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Montag 22.03. 1. Plasmid Präparation 

2. Testrestriktion 

3. Retrafo in BL21(DE3)  

 

Dienstag 23.03. 1. chemisch kompetente Hefen 

2. Hefe-Trafo 

3. E. coli Minis animpfen 

4. Lösungen für Ni-NTA Reinigung und Inclusion Bodies-Reinigung 

ansetzen 

Mittwoch 24.03. 1. E. coli umimpfen + induzieren 

2. E. coli Aufschluß (nativ + denaturierend) + Ni-NTA-Reinigung 

3. Bradford 

4. Gele gießen 

Montag 15.03. 

 

1. PCR 

2. PCR-Gel � Gelextraktion 

3. Phosphorylierung + Klenow 

4. Ligation über Nacht in SK+ 

5. Lösungen ansetzen, AIX-Platten gießen, Hefe und BL21(DE3) auf 

Platte 

Dienstag 16.03. 1. Transformation in XL1-Blue 

2. Lösungen ansetzen 

3. Platten gießen (für LB-Kan und SC) 

4. BL21 Hefe Vorkulturen animpfen 

Mittwoch 17.03. 1. Chemisch kompetente  E. coli BL21(DE3) Zellen  

2. Minis animpfen 

Donnerstag 18.03. 1. Plasmid Präparation 

2. Testrestriktion und Gel 

3. Präparative Spaltung 

Freitag 19.03. 1. Gel �  Gelextraktion 

2. Ligation in pET28a und pYES2/CT 

3. Transformation in XL1-Blue 

4. Hefe Vorkulturen 

Samstag 20.03. Platten rausholen (Betreuer) 

Sonntag 21.03. Minis animpfen (Betreuer) 
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5. Seminare  

 

Donnerstag 25.03.       1.    Gelelektrophorese (Ni-NTA) 

      2.    Inclusion Bodies-Reinigung 

      3.    Bradford 

      4.    Western Blot (Ni-NTA) 

 

Freitag 26.03.       1.     Fortsetzung Western Blot (Ni-NTA) 

      2.     Gele gießen  

      3.     Lösungen für Mitochondrienisolierung 

      5.     Hefe animpfen 

       

 

 

 

 

Montag 29.03.           1.    Hefe induzieren 

       2.    Gelelektrophorese (Inclusion Bodies) 

       3.    Western Blot (Inclusion Bodies) 

       2.    Seminare 

        

Dienstag 30.03. 1. Hefe Aufschluß 

2. Mitochondrienisolierung 

3. SDS-Gele gießen 

4. Bradford 

5. Gelelektrophorese 

 

Mittwoch 31.03. 1. Western Blot 

2. Coomassie-Färbung 

3. Seminare 

 

Donnerstag 01.04. 1. Seminare 

2. Aufräumen 

 

Freitag 02.04. frei 
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1. Grundlegende Methoden der Molekularbiologie 

 

Einleitung 

 
In den bis jetzt durchgeführten Experimenten dieses Praktikums haben Sie einige Methoden 

kennen gelernt, die zur analytischen und präparativen Reinigung von Proteinen verwendet 

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

kann die Aminosäuresequenz von Peptidfragmenten des Proteins bestimmt werden und durch 

Vergleiche mit anderen Sequenzen das Protein einer Proteinfamilie zugeordnet werden. 

Ist die Nukleotidsequenz eines Proteins bekannt, kann man den umgekehrten Weg wählen 

und das Gen in anderen Organismen exprimieren, die in der Regel einfacher und schneller zu 

kultivieren sind, als der Organismus, aus dem das Protein ursprünglich stammt. 

 

 

 

In diesem Praktikumsversuch sollen zwei 

unterschiedliche Proteine in E. coli und ein Protein in 

S. cerevisiae exprimiert werden. 

Aus dem Cyanobakterium Synechocystis sp6803 wird 

eine b-Ketoreduktase durch PCR und Klonierung heterolog 

in E. coli exprimiert. Dieses NAD(P)H-abhängige Enzym 

katalysiert eine stereospezifische Reaktion durch die 

Acetoacetyl-CoA zu R–3-Hydroxybutyryl-CoA reduziert 

wird.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.1: Polyhydroxyalkanoat Biosynthese 
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 Aus dem Flagellaten Euglena gracilis soll eine putative Thiolase exprimiert werden. Diese 

putative Thiolase (T_2493) soll in der fermentativen Wachsesterbiosynthese die 

Kondensation von zwei Acetyl-CoA bzw. Acetyl-CoA und Propionyl-CoA Einheiten 

katalysieren. Die T_2493 wird heterolog in E. coli und anschließend in S. cerevisiae 

exprimiert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.2: Funktion der putativen Thiolase T_2493.  
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1.1 Molekularbiologische Grundlagen 
 

1.1.2 Präparative Agarosegele 

 

Die Gelelektrophorese ist eine Standardmethode zur Auftrennung, Identifizierung oder 

Isolierung von DNA-Fragmenten. DNA-Moleküle enthalten in jedem Nukleotid eine 

Phosphatgruppe, sind daher negativ geladen, und wandern in einem elektrischen Feld zur 

Anode. Bei einer Gelelektrophorese wandert die DNA durch eine Gelmatrix und wird dadurch 

ihrer Größe nach aufgetrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist u.a. abhängig von der 

Größe und Konformation der DNA, von der Konzentration des Agarosegels und dem 

verwendeten Laufpuffer. 

Die Fragment-Größen werden über den Vergleich zu einem Standard ermittelt, der DNA 

Fragmente definierter Größen enthält (GeneRulerTM DNA Ladder Mix von MBI Fermentas). 

In diesem Praktikum werden 1% Flachbett-Agarosegele benötigt. Dazu wird die Agarose 

eingewogen und mit 1x TAE auf das gewünschte Volumen gebracht. Die Lösung wird in der 

Mikrowelle vorsichtig aufgekocht, wobei der Deckel gelockert werden muss. Die Lösung 

muss vollkommen klar erscheinen. Danach lässt man sie auf ca. 50°C abkühlen und gibt unter 

dem Abzug 1/80000 Vol. Ethidiumbromid [c = 10] in die Flasche, schwenkt kurz um, ohne 

Luftblasen zu erzeugen, und gießt das Gel in den vorbereiteten Gelträger (mit Tesafilm 

abgeklebt!). In das noch flüssige Gel wird ein passender Kamm gesteckt, der nach dem 

Erhärten aus dem Gel herausgezogen wird und die Taschen geformt hat, in die die zu 

untersuchende DNA aufgetragen wird. 

Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und fluoresziert unter UV-Licht orange, so dass 

die DNA-Banden sichtbar werden. Die Auftrennung erfolgt bei 3-5 Volt pro cm 

Elektrodenabstand. Die DNA Proben werden vor dem Auftragen mit 1/10 Vol. 10x 

Ladepuffer versetzt. Durch den Ladepuffer wird verhindert, dass die Probe beim Auftragen 

auf das Gel aus der Tasche diffundiert. Im Übrigen erleichtern die Farbstoffe Bromphenolblau 

(BP) und Xylencyanol (XC) die Orientierung, da sie in etwa auf gleicher Höhe wie ein 4 kb 

(XC) bzw. ein 300 bp Fragment (BP) laufen. 
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MCS

lac I

Plac

ori

ampR

lacZ

Abb. 3: schematische Darstellung des 

Vektors pBluescript SK+ für die Blau-

Weiß-Selektion 

1.1.3 Photometrische Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration 

 

Mit einem Spektralphotometer wird die optische Dichte (OD) von DNA oder RNA bei 230, 

260 und 280 nm in einem Volumen von 0,1 ml bestimmt. Bei 230 nm absorbieren 

Polysaccharide, bei 260 nm Nukleinsäuren und bei 280 nm Proteine. Aus der gemessenen 

OD260 lässt sich die Nukleotidkonzentration bestimmen: OD = 1 entspricht 50 µg dsDNA, 

40 µg ssDNA oder 33 µg RNA pro Milliliter.  

Liegt das Verhältnis von OD260 zu OD280 zwischen 1,8 und 2, so enthält die Probe keine 

Kontamination durch Proteine oder Phenole. Ist das Verhältnis von OD260 zu OD230 kleiner 

als 2, so ist das ein Zeichen für eine Polysaccharid-Kontamination.  

