Restriktionsanalyse von pBR322

Plasmid-DNA  kann einer Restriktionsanalyse unterzogen werden. Anhand der Größe der Fragmente und der Kenntnis der Zahl der Schnittstellen für ein bestimmtes Restriktionsenzym kann das Plasmid - aber auch Gene oder Bruchstücke genomischer DNA - eindeutig identifiziert werden. (Siehe Plasmidkarte pBR322 am Anfang.) Die Kenntnis der Schnittstellen für Restriktionsenzyme - besonders die singulären – dient zur Festlegung von Klonierungsstrategien mit diesem Plasmid.
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RsaI schneidet DNA mit obiger Erkennungssequenz und bildet glatte Enden (blunt ends). pBR322 wird dreimal von diesem Enzym geschnitten.

· 13 µl A. dem. (steril)

·   2 µl 10 X Puffer L

·   4 µl Plasmid DNA  )*

·   1 µl RsaI

· bei 37°C im Wasserbad 30 min inkubieren

· Elektrophorese mit einem 1 % Agarosegel

)* Wenn selbst isolierte Plasmid-DNA verwendet wird, muss entsprechend deren Konzentration das Volumen Plasmid-DNA/A.dem. variiert werden. Das Ansatzvolumen muss 20 µl betragen!

Material: Wasserbad, Variopipette 20 µl, horizontale Gelkammer, Probenpuffer, Eppendorfgefäße

10 X Puffer L, pH 7,5   100 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2 10 mM DTE (Dithioerythritol)

RsaI 10 U/µl (Roche)

pBR322 0,25 µg/µl

DNA Marker III von Roche

Elektrophorese wie vorher beschrieben!

