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1. Einleitung

Das Thema meiner Facharbeit ist die Herstellung chemisch kompetenter Zellen
mittels der Calciumchloridmethode und darauffolgendem Nachweis durch die
sogenannte Blau-WeiB-Selektion.

Nachdem ich am Anfang der 12. Jahrgangsstufe das Praktikum in unserem fa-
belhaft ausgestatteten Labor begonnen hatte, bot sich eine Facharbeit auf dem
faszinierenden Gebiet der Genetik férmlich an. Wir erlernten den Umgang mit
anfangs gewdhnungsbedurftigen Geraten, wie Pipetten oder Mikrozentrifugen,
nachdem uns oft genug versichert wurde, dass das Ersetzen eines solchen Ge-
rates ein tiefes Loch in das Schulbudget reiBen wirde. Es folgten weitere Er-
folgserlebnisse, wie mehrfache Plasmidpraparationen mit einer Gelelektropho-
rese als Nachweismethode, dich mich immer weiter dazu anspornten in die Tie-
fen der Genetik vorzudringen. So stieB3 ich auf das Herstellen chemisch kompe-
tenter Zellen — eine neue Herausforderung, die mich reizte und somit als geeig-
netes Facharbeitsthema anbot.

Die folgenden Seiten geben einen tieferen Einblick in meinen Versuchsaufbau,
angefangen bei der Plasmidpraparation, bis hin zum Nachweis der chemisch
kompetenten Zellen durch die Blau-WeiB-Selektion.

2. Plasmidpraparation

2.1. Einfihrung

,Die Plasmidpraparation ist eine Molekularbiologische Methode zur Isolierung
von Plasmid-DNA.“ (de.wikipedia.org, 2008 b) Plasmide sind, im Bereich der
Molekularbiologie, relativ kleine und ringférmige DNA-Molekile, die neben der
chromosomalen DNA in einer Bakterienzelle existieren.

Zur lIsolierung reiner Plasmid-DNA wird zunachst die Zellwand der Bakterien
durch die denaturierende Eigenschaft des alkalischen Natriumdodecylsulfates
(SDS) zerstért. Diesen Vorgang bezeichnet man deshalb als alkalische Lyse.
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Abbildung 1: Plasmid-Isolierung (bearbeitet: www.biologie.uni-erlangen.de, 2008)

Daraufhin werden unbrauchbare Substanzen, wie die chromosomale DNA und
weitere Zelltrimmer durch Zentrifugation und Hochsalz abgetrennt, bis man
eine Plasmidlésung erhalt, die durch die Behandlung mit einer QlAprep-Séaule
und diversen Puffern zur Abtrennung von restlichen Proteinen und Puffersalzen
fihrt. Somit erhalt man das gereinigte Plasmid. (vgl. Abschnitt mit www.nugi-
zentrum.de, 2006 e)

2.2. Durchflihrung

Durchfihrung der Plasmidpraparation nach dem Original-Protokoll des Qui-
aprep-Kits. Weitere Beschreibungen sind unter folgender Internetadresse zu
finden: www.nugi-zentrum.de, 2006 d

Zur Plasmidpréparation benétigt man eine Ubernachtkultur mit Escherichia coli
(E.coli), Darmbakterien, in denen das pUC18 Plasmid vorhanden ist. Dazu impft
man am Tag vor der Versuchsdurchfihrung 1-5 ml LB-Medium mittels einer
sterilen Pipettenspitze mit E.coli Bakterien an und stellt dieses tber Nacht in
den auf 37°C erhitzten Inkubator, so dass man es am nachsten Tag in Eppen-
dorfreaktionsgefaBe (Eppis) abflllen kann. Das LB-Medium stellt man her, in-
dem man 20g des Trockenmediums in 11 destilliertes Wasser schittet und dann
autoklaviert.

