Hasitas restrikcios endonukleazzal

A géntechnika egyik alap mavelete a ll. tipusu restrikcids endonukledzzal végzett DNS
hasitas. Ezekre az enzimekre az jellemzd, hogy 4, 6 vagy 8 bézisnyi szekvenciat ismernek fel
specifikusan, és az itt |évd utdlagos metilezéstdl fliggden (a megfeleld metilcsoport hidnyaba)
vagy a felismerd helyen belll vagy attol néhany bézisnyira elhasitjdk a DNS molekulat. A
hasitas torténhet a két szalon ugyanott, ekkor un. tompa véget kapunk, és néhany (alt. 4) bézis
tavolsagra, ilyenkor tapadds vég jon létre.

A gyakorlat soran 6 bazis felismerési hely(, tapados véget eredményezd enzimeket
fogunk haszndni. Ezeket leggyakrabban klonozéskor, a vektor kinyitasara, illetve a
klonozando fragment kivagasara, ezenkivil restrikcios térképezésre hasznaljak.

A restrikciés enzim neve annak a baktériumnak a nevébdl ered, amelyikbdl izolalték.
Példaul:

EcoRI — Az Escherichia colibdl elsdkeént izoldlt restrikcios enzim.

Hindlll — A Haemophilius influenzae-bdl harmadikként izoldlt restrikcids enzim.

Pstl — A Providencia stuartiibdl elsdként izoldlt restrikcids enzim.

A felhaszndlt endonukledzok: Hasités hely:
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A gyakorlat soran lambda fag DNS-t hasitunk harom restrikcids endonukledzzal .

Az emésztés kivitelezése:

Eppendorf cstben dsszemérjiik:
4 m lambda DNS,
5 m restrikcios puffer,
1 m restrikciés enzim (EcoRlI, Hindlll vagy Pstl).
Megjegyzés: arestrikcios enzimek hdmérseklet érzékenyek, azért jégen kell tartani dket.

Készitlink egy enzim nélkili, hasitatlan lambda fagot tartalmazé kontrollt is:
4 m lambda DNS,
6 m puffer.

A csoveket 30 percig 37 °C-on inkubaljuk.

A reakci6 eredményeét agardz gél elektroforézissel vizsgéljuk.



A gé eektroforézishez a mintdkhoz hozzéadunk 2 m sample loading dye-t.

A Biorad cég dta gyartott standard mintakbdl (EcoRI-gyel/HindllI-mal/Pstl-gyel hasitott
lambda DNS) 10 m-hez szintén hozzéadunk 2 ml sample loadnig dye-t. A standardokat a sajéat
mintaink mellet megfuttatjuk.

Opciondlis: A gél elektroforézis el6tt a mintakat 65 °C-on 5 percig inkubdjuk, majd jégre
helyezzik. Ez a gélen a DNS fragmensek savjainak jobb elkilonllését segiti €.

Beadand¢ jeqgyzokonyv:

A felhaszndlt restrikci6s endonukleédz neve.

A felcseppentési terv és az elektroforézis eredménye rajzon.

A hasitatlan kontroll, valamint a h&rom standard minta (EcoRI-gyel/HindI11-mal/Pstl-
gyel hasitott lambda DNS) és a sgja minta fragmentumainak tavolsaga a kiindul &stél.
A DNS marker (Hindlll-mal hasitott lambda DNS) alapjdn becsiilt fragmentum
méretek (sgjat minta, illetve kontroll és standardok).

Az eredmények kiértékel ése.

Mellékletek:

Féllogaritmusos beosztasi papir.
A felhaszndlt restrikci6s endonukledzok dtal |étrehozott fragmentek pontos mérete
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Uncut lambda DNA

FPsfl lambda digest

EcoRl lambda digest

Hindlll lambda digest
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