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SCHNUPPERKURS GENTECHNIK

ExploHeidelberg

Klonierung des Phagen Lambda

GFP — green fluorescent protein

Gens in a bottle
Vanessa Hecht




ExploHeidelberg

W stiftung Jugend und Wissenschaft GmbH

M Technologiepark auf dem Neuenheimer Feld

™ Explo Lernlabor

ganztagigen Praktika

mehrtagige Schnupperkurse



ExploHeidelberg

Schutzmallihahmen
B Sicherheitsstufe 1:

,ES ISt nach den neusten Erkenntnissen nicht
von einer Gefahrdung der Gesundheit auszugehen.*

B Tragen von Handschuhen und Laborkitteln innerhalb
des Laborbereiches Pflicht

B Desinfizieren der Hande nach Verlassen



ExploHeidelberg

Das Labor

Hadschuhboxen

Kuhleimer

Geaktionsgefali-
Stander
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Laborgerate

Vortexer (Mischen von
Reagenzien)

Zentrifuge



2 Klonierung eines Lambda-Gens in Vector pUC18

Versuchsubersicht — Teil 1

Restriktionsverdau | Restriktionsverdau PCR
—> | — G | I - ) <—

Dephosphorilierung ﬂ

Phagen-DNA

< I Gelelektrophorese
Cycle pure ﬂ



Phagen-DNA
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Klonierung eines Lambda-Gens in Vector pUC18

PCR (Polymerase chain reaction)

W Reagenzien: Wasser, DNA, Primer, PCR- Master-Mix

Schritt Temperatur Dauer Was passiert?

.Precycle“ 94°C 1 min Die beiden Strange der DNA

(Denaturierung) werden getrennt. (zugénglich fir
Primer)

»2Annealing* 61°C 30 sec Primer lagern sich an die DNA

Anlagerung der Strange an.

Primer

»Elongation“ | 72°C 1:20 min | Tag-Polymerase beginnt mit der

(DNA-Synthese) Synthese der neuen Strange.

,Postcycle* 72°C 5 min Eventuell unvollstdndige Kopien

werden aufgefullt.




2 Klonierung eines Lambda-Gens in Vector pUC18

Plasmid Miniprap — Plasmid-DNA aus einer Bakterienkultur

isolieren und reinigen

@ "8 Durch Abzentrifugieren entsteht ein Bakterienpellet

™ Eine weitere Reagenz lasst die Zellen kompetent werden
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9 %,/ ™ Erneutes Abzentrifugieren lasst die leeren Bakterienhiillen
auf den Boden sinken

@ @ Auftragen auf Miniprap-Zentrifugensaule
O DNA haftet an dem Filter der Saule

DNA mit sterilem Wasser von Saule losen



2 Klonierung eines Lambda-Gens in Vector pUC18

Agarose Gelelektrophorese

M Agarose + Puffer + Ethidium-Bromit

2 Gel wird in vorbereitete Gelkammern
gegossen.

™ Kamme werden in das noch
flissige Gel gesteckt

™ Wenn das Gel ausgehartet ist:

Herausziehen der Kamme

Gel mit Pufferl6sung tberschichten



2 Klonierung eines Lambda-Gens in Vector pUC18

2 Proben + Farbmarker werden
In die Geltaschen gefullt

™ Das Gel wird bei 100V
far 60 Min. ,gefahren®.

™ Auswertung des Gels
am Flureszenzschirm.



Klonierung eines Lambda-Gens in Vector pUC18

Restriktionsverdau

2 Restriktionsenzyme EcoR1 und Sall
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2 Klonierung eines Lambda-Gens in Vector pUC18

PCR der
Lambda

einzelnen Proben war
erfolgreich

DNA .“‘.“““'..E i B Restriktionsverdau der

i iM™MILIY

Plasmid
Miniprap

- - e e -

Ergebnisse Agarose
Gelelektrophorese
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2 Klonierung eines Lambda-Gens in Vector pUC18