Nun nimmt man ein ca. 2 ml befilltes Eppi, zentrifugiert die Bakteriensuspensi-
on und verwirft den Uberstand, welcher Mediumbestandteile enthalt. Zu dem
Niederschlag, der aus Bakterienzellen besteht, gibt man 250 pl Puffer P1 hinzu
und resuspendiert so lange, bis keine Zellklumpen mehr sichtbar sind.
Daraufhin kommen 250 pl Puffer P2 dazu; das Eppi zum Mischen 4-6mal vor-
sichtig drehen. Auch wenn man jetzt 350 ul Puffer N3 dazu gibt, sollte das Eppi
nur 4-6mal vorsichtig gedreht werden.
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Die Lésung, die dem Laboranten nun tribe erscheinen sollte, muss fir 10 min.
zentrifugiert werden. Der Uberstand enthalt das notwendige Plasmid und wird
mit einer Pipette auf eine QlAprep-Saule aufgetragen, welche in einem Zentri-
fugenréhrchen stecki.

AnschlieBend wird 30-60s lang zentrifugiert und der Durchlauf, der Proteine und
Puffersalze enthalt, verworfen. Nun muss man die QlAprep-Saule mit 0,5 ml
Puffer PB waschen, erneut flr 30-60s zentrifugieren und den gewonnenen
Durchlauf wiederum verwerfen.

Dann erfolgt derselbe Schritt mit 0,75 ml Puffer PE und auch in diesem Fall wird
der Durchlauf erneut verworfen. Diesmal wird jedoch noch einmal flr 1min.
zentrifugiert um Puffer PE vollstandig zu entfernen.

Um einen Durchlauf zu bekommen, in dem Plasmid-DNA enthalten ist, steckt
man die QlAprep-Saule in ein steriles Eppi und gibt 50 ul Puffer EB darauf.
Nachdem man 1min. wartet und nochmals 1min. zentrifugiert, erhalt man den

gewtunschten Durchlauf und somit das gereinigte Plasmid.

2.3. Nachweis durch die Gelelektrophorese

2.3.1. Herstellung des Gels

Durchfihrung nach dem Durchfiihrungsprotokoll von Herrn Schmitt. Weitere
Beschreibungen finden sich unter folgender Internetadresse: www.nugi-
zentrum.de, 2006 ¢

Ob man das gewtlinschte Plasmid erhalten hat, kann man mit Hilfe einer Gele-
lektrophorese nachweisen.

Um das benétigte Gel fir die Gelelektrophorese herzustellen, wiegt man 0,6 g
Agarose ab und gieBt diese mit TAE-Puffer, der in unserem Labor bereits in der
fertigen Konzentration vorhanden war, auf 60 ml in einer Schraubdeckelflasche
auf. Nun gibt man einen Ruhrfisch in die Flasche um einen Siedeverzug zu
vermeiden und kocht das Gel unter Beobachtung in der Mikrowelle auf, bis

es komplett klar wird.

Hinweis: Am besten Lederhandschuhe zum Aufkochen verwenden, da die Fla-
sche sehr heil3 wird.

Das heiBe Gel kann anschlieBend in die Gelkammer der Gelelelktrophoreseap-

paratur gegossen und der Kamm in das noch flissige Gel eingesetzt werden.



2.3.2. Beladen und Lauf des Gels

Nachdem das Gel abgekihlt ist, bedeckt man es vollstandig mit TAE-Puffer, der
als ,Lauf- und Gelpuffer der Agarosegelelektrophorese” dient (www.nugi-
zentrum.de, 2006 a) und kann nun den Gelkamm vorsichtig entfernen, so dass
die Geltaschen mit Elektrophoresepuffer gefiillt werden kénnen. AnschlieBend
kénnen 5 ul GréBenmarker in eine dieser Geltaschen pipettiert werden. Gleich-
zeitig werden 5 pl der Plasmid-Lésung in einem sterilen Eppi mit 2 pl Gella-
dungspuffer gemischt und gleichermaBen vorsichtig in die restlichen Gelt-
aschen pipettiert.

Hinweis: Wenn man mehrere Proben in die Geltaschen flllt, sollte schriftlich
festgehalten werden, welche Probe in welche Tasche gefullt wurde.

Daraufhin kann man die Spannungsquellen anschlieBen; dabei sollte man je-
doch die Polung beachten. Da DNA-Molekile negativ geladen sind, laufen sie
in Richtung der Kathode. Wenn man nun die Spannungsquelle anschlieBt, sollte
man beachten, dass maximal eine Spannung von 7 Vem™ Elektrodenabstand
anlegt wird. In unserem Labor betragt der Elektrodenabstand der Gele-
lektrophoreseapparatur 14cm, d.h. wir konnten in unserem Fall eine maximale
Spannung von 98 V anlegen.

