Griines Licht fiir Bakterien
- Transfer eines Gens in Escherichia coli ~

Fiir viele molekularbiologische Untersuchungen eignen sich Plasmide in besonderem Mafe als
Vektormolekiile. Uber sie gelangt das Fremdgen in die Bakterien (Transformation), deren Kolonien
dann als Klone die rekombinierte DNA enthalten und als Lieferanten fuir das gewtinschte

Gen-Produkt dienen.

In unserem Experiment verwenden wir ein Plasmid, in dem ein Teil des Arabinose-Operons durch
ein eukaryotisches Gen ersetzt wurde, das fiir ein griin fluoreszierendes Protein (GFP) kodiert.
Durch dessen Anregung mit UV-Licht konnen die erfolgreich transformierten Bakterienkolonien

auf einfache Weise sichtbar gemacht werden.
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Es 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
Reaktionsgefdf gebunden.

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

Die Plasmide, die das GFP-Gen tragen, werden
durch Hitze-und Kalteschock in kompetente
Bakterienzellen eingeschleust.

Wahrend der Inkubationszeit in einem geeigneten
Nahrmedium exprimieren die transformierten
Bakterienzellen das Resistenzgen, das sich auf
dem Plasmid befindet.

Die inkubierten Bakterienzellen werden unter
sterilen Bedingungen auf verschiedenen Nahr-
béden ausplattiert und tiber Nacht kultiviert.

Die transformierten Bakterien werden
durch Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar.

Die Plasmid-DNA wird mit Restriktionsendo-
nucleasen geschnitten.Diese Enzyme zeichnen sich
dadurch aus, dass sie nur innerhalb spezifischer
DNA-Sequenzen das Plasmid auseinander schneiden

Um die DNA sichtbar zu machen, wird die geschnittene
Plasmid-DNA auf ein Gel aufgetragen. Die DNA-Frag-
mente wandern nach Anlegen einer Spanmung durch
das Porensystem des Cels.
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37 Zeitbedarf fiir das Experiment: 1,5 Tage (8h + 5h) (02/07)



