener Schafe. Das Gen ,X* codiert ein therapeu-
tisch verwendbares Protein, etwa den Gewebeplasminogenaktiva-
tor, mit dem Blutgerinnsel in der Blutbahn des Menschen aufgeltst
werden (Kapitel 23). Das Gen unterwirft man der Regulation durch
den g-Lactoglobulin-Promotor, der nur in Brustdriisengewebe aktiv
ist, und anschlieBend bringt man es durch Mikroinjektion des Ex-
pressionsvektors in den Kern von Schafoocyten. Diese Eizelien setzt
man in die Gebarmutter von Ammentieren ein. Nachkommen, die
das Transgen exprimieren, identifiziert man durch PCR-Amplifika-
tion chromosomaler DNA, wobei man Primer aus der Sequenz des
Gens X" verwendet. Transgene Schafe exprimieren X nur in
Brustdriisengewebe und sezernieren groBe Mengen des X-Pro-
teins in die Milch, aus der sich das Produkt reinigen l1aBt.
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L&sung steigt durch Gel und
Filter zu Papiertiichern auf

Wderung
B Papiertiicher

Schwamm

7.23 Die Analyse von DNA und RNA durch Gelelektrophorese
und Blotting. DNA, die mit Restriktionsenzymen geschnitten wurde,
oder aus Zellen gewonnene RNA wird auf ein Agarosegel aufgetra-

gen und elektrophoretisch nach der GréBe aufgetrennt. Die Nucle- Nitrocellulose-
insAuren Ubertragt man aus dem Gel auf ein Nitroceliulosefilter, so filter

daf ein praziser Abklatsch des Gels entsteht. Zu diesem Zweck

legt man das Gel gewohnlich auf einen Schwamm, der in einer

Pufferschale liegt. Das Filter legt man (iber das Gel und bedeckt es

mit einem Stapel Papierhandtiicher, der seinerseits wie ein .
Schwamm wirkt und den Puffer durch den Schwamm, das Gel und Gel ‘ Filter
das Filter anzieht. DNA- oder RNA-Fragmente werden aus dem

Gel auf das Filter geschwemmt, wo sie haften bleiben. Man ent-

fernt das Filter und hybridisiert es mit einer radioaktiv markierten

Sonde. Die Hybridisierung macht speziell die gesuchte Sequenz

sichtbar, selbst wenn sie nur einen kleinen Bruchteil der Nuclein- /

sauren auf dem Filter ausmacht. Dies ist der Grund fiir die auBer- o _ DNA
gewdhniiche Selektivitat der Methode. Nicht gebundene Sonden- Hybridisierung mit auf Filter
molekule wascht man ab, und dann wird das Filter auf einen Ront- speznf}sc_r.\er (ibertragen
genfim gelegt. Die Lage eines DNA- oder RNA-Fragments, das Nucleinsguresonde

komplementér zur Sonde ist, erscheint als Bande auf dem Film.

Diese Verfahren nennt man Southern Blotting, wenn DNA auf die
Nitrocellulose Ubertragen wird, Northern Blotting, wenn es sich um

RNA handelt, und Western Blotting, wenn Protein von einem SDS-
Polyacrylamidgel transferiert wird. Beim Western Blotting macht
man das gesuchte Protein mit Hilfe eines Antikérpers sichtbar, der Fitter in
es spezifisch vor dem Hintergrund anderer Zellproteine erkennt. Plastiktite
y CYX T T T 71777 : Nicked DNA duplex
E.coli DNA polymerase I : Entfernen
+ i freier 4
32 | an komplementarer
4dNTPs {x°“ P-labelied) i Sondenmolekiile Sequenz hybridi-

sierte Sonde

PPi
P

N .
Py 10
P OH :
) B
B Exonucleolysis

Belichten des

77N .
/p '\ Rontgenfilms
\ i w
B B B \B/ B B
N

Autoradiogramm

Continued reaction

5 S e B mm e e 3’ Labelled, nicked DNA
3 ] [ [ T T 777 TS' duplex

Fig. 15.1 *P-labelling of duplex DNA by nick translation. Asterisks indicate
radiolabelled phosphate groups. v
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(a) DNA zweier Allele Fragmente Fragmente

