Transformation von E. coli HB101 mit dem Plasmid pGLO, welches unter der Regulation des Arabinose Operons das Green Fluorescent Protein (GFP) exprimiert

Vorbereitung der LB/Amp/Arabinose-Platten

Die Konzentration von Arabinose in dem Agar der Platten beträgt 6 mg/ml, die an Ampicillin zusätzlich 100 µg/ml.


Es wird eine Stammlösung von 600 mg Arabinose in 3 ml A. dem. hergestellt und sterilfiltriert. 

Es werden 8 Platten LB/Amp/Ara gegossen.

100 ml LB/Agar werden sterilisiert und auf 50 – 60 °C abkühlen lassen. Es werden 400 µl aus der Ampicillin-Stammlösung (25 mg/ml) dazugegeben (10 mg) und die 3 ml der Arabinose Stammlösung (600 mg/ml). Es wird geschwenkt und etwa 8 – 9 Platten gegossen.

LB- und LB/Amp -Platten  werden wie vorher beschrieben gegossen. Bei LB/AMP-Platten ist die Endkonzentration an Ampicillin 100 µg/ml.

Vorbereitung der Bakterien:

Vorschrift A

Von einer Starterplatte werden mit einer gelben Spitze 2 ml LB-Medium angeimpft

anschießend über Nacht bei 37°C gerollert oder geschüttelt.

Diese Übernachtkultur wird 1 : 10 mit LB-Medium verdünnt und 1 bis 2 Stunden bei 37 °C gerollert oder geschüttelt. (zweimal 300 µl in je 3 ml frisches LB-Medium geben.)

Herstellung kompetenter Bakterien

- auf 6 Eppendorfgefäße (1,5 ml) gleichmäßig verteilen (jeweils 1 ml)

- 5 min auf Eis

- Zentrifugieren bei 5000 rpm für 4 min

- Überstand vorsichtig abnehmen

- 100 µl eiskaltes 70 mM CaCl2-Lösung zugeben, Zellen vorsichtig suspendieren

- 15 min auf Eis

- 4 min bei 5000 rpm

- Überstand vorsichtig abnehmen

- 100 µl eiskaltes 70 mM CaCl2-Lösung zugeben, Zellen vorsichtig suspendieren

- 20 min auf Eis

 Transformation

- 5 µl der Plasmid DNA Lösung zu der Bakteriensuspension pipettieren

- 10 min auf Eis stellen

- für exakt 50 s bei 42 °C inkubieren

- für 2 min zurück auf das Eis stellen

- vom Eis nehmen und 250 µl LB-Medium zugeben 

- 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen

- 100 µl auf den Selektionsplatten LB/Amp/Ara bzw. LB/Amp und auf normalen LB-Platten ausplattieren

- ein Kontrollexperiment wird mit einem Ansatz kompetenter Bakterien ohne Zugabe 

  von Plasmid-DNA durchgeführt.

- die Platten mit dem Boden nach oben über Nacht bei 37 °C inkubieren.

Berechnung der Transformationseffizienz  

Zur Berechnung muss die Zahl der grün fluoreszierenden Kolonien bestimmt werden und diese ins Verhältnis zur Masse an Plasmid-DNA gesetzt werden. 

Bestimmung der Zahl der Kolonien

- UV-Lampe über die Platte halten, Schutzbrille aufsetzen!!

- wenn zu viele Kolonien auf der Platte sind dann nur ein Viertel der Plattenfläche auszählen

Bestimmung der Masse an Plasmid pro Platte

Die Konzentration an pGLO ist 0,03 µg/µl. Bei 5 µl der Lösung wurden also 0,15 µg Plasmid -DNA zur Transformation verwendet. Diese wurden im Reaktionsgefäß auf ein Endvolumen von 0,355 ml (100 µl Zellsuspension, 5 µl Plasmidlösung, 250 µl LB Medium) verdünnt, von dem nur 100 µl auf die Platten gegeben wurden.
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Plasmid DNA auf die Platte gelangt.

Die Transformationsrate ergibt sich dann zu: 

Transformationsrate =
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Theorie zur Genregulation:
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Das C -Protein hemmt seine Transkription selbst sowie die Transkription

der BAD-Gene.  
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Der Inhibitor hat durch die Anlagerung von Arabinose eine Konformationsänderung erfahren, so 

dass die Transkription der BAD-Gene nicht mehr gehemmt ist.  

Das CAP (Catabolic ActivatorProtein) verstärkt in Gegenwart von Arabinose 

und cAMP die Transkription der BAD-Gene. 
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