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1. Zielsetzung

Wahrend eines Praktikumnachmittags wurde eine Transformation, mit E. coli (K-12:HB101) als
Empfanger und DNA-Plasmid (pGlo) durchgefiihrt. Da die Bakterienkulturen Uber Nacht inkubiert
werden mussten, wurde am selben Tag mit den Kulturen einer Gruppe vom Vortag
weitergearbeitet.

2. GFP, pGlo und AraC

Das Plasmid (pGlo), das vom Bakterium wahrend der Transformation aufgenommen wird, enthielt
urspringlich ein vollstdndiges Arabinose Operon. Die drei Gene araB, araA und araD die fur
Arabinoseverdauungsenzyme codieren sind durch das GFP (Green Fluorescent Protein from
luminescent jellyfish Aequorea victoria) ersetzt worden, der Promotor (pgap) ist derselbe. Der
Promotor pgap wird durch das DNA-gebundene Protein AraC und Arabinose kontrolliert
(Aktivierung/Deaktivierung), das Vorhandensein des Zuckers Arabinose bewirkt eine
Konformationsanderung des AraC, das dann ein Andocken der RNA-Polymerase an die DNA
ermdglicht. Das pGlo enthalt ebenso das bla-Gen, das fir eine beta-lactamase kodiert, was soviel
wie eine Ampicillin-Resistenz ist.

3. Kompetenz

Damit die DNA vom Bakterium aufgenommen wird, sagt man, dass dieses kompetent sein muss.
Viele Bakterienarten sind wahrend ihres ganzen Lebenszyklus’ nur fiir eine kurze Zeit kompetent
und kénnen nur dann durch ihre Membran Erbmaterial aufnehmen. Eine bessere Methode, als auf
den idealen und oft sehr kurzen Zeitpunkt zu warten, sind Ca®*-lonen, die dem negativ geladenen
Ruckgrat der DNA (PO7,) eine neutrale Ladung geben. Auch haben Ca?*-lonen eine positive
Wirkung auf die Phospholipide der Bakterienmembran.

4. Material

E. coli in LB-Medium (N&hrmedium das von Luria & Bertani erfunden wurde), verschiedene
Agarplatten mit LB, LB+Amp (Ampicillin) und LB+Amp+Ara, Eppendorfréhrchen, Pipetten, Eis,
Wasserbad, etc.

5. Praktische Arbeit

In zwei Eppendorfréhrchen, die mit +DNA und —DNA (Negativkontrolle) beschriftet wurden, gab
man je 1.5 ml E. coli-Kultur. Beide Réhrchen wurden zentrifugiert und das Pellet mit 1ml CacCl,
(50mM) aufgesplilt. Danach wurden die Réhrchen 15 min. auf Eis gelegt, nochmals zentrifugiert
und diesmal mit 200ul CaCl, aufgespult, dann wiederum 10 min. aufs Eis gelegt. Anschliessend
wurde dem +DNA-Rdhrchen 10ul Plasmidlésung beigemischt, anschliessend 10 min. auf Eis, 50
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sek. im 42° C warmen Wasserbad und nochmals 2 min. auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 250yl
LB-Medium wurden die Réhrchen nochmals 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Je 100yl der E.
coli-Lésungen wurden dann wie folgt auf die Agarplatten ausgeplattet:

LB + Amp: +DNA
LB + Amp + Ara: +DNA
LB + Amp: -DNA
LB: -DNA

Die Platten wurden tGber Nacht bei 37° C inkubiert.

6. Auswertung

Wie erwartet, konnte wir auf den Platten folgende Wachstumsresultate erkennen:

LB + Amp +DNA vereinzelte Bakterienstamme als Punkte erkennbar,
leuchten nicht mit UV-Licht

LB + Amp + Ara +DNA vereinzelte Bakterienstamme, die unter dem UV-Licht
stark grunlich leuchten

LB + Amp -DNA kein Wachstum

LB -DNA ein regelmassiger Bakterienteppich, also sehr starkes
Wachstum

Auf den Platten mit +DNA entstehen nur einzelne Bakterienstamme, da bei weitem nicht alle das
Plasmid wahrend der Transformation aufnehmen konnten. Die maximale Aufnahmerate, die
Ublicherweise erzielt wird, liegt bei etwa 20%. Die +DNA-Bakterien auf LB + Amp leuchten im UV-
Licht nicht, da der Promotor vor dem GFP-Gen nur durch das Vorhandensein von Arabinose
aktiviert wird. Wirde man nachtraglich Arabinose zufligen, so wiirden auch diese Bakterien nach
einiger Zeit im UV-Licht leuchten.



