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1. Grundlegende Methoden der Molekularbiologie

Einleitung

In den bis jetzt durchgeflhrten Experimenten diddedktikums haben Sie einige Methoden

kennen gelernt, die zur analytischen und prapaatiReinigung von Proteinen verwendet

werden. Sind Proteine gereinigt (chromatographisder z.B. durch 2D-Elektrophorese),

kann die Aminosauresequenz von PeptidfragmentefPdgeins bestimmt werden und durch

Vergleiche mit anderen Sequenzen das Protein Broéeinfamilie zugeordnet werden.

Ist die Nukleotidsequenz eines Proteins bekanmin kaan den umgekehrten Weg wéhlen

und das Gen in anderen Organismen exprimierernindier Regel einfacher und schneller zu

kultivieren sind, als der Organismus, aus dem dage urspringlich stammt.
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In diesem Praktikumsversuch sollen zwei
unterschiedliche Proteine ik. coli und ein Protein in
S.cerevisiaeexprimiert werden.

Aus dem Cyanobakteriundynechocystis sp680&ird
eine b-Ketoreduktase durch PCR und Klonierung heterolog
in E. coli exprimiert. Dieses NAD(P)H-abhangige Enzym
katalysiert eine stereospezifische Reaktion durde d
Acetoacetyl-CoA zu R-3-Hydroxybutyryl-CoA reduziert

wird.

Abb.1: Polyhydroxyalkanoat Biosynthese



Aus dem FlagellateRuglena gracilissoll eine putative Thiolase exprimiert werden. Bies
putative Thiolase (T_2493) soll in der fermentativeNachsesterbiosynthese die
Kondensation von zwei Acetyl-CoA bzw. Acetyl-CoA dunPropionyl-CoA Einheiten
katalysieren. Die T_2493 wird heterolog . coli und anschlieRend ifs. cerevisiae

exprimiert.
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Abb.2: Funktion der putativen Thiolase T_2493.



1.1 Molekularbiologische Grundlagen

1.1.2 Praparative Agarosegele

Die Gelelektrophorese ist eine Standardmethode Auftrennung, ldentifizierung oder
Isolierung von DNA-Fragmenten. DNA-Molekile entlealt in jedem Nukleotid eine
Phosphatgruppe, sind daher negativ geladen, undlesann einem elektrischen Feld zur
Anode. Bei einer Gelelektrophorese wandert die Diich eine Gelmatrix und wird dadurch
ihrer GroRe nach aufgetrennt. Die Wanderungsgeschgkeit ist u.a. abhéngig von der
GroRe und Konformatiorder DNA, von der Konzentration des Agarosegels uwleth
verwendeten Laufpuffer.

Die Fragment-Gro3en werden uber den Vergleich mameiStandard ermittelt, der DNA
Fragmente definierter GroRen enthalt (GeneRUIBNA Ladder Mix von MBI Fermentas).

In diesem Praktikum werden 1% Flachbett-Agarosegef&tigt. Dazu wird die Agarose
eingewogen und mit 1x TAE auf das gewunschte Volugebracht. Die Losung wird in der
Mikrowelle vorsichtig aufgekocht, wobei der Deckglockert werden muss. Die Losung
muss vollkommen klar erscheinen. Danach lasst neaau$ ca. 50°C abkuhlen und gibt unter
dem Abzug 1/80000 Vol. Ethidiumbromid [c = 10] ired~lasche, schwenkt kurz um, ohne
Luftblasen zu erzeugen, und giel3t das Gel in dabeveiteten Geltrager (mit Tesafilm
abgeklebt!). In das noch flissige Gel wird ein paser Kamm gesteckt, der nach dem
Erharten aus dem Gel herausgezogen wird und dieh@asgeformt hat, in die die zu
untersuchende DNA aufgetragen wird.

Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und fluoraset unter UV-Licht orange, so dass
die DNA-Banden sichtbar werden. Die Auftrennungokgtf bei 3-5 Volt pro cm
Elektrodenabstand. Die DNA Proben werden vor denftragen mit 1/10 Vol. 10x
Ladepuffer versetzt. Durch den Ladepuffer wird wedlert, dass die Probe beim Auftragen
auf das Gel aus der Tasche diffundiert. Im Ubrigdeichtern die Farbstoffe Bromphenolblau
(BP) und Xylencyanol (XC) die Orientierung, da sieetwa auf gleicher Hohe wie ein 4 kb
(XC) bzw. ein 300 bp Fragment (BP) laufen.



1.1.3 Photometrische Bestimmung der Nukleinsdure-Kwxentration

Mit einem Spektralphotometer wird die optische DecfOD)von DNA oder RNA bei 230,
260 und 280 nm in einem Volumen von 0,1 ml bestimB¢i 230 nm absorbieren
Polysaccharide, bei 260 nm Nukleinsduren und b8i @8 Proteine. Aus der gemessenen
ODggp lasst sich die Nukleotidkonzentration bestimmeml © 1 entspricht 50 pug dsDNA,
40 ng ssDNA oder 33 ug RNA pro Milliliter.

Liegt das Verhaltnis von Olgy zu ODygo zwischen 1,8 und 2, so enthélt die Probe keine
Kontamination durch Proteine oder Phenole. Ist\dahaltnis von OBsg zu ODy3p kleiner
als 2, so ist das ein Zeichen fur eine Polysacdké&ointamination.

Im optimalen Fall stehen QB): ODygo: OD,goim Verhaltnis 1:2:1.

1.1.4 Die Blau-Weil} Selektion

Bakterien, welche einen zur Blau-WeilR3-Selektion

fahigen Vektor enthalten, sind resistent gegen ein
Antibiotikum, da der Vektor ein Resistenz-GeRMP]
enthalt. Der in diesem Praktikum verwendete
Vektor pBluescript SK+ enthalt das afpen,
welches eine Resistenz gegen Ampicillin verleiht.
Die MCS fnultiple cloning sitgdes Vektors liegt
innerhalb des 5"-Abschnitts die€Z-Gens. Dieser

Abschnitt codiert den aminoterminalen Teil ther
Abb. 3: schematische Dsellung de:

Vektors pBluescript SK+ fur die Blau-
Weil-Selektior

Galaktosidase. Um das Selektionssystem gut
ausnutzen zu konnen, missen passende
Bakterienstamme verwendet werden, die in ihrem
Genom den 3-Abschnitt dedacZ-Gens besitzen. Dieser Abschnitt codiert den
carboxyterminalen Teil ddr-Galaktosidase. Erst mit der funktionstichtige@alaktosidase
wird X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyb-D-Galaktosid) enzymatisch zu Galaktose und dem
blauen Farbstoff 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol umgesebx¢r Einbau eines Fragmentes in die
MCS zerstort das Leseraster dasZ-Gens, so dass keine funktionsfahlgé&salaktosidase
gebildet werden kann. Betreffende Bakterien-Kolanldeiben in Gegenwart von X-Gal
farblos (weil3). Das IPTG gbpopylthiogalaktosid) dient als Induktor fir de Galaktosidase,

wird jedoch nicht durch dib -Galaktosidase zersetzt.



Dies bedeutet, dass auf den benutzten NahrbddediaBakterien Kolonien bilden kénnen,
welche auch durch die Transformation emg-Gen erhielten. Sind die Zellkolonien durch
X-Gal blau gefarbt, ist did-Galaktosidase noch funktionsfahig, d.h. es wurde der
Ligation keine Fremd-DNA in den Vektor eingebaundsdie Zellkolonien nicht gefarbt, so
ist die b-Galaktosidase nicht funktionsfahig, d.h. es wuffemd-DNA in den Vektor
eingebaut und dadurch das Gen fir Oi&alaktosidase zerstort. Dieses gentechnische

Verfahren wird auch alBlau-Weil3-Selektionodera-Komplementation bezeichnet.