Im optimalen Fall stehen OD230 : OD260 : OD280 im Verhältnis 1:2:1. 

 

1.1.4 Die Blau-Weiß Selektion 

Bakterien, welche einen zur Blau-Weiß-Selektion 

fähigen Vektor enthalten, sind resistent gegen ein 

Antibiotikum, da der Vektor ein Resistenz-Gen 

enthält. Der in diesem Praktikum verwendete 

Vektor pBluescript SK+ enthält das ampR-Gen, 

welches eine Resistenz gegen Ampicillin verleiht. 

Die MCS (multiple cloning site) des Vektors liegt 

innerhalb des 5´-Abschnitts des lacZ-Gens. Dieser 

Abschnitt codiert den aminoterminalen Teil der b-

Galaktosidase. Um das Selektionssystem gut 

ausnutzen zu können, müssen passende 

Bakterienstämme verwendet werden, die in ihrem 

Genom den 3´-Abschnitt des lacZ-Gens besitzen. Dieser Abschnitt codiert den 

carboxyterminalen Teil der b-Galaktosidase. Erst mit der funktionstüchtigen b-Galaktosidase 

wird X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-b-D-Galaktosid) enzymatisch zu Galaktose und dem 

blauen Farbstoff 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol umgesetzt. Der Einbau eines Fragmentes in die 

MCS zerstört das Leseraster des lacZ-Gens, so dass keine funktionsfähige b-Galaktosidase 

gebildet werden kann. Betreffende Bakterien-Kolonien bleiben in Gegenwart von X-Gal 

farblos (weiß). Das IPTG (Isopropylthiogalaktosid) dient als Induktor für die b-Galaktosidase, 

wird jedoch nicht durch die b -Galaktosidase zersetzt.  
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Dies bedeutet, dass auf den benutzten Nährböden nur die Bakterien Kolonien bilden können, 

welche auch durch die Transformation ein ampR-Gen erhielten. Sind die Zellkolonien durch 

X-Gal blau gefärbt, ist die b-Galaktosidase noch funktionsfähig, d.h. es wurde bei der 

Ligation keine Fremd-DNA in den Vektor eingebaut. Sind die Zellkolonien nicht gefärbt, so 

ist die b-Galaktosidase nicht funktionsfähig, d.h. es wurde Fremd-DNA in den Vektor 

eingebaut und dadurch das Gen für die b-Galaktosidase zerstört. Dieses gentechnische 

Verfahren wird auch als Blau-Weiß-Selektion oder aaaa-Komplementation bezeichnet. 

Achtung:  �  Enzyme sind empfindlich! 

Enzyme werden daher immer auf Eis gehalten, und dieser Zeitraum ist auch so 

kurz wie möglich zu halten.  

�  Ethidiumbromid (EtBr) ist kanzerogen und teratogen 

Bei Arbeiten mit dieser Substanz auch in Verdünnung oder in der Gelmatrix sind 

Nitril-Handschuhe (blau!) zu tragen. Mit Ethidiumbromid in Kontakt getretene 

Spitzen werden im EtBr-Festabfall entsorgt und Gele gesondert gelagert. 
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2. Material  

Vektoren  

pBS-SK+      Vektor für die Sequenzierung, EcoRV geschnitten, Ampr 

pET28a       Expressionsvektor, Kanr 

pYES2/CT (2µ)    Hefevektor, Ampr, V5Epitop, 6x His, Uracil-Marker 

 

Stämme   

E. coli XL1Blue              recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac           

[F´ proAB lacIq ZDM15 Tn10 (Tetr)]   

E. coli BL21(DE3)             E.coli F- ompT hsdS(rb
- mb

-) dcm+ (DE3) pLysS(CamR) 

S. cerevisiae INVSc1       his3D1/his3 D1 leu2/leu2 trp1-289/trp1-289 ura3-52/ura3-52 

 

Primer 

T_2493y- BamHI:  5’-TAT GGA TCC A ATG AAG GGA ATG CGG AAG GTT 

T_2493y- XbaI:   5’-TAT TCT AGA GCA CAG CGT CAA CTC GGT CGC 

 

T_2493- SacI:   5’-TAT GAG CTC ATG AAG GGA ATG CGG AAG GTT 

T_2493- XhoI:   5’-TAT CTC GAG CTA GCA CAG CGT CAA CTC GGT 

 

Red_phaB-NdeI:   5’-TATA CAT ATG TTA AGT CTT GGT TTG GAA GAT 

Red_phaB-XhoI:  5’- TAT CTC GAG TTA GGT GTG GTG GGC CCC ATT TAC 

 

Enzyme und Reagenzien    

RNase, DNaseI, Lysozym, Antikörper          Protein / DNA-Größenstandard 

Triple Master-Polymerase, Puffersystem, dNTPs  T4 DNA-Ligase und Puffer (blunt) 

Restriktionsendonukleasen, Puffer, BSA      Qiagen Extraction + Purification  

10x Loadingpuffer, Ethidiumbromid            ATP, PNK, Puffer PNK A, Klenow 
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Lösungen und Chemikalien Teil 1    

 

 

50x TAE-Puffer    

 

1 M Tris/HCl, pH 8,0              

0,5 M 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. Essigsäure                        

Isopropanol                           

100 mg/ml Ampicillin                  

100 mM X-Gal                        

5 mg/ml Tetracyclin               

50 mg/ml Kanamycin              

Bradford-Reagenz                   

Lösung A, B, C (Plasmid-Präparation) 

100 mM CaCl2                        

Puffer 1-3 für Hefetransformation   

 

 

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

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

10 ml  

10 ml     

10 ml 

10 ml 

wird gestellt  �  1 M K-Acetat pH 7,5 

wird gestellt     

 

10 ml �  10 mM Tris pH 8,0 (aus 

Stammlösung)  1 mM EDTA pH 8,0 (aus 

Stammlösung)    

wird gestellt     

20 ml  

10 ml   �  0,1% SDS 

wird gestellt �  10% Essigsäure 

wird gestellt 

wird gestellt 

wird gestellt 

wird gestellt 

wird gestellt 

aus Versuchsteil 1   

je 20 ml 

50l 

je 20 ml 
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Lösungen und Chemikalien Teil 2    

0,5 M IPTG                                              

Hefe Medien 

20% Galaktose                                         

10% Raffinose                                         

20% Glukose                                           

nativer Lysepuffer                                    

denaturierender Lysepuffer                      

1 x Laemmli                                             

5 x Laemmli                                             

Waschpuffer für Hefemitochondrien       

H2O steril                                                  

Glasperlen, säuregewaschen                     

Protease-Inhibitor Cocktail                      

Solubilisierungspuffer     

0,5 M Imidazol (Stammlösung)   

0,5 M Na-Pi, pH 7,2 (aus Säure & Base)                       

Waschpuffer                                             

Elutionspuffer                                           

Ni-NTA Agarose                                      

1 M Tris HCl, pH 7,5                                  

Bradford-Reagenz                                    

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

1 M Tris-HCl, pH 6,8                               

30% Acrylamid                                       

10% SDS   

0,1% SDS                                               

10% APS                                                 

TEMED                                                    

5x Tris-Glycin Puffer       

Coomassie-Stammlösung                       

Coomassie-Färbelösung  1: 10                 

10% Essigsäure                                       

Transferpuffer                                           

wird gestellt 

 

50 ml 

50 ml 

5 ml 

5 ml 

5 ml 

wird gestellt 

wird gestellt 

100 ml 

50 ml 

werden gestellt 

wird gestellt 

10 ml 

200 ml (für alle Gruppen) 

200 ml (für alle Gruppen) 

10 ml 

10 ml 

wird gestellt 

100 ml (für alle Gruppen) 

aus Versuchsteil1 bzw. 2 

100 ml (für alle Gruppen) 

100 ml (für alle Gruppen) 

wird gestellt 

10 ml  

5 ml   

10 ml (für alle Gruppen) 

wird gestellt 

1500 ml (für alle Gruppen) 

200 ml (für alle Gruppen) 

200 ml / Gel 

400 ml 

200 ml (pro Blot) 
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Ponceau S-Lösung          

5 M NaCl (Stammlösung)                           

TBS-Puffer                                               

TBS-T   Puffer                                          

Blocking-Puffer                                        

Puffer f. 2. Antikörper                              

Lösung A   (Detektion)                             

Lösung B    (Detektion)                            

30% H2O2    

200 ml (für alle Gruppen) 