Dann lasst man das Gel laufen, bis die blaue Bande des Bromphenolblaus fast

das Ende des Agarosegels erreicht hat.

2.3.3. Farbung des Gels

,DNA-Banden werden erst nach der Farbung mit Ethidiumbromid und anschlie-
Bender Anregung der Fluoreszenz durch einen UV-Transilluminator sichtbar.®
(www.nugi-zentrum.de, 2006 b)

Die Farbung wird aufgrund des gefahrlichen Potentials von Ethidiumbromid je-
doch durch die Lehrkraft ausgelbt.

2.4. Auswertung

Ein essentieller Vektor des pUC18 Plasmids ist, neben eines Gens fir B-
Galactosidase, das Ampicillinresistenz-Gen. Somit konnten ich und meine La-
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borpartnerin Jana Krieger unsere gereinigten Plasmide zu einer Transformation
in chemisch kompetente Zellen ohne pUC18 Plasmid nutzen.
Das folgende Bild zeigt eine Gelelektrophorese wahrend unserem Laborprakti-

kum.
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Abbildung 2: Gelelektrophorese im Labor des
Bernhard-Strigel-Gymnasiums Memmingen

3. Herstellung chemisch kompetenter Zellen

3.1. Einflhrung

,Der Begriff ,Kompetenz“ bedeutet in diesem Zusammenhang die Fahigkeit von
Zellen, DNA aufnehmen, d.h. transformiert werden 2zu kd&nnen.”
(www.chemgapedia.de, 2003)

Durch Behandlung der E.coli Bakterien mit Calciumchlorid kénnen diese in die
Lage versetzt werden, freie DNA aus dem Medium aufzunehmen. Neben der
Calciumchloridmethode gibt es auch noch weitere Methoden, wie die Behand-
lung der Bakterien mit Rubidiumchlorid, oder Manganchlorid, doch in den meis-
ten Fallen wird die Calciumchloridmethode verwendet.

Durch einen Uberschuss an Calcium-lonen wird die Durchlassigkeit der Memb-
ran verandert, d.h. die Permeabilitdt der Zellmembran kurzzeitig erhéht und
gleichzeitig die Aufnahmefahigkeit der Zellen fir Fremd-DNA gesteigert.



(retro.mta-labor.info)

3.2. Vorbereitungen

Herstellung chemisch kompetenter Zellen mittels Calciumchloridmethode nach
dem Durchfihrungsprotokoll von Herrn Schmitt.

Bevor man mit der Herstellung chemisch kompetenter Zellen beginnen kann,
sind einige Vorbereitungen notwendig.

Da man einen gréBeren Teil der Durchfihrung bei Bedingungen unter 4°C
durchfihren muss, bendtigt man eine Kuhlbox, in der man eine Zentrifuge und
einen Mixer unterbringen kann. Hierzu fanden meine Laborpartnerin Jana und
ich mehrere Kihlboxen die sich im Labor befanden, flir unsere Zwecke jedoch
zu klein waren. Deshalb schnitten wir zwei Kihlboxen zurecht und verbanden
diese mit Styroporkleber um diese abzudichten. Damit die feuchten Eiswurfel,
mit denen man die Kihlbox beflillen muss um auf die gewlnschten 4°C zu
kommen, nicht in den Kontakt mit der Zentrifuge oder dem Mixer kommen konn-
ten bauten wir aus den restlichen Styroporresten ein kleines Podest. Somit war
die Sicherheit vor einem Kurzschluss der technischen Laborgerate gewahrleis-
tet.

Abbildung 3: Kiihlbox

Hinweis: Die Temperatur in der Kiihlbox mit einem handelsiblichen Thermome-
ter nachmessen.

AuBerdem bendtigt man fir die Durchfiihrung einige Chemikalien, wie 100 ml
Calciumchlorid (1 mol Calciumchlorid; 110,99 g/mol) und 100 ml Calciumchlorid
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in 90% Glycerin, beides jeweils autoklaviert und deshalb am besten schon eini-
ge Zeit im Voraus angefertigt.