Achtung:  Enzyme sind empfindlich!
Enzyme werden daher immer auf Eis gehalten, unsedigeitraum ist auch so
kurz wie mdglich zu halten.
Ethidiumbromid (EtBr) ist kanzerogen und teratogen
Bei Arbeiten mit dieser Substanz auch in Verdinnoaer in der Gelmatrix sind
Nitril-Handschuhe (blau!) zu tragen. Mit Ethidiunobnid in Kontakt getretene
Spitzen werden im EtBr-Festabfall entsorgt und @elsondert gelagert.
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2. Material
Vektoren
pBS-SK+
pET28a
pPYES2/CT (2)

Stamme
E. coli XL1Blue

E. coliBL21(DE3)

Vektor fur die Sequenzierug,oRV geschnitten, Anmip
Expressionsvektor, Kan
Hefevektor, AMpv5Epitop, 6x His, Uracil-Marker

recAl endAl gyrA96 thi-1 hstiRsupE44 relAl lac
[F" proAB lacf ZDM15 Tn10 (Teb]
E.coli FompT hsdS¢ my) denmi” (DE3) pLysS(Carf)

S. cerevisiaéNVScl his®1/his3D1leu2/leu2 trp1-289/trp1-289 ura3-52/ura3-52
Primer

T_2493y-BanHIl: 5-TAT GGA TCC A ATG AAG GGA ATG CGG AAG GTT
T_2493y-Xbd: 5'-TAT TCT AGA GCA CAG CGT CAA CTC GGT CGC
T_2493-Sad: 5'-TAT GAG CTC ATG AAG GGA ATG CGG AAG GTT
T_2493-Xhd: 5'-TAT CTC GAG CTA GCA CAG CGT CAACTC GGT
Red_phaBNdd: 5-TATA CAT ATG TTA AGT CTT GGT TTG GAA GAT
Red_phaBXhd: 5-TAT CTC GAG TTAGGT GTG GTG GGC CCC ATT TAC

Enzyme und Reagenzien

RNase, DNasel, Lysozym, Antikdrper ProtedNA-GroRenstandard
Triple Master-Polymerase, Puffersystem, dNTPs NAERLigase und Puffer (blunt)
Restriktionsendonukleasen, Puffer, BSA Qiagetnaction + Purification
10x Loadingpuffer, Ethidiumbromid ATR\R, Puffer PNK A, Klenow
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Losungen und Chemikalien Teil 1

50x TAE-Puffer

1 M Tris/HCI, pH 8,0
0,5M EDTA pH 8,0

1 M Glucose

3 M Na-Acetat pH 6,5
5 M K-Acetat pH 7,5
5 M NaOH

TE

97% Ethanol

70% EtOH

10% SDS

Konz. Essigsaure
Isopropanol

100 mg/ml Ampicillin
100 mM X-Gal

5 mg/ml Tetracyclin
50 mg/ml Kanamycin

Bradford-Reagenz

Lésung A, B, C (Plasmid-Praparation)

100 mM Cad]

Puffer 1-3 fur Hefetransformation

100 ml (fur alle Gruppen) 24,2 g Tris;

5,71 ml Eisessig; 10 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
10 mi

10 mi

10 ml

10 ml

wird gestellt 1 M K-Acetat pH 7,5

wird gestellt

10 ml 10 mM Tris pH 8,0 (aus
Stammlosung) 1 mM EDTA pH 8,0 (aus

Stammldsung)

wird gestellt

20 ml

10 ml 0,1% SDS
wird gestellt 10% Essigsaure
wird gestellt

wird gestellt

wird gestellt

wird gestellt

wird gestellt

aus Versuchsteil 1

je 20 ml

50l

je 20 ml
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Losungen und Chemikalien Teil 2
0,5MIPTG

Hefe Medien

20% Galaktose

10% Raffinose

20% Glukose

nativer Lysepuffer

denaturierender Lysepuffer

1 x Laemmli

5 x Laemmli

Waschpuffer fir Hefemitochondrien
H.0 steril

Glasperlen, sduregewaschen
Protease-Inhibitor Cocktail
Solubilisierungspuffer

0,5 M Imidazol (Stammldsung)
0,5 M NaPi, pH 7,2 (aus Saure & Base)
Waschpuffer

Elutionspuffer

Ni-NTA Agarose

1 M Tris HCI, pH 7,5
Bradford-Reagenz

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

1 M Tris-HCI, pH 6,8

30% Acrylamid

10% SDS

0,1% SDS

10% APS

TEMED

5x Tris-Glycin Puffer
Coomassie-Stammlosung
Coomassie-Farbelésung 1: 10
10% Essigsaure

Transferpuffer

wird gestellt

50 ml

50 ml

5 mi

5 mi

5ml

wird gestellt

wird gestellt

100 ml

50 ml

werden gestellt

wird gestellt

10 mi

200 ml (fur alle Gruppen)
200 ml (fur alle Gruppen)
10 mi

10 mi

wird gestellt

100 ml (fur alle Gruppen)
aus Versuchsteill bzw. 2
100 ml (fur alle Gruppen)
100 ml (fur alle Gruppen)
wird gestellt

10 mi

5 mi

10 ml (far alle Gruppen)
wird gestellt

1500 ml (fur alle Gruppen)
200 ml (fur alle Gruppen)
200 ml / Gel

400 ml

200 ml (pro Blot)
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Ponceau S-Lésung 200 ml (fur alle Gruppen)

5 M NaCl (Stammloésung) 250 ml (fur alle Gruppen)
TBS-Puffer 500 ml (pro Blot)

TBS-T Puffer 1 Liter (pro Blot)
Blocking-Puffer 200 ml (pro Blot)

Puffer f. 2. Antikorper 15 ml (pro Blot)

Losung A (Detektion) wird gestellt

Losung B (Detektion) wird gestellt

30% HO, wird gestellt

2.1 Bakterien-Medien

bendtigt werden:

4 x 50 ml LB in Erlenmeyerkolben/Gruppe
18 LB-Kulturréhrchen (5 ml)/Gruppe

6 AIX-Platten/Gruppe 2 x 500 ml LB + Agar fur AIX-Platten
(fur alle Gruppen)

6 LB-Kan Platten/Gruppe 2 x 500 ml LB + Agar fur Kan-Platten
(far alle Gruppen)

2 LB-Amp Platten/Gruppe 1 x 500 ml LB + Agar fiur Kan-Platten
(fur alle Gruppen)

Zusammensetzung LB 1% (w/v) BactoTrypton
1% (w/v) NaCl
0,5% (w/v) Yeast Extract
pH auf 7.5 einstellen
fur Platten 1,5% (w/v) Agar und einen Ruhrfisch elogn

+ autoklavieren

Fur LB-Kanamycin Platten nach dem Autoklavieren Neeslium zunachst unter Ruhren auf
ca. 50 °C abkuhlen und dann das Antibiotikum zuggBsmdkonzentration 50 pug/ml).
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Fir AIX-Platten nach dem Autoklavieren das Mediunm&chst unter Rihren auf ca. 50 °C
abkuhlen und Ampicillin (100 pg/ml), X-Gal (0,1 mMphd IPTG (0,2 mM) zugeben.

