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3 Leseprobe

Grundlegende Methoden der
Molekularbiologie

Autor: Dr. Karina Haas und Prof. Dr. Bernhard Eikmanns

Die in diesem Kapitel dargestellten Grundlagen umfassen Methoden rund um
DNA, wie z. B. die Amplifikation und Analyse von DNA-Fragmenten, verschiedene
Klonierverfahren, die Erstellung von DNA-Genbanken und die DNA-Analyse mittels
der Microarray-Technik. AuBerdem wird in diesem Kapitel kurz und tabellarisch
auf die sogenannten ,,‘omik-Techniken" eingegangen. Teilweise werden die hier
besprochenen Methoden auch in anderen Modulen des Studiengangs behandelt.
Verweise darauf finden Sie an den entsprechenden Stellen, in der Regel am Ende
des jeweiligen Abschnittes. Wir mochten darauf hinweisen, dass dieses Kapitel
kein Lehrbuch ersetzt und tatsachlich nur die grundlegenden Methoden der Mo-
lekularbiologie, wie sie aus dem Bachelorstudiengang bekannt sein sollten, kurz
anschneidet.

Fir die Vor- und Nachbereitung, Vertiefung und Erweiterung der Inhalte dieses Kapitels
sei verwiesen auf die entsprechenden Teile in den Lehrbiichern:
= Milhard (2013). Der Experimentator: Molekularbiologie, Genomics, 7.
Aufl., Springer Spektrum Verlag
= Rehm, Letzel (2016). Der Experimentator: Proteinbiochemie, Proteomics,
7. Aufl., Springer Spektrum Verlag
= Nordheim, Knippers (2015). Molekulare Genetik, 10. Aufl., Thieme Verlag
= Alberts, Johnson, Lewis, Morgan, Raff, Roberts, Walter (2017). Molekularbio-
logie der Zelle, 6. Aufl., Garland Publishing (entspricht der englischen Version
von 2014, Wiley-Verlag)
= Lottspeich, Engels (2012). Bioanalytik, 3. Aufl., Springer Spektrum Verlag
= Voet, Voet, Pratt (2010). Lehrbuch der Biochemie. 2. Aufl. Wiley-VCH Verlag

sowie auf die im Text zitierten Ubersichtsartikel/Reviews (Referenzliste am Ende
des Kapitels). Die genannten Lehrbiicher sind in der Bibliothek der Universitat Ulm
vorhanden und ausleihbar.
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1.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Entdeckung der thermostabilen DNA-Polymerase aus thermophilen Organismen
wie z.B. aus Thermus aquaticus ( Tag-DNA-Polymerase) hat eine Methode zur
Vervielfaltigung von DNA ermoglicht, die aus der Molekularbiologie nicht mehr weg-
zudenken ist. Die Polymerase-Kettenreaktion (auf Englisch polymerase chain
reaction, PCR) |auft meist in dreiphasigen, sich wiederholenden Zyklen ab (Abbil-
dung 1.1). Zunachst wird die zu vervielfaltigende DNA-Vorlage (template) durch
Erhitzen auf 95 °C in Einzelstrange denaturiert (Denaturierung). Durch Abkiihlen
auf eine Temperatur, die etwas unter der Schmelztemperatur der sogenannten Primer
liegt (Giblicherweise zwischen 45 und 65 °C), kdénnen sich diese Oligonukleotide an
die komplementére Stelle anlagern (Annealing). Die freie 3'-OH-Gruppe dient der
DNA-Polymerase als Ansatzstelle fiir neue Nukleotide und grenzt den zu amplifizie-
renden Bereich ein. Uber Primer kénnen dem Amplifikat auch noch einige zusatzliche
Nukleotide hinzugefiigt werden, die in der Ursprungssequenz nicht vorhanden sind,
z. B. um zuséatzliche Restriktionsschnittstellen einzufiithren. Durch Erhitzen auf 70—
72 °C, was etwa dem Temperaturoptimum der thermostabilen Tag-DNA-Polymerase
entspricht, werden neue komplementidre DNA-Strange synthetisiert (Elongation).