3ml einer Ubernachtkultur mit E.coli Bakterien die kein pUC18 Plasmid besitzen
sind ebenso notwendig.

3.3. Durchflihrung

3.3.1. Herstellung chemisch kompetenter Zellen (CaCl,-Methode)

Wenn man nun diese Vorbereitungen getroffen hat, schiittet man 1 ml der U-
bernachtkultur in 100 ml LB-Medium und lasst dieses solange im Inkubator bei
37°C durchschutteln, bis die optische Dichte 600 (OD600)von ca. 0,4 - 0,6(nicht
mehr und nicht weniger) erreicht ist, die man mit Hilfe eines Spektralphotome-
ters nachweisen kann. Dazu stellt man zur Kontrolle eine Kivette mit LB-
Medium in den Kuivettenhalter, so dass auf dem Anzeigegeréat ein 0 Wert auf-
taucht. Dann driickt man die Taste Anm, stellt das Spektralphotometer auf 600
und drtickt anschlieBend die Taste E. AnschlieBend stellt man das Anzeigege-
rat auf ABS, driickt die Taste 0ABS100%T und steckt nun eine Kivette mit der
Bakterienlésung hinein. Die Messung erfolgt und der Wert der Absorbtion wird
auf dem Anzeigegerat angezeigt.

Bei unserer Messung ergaben sich folgende Werte:

ZEIT Optische Dichte
11:45 0,000
13:15 0,148
13:44 0,276
14:05 0,382
14:16 0,462

Tabelle 1: Messung der optischen Dichte am 18.07.2007

Nach einer Zeitspanne von 2,5 Stunden war ein optimaler Wert der optischen
Dichte erreicht. Daraufhin fillt man jeweils 1 ml der Zellen in Eppis um, lasst
diese auf Eis abkiihlen und stellt gleichzeitig die Calciumchlorid- und Glycerin-
Lésung auf Eis.

Jeder weitere Schritt darf nur noch bei 4°C durchgefiihrt werden!
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Nun stellt man die Zentrifuge in die darauf angepasste, mit Eiswirfeln beflllte
Kihlbox und zentrifugiert die Zellen 5 Minuten bei 4-5000rpm.

Danach wird der Uberstand verworfen, jeweils 1 ml Calciumchlorid dazupipet-
tiert und ebenfalls in der Kihlbox resuspendiert. AnschlieBend wird erneut bei
4-5000rpm. 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Diesmal wird
jeweils 1 ml der Glycerinlésung hinzugegeben, welche die Zellen beim Einfrie-
ren isolieren soll und nochmals resuspendiert.

Hinweis: Die Glycerinldsung ist wegen ihrer dickflissigen Konsistenz schwierig

zu pipettieren.

3.3.2. Transformation

Transformation nach dem Durchfihrungsprotokoll von Herrn Schmitt.

Zur Transformation wird nur ein Eppi mit kompetenten Zellen bendtigt, der Rest
kann, um eine erneute Transformation durchzufiihren, eingefroren und nach
Bedarf aufgetaut werden (dauert ca.20 min.)

Zu den Zellen gibt man nun 0,5 pl der pUC18 Plasmidlésung hinzu. Da unsere
Plasmidpraparation schon langer her war, verwendeten wir ein frisches Plasmid
von Kathrin vom 27.06.2007, das wir aus dem Gefrierfach stibitzten.

Nachdem man die Zellen fir 20-30 Minuten auf Eis stehen lasst, verpasst man
ihnen einen 40s langen Hitzeschock bei 42°C im Heizblock.

Hinweis: Den Hitzeblock am besten schon langere Zeit zuvor einschalten, da
dieser seine Zeit braucht, bis er die gewlnschte Temperatur erreicht hat.

Der Hitzeschock muss auBerdem genau 40s bei genau 42°C dauern, da die
Transformation sonst nicht funktioniert. (MUHLHARDT, 2003 a)

Danach mussen die Zellen sofort wieder fir 2 Minuten auf Eis gestellt werden.
Dann nimmt man die Zellen aus dem Eis und pipettiert 400 pl LB-Medium dazu.
AnschlieBend befestigt man das Eppi am besten mit Tesafilm im 37°C beheiz-
ten Inkubator und lasst es 1 Stunde gut durchschutteln.

