Edvotk kit 223 Transformation af E.coli med pFluoroGreen™ 1/12

EDYOTEK

The Biotechnology Education Company ®

Transformation af E.coli med pFG
(plasmid med Green Fluorescent
Protein)

Edvotek kit nr. 223
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Brugen af dette kit til undervisningsbrug skal varetages af en gymnasielaerer, som har en biologisk
uddannelsesbaggrund mindst svarende til de af VTU udstukne faglige mindstekrav i biologi. og som har
gennemfgrt et af Arbejdstilsynet godkendt kompetencegivende kursus af 2 dages varighed i eksperimentel
genteknologi.

Nar eksperimenter, som er omfattet af aftalen, gennemfgres i forbindelse med enkeltfaglig eller tvaerfaglig
undervisning, har gymnasieleereren ansvar for at forsggene gennemfgres efter de geeldende retningslinjer.

Aftalen vedrgrer undervisning i genteknologi i biologi, bioteknologi A , teknikfag og teknologi A i STX (det
almene gymnasium), HTX og HF

De genteknologiske forsgg ma kun udfgres, dersom der senest 3 uger forud for arbejdet med forsggene
(herunder forarbejdet) er sendt en indberetning til Undervisningsministeriets fagkonsulent i biologi pa det
indberetningsskema, der indgar som en del af aftalen

Ved indberetning indsendes altid en udfyldt forside og mindst ét udfyldt bilag.

Indberetningsskemaets forside skal underskrives af bade den for forsggenes udfgrelse ansvarlige leerer og
skolens rektor/leder og sendes til Undervisningsministeriets fagkonsulent i biologi 3 uger inden forarbejdet
pabegyndes.

Indberetningsskema og indberetningsbilag findes pad Undervisningsministeriets hjemmeside (under Biologi eller
Bioteknologi):

https://uvm.dk/gymnasiale-uddannelser/fag-og-laereplaner/laereplaner-2017/stx-laereplaner-2017
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Kittets indhold

Materialer til transformationen

A BactoBeads™ E. coli GFP Host

B Supercoiled pFG (pFluoroGreen™)
C Ampicillin

D IPTG

E CaCl,

Growth Additive

Steril LB-agar (ReadyPour Agar) 2 flasker
Steril LB-medie (“Recovery Broth”)

Sma petriskale

Store petriskale

Sterile mikropipetter

10mL pipetter

Sterile tandstikker

Sterile podenale

Mikrocentrifugergr med skrueldg

Ngdvendigt udstyr til transformationen
Mikropipetter samt spidser

2 vandbade pa hhv. 37°C og 42°C
Termometer

Varmeskab 37°C og 34°C
Pipettesugere

Is

Penne

Mikrobglgeovn
Handsker/handgrip e.l.
UV-lampe

Formal

kort tid

stuetemp
kgleskab
kaleskab
k@leskab
stuetemp

kgleskab
stuetemp
stuetemp
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Opbevaringstemperatur

lang tids opbev.
keleskab (ej frys)
fryser
fryser
fryser

fryser

Formalet med dette forsgg er at opna forstaelse af transformationsprocessen med pFG

Der er i kittet materialer nok til 10 grupper med 2-4 pr. gruppe



Edvotk kit 223 Transformation af E.coli med pFluoroGreen™ 3/12

Da resultatet af transformationen bliver en genmodificeret bakterie, skal der arbejdes
under skaerpede laboratorieforhold:

- brug kittel

- arbejd kun pa pladser med daekpapir

- opsaml alt affald

- arbejd stille og roligt

- rapporter straks ved eventuelle uheld

- mad- og drikkevarer ma ikke indtages i laboratoriet

- Husk at vaske haender hver gang du forlader forsggslokalet

Affaldshandtering
- Al affald, der har vaeret i bergring med mikroorganismer
autoklaveres. Det vil sige at al affald opsamles og steriliseres inden
det bortskaffes
- kitlerne kogevaskes — hvis de er kontaminerede skal de opbevares i
en lukket beholder indtil de vaskes

Teori s. 4-7 i engelsk vejledning
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Flowchart

DAGEN F@R FORSOG

Forbered 5 store LB startplader

——
BactoBead™
Udstryg E.coli vaertsceller E. coli Startplade
|
SEISHL Overfor ca. 5 isolerede kolonier
H til -DNA reret indeholdende
CaCly

CaCly og oplas
fuldsteendigt.