250 ml (für alle Gruppen) 

500 ml (pro Blot) 

1 Liter (pro Blot) 

200 ml (pro Blot) 

15 ml (pro Blot) 

 wird gestellt 

 wird gestellt 

 wird gestellt 

 

2.1 Bakterien-Medien 

 

benötigt werden: 

 

4 x 50 ml LB in Erlenmeyerkolben/Gruppe  

18 LB-Kulturröhrchen (5 ml)/Gruppe 

 

6 AIX-Platten/Gruppe     �  2 x 500 ml LB + Agar für AIX-Platten  

(für alle Gruppen) 

6 LB-Kan Platten/Gruppe    �  2 x 500 ml LB + Agar für Kan-Platten  

(für alle Gruppen) 

2 LB-Amp Platten/Gruppe   �  1 x 500 ml LB + Agar für Kan-Platten  

(für alle Gruppen) 

 

Zusammensetzung LB:       1% (w/v) BactoTrypton       

1% (w/v) NaCl       

0,5% (w/v) Yeast Extract    

pH auf 7.5 einstellen            

für Platten 1,5% (w/v) Agar und einen Rührfisch zugeben   

+ autoklavieren 

 

Für LB-Kanamycin Platten nach dem Autoklavieren das Medium zunächst unter Rühren auf 

ca. 50 °C abkühlen und dann das Antibiotikum zugeben (Endkonzentration 50 µg/ml). 

 



 15 

Für AIX-Platten nach dem Autoklavieren das Medium zunächst unter Rühren auf ca. 50 °C 

abkühlen und Ampicillin (100 µg/ml), X-Gal (0,1 mM) und IPTG (0,2 mM) zugeben. 

 

2.2 Hefe-Medien für S. cerevisiae 

 
benötigt werden: 

100 ml YPD (für alle Gruppen) 

40 ml YPD in Erlenmeyerkolben pro Gruppe 

 

und: 

500 ml SC für Platten (für alle Gruppen)  

·  mit Zuckerprogramm autoklavieren 

·  auf 50 °C abkühlen und 50 ml 20% Glukose  

·  Platten gießen und bei 4 °C lagern 

 

2 x 50 ml SC im Erlenmeyerkolben pro Gruppe für Glukose 

2 x 500 ml SC im Erlenmeyerkolben pro Gruppe für Galaktose/Raffinose 

 

und:  

10 ml 20% Glukose  

100 ml 20% Galaktose 

100 ml 10% Raffinose 

 

Zusammensetzung YPD-Medium  (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium) 

 

für 1 l Medium:                10 g Hefe-Extrakt   1% 

20 g Pepton     2% 

20 g Glukose     2% 

 

mit Zuckerprogramm autoklavieren!!! 
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Abb. 4: Prinzip der Polymerase-

Kettenreaktion 

Zusammensetzung SC Minimal Medium 

 

für 1 l Medium: 

6.7 g     Yeast Nitrogen Base (ohne Aminosäuren!) Endkonz.: 0,67% 

1.92 g  Yeast Synthetic Dropout Medium Supplement (ohne Uracil für ura--

Stämme) 

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

Uracil)   0.005% (Asparaginsäure, Histidin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, 

Prolin, Serin, Tyrosin, Valin) 

 

Medium mit Zuckerprogramm autoklavieren. 

 
 

3. PCR  

 

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine in vitro 

Methode zur enzymatischen Synthese spezifischer 

DNA-Sequenzen. Sie ermöglicht es unter anderem 

durch die Wahl geeigneter Primer, aus einem 

Gemisch von Nukleinsäuren gezielt 

Sequenzabschnitte zu amplifizieren. 

Primer sind synthetische Oligonukleotide, welche 

gegen die flankierenden Bereiche der beiden 

komplementären Stränge der Ziel-DNA 

hybridisieren. Durch Einsatz von hitzestabilen DNA-

abhängigen 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 thermostabile Taq-Polymerase 
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aus dem Organismus Thermus aquaticus. Diese Polymerase hat eine hohe Prozessivität (mehr 

als 1000 bp/min) und verfügt neben der 5´-3´-Polymeraseaktivität noch über eine schwache 

5´-3´-Exonukleaseaktivität, jedoch nicht über eine 3´-5´ Exonukleaseaktivität. Auf Grund des 

Fehlens einer 3´-5´-Exonukleaseaktivität kann dieses Enzym falsch eingebaute Nukleotide 

nicht entfernen (korrigieren). Sie hat also keine „proofreading“ (engl.) Aktivität.  

Für Amplifikate, die zur Expression der Proteine eingesetzt werden sollen, ist eine hohe 

Genauigkeit der Polymerase-Reaktion notwendig. Fehler können ansonsten zur Entstehung 

eines Codons führen, das für eine andere Aminosäure kodiert, oder im schlimmsten Fall zu 

einem Stopp-Codon oder einer Leserasterverschiebung. 

Für die Amplifizierung solcher Sequenzen wird eine Polymerase mit einer „proofreading“-

Aktivität verwendet, wie zum Beispiel die Pfu-Polymerase aus dem Organismus Pyrococcus 

furiosus. Die Pfu-Polymerase besitzt allerdings eine erniedrigte Prozessivität (500 bp/min), 

weshalb häufig die Pfx-Polymerase aus Pyrococcus sp. verwendet wird, die trotz der 

„proofreading“-Aktivität eine ähnliche Prozessivität wie die Taq-Polymerase besitzt. 

 

Bei der Konzeption von Primern sind einige Faustregeln zu beachten: 

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

·  sie sollten nicht mehr als vier gleiche Basen nacheinander enthalten, um Fehl-

hybridisierungen und Leserasterverschiebungen zu vermeiden 

·  die Schmelztemperatur (Tm) sollte 55-80 °C betragen, um eine ausreichend hohe 

Annealingtemperatur zu erlauben 

·  am 3´-Ende sollten ein bis zwei G oder C sitzen – aber höchstens drei – um eine bessere 

Bindung und Elongation zu erreichen 

·  sie sollten sehr spezifisch für das gewünschte Produkt sein 

·  sie dürfen keine internen Sekundärstrukturen bilden oder miteinander hybridisieren 

 

Die Annealingtemperatur lässt sich über die folgende Formel abschätzen: 

  Tm = 4 x (G+C) + 2 x (A+T) 
 

Zunächst soll die T_2493 und phaB/Red-Sequenzen durch PCR amplifiziert und anschließend 

gereinigt werden. Hierfür wird folgende PCR angesetzt:  
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Ansatz [S 50 µl]:                                                  Endkonzentration: 

___ µl  10 x Konz Reaktionspuffer Taq-Polymerase           1 x Konz. 

___ µl  10 mM    jedes dNTP (ATP, TTP, GTP, CTP)           0,2 mM 

___ µl  10 pmol/µl Forward Primer                1 pmol/µl   

___ µl  10 pmol/µl Rewerse Primer          1 pmol/µl 

___ µl      x ng/µl DNA                                            ~ 100 ng   

___ µl     5 U/µl Taq-Polymerase                                     2 U     

___ µl    H2O   

 

 

Als DNA-Template wird Plasmid-DNA (pET28/T_2493 und phaB/Red) eingesetzt. Es wird 

immer auch eine Negativ-Kontrolle mit Wasser statt DNA angesetzt! 

PCR-Programm: Step 1  15` 98 °C    

(�  Dauer ca. 2 h )  Step 2  30`` 98 °C      Denaturierung     

Step 3  30`` 65 °C ± 5 °C   Annealing    

Step 4  1`30`` 72°C       Elongation     

Gehe zu Step 2,  29 Zyklen   

Step 5     5`   72 °C           vollständige Verlängerung der DNA  

Step 6  ¥  4 °C 

 

Die Reaktionen werden auf einem 1% TAE-Agarosegel untersucht (50 µl Probe + 5 µl 

10 x Ladepuffer). Die erwartete Größe der Amplifikate sind 723 bp für phaB/Red und 

1263 bp für T_2493. 