3.4. Nachweis

Wenn diese lange Zeitspanne Uberwunden ist, kann man die Zellen auf LB-
Agar-Ampicillin-Platten ausplattieren. Um Ampicillinplatten herzustellen, bend-
tigt man 7,59 Agar-Agar, das man in 500 ml destilliertes Wasser hinzugibt. Da-
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zu kommen 25g Ampicillin und 10g LB-Medium. Dieses Gemisch wird in der
Mikrowelle aufgekocht, bis es aufklart und dann autoklaviert. Daraufhin kann
man sterile Petrischalen damit aufgieBBen.

AnschlieBend pipettiert man die gewlnschte Menge der Zellen auf die Platten,
taucht einen Drigalski-Spatel in Alkohol, halt diesen Gber einen Bunsenbrenner
und verstreicht die Zellen mit dem sterilen Spatel gleichmaBig darauf.

Da die pUC18 Plasmide, die in die kompetenten Zellen transformiert wurden,
das Ampicillinresistenz-Gen besitzen und die Transformation erfolgreich war,
mussten die E.coli Bakterien auf den Ampicillinplatten wachsen.

3.5. Auswertung

Unsere Herstellung chemisch kompetenter Zellen und die darauffolgende
Transformation, sowie der Nachweis auf Ampicillin-Platten verliefen erfolgreich.
Auf allen Platten sind Bakterienkolonien gewachsen.

Abbildung 4: Chemisch kompetente Zellen auf Ampicillinplatten

Da wir jedoch jeweils 50 ul-200 pl ausplattiert haben sind komplette Bakterien-
rasen gewachsen, bei denen keine einzelnen Bakterienkolonien erkennbar wa-

ren. Deshalb reichen zum Ausplattieren der Zellen ca. 5 pl-50 pl.
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Abbildung 5: Erneute Transformation mit 50 pl der Zellen (2 Monate spéter)
2 Monate spater transformierten wir die eingefrorenen Zellen ein zweitesmal,
um zu testen, ob diese wahrend dieser Zeitspanne und ihren Lagerungsbedin-
gungen noch kompetent geblieben sind. Doch weiteres zu einer Langzeitstudie
findet sich in der Facharbeit von Jana Krieger.

4. Blau-WeiB-Selektion

4.1. Einfihrung

Die Blau-WeiB-Selektion dient normalerweise zur Selektion von klonierten Bak-
terien. Hierzu wird ein Plasmid mit eingeschleuster Fremd-DNA in ein Bakteri-
um transformiert und vervielfaltigt. Diesen Anwendungsbereich verwendet man
z.B. zur billigen und schnellen Herstellung von Proteinen fir medizinische Ze-
cke.

Ich verwendete die Blau-WeiB-Selektion jedoch als Nachweis flr die Zellen, die
das pUC18 Plasmid aufgenommen haben. Denn das pUC18 Plasmid enthalt,
neben einem Ampicillinresistenz-Gen, auch ein LacZ-Gen, welches flr das En-
zym B-Galactosidase codiert. Dieses wird von dem Farbstoff X-Gal gespalten,
so dass es zu einer Blaufarbung kommt. Durch IPTG, das als Aktivator des lac-
Operons fungiert (de.wikipedia.org, 2008 a), wird sichergestellt, dass das LacZ-
Gen in die B-Galactosidase Ubersetzt wird.

4.2. Durchflihrung

Nach der Transformation 40 pl IPTG und 40 pl X-Gal mit einem sterilen Dri-
galski-Spatel auf LB-Agar Platten (ohne Ampicillin) ausstreichen. Die Platten
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daraufhin ca. 30 Minuten bei Zimmertemperatur stehen lassen. AnschlieBend 5
uI-50 ul der transformierten, chemisch kompetenten Zellen auf die LB-Agar-
IPTG-X-Gal-Platten pipettieren und gleichermaBen mit einem sterilen Drigalski-
Spatel verstreichen. Dann stellt man die Platten in den 37°C beheizten Inkuba-
tor und wartet bis zum n&chsten Tag auf das Ergebnis.