Transfer
250 pL il
+DNA roret

Inkuber rerene
paisi
10 minutter

Tilset 10 uL pGFP
til +DNA roret

Inkuber rgrene
ved 42°Ci
90 sekunder

Inkuber rgrene
paisi
2 minutter

Tilset 250 uL
Recovery Broth

Inkuber rarene

ved 37°Co
10 minutter

Udplad cellerne
pa selective
medier

—— Kontrol (-DNA) — Forsag (+DNA)

=S &

-DNA/+Amp +DNA/+Amp +DNA/+Amp/+IPTG

Inkuber pladerne med bunden i vejret i 16-20 timer ved 37°C
og visualiser dernaest resultaterne med langbelget UV lys.

LANGB@LGET UV LYS
ER PAKRAVET
FOR AT OBSERVERE
FLUORESCERENDE KOLONIER.
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Transformationen

© N o o

Cas
kolonier /

10.

250 pL
Recovery

m +DNA
[ +D 4 ARp
+AHp +RPG

o Maerk et mikrocentrifugergr ”+DNA” — dette rgr skal indeholde transformationen med pFG.

Klarggr felgende mikrocentrifugergr:

e Maerk et andet mikrocentrifugergr "—~DNA” — dette rgr er kontrolrgret
Med en steril pipette overfgres 500 pl iskold CaCl, til ”-DNA” rgret
Der skal nu overfgres kolonier fra start-pladen til "-DNA” rgret. Med en steril tandstik overfgres 15
velafgreensede kolonier pa hver 1-1,5 mm til ”-DNA” rgret
Sno tandstikken hurtigt mellem dine fingre og op og ned i CaCl,-opl@sningen, sa alle celler kommer
ned i mikrocentrifugergret. Knips og/eller vortex begge ror for at fa alle cellerne og CaCl, blandet
godt
Overfgr 250 pL til rgret maerket ”+DNA”. Lad begge rgr sta pa is
Tilsaet 10 pL pFluoroGreen™ DNA (pGFP) til ”+DNA” rgret (og KUN til dette rgr)
Inkuber begge rgr pa is i 10 minutter
Overfgr de to rer til 42°C i 90 sekunder. Varmechokket letter plasmidets optagelse i cellerne
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9. Stil derefter straks rgrene pa is i 2 minutter

10. Med en steril pipette tilsaettes 250 uL LB-medie (“"Recovery Broth”) til hvert rgr. Husk at skifte
pipettespids! Bland godt ved at knipse pa rgrene.

11. Inkuber cellerne i 30 minutter i et 37°C varmt vandbad

12. Mens cellerne inkuberer klarggres de 4 udleverede agarplader. Ret navngivningen i bunden pa de

udleverede petriskale. Navngivningen ggres saledes:
e 1 Skdl uden tekst maerkes "~DNA”
1 Skal “Amp” mzerkes "-DNA/Amp”
1 Skal ”Amp” mzerkes ”"+DNA/Amp”
1 Skal “Amp/IPTG” markes "+DNA/Amp/IPTG/”
Skriv desuden jeres gruppes navn pa pladerne

-DNA/+Amp +DNA/+Amp/

= g +IPTG
-DNA +DNA/+Amp

13. Tag r@grene op af vandbadet (nar de 30 minutter er gaet) og gar klar til at stryge bakterierne pa
agarpladerne

14. Med en steril pipette overfgres 250 uL celler fra kontrolrgret maerket "-DNA” til midten af hver af
pladerne maerket ”-DNA” og "-DNA/Amp”.

15. Med en steril pipette overfgres 250 uL celler fra rgret maerket ”+DNA” til midten af hver af
pladerne maerket ”+DNA/Amp” og ” +DNA/Amp/IPTG”.

16. Med en steril podenal spredes cellerne over hele pladen. Luk pladerne og lad dem sta indtil vaesken
er absorberet i agaren — det vil sige ca. 5 minutter.

17. Forsegl jeres plader med tape og stil dem med bunden i vejret i varmeskabet ved 37°C til naeste dag
(mindst 20 timer)

18. Analyse af pladerne
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Analyse af transformationen — nzeste dag:

1.
2.
3.

Megrklaeg rummet og benyt en UV-lampe for at se de transformerede celler.