2.2 Hefe-Medien fUrS. cerevisiae

bendtigt werden:
100 mlYPD (fur alle Gruppen)
40 mlYPD in Erlenmeyerkolben pro Gruppe

und:

500 mISC fur Platten (fur alle Gruppen)
mit Zuckerprogramm autoklavieren
auf 50 °C abkihlen und 50 ml 20% Glukose
Platten gief3en und bei 4 °C lagern

2 x 50 mISCim Erlenmeyerkolben pro Gruppe fur Glukose
2 x 500 mISC im Erlenmeyerkolben pro Gruppe fir Galaktose/Raiie

und:

10 ml 20% Glukose
100 ml 20% Galaktose
100 ml 10% Raffinose

Zusammensetzung YPD-Medium(Y east Extract &ptone [2xtrose Medium)

fur 1 | Medium: 10 g Hefe-Extrakt 1%
20 g Pepton 2%
20 g Glukose 2%

mit Zuckerprogramm autoklavieren!!!

15



Zusammensetzung SC Minimal Medium

fur 1 | Medium:
6.7 9 Yeast Nitrogen Base (ohne Aminosaurenidikénz.: 0,67%
1.92¢ Yeast Synthetic Dropout Medium Supplemestiné Uracil fir ura’-
Stamme)

Endkonz.: 0.01% (Adenin, Arginin, Cystein, Leucin, Lysin, Eamin, Tryptophan,

Uracil) 0.005% (Asparaginsaure, Histidin, Isoleucin, tMenin, Phenylalanin,

Prolin, Serin, Tyrosin, Valin)

Medium mit Zuckerprogramm autoklavieren.

3. PCR

Abb. 4: Prinzip der Polymerase-
Kettenreaktior

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist emeitro
Methode zur enzymatischen Synthese spezifischer
DNA-Sequenzen. Sie ermdglicht es unter anderem
durch die Wahl geeigneter Primer, aus einem
Gemisch von Nukleinséuren gezielt
Sequenzabschnitte zu amplifizieren.

Primer sind synthetische Oligonukleotide, welche
gegen die flankierenden Bereiche der beiden
komplementaren Strange der Ziel-DNA
hybridisieren. Durch Einsatz von hitzestabilen DNA-
abhéangigen DNA-Polymerasen werden ausgehend
von diesen Primern in einer wiederholten zyklischen
Sequenz von Denaturierung der DNA,
Hybridisierung der Primer (Annealing) und
Elongation, die zwischen den Primern liegenden
DNA-Sequenzen synthetisiert.

Liegen keine hohen Anforderungen an die
Genauigkeit der Polymerase-Reaktion vor, so

verwendet man die thermostabil&g-Polymerase
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aus dem Organismuhermus aquaticudiese Polymerase hat eine hohe Prozessivitatr(meh
als 1000 bp/min) und verfiigt neben der 5°-3"-Polgseaktivitat noch Uber eine schwache
57-3"-Exonukleaseaktivitat, jedoch nicht Uber eé¥¥&5” Exonukleaseaktivitat. Auf Grund des
Fehlens einer 3"-5"-Exonukleaseaktivitat kann dieSazym falsch eingebaute Nukleotide
nicht entfernen (korrigieren). Sie hat also keipeopfreading” €ngl) Aktivitat.

Fur Amplifikate, die zur Expression der Proteinageisetzt werden sollen, ist eine hohe
Genauigkeit der Polymerase-Reaktion notwendig. diekbnnen ansonsten zur Entstehung
eines Codons fihren, das fur eine andere Aminogédert, oder im schlimmsten Fall zu
einem Stopp-Codon oder einer Leserasterverschiebung

Fur die Amplifizierung solcher Sequenzen wird efwymerase mit einer ,proofreading*-
Aktivitat verwendet, wie zum Beispiel drfu-Polymeraseaus dem Organismu’yrococcus
furiosus Die Pfu-Polymerase besitzt allerdings eine erniedrigtez&ssivitat (500 bp/min),
weshalb haufig diePfx-Polymerase aus Pyrococcussp. verwendet wird, die trotz der

~proofreading“-Aktivitat eine ahnliche Prozessititéie dieTagPolymerase besitzt.

Bei der Konzeption voRrimern sind einige Faustregeln zu beachten:

sie sollten 18-30 bp lang sein und einen (G+C)dBalon 60% haben

sie sollten nicht mehr als vier gleiche Basen pawnder enthalten, um Fehl-
hybridisierungen und Leserasterverschiebungen gueiden

die Schmelztemperatur {J sollte 55-80 °C betragen, um eine ausreichendehoh
Annealingtemperatur zu erlauben

am 3’-Ende sollten ein bis zwei G oder C sitzeaber hdchstens drei — um eine bessere
Bindung und Elongation zu erreichen

sie sollten sehr spezifisch fir das gewlnschtduktosein

sie durfen keine internen Sekundéarstrukturen hilolder miteinander hybridisieren

Die Annealingtemperatur lasst sich tUber die folgeRdrmel abschatzen:
Tm=4 X (G+C) + 2 x (A+T)

Zunachst soll die T_2493 und phaB/Red-Sequenzeshd®E€R amplifiziert und anschlie3end
gereinigt werden. Hierfur wird folgende PCR angetset

17



Ansatz[S 50 pl]: ndkonzentration:

ol 10 x Konz Reaktionspuffer Tag-Polymerase 1 x Konz.
ol 10 mM jedes dNTP (ATP, TTP, GTP, CTP) 0,2 mM
ol 10 pmol/ul Forward Primer prhol/ul
ol 10 pmol/ul Rewerse Primer 1 pmiol/p
ol x ng/ul DNA ~100 ng
ol 5 U/ulrag-Polymerase 2U
___ul HO

Als DNA-Template wird Plasmid-DNA (pET28/T_2493 uptiaB/Red) eingesetzt. Es wird
immer auch ein®&legativ-Kontrolle mit Wasser statt DNA angesetzt!
PCR-Programm: Step 1 15° 98 °C

( Dauerca. 2l Step 2 30" 98°C Denaturierung
Step 3 300 65°C+5°C Annealing
Step 4 130" 72°C Elongation
Gehe zu Step 2, 29 Zyklen
Step5 5 72°C vollstéandige Vegérung der DNA

Step 6 ¥ 4°C

Die Reaktionen werden auf einem 1% TAE-Agarosegdensucht (50 pl Probe + 5 pl
10 x Ladepuffer). Die erwartete Grofe der Amplifekasind 723 bp fur phaB/Red und
1263 bp fur T_2493.

3.1 Préaparative Gelextraktion

Um das Produkt mit der gewilnschten Grof3e zu remigard die DNA mit UV-Licht

sichtbar gemacht und die Bande, die im Gel beietefarteten GroRe migriert, mit einem
Skalpell ausgeschnitten. Da UV-Licht DNA schadiggllte sie diesem nur so kurz wie
maoglich ausgesetzt werden. Die DNA wird dann aus@®Ematrix gereinigt. Die Reinigung
erfolgt mit dem, Qiaquick - Gel Extraction Kit* von Qiagen (s. Vorschrift). Eluiert wird
mit 50 pl HO. 5 ul hiervon werden zur Kontrolle der Gelextraktauf ein 1% Agarose-Gel

geladen.
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3.2 Vorbereitung der Amplifikate fur die Subklonierung

Synthetisch hergestellte Primer, mit denen die Daplifiziert wurde, tragen an ihrem 5°-
Ende keinen Phosphatrest. Zusatzlich fugtldig Polymerase haufig 1-2 dAMP-Reste an das
3-Ende der Amplifikate. Die Proben werden dahemé&anhst phosphoryliert und
anschliel3end die Enden des DNA-Stramgggattet (blunt-ended).

Die T4-Polynukleotid Kinase phosphoryliert die 5 -Enden von DNA und RNA durch
Ubertragung deg-Phosphatrests von ATP auf das 5"-Ende der Nuldaies

Kinase-Ansatz: 50 pl gereinigtes Amplifikat
6 I 10x Kinase Puffer (PNK A)
0,6 ul  ATP [100 mM]
2 Ul T4 Polynukleotid Kinase (PNK, 10 U/u
1,4 ul HO fur ein Endvolumen von 60 pl
Dieser Ansatz wird gemischt und 30 min bei 37 Vifasserbad inkubiert.

