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(67) Verfahren zur Spaltung resistenter DNA mit Restriktionsendonukleasen. Die Erfindung findet auf dem Gebiet der
Gentechnik Anwendung und hat das Ziel, ein einfaches Verfahren zur ortsspezifischen Spaltung resistenter
DNA-Species durch Restriktionsendonukleasen zu entwickeln. Die Aufgabe besteht darin, resistente DNA's, die sich
bisher noch nicht durch Restriktionsendonukleasen spulten lassen, an den Erkennungsorten zu schneiden. Das
Wesen der Erfindung besteht darin, daB eine resistente DNA {DNA 1} in Gegenwart einer zweiten DNA (DNA 11, z. B.
Plasmid-DNA, Bakteriophagen-DNA, Oligonukleotid-)Duplices mit einer Restriktionsendonuklease unter den an sich
bekannten Reaktionsbedingungen der Geniechnik inkubiert wird. Sehr glinstig erweist sich die Spaltung der DNA’s
des Bakteriophagen T3 und T7 mit der Restriktionsendonuklease EcoRIl.
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Patentanspruch:

1.

Verfahren zur Spaltung resistenter DNA mit Restriktionsendonukleasen, dadurch gekennzeichnet,
daB eine resistente DNA (DNAI) mit einer zweiten empfindlichen DNA-Species (DNAII) in
Gegenwart einer Restriktionsendonuklease den an sich bekannten Reaktionsbedingungen inkubiert
wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als DNA| vorrangig die DNA’s der
Bakteriophagen T3 und T7 eingesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als DNAII biologisch replizierte DNA's
eingesetzt werden. .

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dal vorrangig Plasmid pBR322 und Phagen
lambda eingesetzt werden. :

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf als DNA|I synthetisch hergestellte
Oligonukleotid-Duplices eingesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als Restriktionsendonuklease vorrangig
EcoR I eingesetzt wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur in-vitro-8paltuny von rafraktiren DNA-Species. Es ist somit anwendbar auf dem Gebiet
der Gentechnologie.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Die ortsspezifische Spaltung von DNA-Molekiilen mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen ist eine Basismethode der
Gentechnik. Auf diese Wuise lassen sich definierte DNA-Fragmente gewinnen, die weiter analysiert oder gentechnisch neu
rekombiniert werden. Das normale Vorgehen besteht in der in vitro-inkubation von gereinigter DNA mit der
Restriktionsendonuklease bei 37°C {oder in einigen Fillen bei héheren Temperaturen) in Gegenwart von fiir jede
Restriktionsendonuklease charakterischen Salz- und Kofaktorkonzentrationen bei entsprechendem pH-Wert (MANIATIS et al.,
Molecular Cloning — A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1982).

Voraussetzung fiir die ortsspezifische Spaltung der DNA ist, daR die jeweiligen DNA-Molekiile die entsprechenen
Erkennungsorte (spezifischen Basensequenzen) fiir die verwendete Restriktionsendonuklease besitzen. Es ist jedoch bekannt,
dafl DNA-Molekiile trotz des Besitzes solcher Erkennungsorte gegen die Restriktionsendonuklease resistent sein kénnen
(KRUGER und BICKLE, Microbiol. Reviews 47, 345-360 [1983]). Ein bekanntes Verfahren zur Spaltung solcher zunachst
resistenten DNA mit Restriktionsendonukleasen existiertin den Féllen, wo die Resistenz der Erkennungsorte durch Methylierung
oder anderweitige Abdnderung der DNA-Basen {modifizierte oder sogenannte ,seltene” Basen) in oder in der Nahe der
Erkerinungssequenz bedingt ist. In solchen Fallen 13Rt sich spaltbare DNA gewinnen, indem man diese vor der Isolierung und
Restriktionsenc nuklease-Behandlung in solchen Zellen vermehrt, in denen die Synthese von ve-indertan DNA-Basen nicht
mdglich ist. Die auf dliese Weise vermehrte DNA, die nur die @iblichen Basen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin enthalt, 1aRt
sich dann normal mit Sestriktionsendonukleasen spalten (KRUGER und BICKLE, siehe oben).

Die Hesistenz von DNA-Erkennungsorten gegeniiber Restriktionsendonukleasen ist abei nur in einem Teil der Fille durch die
Existenz von modifizierten bzw. seltenen Basen in der DNA bedingt. Aus der Literatur ist bekannt, daR auch Erkennungsorte, die
die iblichen DNA-Basen enthalten, gegen Restriktionsendonukleasen resistent sein kénnen. Die molekularen Ursachen dafiir
sowie praktische Méglichkeite zu ihrer Uberwindung waren bisher nicht bekannt (KRUGER und BICKLE, s.0.).