 

 

 
3.1 Präparative Gelextraktion  

 

Um das Produkt mit der gewünschten Größe zu reinigen, wird die DNA mit UV-Licht 

sichtbar gemacht und die Bande, die im Gel bei der erwarteten Größe migriert, mit einem 

Skalpell ausgeschnitten. Da UV-Licht DNA schädigt, sollte sie diesem nur so kurz wie 

möglich ausgesetzt werden. Die DNA wird dann aus der Gelmatrix gereinigt. Die Reinigung 

erfolgt mit dem „Qiaquick - Gel Extraction Kit“  von Qiagen (s. Vorschrift). Eluiert wird 

mit 50 µl H2O. 5 µl hiervon werden zur Kontrolle der Gelextraktion auf ein 1% Agarose-Gel 

geladen. 
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3.2 Vorbereitung der Amplifikate für die Subklonierung 

 

Synthetisch hergestellte Primer, mit denen die DNA amplifiziert wurde, tragen an ihrem 5´-

Ende keinen Phosphatrest. Zusätzlich fügt die Taq-Polymerase häufig 1-2 dAMP-Reste an das 

3´-Ende der Amplifikate. Die Proben werden daher zunächst phosphoryliert und 

anschließend die Enden des DNA-Stranges geglättet (blunt-ended). 

 Die T4-Polynukleotid Kinase phosphoryliert die 5´-Enden von DNA und RNA durch 

Übertragung des g-Phosphatrests von ATP auf das 5´-Ende der Nukleinsäure. 

 

 

Kinase-Ansatz:  50 µl    gereinigtes Amplifikat 

         6 µl    10x Kinase Puffer (PNK A) 

      0,6 µl    ATP [100 mM] 

       2 µl    T4 Polynukleotid Kinase (PNK, 10 U/µl) 

      1,4 µl    H2O für ein Endvolumen von 60 µl 

Dieser Ansatz wird gemischt und 30 min bei 37 ° im Wasserbad inkubiert. 

 
Dem Klenow-Fragment, der großen Untereinheit der DNA-Polymerase I aus E. coli, fehlt 

die 5 ®́ 3´-Exonucleaseaktivität, es besitzt jedoch noch die 5´® 3´-Polymeraseaktivität und 

die 3 ®́ 5´-Exonucleaseaktivität. Es wird daher zum Glätten überstehender Stränge eines 

Doppelstranges eingesetzt. Das Klenow-Fragment füllt 5'-überstehende, einzelsträngige 

DNA-Sequenzen auf und baut 3'-überstehende, einzelsträngige DNA-Sequenzen ab. 

 
Klenow-Ansatz: 60 µl phosphoryliertes Amplifikat 

      50 µM dNTP ®  3 µl dNTP je 1 mM 

      3 U Klenow-Fragment [10 U/µl] 

Dieser Ansatz wird gemischt und für 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Das Enzym 

wird mit 5 µl 0,5 M EDTA pH 8,0 inaktiviert. 
 

�  Reinigung des Ansatzes über Nucleospin-Säule von Macherey-Nagel (Vorschrift siehe 

Anhang) 

�  eluieren in 15 µl Elutionspuffer 
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3.3 Ligation des Inserts mit der Vektor-DNA    

 
Der Vektor pBluescript SK+ (pBS) ermöglicht die Klonierung von PCR-Produkten zur 

späteren Sequenzierung. Für die Expression ist dieser Vektor nicht geeignet, da er keinen 

induzierbaren Promotor enthält. Der pBS-Vektor ist EcoRI gespalten („blunt“) und 

dephosphoryliert. Hierdurch wird verhindert, dass der Vektor rezirkularisiert. Für die Ligation 

in diesen Vektor werden die geglätteten und phosphorylierten PCR-Produkte verwendet. 

 DNA-Ligasen schließen die Phosphodiester-Bindung zwischen einer 5´-Phosphatgruppe 

an einem DNA-Ende und der 3´-OH-Gruppe an dem anderen DNA-Ende. Bakterien besitzen 

eine, Eukaryoten-Zellen mindestens zwei verschiedene DNA-Ligasen. Der Unterschied ist, 

dass das Bakterienenzym NAD (Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid) und die Eukaryoten-

Enzyme ATP als Cofaktoren benötigen. 

 

Ligationsansatz:  __ ng  gereinigtes PCR-Produkt    

                   __µl  100 ng  Vektor (3,0 kb)  

                    1 µl  T4-DNA-Ligase [3 Weiss units/µl] 

                    2 µl  10 X Rapid Ligation Buffer 

                  __ µl  H2O 

                    Summe: 10 µl 

 

 
3.4 Bakterientransformation 

 
Von einer LB-Platte mit E. coli BL21(DE3) Zellen werden 6x 5 ml Übernachtkulturen (LB 

ohne Antibiotikum) angeimpft (1x für jede Gruppe).   

 

 

3.4.1 Präparation von chemisch-kompetenten E. coli BL21(DE3) Zellen  

 

�  50 ml LB mit 1 ml der Übernachtkultur animpfen 

�  2-3 Stunden bei 37 °C inkubieren bis OD600 = 0,4-0,6 �  OD nach 1,5 h + 2,5 h messen 

�  Kultur im Eisbad abkühlen (10-60 min) 

�  Bakterien pellettieren bei 3000 rpm für 15 min bei 4 °C in Untertischfuge (Falcons) 

�  Überstand abgießen und Pellet in 1/3 Volumen (~ 33 ml) FB resuspendieren + vereinigen 

�  10 min auf Eis inkubieren 
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�  zentrifugieren bei 3000 rpm für 15 min bei 4 °C 

�  Zellen vorsichtig in 1/12,5 Volumen (~ 8 ml) FB resuspendieren 

�  Zellen in vorgekühlte Eppis aliquotieren (200 µl) 

�  schockgefrieren in N2 und bei -80 °C aufbewahren  

 

 

FB      50 ml  für jede Gruppe  

100 mM     KCl              0,37 g    

50 mM  CaCl2 x 2 H2O  0,37 g    

10% (w/v) Glyzerin             5 ml   

10 mM  K-Acetat        0,5 ml    1 M  pH 7,5  

�  pH auf 6,4 mit HCl einstellen und sterilfiltrieren 

 

 

3.4.2 Hitzeschock Transformation von kompetenten E. coli  Zellen  

 

·  zu 100 µl kompetenten Zellen werden auf Eis ~ 5 µl Ligationsansatz gegeben 

·  20 min auf Eis  

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

·  danach sofort auf Eis stellen (für mindestens 1 min)     

·  Zugabe von 600 µl vorgewärmtem LB-Medium     

·  50-60 min bei 37 °C unter Schütteln inkubieren    

 

Pro Ansatz werden jeweils 200 µl und 400 µl auf vorgewärmte LB-AIX-Platten ausplattiert. 

Die Platten werden über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

 

 

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

und pET28a/T_2493  

 
Für die im zweiten Versuchsteil durchzuführende heterologe Expression werden 

Retransformationen mit jeweils 0,5 µl der Plasmide in E.coli BL21(DE3)-Zellen 

durchgeführt. Plattiert wird auf LB-Kanamycin-Platten. Die Platten werden über Nacht bei 

37 °C inkubiert, am nächsten Tag mit Parafilm verschlossen und bei 4 °C gelagert.  
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3.5 Hefe-Transformation (S. cerevisiae) 

 
Puffer 1:                     Puffer 2:                       Puffer 3: 

0.6 M KCl                 40% PEG 1000            150 mM NaCl 

10 mM Bicin pH 8.35  200 mM Bicin pH 8.35      10 mM Bicin pH 8.35 

3% (w/v) Ethylenglykol 

 

3.5.1 Herstellung kompetenter Hefezellen 

 

1. Vorkultur (5 ml) ÜN bei 30 °C in YPD wachsen lassen 

2. 40 ml Hauptkultur YPD mit 2 ml Vorkultur animpfen 

3. Hauptkultur bis zu einer OD600 = 0.4 wachsen lassen 

4. Kultur in steriles Zentrifugenröhrchen überführen 

5. 5 min zentrifugieren bei 3000 rpm (Untertischzentrifuge)  

6. Zellpellet in 2 ml Puffer 1 resuspendieren 

7. Aliquotieren á 200 µl und bei -80 °C einfrieren 

 

3.5.2 Transformation 

 

benötigt wird: 100 mM CaCl2, Träger DNA (Heringssperma 10 mg/ml), Platten mit 

Selektivmedium (SC). 