19.7 Verwendung von Restriktionsfragment-Mustern zur Unter-
scheidung verschiedener Allele. a) Die DNA zweier Allele unter-
scheidet sich in bestimmten Restriktionsschnittstelien (hier sind nur die
relevanten Basen gezeigt). Das Restriktionsenzym, dessen Erkennungs-
sequenz hier zu sehen ist, schneidet die DNA des Allels 1 in drei Sticke
(w, x und y), die DNA des Allels 2 dagegen nur in zwei (z und y). b) Die
Restriktionsfragmente der DNA jedes Allels werden durch Elektropho-

(b) Elektrophorese der Restriktionsfragmente

rese in einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. (Sie wandern im elektri-
schen Feld in Richtung des Pfeils.) Man erkennt einen klaren Unter-
schied des Bandenmusters im Gel. Die DNA des Allels 1 zeigt in der
Elektrophorese drei Banden, die den Fragmenten w, x und y entspre-
chen. Die DNA des Allels 2 ergibt nur zwei Banden, entsprechend der
Fragmente z und y.

g ——WR— E 1 2 i

Alele 1 -] == [— T Digest DNA,

run gel,
E E and blot S
Alle2 = = ~—— —| — - [} - - witnprobe

—
——— VNTR——— 1 2
Allele 1 - —l_—_i{:‘ __,‘ _:l_‘?_—_l- . -
/ AN reaction
;rimer Prime{\ E—_—j> ;
Allele2 - - —L—'——’—{'———ﬂ -——»l ——-)-l ——->| -—:j;:_—-'- -- g;og:fts —

()

DNA fingerprinting. {a) Two different alieles
alleles differ only in the number of repeats in t
chromosomes can be cut with the restriction enzyme EcoRi (which does not cut within
the VNTR) and the fragments separated on
the VNTR are then identified after Southern blotting by hybridization with a probe specific
to the VNTR. (For simplicity, the figure shows only the result from individuals whose two
chromosomes each have the same aliele at this site.) (b) The same alleles, but this time

with primers that could be used to ampilify the VNTR segments by PCR. The products of |

of a region of a single chromosome. The
he VNTR. DNA from cells containing these

an agarose gel. The fragments containing

the PCR reaction can be loaded directly onto the gel without restriction digestion. l
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Exon
Autoradiogramm der
14, 20-22 Tagl-gespaltenen DNA
14 + 11 nach Hybridisierung mit
cDNA-Sonden aus den
14+ 11 Exons 14-26
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27.4 Die Mutation im Hamophiliegen (Faktor Vill), die durch die
Insertion eines L1-Elements verursacht wird. (a) Eine Karte des Ha-
mophiliegens mit der Lage seiner Exons (bezeichnet mit 1—26)
und der Tagi-Stellen (Pfeile). Das L1-Element liegt im Exon 14 und
enthalt eine Tagl-Stelle (Pfeil). (b) Bei Spaltung normaler DNAs
(von Mutter und GroBmutter) mit Tagl, gefolgt von einer Hybridisie-
rung mit einer cDNA-Sonde fir die Exons 14 bis 26, erkennt man
drei Fragmente des Hamophiliegens. thre GroBe betragt 5,9, 2,8
und 2,2 kb. Die Bande bei 5,9 kb enthalt in Wirklichkeit zwei Frag-
mente ahnlicher GréBe. Eines enthalt Exon 14, und das andere
umfaBt Exons 20—-22. Die DNA des Patienten enthait das letztere
Fragment, denn das Fragment mit Exon 14 wird in zwei Bruchstik-
ke geteilt, weil das hier eingefligte L1-Element eine Tagl-Stelle ent-
halt. Das L1-Element laBt die GroBe dieses Exon-14-Fragments von
5.9 auf 9,7 kb steigen. Seine beiden Teilstticke haben eine Lange
von 5,7 und 4,0 kb. (Nach Kazazian et al., 1988.)

Exonnummer

(Hamophilie)




