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2. 3. Handwerkszeug der Gentechnik

a) Die Scheren der Gentechnologie: Restriktionsenzyme

Enzyme, die den DNA- Doppelstrang an definierten Stellen spalten (schneiden), machten gentechnisches Arbeiten überhaupt erst möglich. Der Wissenschaftler WERNER ABER entdeckte 1972 bakterielle Enzyme, Restriktionsenzyme, die dies leisteten. Durch sie können lange DNA- Moleküle in experimentell handliche Fragmente zerlegt werden. Ein Restriktionsenzym schneidet DNA nur an einer Stelle, die es anhand der Basensequenz als seine spezifische Schnittstelle erkennt (Substratspezifität). Eine konkrete Region einer bestimmten DNA wird daher immer in die gleichen Fr Region eine Mutation, so kann dadurch eine Schnittstelle hinzukommen oder verloren gehen. Es entstehen also Fragmente anderer Länge. Dies Phänomen wird als Fragment-Längen-Polymorphismus RFLP gehören zu den individuellen genetischen Merkmalen. Es gibt Restriktionsenzyme, die die DNA versetzt spalten (s. Abb). Dadurch entstehen DNA- Stücke, die an ihren Enden eine kurze einsträngige Nukleotidsequenz tragen (sticky ends). Alternativ können gerade Enden (blunt ends) entstehen. 
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Restriktionsenzyme spalten sowohl DNA aus dem Spender- sowie aus dem Empfängerorganismus.
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Diese Enzyme kommen in Bakterien vor und haben dort die Aufgabe ihre bakterielle DNA vor der DNA anderer Organismen (z.B. Viren) zu schützen. Sie tun dies, indem sie die fremde DNA zerschneiden. Diesen Vorgang nennt man „Restriktion“ und so werden auch die Enzyme bezeichnet: Restriktionsenzyme. Mittlerweile wurden Hunderte von Restriktionsenzymen entdeckt und viele werden in der Gentechnologie eingesetzt. Einige Restriktionsenzyme mit ihren Erkennungssequenzen und Schnittstellen. Die Benennung der Restriktionsenzyme richtet sich vor allem nach den Bakterien aus denen sie isoliert werden, z.B. Eco steht für Escherichia coli R1 für das erste entdeckte                                                         Restriktionsenzym dieses Organismus. 
Aufgaben:

1. Was passiert wenn man DNA unterschiedlicher Herkunft mit dem gleichen Restriktionsenzym schneidet?
2. Imitieren Sie das Enzym EcoRI beziehungsweise AliI und zerschneiden Sie die DNA-Modelle an den entsprechenden Erkennungssequenzen.
3. Welche der beiden angegebenen Enzyme produziert sticky ends?
4. Welche Möglichkeiten eröffnen Restriktionsenzyme durch das Zerschneiden der DNA in Fragmente mit definierten Enden?
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Der Wissenschafier WERNER ABER entdeckte 1972  bakterielle Enzyme
Restriktionsenzyme, mit deren Hilfe sich DNA gezielt in Fragmente mit definierten Enden
zerlegen lasst. Ein Restriktionsenzym schneidet DNA nur an einer Stelle, die es anhand der
Basensequenz als seine spezifiische Schnittstelle erkennt. Eine konkrete Region einer
bestimmten DNA wird daher immer in die gleichen Fragmente zerlegt. Ereignet sich in dieser
Region eine Mutation, so_kann dadurch eine Schnittstelle hinzukommen oder verloren
gehen. Es entstehen also Fragmente anderer Lange. Dies Phanomen wird als Restriktions-
Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) bezeichnet. Die unterschiediichen Muster des
RFLP gehoren zu den individuellen genetischen Merkmalen. Je nach Enzym schneiden
Restriktionsenzyme die doppelstrangige DNA entweder in Fragmente mit glatten Enden
(blunt ends) oder in Fragmente mit versetzten Enden (sticky ends). Die einstrangigen Enden
konnen ein bis sechs Nucleotide umfassen.

Auswahl zweier Restriktionsenzyme:

Name Herkunftsorganismus Erkennungssequenz am Einzelstrang
EcoRI Escherichia coli GXAATTC
All Arthrobacter luteus AGXCT

Mégliche DNA-Sequenzen homologer Chromosomen unterschiedlicher Herkunft

DNA-Sequenz 1
> GGAGCTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTP.GTGAATTCCCATATC
3’ CCTCGACCACCACCACCACCACCACCATCACTTAAGGGTATAG®

DNA-Sequenz 2
s GGAGCTGGTGGTGGTGGTACTGAATTCCCATATC
3 CC‘TCGACCACCACCACCATGACTTAAGGGTATAG>

DNA-Sequenz 3 N
*'GGAGCTGGTGGTGGTGGTACTGAATTCCCATATC
3'CCTCGACCACCACCACCATGACTTAAGGGTATAG®

DNA-Sequenz 4
° GGAGCTGGTGGTGGTGGTACTGAATTCCCATATC
> CCTCGACCACCACCACCATGACTTAAGGGTATAG®
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b) Der Klebstoff der Gentechnologie: Die Ligase