Polymerase chain reaction - PCR

original DNA nrm /
to be replicated 5 3 5 3 / “ \
» / T i
¢ Yy s k- Gy e,
s ¥ o @ hishbly \o‘
HHHHHHHIRC (2] o (2] -3
3 5 ;] Pre— s
» N AT priith
¥ | & ? ’ \ PRLLRRREL  , BRRRLEREE / \
DNA primer 3 5 3 5
nucleotide \ uml<

o Denaturation at 94-96°C
o Annealing at ~68°C
e Elongation at ca. 72 °C

Abb. 1.1: Typischer Ablauf einer Polymerase-Kettenreaktion: Die DNA wird in
den drei Phasen Denaturierung, Annealing und Elongation amplifiziert. (Quellen: siehe
Abbildungsverzeichnis)

Die oben erwahnte Tag-DNA-Polymerase besitzt keine 3'-5'-Exonuklease-Aktivitat,
was in einer relativ hohen Fehlerrate von 107 resultiert und wodurch auch unspezifische
3'-Poly-Desoxyadenosin-Uberhange entstehen. Dies kann fiir die Klonierung in Vektoren
mit T-Uberhangen genutzt werden (vgl. Kapitel 1.3.1). Die thermostabile Pfu-DNA-
Polymerase aus Pyrococcus furiosus besitzt dagegen eine 3'-5'-Exonuklease-Aktivitat
und damit die sogenannte proofreading-Funktion. Die Fehlerrate liegt hier bei 107
und es werden DNA-Fragmente mit glatten Enden (blunt ends) erzeugt.

Polymerase-
Kettenreaktion
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1.2

1.2.1

Zu den beiden beschriebenen DNA-Polymerasen existieren mittlerweile zahlreiche
weitere Alternativen von verschiedenen Firmen, die aufgrund gentechnischer Modifika-
tion verbesserte Eigenschaften besitzen. Bei gleicher oder dhnlich niedriger Fehlerrate
werden hohere Elongationsraten (bis zu 6 Kilobasen (kB)/min) und héhere Prozes-
sivitaten (iiber 300 Nukleotide (Nt)/DNA-Polymerase-Molekiil) erreicht. Es kénnen
Fragmente mit bis zu 20 kB Lange und mehr amplifiziert werden und auch GC-reiche
DNA-Templates stellen kein groBes Problem mehr dar.

Auf die Amplifikation von DNA durch die Polymerase-Kettenreaktion wird auch im
Modul , Biosensoren (Kapitel 8.3.2) eingegangen.

Analyse von Desoxyribonukleinsauren

Nachfolgende Abschnitte umfassen Methoden zur Analyse von Desoxyribonuklein-
sauren (DNA) bzw. DNA-Fragmenten, beginnend bei der Elektrophorese als Trenn-
methode fiir DNA-Fragmente bis hin zu spezifischen Nachweismethoden wie dem
Southern Blot oder Microarrays.

Elektrophorese

Eine Elektrophorese bezeichnet das Wandern von geladenen (biologischen) Molekiilen
in einem elektrischen Feld. Wird dieses elektrische Feld an eine Gelmatrix angelegt,
wandern die Molekiile abhangig von ihrer GréBe und Ladung unterschiedlich schnell
und koénnen dadurch getrennt werden. Fiir Nukleinsduren werden meist Agarosegele,
aber auch Polyacrylamid-Gele (PAA-Gele) verwendet. Bei Agarosegelen wird die
Agarose (0,5—-2 %) im Elektrophoresepuffer (Tris-Acetat-EDTA, TAE, oder Tris-Borat-
EDTA, TBE) aufgekocht und in eine Vorrichtung gegossen, bei der mit einem Kamm
Taschen in die Gelmatrix eingebracht werden. Je nach Dicke und Lange des Gels
und je nach verwendetem Puffer erfolgt die Trennung der Proben bei 50—300 Volt.
Nach der Trennung kdnnen die Nukleinsduren mit interkalierenden Farbstoffen wie
Ethidium-Bromid (EtBr, giftig und mutagen) oder Alternativen wie ,SYBR Green"
gefarbt und unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Mit Agarosegelen lassen sich
Nukleinsduren (Desoxyribonikleinsduren = DNA und Ribonukleinsaure = RNA) von
50 Basenpaaren (Bp) bis 20 kB Lange trennen. Eine bessere Trennung und hdhere
Auflésung speziell von kleinen Fragmenten (im Extremfall bis auf eine Base) lasst
sich mit PAA-Gelen (3,5-20%) erreichen. Die Nukleinsduren werden entweder mit
EtBr oder mit komplexierten Silber-lonen (Silberfarbung) sichtbar gemacht. Nachteile
von PAA-Gelen sind die umstandlichere Handhabung und aufwandigere Elution der
Nukleinsduren aus dem Gel.