Dem Klenow-Fragment, der grof3en Untereinheit der DNA-Polymerase | Bugoli, fehlt
die 5® 3"-Exonucleaseaktivitat, es besitzt jedoch noch&®@ 3"-Polymeraseaktivitat und
die 3® 5°-Exonucleaseaktivitat. Es wird daher zum Glattderstehender Stréange eines
Doppelstranges eingesetzt. Das Klenow-Fragment fiHiberstehende, einzelstréangige
DNA-Sequenzen auf und baut 3'-liberstehende, etrémedgge DNA-Sequenzen ab.

Klenow-Ansatz: 60 pl phosphoryliertes Amplifikat

50 uM dNTR® 3 pl ANTP je 1 mM

3 U Klenow-Fragment [10 U/ul]
Dieser Ansatz wird gemischt und fur 30 min bei &ifn Wasserbad inkubiert. Das Enzym
wird mit 5 ul 0,5 M EDTA pH 8,0 inaktiviert.

Reinigung des Ansatzes ubucleospin-Saulevon Macherey-Nagel(Vorschrift siehe
Anhang)

eluieren inl5 pl Elutionspuffer
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3.3 Ligation des Inserts mit der Vektor-DNA

Der Vektor pBluescript SK+ (pBS) ermoglicht die Klerung von PCR-Produkten zur
spateren Sequenzierung. Fur die Expression isediésktor nicht geeignet, da er keinen
induzierbaren Promotor enthalt. Der pBS-Vektor BtoRl gespalten (,blunt) und
dephosphoryliert. Hierdurch wird verhindert, dass dektor rezirkularisiert. Fur die Ligation
in diesen Vektor werden die geglatteten und phogfibaten PCR-Produkte verwendet.

DNA-Ligasen schlieRen die Phosphodiester-Bindung zwischenr &n®hosphatgruppe
an einem DNA-Ende und der 3-OH-Gruppe an dem amdBNA-Ende. Bakterien besitzen
eine, Eukaryoten-Zellen mindestens zwei verschiedeNA-Ligasen. Der Unterschied ist,
dass das Bakterienenzym NAD (Nicotinamid-Adeninieotid) und die Eukaryoten-
Enzyme ATP als Cofaktoren bendtigen.

Ligationsansatz: ___ng gereinigtes PCR-Produkt
Ml 100 ng Vektor (3,0 kb)
1ul  T4-DNA-Ligase [3 WeissitsAul]
2 ul 10 X Rapid Ligation Buffe
__ul kO
Summe: 10 pl

3.4 Bakterientransformation

Von einer LB-Platte mi€. coli BL21(DE3) Zellen werden 6x 5 ml Ubernachtkulturen (LB
ohne Antibiotikum) angeimpft (1x fur jede Gruppe).

3.4.1 Préaparation von chemisch-kompetentek. coli BL21(DE3) Zellen

50 ml LB mit 1 ml der Ubernachtkultur animpfen

2-3 Stunden bei 37 °C inkubieren bis £¢= 0,4-0,6 OD nach 1,5 h + 2,5 h messen
Kultur im Eisbad abkihlen (10-60 min)

Bakterien pellettieren bei 3000 rpm fur 15 min #éC in Untertischfuge (Falcons)
Uberstand abgieRen und Pellet in 1/3 Volumen (mB3FB resuspendieren + vereinigen

10 min auf Eis inkubieren
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zentrifugieren bei 3000 rpm fir 15 min bei 4 °C
Zellen vorsichtig in 1/12,5 Volumen (~ 8 ml) FBsuspendieren
Zellen in vorgekihlte Eppis aliquotieren (200 pl)

schockgefrieren in Nund bei -80 °C aufbewahren

FB 50 ml fur jede Gruppe

100 mM  KCI 0,37 g

50 mM CaCix 2 H,O 0,37 ¢

10% (w/v) Glyzerin 5ml

10 mM K-Acetat 05m 1M pH7,5

pH auf 6,4 mit HCI einstellen und sterilfiltrieren

3.4.2 Hitzeschock Transformation von kompetentek. coli Zellen

- zu 100 pl kompetenten Zellen werden auf Eis ~ bigdtionsansatz gegeben
- 20 min auf Eis

- genau 45 sec bei 42 °C (Hitzeschock im Wasserbad)

- danachsofort auf Eis stellen (fir mindestens 1 min)

- Zugabe von 600 pl vorgewarmtem LB-Medium

- 50-60 min bei 37 °C unter Schiitteln inkubieren

Pro Ansatz werden jeweils 200 pl und 400 ul augesrarmte LB-AIX-Platten ausplattiert.
Die Platten werden tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.4.3 Transformation von E.coli BL21(DE3) mit den Plasmiden pET28a, pET28a/Red
und pET28a/T_2493

Fur die im zweiten Versuchsteil durchzufihrende et@bge Expression werden
Retransformationen mit jeweil,5 pl der Plasmide inE.coli BL21(DE3)-Zellen
durchgefuhrt. Plattiert wird aufB-Kanamycin-Platten. Die Platten werden tber Nacht bei

37 °C inkubiert, am nachsten Tag mit Parafilm vieleesen und bei 4 °C gelagert.
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3.5 Hefe-Transformation S. cerevisiag

Puffer 1: Puffer 2: Puffer 3:

0.6 M KCI 40% PEG 1000 50ImM NaCl

10 mM Bicin pH 8.35 200 mM Bicin pH 8.35  10vhBicin pH 8.35
3% (w/v) Ethylenglykol

3.5.1 Herstellung kompetenter Hefezellen

Vorkultur (5 ml) UN bei 30 °C in YPD wachsen lassen
40 ml Hauptkultur YPD mit 2 ml Vorkultur animpfen
Hauptkultur bis zu einer Oy = 0.4 wachsen lassen
Kultur in steriles Zentrifugenréhrchen tberfihren

5 min zentrifugieren bei 3000 rpm (Untertischzdoge)
Zellpellet in 2 ml Puffer 1 resuspendieren

N o g M wDd e

Aliquotieren & 200 pl und bei -80 °C einfrieren

3.5.2 Transformation

bendtigt wird: 100 mM CaC, Trager DNA (Heringssperma 10 mg/ml), Platten mit
Selektivmedium (SC).

1. Trager-DNA 10 min bei 95 °C denaturieren, danaditas

2. Kompetente Zellen aus -80 °C Truhe auf Eis stelled zu den noch gefrorenen
Zellen zunéchst 50 pg Trager DNA (5 ul) und darn4lpg Plasmid-DNA pipettieren

3. 30 - 60 s bei 37 °C im Schittelthermostat inkulmgdann kurz 15 pl 200 mM CaCl
hinzugeben und weitere 2-3 min schutteln

4. Zugabe von 75 pl 100 mM Ca@Qind 1 ml Puffer 2

5. Eppi vorsichtig 2-3 mal wenden und 1 h bei 30 °Bn@schitteln) inkubieren

6. anschlielend Zellen 1 min bei 800 g pelletierert,500 pul Puffer 3 waschen und in
200 pl Puffer 3 resuspendieren

7. Ausplattieren auf Selektivmedium und 2-3 Tage @=7G inkubieren
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3.6 Isolierung und Restriktion von Plasmid-DNA

Die E. coliPlatten werden am néachsten Tag ausgewdéitenl-Zellen, die einen pBluescript
SK+ Vektor mit Insertion aufgenommen haben, erzeugaf AlX-Platten weil3e Kolonien,
wohingegen nicht-rekombinante Plasmide blaue Kelomrzeugen.