 

1. Träger-DNA 10 min bei 95 °C denaturieren, danach auf Eis 

2. Kompetente Zellen aus -80 °C Truhe auf Eis stellen und zu den noch gefrorenen 

Zellen zunächst 50 µg Träger DNA (5 µl) und dann 1 – 4 µg Plasmid-DNA pipettieren 

3. 30 – 60 s bei 37 °C im Schüttelthermostat inkubieren, dann kurz 15 µl 100 mM CaCl2 

hinzugeben und weitere 2-3 min schütteln 

4. Zugabe von 75 µl 100 mM CaCl2 und 1 ml Puffer 2 

5. Eppi vorsichtig 2-3 mal wenden und 1 h bei 30 °C (ohne schütteln) inkubieren 

6. anschließend Zellen 1 min bei 800 g pelletieren, mit 500 µl Puffer 3 waschen und in 

200 µl Puffer 3 resuspendieren 

7. Ausplattieren auf Selektivmedium und 2-3 Tage bei 30 °C inkubieren 
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3.6 Isolierung und Restriktion von Plasmid-DNA 

 

Die E. coli Platten werden am nächsten Tag ausgewertet. E .coli-Zellen, die einen pBluescript 

SK+ Vektor mit Insertion aufgenommen haben, erzeugen auf AIX-Platten weiße Kolonien, 

wohingegen nicht-rekombinante Plasmide blaue Kolonien erzeugen. 

Für die Plasmid-Isolierung werden pro Gruppe 6 Röhrchen mit 5 ml LB-Ampicillin-

Medium (100 µg/ml Endkonzentration) mit jeweils einer einzelnen weißen Kolonie 

angeimpft. Die Kulturen werden über Nacht bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. 

 

3.6.1 Isolierung der Plasmid-DNA  

 
Die alkalische Lyse nutzt das unterschiedliche Verhalten von chromosomaler DNA und 

Plasmid-DNA aus. Während chromosomale DNA bei einem pH-Wert von 12 denaturiert, 

bleibt die zirkuläre Plasmid-DNA gelöst. Neutralisiert man diese Lösung, so renaturiert die 

chromosomale DNA unvollständig und lässt sich als Präzipitat in einer Zentrifugation 

abtrennen.  

Folgende Lösungen werden für die Isolierung der Plasmid-DNA benötigt und müssen 

hergestellt werden (je Gruppe 20 ml). 

 

Lösung A:   25 mM Tris pH 8.0      Lösung C:   3 ml  5 M Kaliumacetat 

10 mM EDTA                             575 µl konzentrierte Essigsäure 

50 mM Glukose                         1,425 ml H2O 

 

Lösung B:  200 mM NaOH 

1% (w/v) SDS 

 

·  1,5 ml ÜN-Kultur pelletieren �  1 min 13000 rpm 

·  Überstand abnehmen und Pellet in 100 µl 10 mM Tris pH 8 waschen �  3 min 

13000 rpm 

·  in 200 µl Lösung A resuspendieren �  vortexen 

·  + 200 µl Lösung B zum Lysieren, sofort vorsichtig mischen, max 3 min stehen 

lassen 

·  + 200 µl Lösung C zum Neutralisieren, sofort vorsichtig mischen 

·  20 min 13 000 rpm bei 8 °C zentrifugieren 



 24 

·  Überstand in ein frisches Eppi überführen, 420 µl Isopropanol zugeben und mischen 

·  15 min 13 000 rpm (Isopropanol-Fällung) 

·  Pellet mit 0,5 ml 70% Ethanol waschen – ACHTUNG: Pellet nicht lösen! 

·  2 min 13 000 rpm, Überstand vorsichtig abnehmen 

·  Pellet nochmal mit 0,5 ml 70% Ethanol waschen – ACHTUNG: Pellet nicht lösen! 

·  2 min 13 000 rpm, Überstand vorsichtig abnehmen, kurz zentrifugieren  

·  restliche Flüssigkeit vorsichtig abnehmen und Pellet trocknen (ggf. 

Vakuumzentrifuge) 

·  Pellet in 50 µl H2O + RNAse (Endkonz. 0,1 µg/µl) aufnehmen  

·  5 min 37 °C 
 

3.6.2 Kontrolle der Insertion durch Restriktion 
 

Zur Kontrolle der Insertion wird ein Aliquot der Plasmid-DNA mit einem oder mehreren 

Enzymen gespalten, je nach Vektor und Insertion.  

Welche Enzyme halten Sie für geeignet um die Plasmide auf erfolgreiche Insertion zu 

prüfen und um die Orientierung der Insertion zu untersuchen? 
 

Restriktionsansatz: X µl Plasmid DNA [1 µg] 

                       3 U Restriktionsenzym I 

 3 U Restriktionsenzym II 

                       2 µl  10 x Puffer 

                      [1 µg BSA (1 µg/µl)] �  falls nötig! 

                   x µl  H2O 

                                 Endvolumen: 20 µl 

Die Restriktionen werden 2 Stunden bei 37 °C inkubiert, anschließend mit 1/10 Vol. 10 x 

Ladepuffer versetzt und auf einem analytischen 1% TAE-Agarosegel die Größe der Insertion 

untersucht.  

 

 
3.7 Sequenzierung 

 
Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten kann nach unterschiedlichen Methoden erfolgen. In 

unserem Institut wird die sogenannte Kettenabbruch-Methode nach Sanger et al. (1977) 

verwendet. Hierbei kann nach Einbau eines Didesoxy-Nukleotids (ddNTP) die 

Kettenverlängerung während der PCR-Reaktion nicht erfolgen, da in der 3´-Position der 

Didesoxy-Nukleotide die Hydroxylgruppe fehlt und die Polymerase die nächste Phospho-
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diesterbindung nicht knüpfen kann. Die ddNTPs werden in geringer Konzentration eingesetzt, 

um nur seltene Kettenabbrüche und eine gewisse Länge der entstandenen Fragmente zu 

erreichen. Für die Sequenzierung werden fluoreszenz-markierte Primer verwendet. Während 

der Elektrophorese wird der Fluoreszenzfarbstoff mittels Laser angeregt und gemessen. 

 

 

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

 

3.8 BLAST 

 
Für die Analyse von DNA- und Proteinsequenzen sind im Internet viele frei zugängliche 

Datenbanken verfügbar. Die bedeutendsten sind die GenBank des National Center for 

Biotechnology Information (NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und die EMBL-Bank der 

European Molecular Biology Organisation (http://www.ebi.ac.uk), die ihre Datenbestände 

mittlerweile täglich abgleichen und daher als gleichwertig angesehen werden können. Weil 

die Suche nach homologen Sequenzen von Hand nicht mehr möglich ist, bieten diese 

Institutionen Suchprogramme für die Datenbanken an, auf die man über das Internet zugreifen 

kann. 

Das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) wurde von Altschul et al. (1990) 

programmiert und beinhaltet heutzutage fünf verschiedene Programme, um alle 

Kombinationen zum Vergleich von Protein- und Nukleotidsequenzen mit einer Suchsequenz 

zu ermöglichen. Das Ergebnis einer BLAST-Suche ist sehr komplex. Man erhält eine 

graphische Darstellung, bei der die Scores (Bewertung des Alignments) mit verschiedenen 
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Farben kodiert werden. Dann folgt eine Liste mit einer Kurzbeschreibung der einzelnen 

Treffer, welcher sich eine ausführliche Darstellung der einzelnen Alignments anschließt. 

Sie erhalten die aus der Sequenzierung resultierenden DNA-Sequenzen im FASTA-Format. 

Identifizieren Sie diese durch einen BlastX bei NCBI. (�  NCBI �  BLAST �  Translated 

blastx �  Sequenz bei „search“ eingeben �  BLAST! �  FORMAT!). Die Ergebnisse der 

BLAST-Suche sind zu diskutieren und als Anhang dem Protokoll beizufügen. 

 

Fragen, die bei der Anfertigung des Protokolls zu berücksichtigen sind: 

·  Welche Restriktionsenzyme haben Sie für die Kontrollrestriktion der Plasmide 

verwendet? Warum? Was ist außerdem bei der Auswahl der Restriktionsenzyme zu 

beachten? 

·  Warum verhält sich ungeschnittene Plasmid-DNA in der Elektrophorese anders als 

geschnittene Plasmid-DNA? 

 

 
4. Heterologe Expression der Thiolase T_2493 aus dem Flagellaten Euglena gracilis in 

Escherichia coli und der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae und heterologe 

Expression der Reduktase phaB/Red aus dem Cyanobacterium Synechocystis sp 6803 in 

E. coli 

  

Einleitung  

 
Sie haben im ersten Versuchsteil gelernt, wie man ein bestimmtes Gen durch PCR 

amplifizieren kann und es für die Klonierung in einen Expressionsvektor vorbereitet wird. 