Schneidet man DNA unterschiedlicher Herkunft (z. B. Maus und Bakterium) mit dem gleichen Restriktionsenzym, so kann man mithilfe der dabei entstehenden Enden diese zwei DNA- Sequenzen unterschiedlicher Herkunft miteinander verknüpfen. Diese Verknüpfung muss aber mit einem weiteren Enzym dauerhaft gemacht werden: der DNA- Ligase. Dieses Enzym spielt natürlicherweise eine wichtige Rolle bei der DNA- Replikation und bei der Reparatur von DNA- Schäden. Es besitzt die Fähigkeit, DNA- Fragmente stabil miteinander zu verknüpfen. 
Bsp: Ein Stück einer DNA- Sequenz eines Bakteriums und ein Stück einer DNA- Sequenz einer Maus werden jeweils mit dem Restriktionsenzym EcoRI geschnitten (s. Retriktionsenzyme).
Anschließend werden die Fragmente durch die Ligase miteinander verknüpft.
Das neu konstruierte DNA- Molekül wird als rekombinante DNA bezeichnet. 
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     Stück einer DNA- Sequenz eines Bakteriums

    5`AGTATGTCTTACTAGTCATGCATGAATTCGGATTGCATTGTGTCAAAT3`

    3`TCATACAGAATGATCAGTACGTACTTAAGCCTAACGTAACACAGTTTA5`


                                                                                           Stück einer DNA- Sequenz einer Maus
    5`ACACACACATCCCTGAATTCGATGATGCATGTGTGTGCTGATGACCT3`

    3`TGTGTGTGTAGGGACTTAAGCTACTACGTACACACACGACTACTGGA5`

geschnittenes Modell: 

  Zusammenfassung Ligase: 
 „genetischer Kleber“, verbindet angelagerte sticky ends fest zu einem durchgehenden DNA- Strang.       

 Natürlicherweise spielt dieses Enzym bei der DNA- Replikation und bei der Reparatur von DNA-  

 Schäden eine Rolle.

c) Ein Gen fährt Taxi: Transportsysteme
Forscher haben DNA aus einer Maus isoliert und mit EcoRI geschnitten. 
Nun wollen sie die im Reagenzglas (in vitro) hergestellten DNA- Fragmente wieder in eine Zelle einbringen, um sie dort zu vermehren. Die gebräuchlichsten Wirtsorganismen sind Bakterien, insbesondere das Bakterium Escherichia coli (E. coli). Die gebräuchlichsten Transportsysteme (Klonierungsvektoren= „Gentaxis“) sind bakterielle Plasmide. In sie wird die erwünschte Fremd- DNA (z.B DNA der Maus) eingebaut. 
Plasmide sind ringförmige kleine DNA- Moleküle. Sie kommen natürlicherweise in Bakterien vor und liegen frei (extrachromosomal) in der Baktereienzelle. Plasmid- Moleküle können in mehreren Kopien in der Zelle vorliegen und vermehren (replizieren) sich eigenständig. Ein großer Vorteil ist, dass sie gut aus Bakterien isoliert und relativ einfach wieder in Bakterien zurückgeführt werden können (Transformation). Plasmide, die in der Gentechnologie Verwendung finden, werden meist künstlich hergestellt: sie tragen einen Replikationsursprung für die selbständige Vermehrung, ein oder mehrere Markergene (z.B. Antibiotika- Resistenzen gegen Ampicillin o.a.) und mehrere Schnittstellen für Restriktionsenzyme.
Weitere Vektoren: Bakteriophagen (Viren)
Weitere Wirte:       Eukaryotische Zellen (z.B. Hefe, aber auch Pflanzen und Tierzellen)

Die eigene DNA wird in den Erkennungssequenzen des eigenen Restriktionsenzyms an Cytosin oder Adenin methyliert. Diese methylierenden Enzyme kodieren in der Regel zusammen mit dem Restriktionsenzym. Sie werden in das dam (methyliert Adenin) und das dcm (methyliert Cytosin) eingeteilt. Damit kann das Restriktionsenzym diese modifizierte Schnittstelle nicht mehr erkennen. Es wird also von einem Restriktions-Modifikationssystem gesprochen.Die praktische Bedeutung dieses Systems ist leicht bei der rekombinanten Herstellung der Restriktionsendonukleasen zu erkennen. Würde die Restriktionsendonuklease Hae III in E. coli hergestellt, so müsste nicht nur das Gen HaeIII, sondern auch das Gen für die zugehörige Methylase (M.HaeIII) mit einkloniert werden.

Aufgabe: 

1. Ein Plasmid soll mit Eco RI geschnitten werden, um es mit einem Stück Fremd- DNA zu ligieren und wieder als Plasmid in ein Bakterium einzubringen. Wie viele Schnittstellen darf das Plasmid für dieses Restriktionsenzym tragen (Begründung) ?

2. Notieren Sie die spezifischen Eigenschaften, über die Vektoren verfügen sollten, damit die Fremd- DNA exprimiert wird.
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