Fur die Plasmid-Isolierung werden pro Gruppe 6 Riddn mit 5 ml LB-Ampicillin-
Medium (100 pg/ml Endkonzentration) mit jeweils eineinzelnen weil3en Kolonie
angeimpft. Die Kulturen werden tber Nacht bei 37ut@er Schutteln inkubiert.

3.6.1 Isolierung der Plasmid-DNA

Die alkalische Lyse nutzt das unterschiedliche ¥kem von chromosomaler DNA und
Plasmid-DNA aus. Wé&hrend chromosomale DNA bei eing#aWert von 12 denaturiert,
bleibt die zirkulare Plasmid-DNA geldst. Neutradidi man diese Lésung, so renaturiert die
chromosomale DNA unvollstdndig und lasst sich at&zipitat in einer Zentrifugation
abtrennen.

Folgende Losungen werden fur die Isolierung deisiid-DNA benétigt und mussen

hergestellt werden (je Gruppe 20 ml).

Losung A: 25 mM Tris pH 8.0 Losung C: 3 ml 5 M Kaliumacetat
10 mM EDTA 575 ul komteerte Essigsaure
50 mM Glukose 1,425 miH

Losung B: 200 mM NaOH
1% (w/v) SDS

1,5 ml UN-Kultur pelletieren 1 min 13000 rpm

Uberstand abnehmen und Pellet in 1001Ql mM Tris pH 8 waschen 3 min
13000 rpm

in 200 pl LésuncA resuspendieren vortexen

+ 200 pl LésungB zum Lysieren, sofort vorsichtig mischen max 3 min stehen

lassen

+ 200 pl LosundC zumNeutralisieren, sofortvorsichtig mischen

20 min 13 000 rpm bei 8 °C zentrifugieren
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Uberstand in ein frisches Eppi tiberfiihren, 426sppropanol zugeben und mischen
15 min 13 000 rpm (Isopropanol-Féllung)

Pellet mit 0,5 mlf0% Ethanol waschen — ACHTUNG: Pellet nicht I6sen!

2 min 13 000 rpm, Uberstand vorsichtig abnehmen

Pellet nochmal mit 0,5 m0% Ethanol waschen — ACHTUNG: Pellet nicht I6sen!

2 min 13 000 rpm, Uberstand vorsichtig abnehmery, kantrifugieren

restliche  Flussigkeit vorsichtig abnehmen und Pellérocknen  (ggf.
Vakuumzentrifuge)

Pellet in 50 pl HO + RNAse (Endkonz. 0,1 pug/ul) aufnehmen

5 min 37 °C

3.6.2 Kontrolle der Insertion durch Restriktion

Zur Kontrolle der Insertion wird ein Aliquot der &imid-DNA mit einem oder mehreren
Enzymen gespalten, je nach Vektor und Insertion.
Welche Enzyme halten Sie fir geeignet um die Pdesmauf erfolgreiche Insertion zu

prifen und um die Orientierung der Insertion zuenstichen?

Restriktionsansatz: X pl Plasmid DNA [1 ug]
3 U Restriktionsenzym |
3 U Restriktionsenzym II
2 ul 10 x Puffer
[1 pg BSA (1 pg/ulb)] falls notig!
X Ul BD
Endvolumen: 20 ul
Die Restriktionen werden 2 Stunden bei 37 °C in&tbianschlieRend mit 1/10 Vol. 10 x
Ladepuffer versetzt und auf einem analytischen Be-Rgarosegel die Grol3e der Insertion
untersucht.

3.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten kann nachrsctieedlichen Methoden erfolgen. In
unserem Institut wird die sogenannte KettenabbMethode nach Sangest al. (1977)
verwendet. Hierbei kann nach Einbau eines Dideddxiteotids (ddNTP) die
Kettenverlangerung wéahrend der PCR-Reaktion nicfdlgen, da in der 3"-Position der
Didesoxy-Nukleotide die Hydroxylgruppe fehlt undedrolymerase die néchste Phospho-
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diesterbindung nicht kntpfen kann. Die ddNTPs weridegeringer Konzentration eingesetzt,
um nur seltene Kettenabbriiche und eine gewisse eLdeg entstandenen Fragmente zu
erreichen. Fur die Sequenzierung werden fluoreseeankierte Primer verwendet. Wéahrend

der Elektrophorese wird der Fluoreszenzfarbstoftets Laser angeregt und gemessen.

Abb.5: Beispiel einer Sequenzierung: mit dem Pnognee-Seq bearbeitetes Sequenzgel

3.8 BLAST

Fur die Analyse von DNA- und Proteinsequenzen smdinternet viele frei zugéngliche
Datenbanken verfugbar. Die bedeutendsten sind dieaB@nk des National Center for

Biotechnology Information (NCBhttp://www.ncbi.nlm.nih.goy/ und die EMBL-Bank der

European Molecular Biology Organisatiohttp://www.ebi.ac.uk die ihre Datenbestande

mittlerweile taglich abgleichen und daher als diaiertig angesehen werden kénnen. Weil
die Suche nach homologen Sequenzen von Hand niehir mnoglich ist, bieten diese
Institutionen Suchprogramme fir die Datenbankeraahdie man tber das Internet zugreifen
kann.

Das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) wurde von Altschulet al. (1990)
programmiert und beinhaltet heutzutage finf veesdme Programme, um alle
Kombinationen zum Vergleich von Protein- und Nukigeequenzen mit einer Suchsequenz
zu ermdglichen. Das Ergebnis einer BLAST-Suche smir komplex. Man erhalt eine

graphische Darstellung, bei der die Scores (Bewgrides Alignments) mit verschiedenen
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Farben kodiert werden. Dann folgt eine Liste mieei Kurzbeschreibung der einzelnen
Treffer, welcher sich eine ausfuihrliche Darstelluleg einzelnen Alignments anschliel3t.

Sie erhalten die aus der Sequenzierung resultiereDiNA-Sequenzen im FASTA-Format.
Identifizieren Sie diese durch einen BlastX bei NCB NCBI BLAST  Translated
blastx  Sequenz bei ,search” eingeben BLAST! FORMAT!). Die Ergebnisse der
BLAST-Suche sind zu diskutieren und als Anhang éeotokoll beizufiigen.

Fragen, die bei der Anfertigung des Protokolls eriibksichtigen sind:

Welche Restriktionsenzyme haben Sie fiur die Kdmestidiktion der Plasmide
verwendet? Warum? Was ist aul3erdem bei der AusderhRestriktionsenzyme zu
beachten?

Warum verhélt sich ungeschnittene Plasmid-DNA in Elektrophorese anders als

geschnittene Plasmid-DNA?

4. Heterologe Expression der Thiolase T 2493 ausrdeFlagellaten Euglena gracilisin
Escherichia coli und der Béackerhefe Saccharomyces cerevisia@ind heterologe
Expression der Reduktase phaB/Red aus dem Cyanobadum Synechocystis sp 6808

E. coli

Einleitung

Sie haben im ersten Versuchsteil gelernt, wie man bestimmtes Gen durch PCR
amplifizieren kann und es fir die Klonierung inerExpressionsvektor vorbereitet wird.

In diesem Teil sollen nun zwei Proteine — die Tésel T_2493 aus dem Flagellaten
Euglena gracilis und die Reduktase phaB/Red aus dem Cyanobact&ijumachocystis sp
6803 sowohl in Escherichia colials auch in der Backerhefeaccharomyces cerevisiae
exprimiert werden (Heterologe Expression).