Teel kolonierne, noter koloniernes farve og tag billeder af pladerne

Beregn transformationseffektiviteten:

Transformationseffektiviteten er et udtryk for hvor mange celler der transformeres pr 1 ug plasmid
DNA — her pFG

Teel antallet af kolonier pa pladen maerket ” +DNA/Amp/IPTG”

Beregn transformationseffektiviteten med fglgende formel:

Antal transformanter . Slutvol v. recovery(mL)
ug DNA mL udpladet

= Antal transformanter pr.ug

| dette forsgg bruges 50 ng (0,05ug) DNA
Slutvolumen “recovery” er 0,5 ml
Udpladningsvolumen er 0,25 ml

4. Forklar hvorfor ikke alle hold opnar samme transformationseffektivitet



Edvotk kit 223 Transformation af E.coli med pFluoroGreen™ 8/12

Laererens forberedelser

For modul I: Transformation af E. coli med pUC8

Agarplader stgbes (kan ggres 2-7 dage faor)

Strygning og inkubering af E. coli (dagen far forsgget — 20 min. arbejde, 16-18 timers inkubering)
Klarggring af plasmid DNA, CaCl, og "Recovery Broth” (fra 1 dag og indtil 30 minutter f@r forsgget)

Op til modul |

Taend for vandbadene pa hhv. 37°C og 42°C
Taend varmeskabet pa 37°C

Stpbning af agarplader

1. 2. Lasn laget 3. 4, o
R g <
S
Q‘& —3 Q a

Senest 2 dage for forsggsdagen skal agarpladerne stgbes. Stgbes pladerne tidligere end to dage fgr kan de
opbevares i kgleskabet: Stil dem med bunden i vejret for at undga kondensdannelse — og tag pladerne ud
to dage for forsgget, sa de kan tgrre.

Lgsn proppen pa ReadyPour™ medierne uden at tage den helt af. Bemaerk: Hvis proppen ikke er Igs kan
man risikere, at hele flasken eksploderer under opvarmningen i mikrobglgeovnen.

Tryk pa flasken og ryst den kraftigt for at fa agaren til at braekke i stykker i flasken

Smelt derefter agaren — enten i en mikrobglgeovn eller i vandbad. Sgrg for at der ikke er klumper af ikke-
smeltet agar tilbage

A: Mikrobglgeovn: Opvarm i mikrobglgeovnen i 30 sekunder ad gangen. Ryst flaske og fortseet. Da flaskens
prop er lgs er det vigtigt, at man passer pa ikke at fa den varme agar pa fingrene.

B: Vandbad: Stil flasken i et varmt (gerne kogende vandbad). Ryst af og til flasken. Da flaskens prop er Igs,
er det vigtigt, at man passer pa ikke at fa den varme agar pa fingrene.

Lad agaren afkgle — evt. ved at stille den i et 60°C varmt vandbad (eller hold gje vha. et termometer med
alarm). Nar agaren har naet 60°C er det muligt at holde pa flasken uden handsker.
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Meerk petriskalene mens agaren kgler af

1. Maeerk 5 store petriskale ”start-kultur”
2. Tag 20 sma petriskale og meerk disse ”Amp”
3. Tag 10 sma petriskale og maerk disse ”Amp/IPTG”
4. De sidste 10 sma petriskale maerkes ikke
LB/Amp LB/Amp/IPTG  Kontrol Re -
5. 6 7. .
Ophzld Tilfgj
5 otk Growth
10mL : Add|t|ver )
Q
Store Startplader Sma kontrolplader
9. 12.
Tilszet Ophaeld Ophaeld
Amp
0 stk. 10 stk.
5mL
C
Sma LB/Amp plader Sma LB/Amp/IPTG plader
Stpbning

1. Stgb fgrst de 5 store start-kultur-plader. Der haeldes 10 ml i hver plade (brug pipettesuger og 10 mL
malepipetter). Luk dem og lad dem st@grkne

2. Tilszet nu hele maengden af "Growth Additive” til den 60-50°C varme flaske med ReadyPourAgar.
Luk flasken og hvirvl rundt for at blande godt

3. Med en frisk 10 mL malepipette tilseettes 5 ml af det blandede LB agar til de 10 sma ikke-mzerkede
plader. Laeg lag pa pladerne.

4. Tilset hele mangden af Ampicillin til den 60-50°C varme flaske med ReadyPourAgar. Luk flasken
og hvirvl rundt for at blande godt

5. Med en frisk 10 mL malepipette tilseettes 5 ml af det blandede LB/Amp agar til de 20 sma ”Amp”
plader

6. Tilseet hele maengden af IPTG til den 60-50°C varme flaske med ReadyPour Agar. Luk flasken og
hvirvl rundt for at blande godt

5. Tilsaet 5 ml af det blandede medium til de 10 sma ”Amp/IPTG” plader. Laeg |3g pa pladerne
Lad alle pladerne sta og stgrkne.

