Plazmid hasítás restrikciós endonukeázzal és 

agaróz gél elektroforézis

Restrikciós emésztés

A géntechnika egyik alap művelete a II. típusú restrikciós endonukleázzal végzett DNS hasítás. Ezekre az enzimekre az jellemző, hogy 4, 6 vagy 8 bázisnyi szekvenciát ismernek fel spcifikusan, és az itt lévő utólagos metilezéstől függően (a megfelelő metilcsoport hiányábanSYMBOL 41 \f "Symbol" vagy a felismerő helyen belül vagy attól néhány bázisnyira elhasítják a DNS molekulát. A hasítás történhet a két szálon ugyanott, ekkor un. tompa véget kapunk, és néhány (ált. 4SYMBOL 41 \f "Symbol" bázis távolságra, ilyenkor tapadós vég jön létre. A gyakorlat során 6 bázis felismerési helyű, tapadós véget eredményező enzimeket fogunk használni. Ezeket leggyakrabban klónozáskor, a vektor kinyitására, illetve a klónozandó fragment kivágására, ezenkívül restrikciós térképezésre használják.

A felhasznált endonukleázokSYMBOL 58 \f "Symbol"
EcoRI
felismerési helySYMBOL 58 \f "Symbol"
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Az emésztés kivitelezéseSYMBOL 58 \f "Symbol"
2,0 SYMBOL 109 \f "Symbol"l plazmid TE oldatban





3,3 SYMBOL 109 \f "Symbol"l deszt. víz





0,7 SYMBOL 109 \f "Symbol"l 10x tömény puffer





2,0 SYMBOL 109 \f "Symbol"l enzim 

(összesen 8,0 SYMBOL 109 \f "Symbol"lSYMBOL 41 \f "Symbol" 1 órát 37SYMBOL 176 \f "Symbol"CSYMBOL 45 \f "Symbol"on inkubálva.

A reakció eredményét agaróz gél elektroforézissel vizsgáljuk.

Agaróz gél elektroforézis

A DNS molekulákat rendszerint 0,5SYMBOL 45 \f "Symbol"1,5% agaróz gélben választjuk el és vizsgáljuk, 3SYMBOL 45 \f "Symbol"5 V/cm térerő mellett. A DNS láthatóvá tétele céljából a gélhez etídiumSYMBOL 45 \f "Symbol"bromidot adunk. Az etídiumSYMBOL 45 \f "Symbol"bromid hozzákötődik a DNSSYMBOL 45 \f "Symbol"hez és UV fényben fluoreszkál. Vigyázat az etídiumSYMBOL 45 \f "Symbol"bromid erősen mutagén! A DNS molekulák vándorlási sebessége a gélben fordítottan arányos a molsúly logaritmusával, ezenkívül a konformációtól is függ. A plazmidok nyílt és zárt cirkuláris formája az agaróz koncentrációtlól, ionerősségtől és áramerősségtől függően vándorol egymáshoz képest. Általában a lineáris (törött vagy hasítottSYMBOL 41 \f "Symbol" forma a kettő között helyezkedik el.

Agaróz gél készítéseSYMBOL 58 \f "Symbol"


 0,4 g agaróz



1 ml 50x TAE puffer (2,0 M TrisSYMBOL 45 \f "Symbol"acetát, 0,05 M EDTA, pH 8,0SYMBOL 41 \f "Symbol"


49 ml deszt. víz



melegítéssel feloldva.

Amikor a gél lehűlt kb. 60SYMBOL 176 \f "Symbol"CSYMBOL 45 \f "Symbol"ra beleteszünk 10 SYMBOL 109 \f "Symbol"l etídiumSYMBOL 45 \f "Symbol"bromidot. Ezután az oldatot beleöntjük az előkészített tálkába, és beleállítjuk a fésüt. A gél megszilárdulása után a fésüt óvatosan kihúzzuk, és a gélt a futtatókádba tesszük. 

Gélelektroforézis

A futtatókádat feltöltjük pufferrel (350 ml TAESYMBOL 41 \f "Symbol". A mintákhoz hozzáadunk 5 SYMBOL 109 \f "Symbol"l STOPSYMBOL 45 \f "Symbol"keveréket (50% szacharóz, 20 mM NaSYMBOL 45 \f "Symbol"EDTA, 0,1% brómfenolkékSYMBOL 41 \f "Symbol", majd óvatosan bepipettázzuk a gélen lévő zsebekbe, a puffer alá rétegezve. A minták mellé standardként 5 SYMBOL 109 \f "Symbol"l HindIIISYMBOL 45 \f "Symbol"mal emésztett SYMBOL 108 \f "Symbol" DNSSYMBOL 45 \f "Symbol"t viszünk fel.

Bekapcsoljuk a tápegységet ügyelve a polaritásra (a DNS a pozitív sarok felé vándorolSYMBOL 41 \f "Symbol".

A brómfenolkék elhelyezkedése tájékoztató információt ad az elektroforézis állásáról.

Az elektroforézis befelyezése után a gélt UV lámpa alatt vizsgáljuk.

A HindIIISYMBOL 45 \f "Symbol"mal emésztett SYMBOL 108 \f "Symbol" DNS fragmentek méreteSYMBOL 58 \f "Symbol"
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