Die meisten Expressionsvektoren ermdglichen das aAgbén von ,TAGs* (engl.
Anhanger), entweder am C-oder N-Terminus des RFmteDie ,TAGs" sind kurze
Proteinsequenzen, die in der Regel die Faltungrumktion des zu exprimierenden Proteins
nicht beeinflussen, andererseits jedoch eine diefaRkeinigung des Proteins Uber
Affinitatschromatographie oder auch eine Immunokigie mit TAG-spezifischen

Antikdrpern ermdglichen.
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Fur die Expression ik. coli verwenden Sie den Vektor pET28, welcher einen oG
sechs Histidinen am N-Terminus der Proteine anh&itjs-TAG). Der Hefevektor
pYES2/CT fugt diese Histidine am C-Terminus an. Blistidine interagieren mit einer Ni-
NTA (Nickel-Nitriloessigsaure) - Matrix, die eineinéache und schnelle Reinigung
ermdglicht. Aul3erdem kann mit spezifischen Anti-tAistikdrpern eine Immunodetektion
durchgefuhrt werden.

Nicht alle Proteine lassen sich gut in einem beastiem Wirt exprimieren, und auch die
Bedingungen fir die Expression muissen bei jedemtelfroangepasst werden.
Membranproteine sind in der Regel stark hydrophot) meigen aul3erhalb der Membran zu
Aggregation. Wenn bei der Expression von ProteimerE. coli hydrophobe Proteine
aggregieren, bezeichnet man diese Aggregate alsclugion bodies® (engl.
Einschlusskérperchen).

Auch Proteine aus Organellen wie Mitochondrien oGetoroplasten, die in Bakterien
nicht verfugbar sind, sind haufig schwierig in lEiallen Systemen so zu exprimieren, dass
ihre Faltung und Funktion erhalten bleibt.

So weicht man dann — obwohl die Expressiok.ircoli zeitsparender und auch effizienter ist
— auf eukaryotische Wirte wie die Hefe aus.

Zum Vergleich sollen in diesem Versuch zwei Praeimas |0sliche phaB/Red Reduktase

in E. coli und das putative mitochondrielle Membranproteir2493 - in beiden Wirten

exprimiert und Uber den His-TAG gereinigt und inntiemoblot nachgewiesen werden.

4.1 IPTG —induzierte Expression von Proteinen itk. coli

Im ersten Versuchsteil wurde der Expressionsstarh218E3) mit den Plasmiden pET28a,
pPET28a/T_2493 und pET28a/Red bereits transformisttdie bewachsenen Platten bei 4 °C
gelagert. Von diesen Platten werden am Vortag jevéem| LB/Kanamycin-Vorkulturen (1,5

ul; 50 pg/ul) angeimpft, die UN bei 37 °C wachsen.

Induktion der Kulturen:

50 ml LB/Kanamycin werden mit 1 ml der Vorkulturgenmpft
Die Kultur bei 37 °C bis zu einer QBnmVvon 0,6 bis 0,8 wachsen lassen (OD nach
ca. 1 h kontrollieren)

Die Kultur auf eine IPTG-Endkonzentration von 0,¥minstellen
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Die Zellen 3 h bei 37 °C auf einem Schuttler inlaxbn.
je 2 x 10 ml Kultur 10 min bei 4 °C und 4000 rpm Wntertischzentrifuge

abzentrifugieren und die Pellets wie unter 4.2 4chdeben weiterbehandeln

4.2 Zellaufschluss dekE. coli-Kulturen

Bendtigte Puffer:

nativer Lysepuffer nativer Waschpuffer nativer Elutionspuffer
50 mM NaHPO, 50 mM NaHPO 50 mM NakPO,
300 mM NaCl 300 mM NaCl 300 mMacCl

10 mM Imidazol 20 mM Imidazol 250 mM Imidazol
mit NaOH auf pH 8,0 mit NaOH auf pH 8,0 mit NaOH auf pH 8,0

denaturierender Lysepuffer
100 mM NaHPQO,

10 mM Tris/HCI

8 M Harnstoff

mit NaOH auf pH 8,0

4.2.1 Nativer Aufschluss der Zellen

Bei einem nativen Aufschluss behalten die Proteine Losung die Tertiar- und
Quartarstruktur, also ihre aktive Form.
5 ml — Pellets in 1 nmhativem Lysepuffer resuspendieren
1 mg/ml Lysozym hinzugeben und 30 min auf Eis inktdn, anschlieRend Probe in
ein Eppi tberfuhren
6 x 107 Ultraschall (Probe dabei auf Eis kuhlergpkorer tragen), dazwischen
jeweils 10”" auf Eis kihlen
10 pg/ml RNase und 5 pg/ml DNase, 10 min auf Bislineren
30 min, 13.000 rpm, 4 °C
Uberstand ,Uberstand nativ‘ (UN) abnehmen

»Pellet nativ* (PN) in 1 ml 1x Laemmli resuspendieren
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4.2.2 Denaturierender Aufschluss der Zellen

Bei einem denaturierenden Aufschluss werden datelPre — wie der Name schon sagt —
denaturiert.

5 ml — Pellets in 1 mlenaturierendem Lysepuffer resuspendieren

Zellen etwa 30 min bei Raumtemperatur inkubiered awischendurch vorsichtig
vortexen. Starke Schaumbildung vermeiden.

30 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugieren

Uberstand ,Uberstand denaturiert (UD)* abnehmen

»Pellet denaturiert* (PD) in 1 ml 1x Laemmli resuspendieren

4.2.3 Reinigung des exprimierten Proteins Gber Ni-INA-Agarose

250 pl Ni-NTA-Agarose (Qiagen) 3x mit 250 pl Lyséfam waschen *

zu 1 ml ,clear lysate” 250 ul Ni-NTA-Agarose geband 1 h auf einem 3D-Schiittler
bei 4 °C schwenken

2 min bei 1000 x g (Tischzentrifuge) und 4 °C ziémgieren: Uberstand Burchfluss

2 x mit 1 ml Waschpuffer waschen: 2 min bei 100§ yund 4 °C abzentrifugieren,
Uberstande jeweils abnehmem#ascherl undWascher

3 x mit 200 ul Elutionspuffer eluieren: 2 min b&ldD x g und 4 °C abzentrifugieren,
Uberstande abnehmenEtution 1, Elution 2 undElution 3

* Die NiNTA-Agarose liegt als 50%ige SuspensionBthanol vor. Aliquot abnehmen und
das Saulenmaterial absinken lassen bzw. kurz affpgigren. Uberstand abnehmen
(genaues Volumen bestimmen!!!) und durch Lysepuféesetzen (= waschen). 2 x

wiederholen.

4.2.4 Reinigung von Inclusion Bodies

Losung 1: 50 mM Tris, pH 8,0; 25% (w/v) SacchardseyM EDTA
L6sung 2: 100 mM MgGJ 10 mM MnC}; 10 pg/ml DNase I; 1% (w/v) Na-Deoxycholat
Losung 3: 20 mM Tris, pH 7,5; 200 mM NacCl; 1% (viMjton X-100
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Losung 4: 0,5% (v/v) Triton X-100; 1 mM EDTA
L6sung 5: 10 mM Tris, pH 8; 8 M Harnstoff; 0,1 MIN&O,; 10 mM -Mercaptoethanol

* Pelett in 600 pl Losung 1 resuspendieren

*10 mg/ml Lysozym zugegeben

» Ansatz 30 Minuten auf Eis inkubieren

* 83 ul Lésung 2 zugeben und Eppi invertieren

* 30 Minuten auf Eis inkubieren

* 1,5 ml L6ésung 3 zugeben und mischen

* 10 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugieren
« Uberstand (enthalt losliche Proteine) abnehmen

* Pellet in 1 ml Lésung 4 resuspendieren

* 10 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugieren
» Waschvorgang 3 Mal wiederholen

* Pellet in 300 pul Lésung 5 resuspendieren

4.3 Galaktose-induzierte Expression irS. cerevisiae

Die Expression in der Hefe wird durch den Galaki®esamotor kontrolliert. Glukose

verhindert die Expression des gewlnschten Protéinsh Galaktose wird sie induziert.

