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Klonierung eines Gens

Zuerst muss das Plasmid mit dem gleichen Restriktionsenzym wie das Fragment, welches eingefügt werden soll, geschnitten werden.
Experiment 1
Das Plasmid pBR322 wird mit NheI geschnitten.
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Dieses Restriktionsenzym erzeugt kohäsive Enden mit einem 5’ Überhang: 

Vorschrift:

In ein vorbereitetes Eppendorfgefäß wird pipettiert:

12 µL A. dem.

2 µL 10 X Puffer

4 µL pBR322 (0,25 µg/µL)

2 µL NheI (Bitte immer auf Eis!)

1 h bei 37 °C inkubieren, dann 5 min bei 65 °C inaktivieren.

Material: Eppendorfgefäße, Variopipette 20 µL, pBR322 (0,25 µg/µL), 10 X Puffer:  pH 7,5,  100 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 10 mM DTE, 500 mM NaCl, NheI 10 U/µL

Experiment 2 

Ligation

Als zweites Experiment wird das lacZ-Gen , welches mit NheI geschnitten wurde, in das vorbereitete mit NheI linearisierte Plasmid pBR322 ligiert.

Die Ligase stammt von einem Phagen (T 4 Phagen), welcher dieses Enzym benötigt, um seine Erbinformation in das Wirtszellengenom zu integrieren. Das Enzym verknüpft 5’ phosphorylierte Enden mit den 3’ OH-Enden. Besonders gut werden kohäsive Enden verknüpft.

Ligation

· 7 µL A. dem.

· 2 µL Ligasepuffer

· 7 µL lacZ Gen

· 2 µL Restriktionsansatz

· 2 µL DNA-Ligase

3 Stunden bei Raumtemperatur, über Nacht oder länger im Kühlschrank

Material: Eppendorfgefäße, Variopipette 20 µL, lacZ-Gen (NheI-Fragment) 70 ng/ µL, 10 X Ligasepuffer:  pH 7,5,  660 mM Tris-HCl, 50 mM MgCl2, 10 mM DTE, 60 mM KCl, 10 mM ATP, T4 DNA-Ligase 1U/µL
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Die zwei Möglichkeiten des Einbaus des lacZ-Gens in das Plasmid pBR322

Experiment 3 
Herstellen von  kompetenten Zellen 
Vorbereitungen vor Beginn des Kurses: Am Tag vorher wurden von Starterplatten mit den Bakterienstämme E.coli DH5( jeweils eine Einzelkolonie mit einer gelben Spitze abgenommen und in 5 mL LB-Medium angeimpft. Anschießend wurde über Nacht bei 37°C gerollert. Gegen 8 Uhr des Kurstages wurden diese Übernachtkulturen im Verhältnis 1 : 10 mit LB-Medium verdünnt (6 mL ÜNK in 54 ml frisches LB-Medium geben.) und jetzt 1 bis 2 Stunden bei 37 °C gerollert bzw. geschüttelt bis eine genügende Zellzahldichte erreicht wurde. Versuchsdurchführung: Es werden insgesamt 30 mal ca. 2 mL Bakterienkultur auf 2 mL Eppendorfgefäße verteilt. Dabei übernimmt jede Gruppe 6 Eppendorfgefäße. Die Gruppen kontrollieren ihren Arbeitsplatz:    Eis vorhanden?     CaCl2 auf Eis?       Eppendorfgefäße beschriftet?            Autoklavierbeutel vorhanden? 
Um Sterilität am Arbeitsplatz zu erreichen, lässt man einen Bunsenbrenner mit der leuchtenden Flamme in der Nähen stehen!

· Verteilung von je 2 mL Bakterienkultur. Eindeutig beschriften (Gruppennummer)!

· dann 5 min auf Eis stellen

· zentrifugieren bei 5000 rpm für 4 min

· Überstand vorsichtig in die Autoklavierbeutel abkippen

· 200µL eiskalte 70 mM CaCl2-Lösung zugeben, Zellen vorsichtig durch Auf- und Abziehen mit der Variopipette (1000µL) suspendieren

· 15 min auf Eis

· 4 min bei 5000 rpm

· Überstand vorsichtig mit der Pipette abnehmen

· 200µL eiskalte 70 mM CaCl2-Lösung zugeben, Zellen vorsichtig suspendieren

· Nun nimmt jede Gruppe drei 1,5 ml Eppendorfgefäße und stellt sie auf Eis. In jedes dieser drei Gefäße werden nun 100 µL der kompetenten Zellsuspension (Gut homogenisieren durch vorsichtiges auf- und abziehen!) pipettiert, d.h. die Zellsuspensionen werden geteilt (Gut kennzeichnen!). Die Gruppen haben nun 6 Gefäße mit je 100 µL kompetente Zellen DH5(. Die 6 Gefäße nun 20 min auf Eis stellen. (Alle Gefäße mit den Bakterienstämmen gekennzeichnet?)

