Blau-WeiB Selektion / a-Komplementation
Mechanismus und Protokoll

a-Komplementation (Blau-WeiB Selektion)

IPTG inhibiert als Galactopyranosid den /ac-Repressor und fiihrt hierdurch zu
einer Induktion des /ac-Promotors. Auf dem Plasmid wird daraufhin der etwa

146 Aminosduren lange C-Terminus einer B-Galactosidase exprimiert, das als
sogenannter a-Donor die C-Terminal deletierte B-Galactosidase des Bakterien-
stammes komplementiert. Die entstehende funktionsfahige B-Galactosidase
schneidet das Galactosid X-Gal, wobei ein blauer Farbstoff entsteht —

diese /ac* Klone sind dunkelblau. Da der C-Terminus des a-Donors vor und dessen
N-Terminus nach der Klonierungsstelle des Plasmids codiert ist, fiihrt eine
inserierte Fremd-DNA in aller Regel zu einem frame shift oder wenigstens einer
starken Kettenverlédngerung, so dass kein funktionsfahiger a-Donor, sprich keine
funktionsféahige Galactosidase entstehen kann — rekombinante Klone bleiben weiB.
Auftretende hellblaue Klone resultieren entweder aus sehr kurzen Insertionen oder
aus der Tatsache, dass haufig der C-Terminus des a-Donors flir eine rudimentére
Funktion ausreicht, so dass auch in rekombinanten Klonen X-Gal in geringem Maf
geschnitten wird.
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