CyCIe Pure — Dephosphorylierung und Aufreinigung
des geschnittenen Vektors

& Entfernen von:
Phosphat-Teilchen an den Enden der Vektor - DNA
In der LOsung vorhandenen Enzymen

Das durch Sall und EcoR1 herausgeschnittene
Stuck des Vektors



Klonierung eines Lambda-Gens in Vector pUC18

1 Gelextraktion
I des geschnittenen Lambda-Fragments
! % Bande bei ca. 1000 BP wird aus dem Agarosegel
ausgeschnitten — Isolierung des RecT Gens
Gel-
Eztr:ak' W Agarose-Gel + Bindepuffer
bei 60°C I6sen
2 DNA auf eine Zentrifugensaule laden
RecT I

DNA waschen

DNA mit Wasser von Saule losen



2 Klonierung eines Lambda-Gens in Vector pUC18

Versuchsubersicht — Teil 2

Ligation
IRecT
\ e
— ’ \
win ) () O O® ) )
AN /7
\\ ’/
/ Transformation @ ~~=----~
C Kontroll-

versuch



2 Klonierung eines Lambda-Gens in Vector pUC18

I C Ligation und Transformation
RecT
¥ 1 Enzym Ligase - RecT wird mit dem gedffneten bakteriellen
| Expressionsvektor pUC18 verbunden

™ Transformation kompetenter E-coli Zellen
mit dem neukombinierten Vektor

@ Erhitzen der Zellen
Tr

Schnelles Abkthlen

-——
- —
-

O %;‘\, ™ Um das Ergebnis zu uberpriffen -
N . Transformation ohne das neue Gen RecT

~ -
e - -



2 Klonierung eines Lambda-Gens in Vector pUC18

Aufbringen der Ansatze auf Nahrboden

™ Nahe an einer Flamme arbeiten,
um eine Keimbildung zu
vermeiden.

Geklonte
Kontrollversuch Bakterien



3 GFP — green fluorescent protein

GFP — Green fluorescent protein

B GFP ist ein grin fluoreszierendes
Protein aus der Qualle Aequorea Victoria

B Keine Chromophoren (Licht absorbierende
Atome) als Cofaktoren

B Reporter-Gen = Wo und zu welchem
Zeitpunkt ist ein gewisses Gen aktiv

B Die Gen-Aktivitat kann an lebenden
Zellen untersucht werden




GFP — green fluorescent protein

Affinitatschromatographie

B Auftrennen eines Protein-Gemisches in
seine einzelnen Komponenten

B Saulenchromatographie = Ni-NTA (nitriloacetic acid)
B Das GFP bindet an Nickelionen am Tragermembran

hohe Proteindichte am Tragermembran

Protein wird durch einen Elutionspuffer entfernt



GFP — green fluorescent protein

Bestimmung der Proteinkonzentration

B Abschatzen des GFP-Gehalts
unseres Eluates unter UV Licht

M Eluat + Wasser +
Biorad Protein Reagent

In eine Kivette pipettieren

™ Errechnen
des GFP-Gehalts



GFP — green fluorescent protein

Polyacrylamidgelelektrophorese

B Standart-Experiment um Proteine nach ihrer GréRe aufzutrennen

B sammelgel = Das Proteingemisch fokussieren (ausgrichten)

B Trenngel - Der GréRe nach auftrennen

I

h




Genes In a bottle

B Biorad - Genes in a bottle kid

Mundschleim-
haut mit einer
Birste abreiben

Schleimhautzellen
mit einem Lyse-
Puffer von der
Blrste |6sen




a bottle

Proteaselésung
wird zugegeben
und der Ansatz
wird far 10 Min.
auf dem Ruttler
inkubiert.




Das Reagenz-
glas wird nun
mit kaltem,
95%0 Ethanol
aufgefullt.

(%)

) "h_ /

UNA Necklace
extension Activity

Genes In a bottle

Durch das Invertierten des
GeféalRes aggregiert die
DNA und sedimentiert auf
den Boden.

Y

Die DNA-Faden
werden zum
Schluss in einen
Glasanhanger
gefullt.
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