Die Elektrophorese fiir die Separation von DNA und RNA wird auch (kurz) im
Modul , Bioanalytical Methods* (Kapitel 1.1-1.4) und im Modul ,Biosensoren"
(Kapitel 8.3.3) besprochen.

Webvideo: Die
PCR-Methode
einfach erklart

Elektrophorese

Webvideo:
Gel-Elektrophorese
einfach erklart
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1.2.2 Denaturierende Gradientengelelektrophorese
Mit einer denaturierenden Gradientengelelektrophorese (DGGE) lassen sich DNA-  Denaturierende
Fragmente aufgrund von Sequenzunterschieden auftrennen. Dazu werden die Bedingun-  Gradientengelelek-
gen durch einen Gradienten von denaturierenden Agenzien wie Formamid (20-80 %)
oder Harnstoff (0—80 %) im Gel so angepasst, dass sich die Laufeigenschaften der
Fragmente im Gel verandern. Die DNA-Fragmente werden dabei mit fortlaufender
Migration im Gel denaturiert (Abbildung 1.2). Allerdings findet diese Trennung der
einzelnen Strange nicht sofort komplett statt, sondern es bilden sich je nach Basen-
paarabfolge und GC-Gehalt Schmelzdominen (melting domains), die ihrerseits
unterschiedliche Schmelztemperaturen haben. Daraus ergibt sich ein unterschiedliches
Laufverhalten im Gel. Zusatzlich kann dieser Effekt bei PCR-Produkten noch verstarkt
werden, indem durch Primer bei der Amplifikation eine so genannte GC-Klammer
(GC clamp) an das 5'-Ende angefiigt wird. In diesem Bereich ist die Schmelztempe-
ratur deutlich héher, wodurch an dieser Stelle beide Strange noch zusammengehalten
werden, wahrend in anderen Bereichen die Denaturierung schon eingesetzt hat.

trophorese

2nd stage: Running gel

15t stage: PCR
I:> with a ‘GC-clamp’ attached I:> separate different sequences
in a denaturing gel

to one of the primers

PCR products @

| | | | 3rd stage: Stainning gel
_ silver staining or
| } ) geeane Sybr Green® stainning
= ,:—
21 l l
o —_— ]
E | )
£ =
- }
& > —_—
5 =
& l
=
Hl
ES
| || migration stops i

Running a gel After staining
Abb. 1.2: Schematische Darstellung einer denaturierenden Gradienten-
Gelelektrophorese: DNA wird mittels PCR amplifiziert und dem PCR-Produkt dabei
lber einen der Primer eine GC-Klammer angehangt. Die Separierung der DNA im dena-
turierenden Gradientengel erfolgt je nach Auftrennen der Schmelzdomanen. SchlieBlich
wird die DNA durch Silberfarbung oder SYBR Green sichtbar gemacht. (Quellen: siehe

Abbildungsverzeichnis)
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1.2.3

Anwendung findet die DGGE beispielsweise in der mikrobiellen Okologie bei der Un-
tersuchung von DNA oder PCR-Produkten von gemischten Populationen, um deren
Zusammensetzung zu identifizieren. Dabei werden Fragmente der 16S rRNA-Gene,
welche teilweise konserviert sind und in anderen Bereichen wiederum je nach Spezies
hochvariable Sequenzen aufweisen, oftmals mittels PCR amplifiziert. Die verwendeten
Primer binden dabei in konservierten Bereichen, die einen variablen Bereich eingren-
zen; das Amplifikat sollte dann Spezies-spezifisch variabel und unterscheidbar sein.
Durch die DGGE wird somit quasi ein Barcode der Bakterienpopulation erhalten,
dessen einzelne Banden sich ausschneiden, zur weiteren Untersuchung klonieren und
sequenzieren lassen. Sofern die Komplexitat der Proben nicht zu hoch ist, kdnnen auf
diese Art und Weise selbst sehr kleine Sequenzunterschiede detektiert werden.

