PCR-Methode

Die „Polymerasen-Ketten-Reaktion“ dient zur exponentiellen Vervielfältigung von DNA 

(1) Denaturierung: Die DNA wird erhitzt. Die Wasserstoffbrückenbindungen lösen sich und die Matrizen voneinander getrennt

(2) Hybridisierung: künstlich erzeugte Primer werden an die einzelnen Matrizen gesetzt

(3) Polymerisation: Das Enzym „Taq-Polymerase“ synthetisiert die Primer mit den einzelnen Matrizen gemeinsam zu neuen vollständigen DNA-Strängen

Gelelektrophorese

(1) Die DNA wird isoliert und mit Amidoschwarz markiert

(2) Die DNA wird in das Gel Acrylamid gegeben

(3) An das Gel wird eine Spannung angelegt

(4) Da DNA negativ geladen ist, wandert sie vom Minus-Pol zum Plus-Pol durch das poröse Gel

(5) Kleine Moleküle wandern schneller durch das Gel, sehr große dagegen bewegen sich nur sehr langsam von minus nach plus.

(6) Dadurch entsteht ein Bandenmuster. Es spiegelt die Größen der einzelnen DNA-Moleküle wieder.

(7) Daher lässt sich die Sequenz, ausgehend von dem kleinsten Fragment (der Bande die am weitesten gelaufen ist), durch Vergleiche der vier parallelen Bahnen miteinander ermitteln, indem man der Reihenfolge nach die Banden von klein nach groß durchnummeriert und den Nucleotiden zuordnet.

Genetischer Fingerabdruck

(1) PCR
(2) Die DNA wird aus der Zelle isoliert und gefärbt
(3) Die DNA-Stränge werden durch Enzyme zu kleinen Fäden geschnitten

(4) Gelelektrophorese

(5) Die markierten Fäden sind in Form von Banden sichtbar und man kann den Strichcode ablesen
Sequenzierung von DNA

Mit den Sequenzierungsmethoden, die Ende der 70er Jahre entwickelt wurden, konnten Sequenzen von gereinigten DNA-Fragmenten schnell und einfach bestimmt werden. 

(1) Denaturierung
(2) Mit radioaktiv markierten Primern hybridisieren (die abgewandelten Nucleotide tragen am 3’-Ende keine OH Gruppe und können sich dadurch nicht binden ( DNA-Synthese abgebrochen)
(3) 4 Reagenzgläser (die vier DNA-Nucleotide +  ein modifiziertes Nucleotid)
(4) In jedem Reagenzglas beginnt die Replikation. Intakte und modifizierte Nucleotide werden zufällig eingebaut, sodass die Replikation entweder durchläuft oder an einer bestimmten Stelle abbricht. Es entstehen also überall verschieden lange DNA-Stränge.
(5) Gelelektrophorese

(6) Da die Primer radioaktiv markiert sind, lassen sich die Banden leicht ablesen. Aus dem Vergleich der vier Bandenreihen lässt sich die DNA-Sequenz leicht ablesen.