In diesem Teil sollen nun zwei Proteine – die Thiolase T_2493 aus dem Flagellaten 

Euglena gracilis  und die Reduktase phaB/Red aus dem Cyanobacterium Synechocystis sp 

6803- sowohl in Escherichia coli als auch in der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae 

exprimiert werden (Heterologe Expression). 

Die meisten Expressionsvektoren ermöglichen das Anhängen von „TAGs“ (engl. 

Anhänger), entweder am C-oder N-Terminus des Proteins. Die „TAGs“ sind kurze 

Proteinsequenzen, die in der Regel die Faltung und Funktion des zu exprimierenden Proteins 

nicht beeinflussen, andererseits jedoch eine einfache Reinigung des Proteins über 

Affinitätschromatographie oder auch eine Immunodetektion mit TAG-spezifischen 

Antikörpern ermöglichen.  
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Für die Expression in E. coli verwenden Sie den Vektor pET28, welcher einen TAG von 

sechs Histidinen am N-Terminus der Proteine anhängt (His-TAG). Der Hefevektor 

pYES2/CT fügt diese Histidine am C-Terminus an. Die Histidine interagieren mit einer Ni-

NTA (Nickel-Nitriloessigsäure) - Matrix, die eine einfache und schnelle Reinigung 

ermöglicht. Außerdem kann mit spezifischen Anti-His Antikörpern eine Immunodetektion 

durchgeführt werden. 

Nicht alle Proteine lassen sich gut in einem bestimmten Wirt exprimieren, und auch die 

Bedingungen für die Expression müssen bei jedem Protein angepasst werden. 

Membranproteine sind in der Regel stark hydrophob und neigen außerhalb der Membran zu 

Aggregation. Wenn bei der Expression von Proteinen in E. coli hydrophobe Proteine 

aggregieren, bezeichnet man diese Aggregate als „inclusion bodies“ (engl. 

Einschlusskörperchen). 

Auch Proteine aus Organellen wie Mitochondrien oder Chloroplasten, die in Bakterien 

nicht verfügbar sind, sind häufig schwierig in bakteriellen Systemen so zu exprimieren, dass 

ihre Faltung und Funktion erhalten bleibt.  

So weicht man dann – obwohl die Expression in E. coli zeitsparender und auch effizienter ist 

– auf eukaryotische Wirte wie die Hefe aus. 

Zum Vergleich sollen in diesem Versuch zwei Proteine - das lösliche phaB/Red Reduktase 

in E. coli und das putative mitochondrielle Membranprotein T_2493 - in beiden Wirten 

exprimiert und über den His-TAG gereinigt und im Immunoblot nachgewiesen werden. 

 

 

4.1 IPTG – induzierte Expression von Proteinen in E. coli 

 

Im ersten Versuchsteil wurde der Expressionsstamm BL21(DE3) mit den Plasmiden pET28a, 

pET28a/T_2493 und pET28a/Red bereits transformiert und die bewachsenen Platten bei 4 °C 

gelagert. Von diesen Platten werden am Vortag jeweils 5 ml LB/Kanamycin-Vorkulturen (1,5 

µl; 50 µg/µl) angeimpft, die ÜN bei 37 °C wachsen.  

 

Induktion der Kulturen:  

·  50 ml LB/Kanamycin werden mit 1 ml der Vorkultur angeimpft  

·  Die Kultur bei 37 °C bis zu einer OD600nm von 0,6 bis 0,8 wachsen lassen (OD nach 

ca. 1 h kontrollieren)  

·  Die Kultur auf eine IPTG-Endkonzentration von 0,4 mM einstellen  
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·  Die Zellen 3 h bei 37 °C auf einem Schüttler inkubieren.  

·  je 2 x 10 ml Kultur 10 min bei 4 °C und 4000 rpm in Untertischzentrifuge 

abzentrifugieren und die Pellets wie unter 4.2.1 beschrieben weiterbehandeln 

 

 

4.2 Zellaufschluss der E. coli-Kulturen 

 
Benötigte Puffer: 

nativer Lysepuffer          nativer Waschpuffer     nativer Elutionspuffer  

50  mM   NaH2PO4    50  mM   NaH2PO4      50  mM   NaH2PO4   

300  mM   NaCl      300  mM   NaCl       300  mM   NaCl 

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   NaH2PO4 

10 mM Tris/HCl 

8 M Harnstoff   

mit NaOH auf pH 8,0  

 

 

4.2.1 Nativer Aufschluss der Zellen 

 
Bei einem nativen Aufschluss behalten die Proteine in Lösung die Tertiär- und 

Quartärstruktur, also ihre aktive Form.  

·  5 ml – Pellets in 1 ml nativem Lysepuffer resuspendieren  

·  1 mg/ml Lysozym hinzugeben und 30 min auf Eis inkubieren, anschließend Probe in 

ein Eppi überführen 

·  6 x 10´´ Ultraschall (Probe dabei auf Eis kühlen, Kopfhörer tragen), dazwischen 

jeweils 10´´ auf Eis kühlen 

·  10 µg/ml RNase und 5 µg/ml DNase, 10 min auf Eis inkubieren 

·  30 min, 13.000 rpm, 4 °C  

·  Überstand �   „Überstand nativ“ (ÜN)  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 die Proteine – wie der Name schon sagt – 

denaturiert.  

 

·  5 ml – Pellets in 1 ml denaturierendem Lysepuffer resuspendieren 

·  Zellen etwa 30 min bei Raumtemperatur inkubieren und zwischendurch vorsichtig 

vortexen. Starke Schaumbildung vermeiden. 

·  30 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugieren 

·  Überstand �  „Überstand denaturiert (ÜD)“ abnehmen 

·   „Pellet denaturiert“ (PD) in 1 ml 1x Laemmli resuspendieren 

 

 

4.2.3 Reinigung des exprimierten Proteins über Ni-NTA-Agarose 

 
·  250 µl Ni-NTA-Agarose (Qiagen) 3x mit 250 µl Lysepuffer waschen * 

·  zu 1 ml „clear lysate“ 250 µl Ni-NTA-Agarose geben und 1 h auf einem 3D-Schüttler 

bei 4 °C schwenken 

·  2 min bei 1000 x g (Tischzentrifuge) und 4 °C zentrifugieren: Überstand = Durchfluss 

·  2 x mit 1 ml Waschpuffer waschen: 2 min bei 1000 x g und 4 °C abzentrifugieren, 

Überstände jeweils abnehmen = Waschen 1 und Waschen 2 

·  3 x mit 200 µl Elutionspuffer eluieren: 2 min bei 1000 x g und 4 °C abzentrifugieren, 

Überstände abnehmen = Elution 1, Elution 2 und Elution 3 

 

* Die NiNTA-Agarose liegt als 50%ige Suspension in Ethanol vor. Aliquot abnehmen und 

das Säulenmaterial absinken lassen bzw. kurz abzentrifugieren. Überstand abnehmen 

(genaues Volumen bestimmen!!!) und durch Lysepuffer ersetzen (= waschen). 2 x 

wiederholen.  

 

4.2.4  Reinigung von Inclusion Bodies 

 

Lösung 1: 50 mM Tris, pH 8,0; 25% (w/v) Saccharose; 1 mM EDTA 

Lösung 2: 100 mM MgCl2; 10 mM MnCl2; 10 µg/ml DNase I; 1% (w/v) Na-Deoxycholat 

Lösung 3: 20 mM Tris, pH 7,5; 200 mM NaCl; 1% (v/v) Triton X-100 
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Lösung 4: 0,5% (v/v) Triton X-100; 1 mM EDTA 

Lösung 5: 10 mM Tris, pH 8; 8 M Harnstoff; 0,1 M NaH2PO4; 10 mM � -Mercaptoethanol 

 

• Pelett in 600 µl Lösung 1 resuspendieren 

•10 mg/ml Lysozym zugegeben 

• Ansatz 30 Minuten auf Eis inkubieren 

• 83 µl Lösung 2 zugeben und Eppi invertieren 

• 30 Minuten auf Eis inkubieren 

• 1,5 ml Lösung 3 zugeben und mischen 

• 10 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugieren 

• Überstand (enthält lösliche Proteine) abnehmen 

• Pellet in 1 ml Lösung 4 resuspendieren 

• 10 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugieren 

• Waschvorgang 3 Mal wiederholen  

• Pellet in 300 µl Lösung 5 resuspendieren 

 

 

4.3 Galaktose-induzierte Expression in S. cerevisiae 

 

Die Expression in der Hefe wird durch den Galaktose-Promotor kontrolliert. Glukose 

verhindert die Expression des gewünschten Proteins, durch Galaktose wird sie induziert. 