Southern Blot-Hybridisierungsverfahren

Zur Untersuchung von Mutationen, die auf Deletionen oder Insertionen zuriickzu-
fuhren sind, kann die DNA mit einem oder mehreren Restriktionsenzymen (vgl.
Kapitel 1.3.1) restringiert (,verdaut") werden. Daraus resultieren im Vergleich zu
einem Ansatz mit Referenz-DNA Fragmente unterschiedlicher Lange, die einen so
genannten Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismus (RFLP) darstellen. Die-
se Fragmente konnen mittels Gelelektrophorese abhangig von ihrer Lange getrennt
werden (Abbildung 1.3). Um genau dieses DNA-Fragment, das den RFLP von Interesse
enthalt, detektieren zu kdnnen, muss die DNA auf eine Membran (ibertragen und
immobilisiert werden (Abbildung 1.4). Diese Methode wurde nach ihrem Erfinder, Sir
Edwin Southern, als Southern Blot bezeichnet.

Fir einen optimalen DNA-Transfer von einem Gel auf eine Membran wird die DNA
zuvor im Gel mittels NaOH oder Ammoniumacetat denaturiert und anschlieBend
neutralisiert. Beim Transfer von Nukleinsduren aus einem Agarosegel kann z. B. ein
Kapillarblot oder auch ein Vakuumblot (s. Abbildung 1.4) verwendet werden. Der
Kapillarblot wird in einer mit Transferpuffer beflillten Wanne aufgebaut und iber
eine Filterpapierbriicke den Kontakt zum Agarosegel hergestellt. Die Membran wird
luftblasenfrei auf das Gel gelegt, auf die Membran wird wiederum ein groBer Stapel
Papiertiicher geschichtet und mit einem Gewicht beschwert. Der Transfer-Puffer
(10 x SSC) enthalt groBe Mengen an NaCl und Citrat und wird durch Kapillarkrafte in
den Papiertuch-Stapel gesogen, wobei die Nukleinsduren auf die Membran iibertragen
werden. Der Transfer von Nukleinsduren aus einem Polyacrylamidgel kann nur per
Elektroblot erfolgen. Hier wandern die aufgrund von Phosphat negativ geladenen
Nukleinsduren im elektrischen Feld zur Anode (Plus-Pol), in deren Richtung sich
die Membran befindet. Heutzutage werden fiir die Analyse von Nukleinsduren meist
ungeladene oder positiv geladene Nylonmembranen verwendet, weil sie sich mehr-
mals nacheinander mit verschiedenen Sonden hybridisieren lassen und nicht so leicht
briichig werden wie Membranen aus Nitrocellulose. Die Immobilisierung der zu
untersuchenden DNA erfolgt bei Nylonmembranen mittels UV-Crosslink, d. h. die
Nukleinsauren werden durch Bestrahlung mit hochenergetischem UV-Licht mit der
Membran kovalent verbunden.

Southern Blot-
Hybridisierungsverfahr

Kapillarblot und
Vakuumblot

Elektroblot

Immobilisierung
der DNA
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Nach dem eigentlichen Blot kénnen DNA-Fragmente durch Hybridisierung mit  Hybridisierung
Digoxigenin- (DIG-) oder radioaktiven Isotopen-markierten DNA-Sonden de-
tektiert werden (Abbildung 1.3). Um Hintergrundsignale zu verringern, sollten vor der
Sondenhybridisierung unspezifische Bindungsstellen auf der Membran durch Blocken
mit fremder (unspezifischer) DNA, z. B. Lachssperma-DNA, abgesattigt werden. Im
nachsten Schritt hybridisieren die spezifischen DNA-Sonden-Molekiile (Oligonukleo-
tide oder PCR-Fragmente) an das DNA-Fragment von Interesse. Durch Waschen
werden unspezifisch gebundene Sonden entfernt. Sind die Sonden radioaktiv markiert
(Oligonukleotid-Sonden: Ubertragung einer radioaktiven Phosphatgruppe von y-32P-
ATP; PCR-Sonden: Einbau radioaktiver Nukleotide wie a-3?P-dCTP), kann direkt ein
Autoradiographie-Film aufgelegt werden, der an den entsprechenden Stellen von der
Sonde geschwiérzt wird. Bei DIG-markierten Sonden (Oligonukleotid-Sonden: 5'- oder
3'-Markierung; PCR-Sonden: inkorporiertes DIG-dUTP) wird das Digoxigenin-Molekiil
durch einen Antikdrper detektiert, der an eine alkalische Phosphatase gekoppelt ist.
Diese kann Dinatrium-3-(4-methoxyspiro[1,2-dioxetan-3,2'-(5'-chloro)tricyclodecan]-
4-yl)phenylphosphat (CSPD) oder verwandte chemilumineszente Substrate (z. B.
CPD-Star) dephosphorylieren, wobei Licht emittiert wird, das einen Fotofilm an der
entsprechenden Stelle der gebundenen Sonde schwarzt.