Transformation

Sie haben nun sechsmal 100 µL kompetente Zellen DH5(. Einmal 100 µL DH5( werden für den Ligationsansatz benötigt. Einmal 100 µl DH5( dienen zur positiven Kontrolle mit Plasmid DNA (pBR322lacZ+). Zur negative Kontrolle (Sauberkeitskontrolle) dient der dritte Ansatz kompetente Zellen DH5(. Stellen Sie Ihren Ligationsansatz mindestens 5 min vor der Transformation ins Eis. Stellen Sie Ihre Pipetten ein.

In der Wissenschaft werden fluoreszierende Gene (Leuchtgene – Warum?)) verwendet, sie heißen Reportergene.

Als Reportergen verwenden wir das gfpuv, eine Gen aus der Qualle aequoria victoria, welches für das Green Fluorescent Protein (GFP) kodiert. Einmal 100 µL DH5( werden für das Plasmid pGFP, weitere für das Plasmid pGLO benötigt. Zur negative Kontrolle (Sauberkeitskontrolle) dient der sechste Ansatz kompetente Zellen DH5(. 

 Steril arbeiten !!!
· je 10 µL Ligationsansatz zu den Zellen (DH5() pipettieren, leicht schnicken 

· 5 µL einer Lösung des Plasmids  pBR322lacZ+ (5 ng/µL) zu den kompetenten Zellen (DH5() pipettieren, leicht schnicken 

· Kontrollansatz: 10 µL A. dem. zu den Zellen (DH5() pipettieren, leicht schnicken 

· 5 µl pGFP (10 ng/µl) zu den Zellen (DH5() pipettieren, leicht schnicken 

· 5 µl einer Lösung des Plasmids pGLO (30 ng/µl) zu den Zellen (DH5() pipettieren leicht schnicken

· Kontrollansatz: 5 µL A. dem. zupipettieren (DH5(), leicht schnicken 

· alle 6 Ansätze 15 min auf Eis

· Hitzeschock, 5 min auf 37°C

· 5 min auf Eis

· 5 min bei RT

· 250 µL LB-Medium zugeben und mindestens 15 min bei 37°C inkubieren

Während die Transformationsansätze inkubieren, werden vorbereitete LB Amp Platten mit 16 µL IPTG-Lösung und 16 µL X-Gal-Lösung ausplattiert (Blau/Weiß-Selektionsplatten). Jede Gruppe benötigt 3 dieser Platten. Weiterhin werden  vorbereitete LB Amp Platten mit 16 µL IPTG-Lösung ausplattiert. Für jede Gruppe eine Platte. Weiterhin gibt es noch vorbereitete LB Amp Ara Platten. Diese enthalten Arabinose!

Dann wird ausplattiert, jede Gruppe macht das Folgende:

· 100 µL des Transformationsansatzes mit pBR322lacZ+  jeweils auf den Blau/Weiß-Selektionsplatten ausplattieren

· 100 µL des Transformationsansatzes mit dem Ligationationsansatz jeweils auf den Blau/Weiß-Selektionsplatten ausplattieren

· zusätzlich 100 µL Transformationsansatz mit dem Ligationationsansatz auf nur LB Platten ausplattieren. Überlegen Sie sich, was hiermit beabsichtigt ist!
Damit nichts schief läuft, alles hier nochmals graphisch:
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Sie haben jetzt noch insgesamt Blau/Weiß- Selektionsplatten (LB Amp IPTG XGal) übrig. Auf diesen plattieren alle Gruppen jetzt noch den Kontrollansatz aus.




Jetzt müssen noch die Platten mit den restlichen Transformationsansätzen beschickt werden:
· 100 µL des Transformationsansatzes mit pGFP werden auf den LB Amp IPTG Platten ausplattiert

· 100 µL des Transformationsansatzes mit pGLO werden auf den vorbereiteten LB Amp/Ara Platten ausplattiert

· 100 µL des Transformationsansatzes mit pGLO werden auf den LB Amp Platten ausplattiert
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