 

·  50 ml SC-Minimalmedium mit 2% Glukose werden mit einer Einzelkolonie angeimpft 

und bei 30 °C und 200 rpm 1-2 Tage inkubiert 

·  OD600 der Kulturen bestimmen und berechen, mit welchem Kuturvolumen 500 ml zu 

einer OD600 von 0,4 angeimpft werden müssen: 

  ml Vorkultur = 0,4 * 500/ OD600 Vorkultur 

·  Bestimmte Menge unter der Sterilbank in ein steriles Sarstedtröhrchen überführen und 

5 min bei RT und 1500 x g in einer Untertischzentrifuge pelletieren 

·  Überstand vorsichtig abgiessen und das Pellet in 1 ml SC mit 2% Galaktose und 1% 

Raffinose resuspendieren und damit 500 ml SC mit 2% Galaktose und 1% Raffinose 

animpfen 

·  Kultur ÜN bei 30 °C und 200 rpm inkubieren 
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4.4 Reinigung der exprimierten T_2493 aus S. cerevisiae 

 

4.4.1 Mitochondrienisolierung aus Hefe 

 
Da die T_2493 als putatives mitochondrielles Membranprotein auch in der Hefe im 

Mitochondrium erwartet wird, ist der erste Reinigungsschritt hier die Isolierung der 

Mitochondrien aus der Hefe. 

 

Benötigte Materialien: 

·  Glasperlen, säuregewaschen 

·  Waschpuffer für Hefemitochondrien: 20 mM Tris/HCl pH 7,4; 50 mM NaCl; 0,6 M 

Sorbitol 

·  Protease – Inhibitor Cocktail (Sigma) 

 

Durchführung: 

·  Die ÜN-Expressionskulturen werden bei 1000 x g  und 20 °C für 5 min 

abzentrifugiert. 

·  Das Pellet wird in 20 ml H2O resupendiert und erneut zentrifugiert  

·  Pellet in 10 ml Waschpuffer für Hefemitochondrien resuspendieren, in ein 50 ml-

Sarstedt Röhrchen überführen und wie oben zentrifugieren 

·  Pellet in 5 ml Waschpuffer für Hefemitochondrien resuspendieren 

·  5 µl Protease Inhibitor Cocktail und ca. ½ Volumen Glasperlen hinzugeben und 5 min 

auf Eis inkubieren. 

·  Von hier an alle Schritte auf Eis durchführen und Zentrifugationen bei 4 °C!! 

·  Die Zellen werden durch dreimaliges Vortexen für 1 min bei maximaler Geschwindig-

keit aufgeschlossen. Zwischendurch werden die Proben für jeweils 1 min auf Eis 

abgekühlt. 

·  Die Mischung wird 15 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Untertischzentrifuge) 

·  Der Überstand wird in ein Nalgene-Röhrchen überführt und bei 10000 x g und 4 °C 

für 20 min zentrifugiert. 

·  ACHTUNG: keine Zelltrümmer mitnehmen!!!  

·  Der Überstand wird vorsichtig abgenommen = PMS (post mitochondrial supernatant) 

·  Das Pellet wird in 200 µl Waschpuffer für Hefemitochondrien mit 2 µl Protease 

Inhibitor Cocktail aufgenommen („MITO “) 
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4.5 Proteinbestimmung nach Bradford 

 
Für die Proteinbestimmung nach Bradford verwenden Sie bitte die Vorschrift aus 

Praktikumsteil 1 und auch die Kalibrierungsgerade, die Sie dort erstellt haben. 

Es soll die Proteinkonzentration in Hefemitochondrien, PMS, bestimmt werden (jeweils 

Doppelbestimmungen). 

 

4.6 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Mit der SDS-PAGE können Proteine nach ihrer Größe aufgetrennt werden. Kleine Proteine 

laufen schnell, große langsamer durch das Gel.  

Das im Puffer und im Gel enthaltene SDS wird von den meisten Proteinen gebunden und 

es entstehen negativ geladene SDS-Protein-Komplexe mit konstantem Ladungs-zu-Masse-

Verhältnis. SDS denaturiert die Proteine und verhindert so Protein-Protein 

Wechselwirkungen. Somit unterscheiden sich die Proteine nur noch in ihrer Größe. 

Bei der SDS-PAGE wandert der SDS-Protein-Komplex im elektrischen Feld zum Pluspol. 

Dabei trennt der Molekularsiebeffekt einer porösen Polyacrylamidmatrix die SDS-Protein-

Komplexe nach ihrem Molekulargewicht auf. 

 

 

Beim Umgang mit Acrylamid stets Handschuhe tragen. Im 

unpolymerisierten Zustand ist Acrylamid krebserregend und giftig!!!! 

 

 

Zusammensetzung für 1 Gel: 

50 ml Trenngel (12%)    15 ml Sammelgel (5%)  

16,5 ml   H2O        10,2 ml    H2O  

12,5 ml   1,5 M Tris, pH 8,8   1,88 ml    1 M Tris, pH 6,8 

20 ml   30% Acrylamid    2,53 ml    30% Acrylamid 

  0,5 ml   10% SDS      0,15 ml    10% SDS 

  0,5 ml   10% APS                         0,15 ml    10% APS 

   20 µl    TEMED      15 µl     TEMED 
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Zum Abdichten wird benötigt:               “PLUG” 

30% Acrylamid            25 ml 

TEMED                        40 µl 

H2O                         16,66 ml 

 

Zu 1 ml PLUG werden 20 µl 10%APS gegeben; kurz mischen und zügig an einer Spacerkante 

innen herunterlaufen lassen. Dann zunächst das Trenngel gießen und mit 0,1% SDS 

überschichten. Wenn das Trenngel polymerisiert ist, das SDS abgießen und Sammelgel 

gießen. Kamm vorsichtig einsetzen und polymerisieren lassen. Luftdichte, feuchte Lagerung 

bei 4 °C ist möglich. 

 

Laufpuffer  für SDS-Gele ist 1x Tris-Glycin Puffer  

 

Für 1 Liter 5x Stammlösung: 

15,1 g Tris  

72,1 g Glycin  

Mit bidest H2O auf 900 ml auffüllen, lösen und 50 ml 10%SDS zugeben, danach auf 1 Liter 

auffüllen. 

Vor Gebrauch den Puffer mit H2O 1:5 verdünnen. 

 

 

Probenvorbereitung für die SDS-PAGE: 

Die Proben (50 µl) werden mit 10 µl 5x Laemmlipuffer versetzt, die Hefeproben zusätzlich 

noch mit 1 µl Protease Inhibitor Cocktail versetzt, und für 3` bei 85 °C denaturiert. 

Anschließend werden sie kurz auf Eis abgekühlt und aufgetragen (Reihenfolge wird zuvor 

festgelegt). An den Seiten werden jeweils 20 µl Proteinmarker aufgetragen, der ebenfalls bei 

85 °C denaturiert wurde. 

Laufbedingungen für das Gel:   

Bis zum Trenngel 120 V, danach 300 V, bis der Bromphenolblau-Marker knapp oberhalb der 

Gelkante angelangt ist. Dann wird das Gel abgebaut und die Glasplatten vorsichtig getrennt. 
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4.7 Proteinnachweis durch Coomassie-Färbung   

 

Die Coomassie – Färbung ist eine einfache und schnelle Färbemethode mit einer relativ 

geringen Empfindlichkeit (untere Grenze 200 – 400 ng pro Bande). Erwartet man eine starke 

Expression des Proteins, was in der Regel bei E. coli als Expressionswirt der Fall ist, so reicht 

diese Färbung aus, um den Erfolg der Expression zu überprüfen.  

Die Pellets und Überstände sowie die Proben der Ni-NTA-Reinigung der nativen 

Aufschlüsse der exprimierten Proteine aus E. coli sollen mit dieser Methode untersucht 

werden. 
 