50 ml SC-Minimalmedium mit 2% Glukose werden mitezi Einzelkolonie angeimpft
und bei 30 °C und 200 rpm 1-2 Tage inkubiert
ODggo der Kulturen bestimmen und berechen, mit welchartukolumen 500 ml zu
einer O von 0,4 angeimpft werden missen:

ml Vorkultur = 0,4 * 500/ ODggq Vorkultur
Bestimmte Menge unter der Sterilbank in ein ster@arstedtrohrchen tberfuhren und
5 min bei RT und 1500 x g in einer Untertischzdage pelletieren
Uberstand vorsichtig abgiessen und das Pelletrit $C mit 2% Galaktose und 1%
Raffinose resuspendieren und damit 500 ml SC mit&aktose und 1% Raffinose
animpfen
Kultur UN bei 30 °C und 200 rpm inkubieren
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4.4 Reinigung der exprimierten T_2493 aus§. cerevisiae

4.4.1 Mitochondrienisolierung aus Hefe

Da die T_2493 als putatives mitochondrielles Mempratein auch in der Hefe im
Mitochondrium erwartet wird, ist der erste Reinigaschritt hier die Isolierung der

Mitochondrien aus der Hefe.

Bendtigte Materialien:

Glasperlen, sauregewaschen
Waschpuffer fur Hefemitochondrien: 20 mM Tris/HGH [7,4; 50 mM NacCl; 0,6 M
Sorbitol

Protease — Inhibitor Cocktail (Sigma)

Durchfuhrung:
Die UN-Expressionskulturen werden bei 1000 x g ud@ °C fur 5 min
abzentrifugiert.
Das Pellet wird in 20 ml O resupendiert und erneut zentrifugiert
Pellet in 10 ml Waschpuffer fir Hefemitochondriesuispendieren, in ein 50 ml-
Sarstedt Rohrchen tGberfiihren und wie oben zenieifey
Pellet in 5 ml Waschpuffer fir Hefemitochondriesuspendieren
5 ul Protease Inhibitor Cocktail und ca. % Volun@&asperlen hinzugeben und 5 min
auf Eis inkubieren.
Von hier an alle Schritte auf Eis durchfihren und Zentrifugationen bei 4 °C!!
Die Zellen werden durch dreimaliges Vortexen fimibh bei maximaler Geschwindig-
keit aufgeschlossen. Zwischendurch werden die Prdbe jeweils 1 min auf Eis
abgekdhilt.
Die Mischung wird 15 min bei 4000 rpm und 4 °C zéagiert (Untertischzentrifuge)
Der Uberstand wird in ein Nalgene-Rohrchen tbetfilnd bei 10000 x g und 4 °C
fir 20 min zentrifugiert.
ACHTUNG: keine Zelltrimmer mitnehmen!!!
Der Uberstand wird vorsichtig abgenommeRMS (postmitochondrialsupernatant)
Das Pellet wird in 200 pl Waschpuffer fur Hefemhoadrien mit 2 pl Protease
Inhibitor Cocktail aufgenommenJITO “)
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4.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Fur die Proteinbestimmung nach Bradford verwendee Bitte die Vorschrift aus
Praktikumsteil 1 und auch die Kalibrierungsgeratie Sie dort erstellt haben.
Es soll die Proteinkonzentration in HefemitochoadriPMS, bestimmt werden (jeweils

Doppelbestimmungen).

4.6 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophoese (SDS-PAGE)

Mit der SDS-PAGE kénnen Proteine nach ihrer Groltfigedrennt werden. Kleine Proteine
laufen schnell, grof3e langsamer durch das Gel.

Das im Puffer und im Gel enthaltene SDS wird von deisten Proteinen gebunden und
es entstehen negativ geladene SDS-Protein-Kompiakeonstantem Ladungs-zu-Masse-
Verhaltnis. SDS denaturiert die Proteine und vetéih so Protein-Protein
Wechselwirkungen. Somit unterscheiden sich diedftetnur noch in ihrer GroR3e.

Bei der SDS-PAGE wandert der SDS-Protein-Komplexelektrischen Feld zum Pluspol.
Dabei trennt der Molekularsiebeffekt einer pordogttyacrylamidmatrix die SDS-Protein-

Komplexe nach ihrem Molekulargewicht auf.

Beim Umgang mit Acrylamid stets Handschuhe tragen. Im

unpolymerisierten Zustand ist Acrylamid krebserregend und giftig!!!!

Zusammensetzung fir 1 Gel:

50 ml Trenngel (12%) 15 ml Sammelgel (5%)
16,5ml HO 10,2ml  BD
125ml 1,5M Tris, pH 8,8 1,88 ml 1M Trs 6,8
20 ml 30% Acrylamid 2,53 ml 30% Acrylamid
0,5ml 10% SDS 0,15ml 10% SDS
0,5ml 10% APS 0,15 ml0% APS
20 uI  TEMED 15ul  TEMED
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Zum Abdichten wird bendtigt: “PLUG”

30% Acrylamid 25 ml
TEMED 40 pl
H,0 16,66 ml

Zu 1 ml PLUG werden 20 pl 10%APS gegeben; kurz hesaund ziigig an einer Spacerkante
innen herunterlaufen lassen. Dann zundchst dasngeéngielen und mit 0,1% SDS

Uberschichten. Wenn das Trenngel polymerisiert dsts SDS abgiel3en und Sammelgel
gieRen. Kamm vorsichtig einsetzen und polymerisidassen. Luftdichte, feuchte Lagerung

bei 4 °C ist mdglich.

Laufpuffer fir SDS-Gele isix Tris-Glycin Puffer

Fir 1 Liter 5x Stammldsung

15,1 g Tris

72,1 g Glycin

Mit bidest HO auf 900 ml auffillen, I6sen und 50 ml 10%SDS haye danach auf 1 Liter
auffullen.

Vor Gebrauch den Puffer mit H,O 1:5 verdiinnen.

Probenvorbereitung flir die SDS-PAGE:

Die Proben (50 pl) werden mit 10 pl 5x Laemmlipufiersetzt, die Hefeproben zusatzlich
noch mit 1 pl Protease Inhibitor Cocktail versetahd fur 3° bei 85 °C denaturiert.
Anschliel3end werden sie kurz auf Eis abgekihlt anffjetragen (Reihenfolge wird zuvor
festgelegt). An den Seiten werden jeweils 20 pkétnonarker aufgetragen, der ebenfalls bei
85 °C denaturiert wurde.

Laufbedingungen fur das Gel:

Bis zum Trenngel 20 V, danacl800 V, bis der Bromphenolblau-Marker knapp oberhalb der
Gelkante angelangt ist. Dann wird das Gel abgelnadidie Glasplatten vorsichtig getrennt.
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4.7 Proteinnachweis durch Coomassie-Farbung

Die Coomassie — Farbung ist eine einfache und #ehR@rbemethode mit einer relativ
geringen Empfindlichkeit (untere Grenze 200 — 49(Qoro Bande). Erwartet man eine starke
Expression des Proteins, was in der RegekEbenli als Expressionswirt der Fall ist, so reicht
diese Farbung aus, um den Erfolg der Expressiaibetprifen.

Die Pellets und Uberstande sowie die Proben deNT-Reinigung der nativen
Aufschlisse der exprimierten Proteine dts coli sollen mit dieser Methode untersucht

werden.