8. Huvis ikke pladerne skal bruges inden for de 2 naeste dage stables de og pakkes i en plastikpose og
stilles med bunden i vejret indtil de skal benyttes.

9. 30 minutter f@r brug: Tag pladerne fra kgleskabet og opvarm dem i en 37°C inkubator i 30 minutter
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Podning af E. coli — dagen for forsgget

Med BactoBeads™

10 ul
sterilt flydende
broth

3. 4,

Lag pa &
bugden i vejret

=

37°C
1. Med en steril podenal overfgres en enkelt bakteriekugle (BactoBead™) fra den lille beholder til
kanten af en af de 5 store petriskale
Opl@s hurtigt kuglen ved at tilsaette 10 L sterilt LB Broth ("Recovery Broth”) eller sterilt vand
3. Stryg med en podenal frem og tilbage i den oplgste bakterieplet. Dette skaber en primaer

udstrygning. Pas pa at du ikke skraber podenalen ned i agaren.

4. Stryg fra den primaere udstrygning over til en ren del af agaren. Stryg flere gange i samme retning.
Se figuren ovenfor.

5. Roter pladen og stryg fra den sekundaere udstrygning over til en ren del af agaren. Stryg flere gange
i samme retning. Se figuren ovenfor

6. Roter pladen en gang mere og gentag punkt 5. Denne teknik skulle give isolerede kolonier

7. Gentag med de sidste 4 plader, |2g lag pa pladerne og opbevar dem med bunden opad ved 372Ci
16-20 timer (ved stuetemperatur: 24-48 timer)
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Pa selve forsggsdagen
Afpipetter 1 mL CaCl; i 10 mikrocentrifugergr. Stil rgrene pa is
Afpipetter 1,5 mL LB-medie ("Recovery Broth”) i 10 mikrocentrifugergr- lad rgrene sta ved stuetemperatur

Klarggring af plasmidet

Meerk 10 mikrocentrifugergr med “pFG”

Stil det lille glas med supercoiled pFluoroGreen™ pa is

Fer plasmidet fordeles bankes rgret i bordet nogle gange for at sikre, at det hele er samlet i bund
Tilseet 12 plL pFluoroGreen til hvert af de maerkede mikrocentrifugergr

Luk rgrene og stil dem pa is

Materialer pr. gruppe

En start-kulturplade, der deles med en anden gruppe
1 mikrocentrifugergr med 1 mL CaCl,

1 mikrocentrifugergr med pFluoroGreen plasmid
1 mikrocentrifugergr med 1,5 mL Recovery Broth
2 sterile podenale

2 petriskale maerket ”"Amp”

1 petriskal maerket "Amp/IPTG”

1 petriskal — ikke maerket

4 sterile 1mL pipetter

Sterile tandstikkere

mikropipetter og spidser

baegerglas e.l. til opsamling af affald

isbade

Faelles

Varmeskab og vandbade
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Resultater

-DNA
Kontrol Celler
(intet DNA)

Resultat

Ingen fluorescerende
celler. Hvide
kolonier. Kan ligne et
udtveeret cellelag.

Viser
Bakteriecellerne kan
overleve uden
ampicillin.

-DNA/ +Amp
Kontrol Celler
(ingen DNA)

Resultat
Ingen vaekst

Viser

Cellerne er
felsomme overfor
ampicillin. Uden
pFluoroGreen™ er de
ikke ampicillin
resistente.

+DNA/ +Amp
Transformerede

celler
(pFluoroGreen™)

Resultat
Hvide kolonier. Kan
se udtveerede ud.

Viser

Cellerne bliver
resistente overfor
ampicillin nar de
transformeres med
pFluoroGreen™.
GFP/BFP produceres
ikke uden
tilstedeveerelse af
IPTG.
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+DNA/ + Amp/ +IPTG

Transformerede
celler
(pFluoroGreen™)

Resultat
Individuelle kolonier
fluorescerer, nar de
belyses med
langbglget UV-lys.

Viser

Cellerne bliver
resistente overfor
ampicillin, nar de
transformeres med
pFluoroGreen™
Produktionen af
GFP/BFP aktiveres
ved tilstedevaerelse
af IPTG