0,2% Coomassie R350 Stammlösung:   

·  1 Tablette Coomassie R350 in 80 ml H2O lösen, etwa            

·  10 min rühren  

·  120 ml Methanol zugeben, rühren 

·  filtrieren und bei 4 °C lagern 
 

Durchführung: 

·  eine 0,2%ige Coomassie R350 Stammlösung wird 1:10 mit 10% Essigsäure verdünnt 

(20 ml + 180 ml Essigsäure) 

·  danach auf 90 °C erwärmen 

·  heiß auf das Gel geben und bis zu 1 h färben 

·  entfärben über Nacht mit 200 ml 10% Essigsäure 

 

 
4.8 Western Blot 

 
Um geringe Mengen eines Proteins nachzuweisen, ist die Coomassie-Färbung nicht 

empfindlich genug. Um auch gering exprimierte Proteine sehr spezifisch nachzuweisen, kann 

man einen Western Blot mit anschließender Immunodetektion durchführen. Hier soll der 

Erfolg der T_2493-Expression in Hefe sowie die Reinigung des Enzyms mit dieser Methode 

überprüft werden.  

Zunächst müssen die Proteine aus dem SDS-Gel auf eine Membran übertragen werden: 

Hier erfolgt dies in einer Halbtrockenzelle von Amersham/Pharmacia. 
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Für ein Gel zurechtschneiden (mit Handschuhen!): 

6 x Whatman Papier  

1 x Hybond C Nitrocellulosemembran (Amersham)  

 
 
Transferpuffer: 

25 mM   Tris  

150 mM   Glycin 

10%        Methanol 

sollte pH 8,3 sein ohne Einstellen 

 

 

�  Die Nitrocellulosemembran wird vor dem Gebrauch 5 Minuten in H2O gelegt. 

�  Anode und Kathode werden mit H2O befeuchtet. 

�  3 Lagen Whatman-Papier, die kurz in Transferpuffer getaucht werden, luftblasenfrei 

auflegen (mit Glaspipette Luftblasen entfernen). 

�  ebenfalls unbedingt luftblasenfrei die Membran auflegen, gefolgt von dem Gel 

(Sammelgel wird zuvor abgetrennt). Zum Schluss 3 weitere Lagen Whatman Papier, 

getränkt in Transferpuffer luftblasenfrei auflegen und Kathode aufsetzen. 

�  geblottet wird 1 h bei 0,8 mA/cm2 

 

Nach dem Blotting wird die Membran zur Kontrolle mit Ponceau S gefärbt.  

Ponceaurot färbt Protein auf Nitrocelluloseblots. Die Färbung ist reversibel und 

beeinträchtigt eine anschließende Immunodetektion nicht. Es lassen sich Proteinmengen 

>50ng/Bande nachweisen und somit ist die Ponceaufärbung empfindlicher als es die 

Coomassiefärbung des Gels wäre.  

 

Kathode 

Anode 

3 Lagen Whatman Papier 

3 Lagen Whatman  Papier 

SDS-Gel 
Nitrocellulosemembran 
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Ponceau S-Lösung: 

0,2% (w/v) Ponceau S 

3% (v/v) Essigsäure  

 

Zum Anfärben der Membran wird sie ca. 1 min in Ponceau geschwenkt; die Lösung dann 

zurück in die Vorratsflasche abgießen und die Banden mit H2O differenzieren. Die 

Markerbanden und die Proteinspuren werden mit Bleistift markiert. 

 

 

4.9 Immunodetektion mit einem Anti-His Antikörper 

 

 

 

 

 

 
Protein mit HisTag    1. Antikörper       2. Antikörper              Radikal-        Oxidation von Luminol 

auf der Membran       (Anti-His)        (markiert mit Meer-        bildung         und Lichtemission des  

                                                              rettich-Peroxidase)                             Reaktionsproduktes 

 

Der His-Tag der exprimierten Proteine ermöglicht nicht nur die Reinigung über eine Ni-NTA-

Affinitätsmatrix, sondern auch eine spezifische Detektion des exprimierten Proteins mit einem 

Anti-His Antikörper. 

 

Lösungen: 

TBS-Puffer                                                            TBS-Tween/Triton-Puffer 

10 mM Tris/HCl, pH 7,5                                         20 mM Tris/HCl, pH 7,5      

150 mM NaCl                                                          500 mM NaCl 

                                                                                 0,05% (v/v) Tween 20 

                                                                                 0,2% (v/v) Triton X-100 

 

Blocking-Puffer             Puffer für 2. Antikörper 

3% (w/v) BSA in TBS-Puffer 10% (w/v) Magermilchpulver in TBS-      

Puffer 

NaBO3 

O2
2- Röntgenfilm 

Licht 

Luminol und 

Verstärker 
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�  Nach der Ponceau-Färbung wird die Membran 1 h in Blocking-Puffer geschwenkt.  

�  15 ml Blocking-Puffer werden mit 5 µl His-Antikörper  (His Monoclonal antibody, 

0,2 µg/µl, Novagen) in einem Falcon-Röhrchen gemischt. Die Membran wird zusammen mit 

dem gelösten Antikörper in eine Plastikfolie eingeschweißt und über Nacht bei 4 °C auf 

einem 3D-Schüttler inkubiert. 

 
Am nächsten Morgen wird die Membran 2 x 10 min in TBS-Tween/Triton-Puffer und 1x 

10 min in TBS-Puffer gewaschen. 0,5 µl des Zweitantikörpers (ImmunoPure Goat Anti-

Mouse IgG, Peroxidase Conjugated, 0,8 mg/ml, Pierce) werden zu 15 ml 10% Milchpulver 

in TBS gegeben. Die Membran wird mit dem gelösten Antikörper in Plastikfolie 

eingeschweißt und 1 h bei Raumtemperatur auf einem 3D-Schüttler inkubiert. 

Anschließend wird 3 x 10 min in TBS-Tween/Triton gewaschen. 

 
Die Detektion erfolgt in der Dunkelkammer. 

Hierzu werden 4 ml von Lösung A (Tris-HCl, pH 8,6, Luminol) mit 1,2 µl H2O2 (30%) 

und 400 µl Lösung B (para-Hydroxycoumarinsäure in DMSO) in einem Sarstedtröhrchen 

gemischt und auf die Membran gegeben. Die Lösung wird 2 min auf der Membran 

geschwenkt. Dann die Lösung kurz abtropfen lassen und die Membran in eine Filmkassette 

zwischen 2 Kopierfolien legen. Film (Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film, Roche) 

für ca. 1 - 5 min auflegen und entwickeln. 

Die Entwicklung erfolgt für ca. 5 min in Entwicklerlösung, den Film anschließend kurz in 

H2O waschen und für ca. 5 min fixieren. Film mit H2O waschen und trocknen lassen. 

 

Aufgaben: 

·  Diskutieren Sie die Unterschiede zwischen denaturierendem und nativem Aufschluss von 

E. coli mit den Ergebnissen der Coomassie-Färbung 

·  Beschreiben und diskutieren Sie die Ergebnisse des Western Blots 

·  Diskutieren sie die Unterschiede bei der Expression in E. coli und der Hefe. Welcher der 

beiden Expressionswirte ist für die T_2493 der geeignete? Warum? 
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Anhänge 
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Proteinmarker (Fermentas)      DNA-Marker (Fermentas) 

Protein Molecular Weight Marker (#SM0431)          GeneRuler DNA Ladder Mix (#SM0331) 
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Restriktionsenzyme 

 

Name  Erkennungssequenz  Position in Insert  Restriktions-Fragmente  

Sac I  GAGCT^C   - 

BstX I  CCANNNNN^NTGG - 

Sac II  CCGC^GG   - 

Not I  C^GGCCG   - 

Xba I  T^CTAGA   - 

Spe I  A^CTAGT   - 

Bam HI G^GATCC   - 

Sma I  CCC^GGG   - 

Pst I  GTGCA^G    

Eco RI  G^AATTC   - 

Eco RV GAT^ATC    

Hind III A^AGCTT   - 

Cla I  AT^CGAT   - 

Hinc II  GTY^RAC    

Acc I  GT^CGAC / GT^ATAC   

Sal I  G^TCGAC    

Xho I  C^TCGAG    

Apa I  GGGCC^C   - 

Kpn I  GGTAC^C   - 

 



 43 

�

�

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 44 

 