0,2% Coomassie R350 Stammldsung:

1 Tablette Coomassie R350 in 80 mH0Osen, etwa
10 min rthren
120 ml Methanol zugeben, rihren

filtrieren und bei 4 °C lagern

Durchfiihrung:
eine 0,2%ige Coomassie R350 Stammldsung wird 1i1A0&% Essigsaure verdinnt
(20 ml + 180 ml Essigsaure)
danach auf 90 °C erwarmen
heil3 auf das Gel geben und bis zu 1 h farben

entfarben Uber Nacht mit 200 ml 10% Essigsaure

4.8 Western Blot

Um geringe Mengen eines Proteins nachzuweisen,dist Coomassie-Farbung nicht
empfindlich genug. Um auch gering exprimierte Areesehr spezifisch nachzuweisen, kann
man einen Western Blot mit anschlieRender Immursddieh durchfiihren. Hier soll der
Erfolg der T_2493-Expression in Hefe sowie die Rging des Enzyms mit dieser Methode
Uberpruft werden.

Zunachst missen die Proteine aus dem SDS-GelrmiMembran Gbertragen werden:

Hier erfolgt dies in einer Halbtrockenzelle von Amsteam/Pharmacia.
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Kathode

3 Lagen Whatman Papier

| SDS-Gel
———————————se et et EIn Tl o et

3 Lagen Whatman Papier
v Anode

Fur ein Gel zurechtschneiden (mit Handschuhen!):
6 X Whatman Papier

1 x Hybond C Nitrocellulosemembran (Amersham)

Transferpuffer:

25mM Tris
150 mM Glycin
10% Methanol

sollte pH 8,3 sein ohne Einstellen

Die Nitrocellulosemembran wird vor dem GebraudWliButen in HO gelegt.
Anode und Kathode werden mit® befeuchtet.

3 Lagen Whatman-Papier die kurz inTransferpuffer getaucht werden,luftblasenfrei
auflegen (mit Glaspipette Luftblasen entfernen).
ebenfalls unbedingt luftblasenfrei die Membran auflegen gefolgt von demGel

(Sammelgel wird zuvor abgetrennt). Zum Schl@ssveitere Lagen Whatman Papier

getrankt in Transferpuffer luftblasenfrei auflegerd Kathode aufsetzen.
geblottet wirdL h bei0,8 mA/cnt

Nach dem Blotting wird die Membran zur KontrolletiRbnceau Syefarbt.
Ponceaurot farbt Protein auf Nitrocelluloseblotsie DFarbung ist reversibel und
beeintrachtigt eine anschlieBende Immunodetektimht.nEs lassen sich Proteinmengen

>50ng/Bande nachweisen und somit ist die Poncdawfgr empfindlicher als es die
Coomassiefarbung des Gels ware.
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Ponceau S-LOosung:
0,2% (w/v) Ponceau S
3% (v/v) Essigsaure

Zum Anfarben der Membran wird sie ca. 1 min in Ranc geschwenkt; die Loésung dann

zuruck in die Vorratsflasche abgiel3en und die Bandat H,O differenzieren. Die
Markerbanden und die Proteinspuren werden mit Bfemsarkiert.

4.9 Immunodetektion mit einem Anti-His Antikorper

>
/O 0,7 o : 0, 6ntgenfilm
Oooocb —> o0 .

Luminol und
Verstarker
Protein mit HisTag 1. Antikdrper 2. Antifoier Radikal- Oxidation von Lunwol
auf der Membran (Anti-His) (markierttieer- bildung und Lichtemissioaxd
rettich-Peroxidase) Reaktionsproduktes

Der His-Tag der exprimierten Proteine ermdglictuhhinur die Reinigung tGber eine Ni-NTA-
Affinitatsmatrix, sondern auch eine spezifischedB@bn des exprimierten Proteins mit einem

Anti-His Antikorper.

LOosungen:
TBS-Puffer TBS-Tween/Triton-Puffer
10 mM Tris/HCI, pH 7,5 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
150 mM NacCl 500 mM NacCl
0,05% (v/v) Tween 20
0,2% (v/v) Triton >X0Q
Blocking-Puffer Puffer fur 2. Antikorper
3% (w/v) BSA in TBS-Puffer 10% (w/v) Magermilchpelv in TBS-

Puffer
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Nach der Ponceau-Féarbung wird die Membkdmin Blocking-Puffer geschwenkt.

15 ml Blocking-Puffer werden mit5 pl His-Antikorper (His Monoclonal antibody,
0,2 pg/ul, Novagen) in einem Falcon-R6hrchen gelmiddie Membran wird zusammen mit
dem gel6sten Antikorper in eirfelastikfolie eingeschweil3tund tiber Nacht bei 4 °Cauf

einem 3D-Schiittler inkubiert.

Am nachsten Morgen wird die Membr&nx 10 minin TBS-Tween/Triton-Puffer und 1x
10 min in TBS-Puffer gewaschen0,5 ul des Zweitantikérpers (ImmunoPure Goat Anti-
Mouse IgG, Peroxidase Conjugated, 0,8 mg/ml, Pjeseden zul5 ml 10% Milchpulver

in TBS gegeben. Die Membran wird mit dem geldsten Anpkdrin Plastikfolie
eingeschweil3t und 1 h bei Raumtemperatur auf einem 3D-Schittler inkubiert.

Anschliel3end wird@ x 10 min in TBS-Tween/Tritongewaschen.

Die Detektion erfolgt in der Dunkelkammer.

Hierzu werdend ml von Losung A (Tris-HCI, pH 8,6, Luminol) mitL,2 pl H,O, (30%)
und 400 pl Lésung B (para-Hydroxycoumarinsaure in DMSO) in einem Sasbhrchen
gemischt und auf die Membran gegeben. Die Losungl & min auf der Membran
geschwenkt Dann die Losung kurz abtropfen lassen und die Mamin eine Filmkassette
zwischen 2 Kopierfolien legen. Film (Lumi-Film Chéaminescent Detection Film, Roche)
fur ca.1 - 5 minauflegen und entwickeln.

Die Entwicklung erfolgt fir ca.5 min in Entwicklerlésung, den Film anschliel3end kurz in

H,O waschen und fur ca.min fixieren. Film mit H,O waschen und trocknen lassen.

Aufgaben:
Diskutieren Sie die Unterschiede zwischen denatmgem und nativem Aufschluss von
E. colimit den Ergebnissen der Coomassie-Farbung
Beschreiben und diskutieren Sie die Ergebniss&\tisstern Blots
Diskutieren sie die Unterschiede bei der Expressida. coliund der Hefe. Welcher der
beiden Expressionswirte ist fur die T_2493 der geetie? Warum?
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Anhange
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Proteinmarker (Fermentas) DNA-Marker (Fermentas)
Protein Molecular Weight Marker (#SM0431) GeneRuler DNA Ladder Mix (#SM0331)

—11G.0kDa

—6G.2kDa

— 450kl a

—35.0k0a

—25.0kDa

—18.9kDa

—14.9kDa
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Restriktionsenzyme

Name Erkennungssequenz _ Position in Insert Réstrs-Fragmente
Sacl GAGCT”C -

BstXI| CCANNNNNANTGG -
Sacll CCGC GG -

Notl CA"GGCCG -

Xbal TACTAGA -

Spel A"CTAGT -

BamHI G"GATCC -

Smal CCC"GGG -

Pstl GTGCA"G

EcoRI GMAATTC -
EcoRV GAT"ATC

Hind Il AAAGCTT -

Clal ATACGAT -

Hinc I GTY"RAC

Accl GTACGAC/GT"ATAC
Sall G"TCGAC

Xhol CATCGAG

Apal GGGCC"C -

Kpnl GGTAC"C -
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