Die vorliegende Erfindung schafft eine solche praktikable Maglichkeit.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein Verfahren zu entwickeln, um resistente DNA-Species auf einfache Weise ortsspezifisch durch
Restriktionsendonukleasen zu schneiden.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Spaltung resistenter DNA mit Restriktionsendonukleasen 2u entwickeln, die sich
bisher nicht spezifisch durch Restriktionsendonukleasen spalten lassen. ErfindungsgemaR wird diese Aufgabe geldst, indem die
Spaltung der resistenten DNA (DNA 1) durch die Restriktionsendonuklease in Gegenwart einer zweiten, empfindlichen DNA-
Species (DNA l) durchgefiihrt wird. Sowohi DNA 1 als auch DNA [l besitzen Erkennungsorte fur die Rastriktionsendonuklease,
wobei unter den dblichen experimentelien Bedingungen (MANIATIS et al., siche oben) bei Inkubation der
Restriktionsendonuklease mit jeweils einer der beiden DNA-Species die DNA I resistent ist, die CNA Il aber normal ortsspezifisch
spaltbarist.
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Das einfache und 6konomische Prinzip der Erfindung hesteht darin, daR8 DNA.1 unter den diblichen, fiir die jeweilige
Restriktionsendoniklease charakteristischen Bedingungen (Temperatur, pH-Wert, Puffer- und Kofaktorkonzentrationen,
Zeitdauer der Inkubation) mit der Restriktionsendonukiease inkubiert wird (MANIATIS et al., s.0.), wobei entsprechend dem
Wesen der Erfindung diese Inkubation in Gegenwart von DNA Il ausgefiihrt wird. Das mengenmaBige Verhéltnis von DNA Il zu
DNA tist so zu gestalten, da die Gesamtzahl von Restriktionsendonuklease-Erksnnungsorten, die in der DNA It lokalisiert sind,
mindestens so hach oder hoher ist als die Gesamtzahl der Erkennungsorte in der eingesetzten DNA .

Als DNA Il kdnnen sowohl biologisch replizierte DNA's als auch synthetisch hergestelite Oiigonukleotid-Duplices eingesetzt
werden. Nach Beendigung der Koinkubation beider DNA-Species und der Restriktionsendonukiease werden die entstandenen
DNA-Fragmente durch Agarose- oder Polyacrylamidgelelektrophorese autgetrennt. Die DNA im Gel wird durch Athidiumbromid
angefarbt und mittels UV-Bestrahlung sichtbar gemacht.

Als sehr vorteilhaft hat sich das Verfahren im Falle der Spaltung der DNA’s der Bakteriophagen T3 und T7 durch die
Restriktionsendonuklease EcoRll erwiesen. Beide DNA's sind normalerweise trotz Besitz von EcoRll-spezifischen
Erksnnungsorten gegeniiber dieser Restriktionsendonukiease resistent. In Gegenwert von sensibler DNA i, wie zum Beispiel der
DNA des Plasmids pBR322 oder der Phagen lammibda (die keine Cytosin-Methylierung tragen) bzw. von synthetischen, EcoRIl-
Erkennungsorte enthaltenden Oligonukleotid-Duplices, kénnen auch T3-und T7-DNA sequenzspezifisch durch EcoRIl
geschnitten werden. N

»

Ausfiihrungsbeispies
Die Erfindung wird nachstehend anhand eines Ausfiibrungsbsispiels erlautert.

Beispiel 1 i
Die DNA der Bakteriophagen T3 besitzt 3 Erkennungsorte fiir die Restriktionsendonuklease EcoRll, die zwar durch die
isoschizomere Restriktinnsendonukiease BstNI gespaiten werden, nicht aber durch EcoRll. Die Resistenz der EcoRlI-
Erkennungsorte in der T3-DNA beruht nicht auf dem Vorliagen modifizierter DNA-Basen (KRUGER et al., liur. J. Biochem.
150/1985/ 323-330). Koinkubation der T3-DNA mit der DNA des Plasmids pBR322 {das aus Escherichia coli dem™ Zellen isoliert
wurde und dessen 6 Erkennungsorte durch EcoRil normal gespalten werden) in Gegenwart von EcoRll fiithrt auch zu spezifischen
EcoRIl-%paltung der Erkennungsorte in der T3-DNA.

In einem Reaktionsansatz werden 400ng T3-DNA, 400ng pBR 322 DNA {aus dem™ Zellen gewonnen) und 3 Einheiten EcoRll in
20y Reaktionspuffer mit den Endkonzentrationen 50mM Tris-HCL (pH7,4), 50 mM KCL, 50 mM NaCl, 6mM MgCl,, 1 mM DTT bei
einer Temperatur von 37°C fiir 60 min inkubiert.

Nach Abstoppen der Reaktion (6 min Inkubation bei 65°C) erfolgt die Auftrennung der DNA-Fragmente durch
Agarosegelelektrophorese mit anschlieBender Sichtbarmachung der Fragmente durch UV-Bestrahlung nach Athidiumbromid- :
Behandlung des Gels. o
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