Laurie Achenbach

Abb. 1.3: Southern Blot: Gereinigte DNA-Fragmente eines verdauten Plasmids
wurden im Agarosegel nach ihrer GroBe getrennt, wobei die Fragmente von Interesse
gelb umkreist sind (links). Diese wurden mittels Southern Blot auf eine Membran
Ubertragen und konnten mit einer radioaktiv markierten Sonde detektiert werden
(rechts). (Quellen: siehe Abbildungsverzeichnis)
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der verschiedenen Blottingtechniken: Ka-
pillarblot, Vakuumblot, Elektroblot und halbtrockener Elektroblot (von oben links
nach unten rechts). (Quellen: sieche Abbildungsverzeichnis)

Die Methode des Southern Blots wird haufig zum Nachweis von genomischen Deletio-
nen angewendet. Hierbei wird genomische DNA von potenziellen Deletionsmutanten
und genomische DNA des Wildtyps/Ausgangsstamms als Referenz mit einem Re-
striktionsenzym verdaut. Dabei sollte das Restriktionsenzym so gewahlt werden, dass
sich laut Genkarten ein RFLP zwischen den einzelnen Stdmmen ergibt, der sich gut
detektieren |asst (ausreichende Langendifferenz der Fragmente) und das Restriktions-
enzym sollte moglichst gut und effizient schneiden, damit ein moglichst vollstandiger
genomischer DNA-Verdau erreicht wird. Der Vorteil des Southern Blots gegeniiber
PCR-basierten Methoden ist, dass bei polyploiden Organismen auch heterogene
Genombkopien verlasslich nachgewiesen werden kénnen.

DNA-Microarray

Das Grundprinzip eines DNA-Microarrays entspricht dem des sogenannten Dot
Blots, d. h. die zu testenden Biomolekiile (DNA- oder auch RNA-Proben) werden in
kleiner Menge als kleine Flecken oder Punkte in fester Anordnung (array) auf einer Tra-
germembran immobilisiert und kénnen mittels einer in der Regel Fluoreszenz-markierten
Sonde (z. B. eines spezifischen Gens X) detektiert werden. So kénnen beispielsweise
die Klone von DNA-Genbanken (siehe Kapitel 1.3.1) auf das Vorhandensein des
Gens X gescreent werden. Umgekehrt kann auch die Sonde auf einer Tragermembran
immobilisiert sein und mit den markierten Biomolekilen (DNA oder auch RNA aus

Webvideo:
Southern Blot

DNA-Microarray
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einem Organismus oder einem Gewebe) hybridisiert werden (umgekehrter Dot-Blot,

reverse dot blot). Damit |asst sich z. B. feststellen, ob bestimmte Gene oder Gen-

cluster in einem Organismus oder einem Organ vorkommen oder nicht. Mit einem

solchen Ansatz lasst sich auch RNA aus bestimmten Zellen mit bekannten cDNAs  cDNA
(DNA die mittels Reverser Transkriptase aus mRNA synthetisiert wird; complementary

DNA) auf der Membran hybridisieren und aus den Signalen kénnen dann Riickschliisse

gezogen werden, wo (z. B. in welchen Geweben oder in welchen Mikroorganismen)

welche Gene wie stark exprimiert werden (Transkriptomanalyse, vgl. Kapitel 2.4).

Statt cDNA kénnen auch synthetisch hergestellte Oligonukleotide auf den Trager

aufgebracht werden, was einerseits kostengiinstiger, andererseits jedoch fehleranfalliger

ist. Da die Punkte auf einer Membran in gewisser Weise ,verlaufen” und nicht

beliebig klein sein kdnnen, wurden feste Tragermaterialien wie z. B. beschichtetes

Glas entwickelt. Auf einen solchen Glastrdger kdnnen bis zu 1600 DNA-Proben

pro cm? aufgetragen werden, d. h. bei einem DNA-Microarray kann ein ganzes
Bakteriengenom in Form von genspezifischen PCR-Amplifikaten oder synthetisch
hergestellten Oligonukleotiden (in der Regel zwei Oligonukleotide pro Gen) auf

einem Mikroskop-Objekttrager mit 4 cm? Flache aufgebracht sein (Abbildung 1.5).