Hinweis: X-Gal ist lichtempfindlich und sollte deshalb im Gefrierfach in einem

Eppi aufbewahrt werden, das man in Alu-Folie gewickelt hat.

4.3. Fehleranalyse und Auswertung

Die Blau-WeiB-Selektion, die ich am 10.10.2007 anschlieBend an unsere Trans-
formation durchgeflihrt habe, hat leider nicht geklappt, da nur weiBe Bakterien-
kolonien erkennbar waren.

Uberlequng: Hat die Transformation nicht geklappt, oder stimmt etwas mit X-
Gal nicht?

Daraufhin nahm ich ein Eppi mit E.coli Bakterien die sicher pUC18 Plasmide
enthalten aus dem Gefrierfach und plattierte diese mit Hilfe einer sterilen Ose
auf 2 Platten mit jeweils 40 ul IPTG und 40 ul X-Gal aus. Da X-Gal so lichtemp-
findlich sein kénnte, dass deshalb die Selektion nicht gegliickt ist, wickelte ich
beide Platten in Alu-Folie ein und stellte sie Uber Nacht bei 37°C in den Inkuba-
tor. Am nachsten Tag waren jedoch wieder nur weiBe Bakterienkolonien er-
kennbar. Also stellte ich beide Platten in den Kihlschrank und zerbrach mir wei-
terhin den Kopf, was ich falsch gemacht haben kénnte. Als ich zwei Wochen
spater zuféllig noch mal nachschaute, entdeckte ich, dass am Rand der einen
Platte einige blassblaue Bakterienkolonien erkennbar waren, sich auf der zwei-
ten Platte jedoch nichts verandert hatte. Laut Cornel Milhardt heiBt es: ,Man
findet oft blassblaue Kolonien oder weiBe mit einem blauen Zentrum. Ein Grund
daflr ist, dass die Farbung noch recht schwach ist, wenn die Platten aus dem
Brutschrank kommen und sich erst nach 1-2 Stunden im Kihlschrank zur vollen
Pracht entwickelt.“(MUHLHARDT, 2003 b) Doch eigentlich miissten dann alle
Bakterienkolonien auf dieser Platte blau gefarbt sein.

Uberlegung: Entweder hatten die meisten Bakterien die ich aus dem Kihl-

schrank nahm doch kein Plasmid, oder X-Gal funktioniert nur teilweise!?
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Also plattierte ich diesmal 40 ul IPTG und 40 pl X-Gal auf 2 Ampicillinplatten
aus, auf die ich anschlieBend die E.coli Bakterien mit pUC18 Plasmiden mit Hil-
fe einer sterilen Ose ausstrich. Nachdem diese wiederum eine Nacht im Inkuba-
tor verbracht hatten, war am nachsten Tag auf einer Platte eine einzige blau
gefarbte Bakterienkolonie erkennbar, auf der anderen Platte ist eine einzige
weilBe Bakterienkolonie gewachsen.

Auswertung: Das heiBt, dass in den meisten E.coli Bakterien mit angeblichen
pUC18 Plasmiden, die ich aus dem Gefrierfach nahm, gar keine Plasmide drin
waren, da sonst viel mehr Zellen auf den Ampicillinplatten sichtbar sein muss-
ten. Jedoch stimmte mit meinem verwendeten X-Gal auch etwas nicht, da die
einzige Bakterienkolonie auf der Ampicillinplatte die wei3 gewachsen ist, auch
hatte blau werden mussen, weil auf einem pUC18 Plasmid das Ampicillinre-
sistenz-Gen und das LacZ-Gen vorhanden sind.

Abbildung 6:
LB-Agar-IPTG-X-Gal-Platte mit blassblauer Farbung am Rand (rechts)
LB-Ampicillin-IPTG-X-Gal-Platte mit einer einzigen blauen Bakterienkolonie (links)

5. Nachwort

Trotz vieler Stunden, die ich im Labor unter der Betreuung von Herrn Schmitt
und Herrn Weber verbracht habe, hat mir die Arbeit immer viel SpaB bereitet
und mich sehr viel Gber die Arbeitsmethoden im Bereich der Genetik gelehrt.
Auch wenn nicht immer alles klappt - so ist es eben mit Laborarbeiten und um-
so mehr freut man sich Uber die Erfolge.
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