Plasmid-Puzzle mit pBioS14

-Restriktionskartierung eines Plasmids-

In der Gentechnik werden Plasmide als Transportmittel (Vektoren) fiir die DNA-Klonierung
genutzt. Hierfiir ist es unbedingt notwendig, bestimmte strukturelle Merkmale des Plasmids
zu kennen. Am Beispiel des Vektors "pBioS14" aus einem gentechnisch verdnderten Bakteri-
enstamm von Escherichia coli wird eine einfache Restriktionskarte erstellt.

1. Isolierung der Plasmid-
DNA mit Hilfe von Silika
Technologie und Zentri-
fugation

2. Restriktionsabbau der
Plasmid-DNA

3. Auftrennung der Frag-
mente durch Gelelektro-
phorese und Auswertung
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Fs werden Bakterienzellen aus einer Uber-Nacht-
Kultur von E. coli verwendet.

In Zentrifugationsschritten werden die Plasmide
vonden {ibrigen Zellbestandteilen getrennt.

Mit Hilfe eines speziellen Verfahrens wird die
DNA an einer Silika-Membran {Pfeil) in einem
Reaktionsgefafs gebunden.

Am Ende wird die hoch gereinigte Plasmid-DNA
-in einem Puffer geldst-in einem Eppendorfgefas
aufgefangen.

Die Plasmid-DNA wird nun mit Restrik-
tionsendonucleasen (Restriktionsenzyme) ge-
schnitten. Diese Enzyme zeichmen sich dadurch
aus, dass sie nur innerhalb ganz spezifischer
DNA- Sequenzen das Plasmid auseinander
schneiden. Wir verwenden fiir unsere Kartierung
verschiedene Restriktionsenzyme, die wir einzeln
und in Kombination einsetzen. Auf diese Weise
wird die DNA des Plasmids pBioS14 in einer
ganz charakteristischen Weise in Fragmente
geschnitten.

Im Brutschrank lasst man dann die Restriktions-
enzyme fir ca. 1Th auf die Plasmid-DNA ein-
wirken.

Um die Fragmente sichtbar zu machen, wird die
geschnittene Plasmid-DNA danach auf ein

Gel aufgebracht. Nach Anlegen einer Spannung
wandert die Plasmid-DNA durch das Poren-
system des Gels.

Kleinere Fragmente konnen schneller als groiere
Fragmente durch das Porensystem gelangen, so
dass sich die Fragmente ihrer Lange nach auf dem
Gel auftrennen.

Durch Vergleich der Fragmentmuster aus den
verschiedenen Restriktionsansitzen kann auf
die Position der Restriktionsschnittstellen und
der Fragmente im Plasmid geschlossen werden.
Auf diese Weise gelingt es, eine Restriktions-
karte des Plasmids zu erstellen.

Zeitbedarf fiir diesen Versuch mit Auswertung ca. 8h (02/07)