Die Sonden kénnen auch direkt auf dem Glastrager synthetisiert werden (in situ-

Synthese durch lithografische Funktionalisierung; Fodor, Read u.a. 1991), was eine

noch hohere Dichte an Punkten auf dem Trager ermdglicht. Einen solchen DNA-

Microarray nennt man dann DNA-Chip, die Anwendung DNA-Chip-Technologie. DNA-Chip-
Zur Detektion kann die Markierung der Sonden oder der Biomolekiile entweder Technologie
radioaktiv oder mit Fluoreszenzfarbstoffen vorgenommen werden. Letztere erlauben

auch einen Vergleich von zwei verschiedenen Proben (z.B. aus unterschiedlichen
Organismen), wenn diese mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert wurden. Der

DNA-Chip mit den hybridisierten Proben wird mittels Laser-Scanner ausgelesen und

die Daten mit Hilfe von bioinformatischen Methoden ausgewertet.

Die DNA-Chip-Technologie sowie die in situ-Synthese von Oligomeren sowie das
Auslesen der Microarrays bzw. DNA-Chips werden detailliert im Modul ,,Biosensoren*
(Kapitel 8.4 und Kapitel 8.5) besprochen.
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Abb. 1.5: DNA-Microarray des Genoms von Escherichia coli: Die Punkte repra-
sentieren durch auf dem Glastrager aufgebrachte PCR-Produkte (PCR-Sonden) die
Gesamtheit der Gene aus E. coli, zusétzlich Kontrollen, die sicherstellen, dass die
Detektion erfolgreich ist. Die Detektion erfolgte in diesem Fall Gber Fluoreszenzmar-
kierung von RNA-Proben aus E. coli-Zellen, die auf verschiedenen Medien gewachsen
sind. (Quellen: sieche Abbildungsverzeichnis)

Klonierungen

Bei einer Klonierung wird ein DNA-Fragment als sogenanntes Insert in einen Vek-
tor eingebaut und das neu erstellte Konstrukt mittels Elektroporation oder Hitze-
schock in kompetente Zellen eines Klonierwirts wie z. B. Eschericha coli eingebracht
(Abbildung 1.6). Kloniervektoren (Vektoren) besitzen einen Replikationsursprung,
Méglichkeiten zur Klonierung (d. h. eine multiple cloning site, mcs) sowie einen
oder mehrere Selektionsmarker (z. B. Antibiotika-Resistenzgene oder Auxotrophie-
Markergene). Letztere erlauben neben optionaler Blau-WeiB-Selektion (mcs liegt
innerhalb des Gens fiir die B-Galactosidase, die ohne Insert funktional exprimiert wird
und farbloses X-Gal in einen blauen Indigofarbstoff umwandelt) oder Methoden wie
der Kolonie-PCR eine Auswahl der gewiinschten Klone, mit denen weitergearbeitet
werden kann. Auf diese Art und Weise kdnnen DNA-Fragmente wie bestimmte Gene
vervielfaltigt und fiir Experimente genutzt werden. Zudem kdnnen sie iber den Vektor
auch mit weiteren Eigenschaften wie beispielsweise Promotoren oder Fusionstags
fur eine spatere Affinitatsreinigung (siehe Kapitel 3) versehen werden, wodurch das
Anwendungsspektrum erweitert wird. Pendelvektoren (Shuttle-Vektoren) sind mit
Replikationsurspriingen und Selektionsmarkern sowohl fiir den Klonierwirt als auch fiir
einen Zielorganismus ausgestattet und kdnnen daher in beiden Organismen genutzt
werden. Dariiber hinaus lassen sich in Vektoren klonierte DNA-Fragmente stabiler
lagern, was fiir genomische DNA-Banken und cDNA-Banken angewandt wird.
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung einer Klonierung: Durch Ligation oder As-
semblierung wird ein Insert in ein Plasmid eingebracht, welches in eine Wirtszelle ein-
geschleust wird. Ein Antibiotika-Resistenzgen erméoglicht die Selektion auf Antibiotika-
haltigem Medium. (Quellen: siehe Abbildungsverzeichnis)
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