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(4) Rekombinante Expression

einer Esterase aus

Pseudomonas aeruginosain E. coli




Proteinreinigung

Figure 1. hterociion between NHNTA and o éxHistogged profein




Techniken & Methoden der Proteinreinigung

e Protein Chemie

-Isolation und Reinigung von Proteinen hangt von den
physiologischen Eigenschaften des Proteins ab:

-GroBe, Form, Ladung, Ldslichkeit,
Affinitat zu Liganden

e Zell- und Gewebeaufschluf3

-Morser, Mixer, Ultraschall
Detergenzien, Enzyme
(Lysozym) etc.

PROTEIN SEPARATION
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Saulenchromatography

COLUMMN CHROMATOGRAPHY
Proteing are often fractionated by column chromato graphy. A mixture of profainsg in
solution is applied to the top of a oylindrical column filled with 2 parmeable solid matrix
immersad in solvent. & large amount of solvent is then pumped through the column.
Bacauss differant proteins are retarded 1o differant axtants by thair interaction with tha
miatrix, they can be collacted separately as they flow out from the bottom. According 1o
the choico of matrix, proteins can be separated according to thair charge, hydrophobicity,
size, or ability to bind to particular chemical groups (ses balow).
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lonenaustausch Chromatographie

-Trennung nach der Ladung

-Kationen- und Anionen-Tauscher

-Ausnutzung der Ladungsunterschiede (basische/saure Reste)
-Beeinflussung der Trennung durch pH-Wahl, Zugabe von Konkurrenz-
lonen

-Elution: Salz (Kationen-Tauscher z.B. CI)

(b) lon-exchange chromatography
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Hydrophobe Interaktions Chromatographie

Hydrathulle -Hydratisierung des Proteins hangt von der Ladung ab
-NH,SO, lonen konkurrieren mit H,O lonen

-Fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung

-HIC: Sepharose mit hydrophoben Resten (Butyl, Phenyl)
-Probenauftrag in Hochsalz (z.B. 3 M NH,SO,,

-Elution mit abnehmender lonenstarke
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Gelfiltration ,,Molekularsieb”

Auftrennung allein nach der Gr6Be (Form)

(a) Gel filtration chromatography
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Affinitats Chromatography

Trennung nach Affinitat zum Liganden (z.B. Substrat, AntikGrper)

(c) Antibody-affinity chromatography
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Affinitats Chromatography: His-tag

Immobilized-metal affinity chromatography
(IMAC)

Imidazolring der
Histidinseitenkette
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(1) Polyacrylamide Gelelektrophorese

(PAGE)




PAGE Apparatur




Diskontinuierliche PAGE
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Durchfuhrung PAGE

Sample with tracking
dye being
loaded into well

Polyacrylamide gel slab
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glass plates
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Native PAGE

GEL ELECTROPHORESIS

sample loaded onto gel

by pipette

cathode

) plastic casing

When an electric field is applied to a selution
containing protein molecules, the molecules
will migrate in a direction and at a speed that
reflects their size and net charge. This forms the
basis of the technigue called electrophoresis,

)

T —
-Trennung der Proteine nach GroBe & Ladung

-pH, lonenstarke, Temperatur wichtig

-Vorteil: Proteine nach Trennung noch nativ
(praparative Gele)

-Nachteil: Oligomere dissoziieren (Gemisch,
Schmier), Oxidation empfindlicher Reste (z.B. Cys)




Denaturierende SDS PAGE
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Denaturierende SDS PAGE

-Trennung der Proteine nur nach GroBe
-LadungsmanBige Uniformierung der Proteine (SDS)
-Dissoziation der Oligomere — nur Monomere

Denature sample with
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Diskontinuierliche PAGE
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Bestimmung der Molkulgro3e

Molekulargewicht (MW):

-Summe des Gewichts der Atome

-Einheit: Dalton (Da) oder kDa (1/12 des Gewichts von 2C; Bsp: H,O = 18 Da)
-Bestimmung Uber einen MW-Standard

(Proteine mit definiertem MW, Eichgerade)

s —116.0kDa

s — 606.2kDa |Og
L 45.0kDa MW

s — 35.0kDa

s — 25 0kDa

—18.4kDa
s —14.4kDa cm

12%SDS-PAGE

Marker
(Fermentas)



Herstellen der Gele

Achtung: nicht-polymerisierte ﬁcrylamidlésungen sind
toxisch.
Beim Umgang Handschuhe tragen

»> 2 kleine und 2 gro3e Glasplatten mit 96 % Ethanol reinigen und
zusammen in den GiefBBstand einsetzen.

» 12 %iges Trenngel (siehe Pipettierschema) zusammenpipettieren
und bis 1,5 cm unter den Rand der kleinen Glasplatte zwischen die
Glasplatten pipettieren/gieBen. Vorsicht mit Zugabe von TEMED
beginnt die Polimerisation.

» Vorsichtig bis zum Rand mit Wasser (oder Isopropanol)
uberschichten und etwa 30 min polymerisieren lassen, bis eine
scharfe Grenze zwischen Wasser und Gel sichtbar ist.

» Wasser abgieBen, Sammelgel (siehe Pipettierschema) einflllen
und den Kamm fur die Geltaschen luftblasenfrei einsetzen.

» Sammelgel etwa 30 min polymerisieren lassen.
» Das Gel ist nun bereit fir die Elektrophorese



Herstellen der Gele

Achtung: nicht-polymerisierte ﬁcrylamidlésungen sind
toxisch.
Beim Umgang Handschuhe tragen

Pipettierschema:

Trenngel Sammelgel
12 % 4 %

1 Gel 2 Gele 1 Gel 2 Gele
Trenngelpuffer 1 ml 2ml / /
Sammelgelpuffer / / 0,48 ml 0,96 ml
H,O 1,8 ml 3,6 m 1,32 ml 2,64 ml
AA (40 %) 1,2 mi 2,4 ml 0,2 ml 0,4 ml
APS (10 %) 30 pl 60 pl 15 ul 30 pl
TEMED 3 ul 6 pl 2 ul 4 pl




Losungen
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Sensibilisierend
R45- Krebserzeugend
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Losungen

TRIS: Puffer (pH-Stabilitét)

APS: bildet Radikale durch photochemischen Abbau
,otarter”

TEMED: -komplexiert Me?+, verhindert Wegfangen der
Radikale

{|3H3DH

HOCH, —C —CH;0H ] T T
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' | s
N-G=¢-N

H,C H H CH,

3

TEMED
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SDS-PAGE

» Probenvorbereitung

1) 2 ul Zellpellet + 8 ul Wasser + 5 ul Probenpuffer

) 2 ul Rohextrakt + 8 pl Wasser + 5 pl Probenpuffer
) 5 ull Durchlauf + 5 pl Wasser + 5 ul Probenpuffer
) 10 pl Waschen 1 + 5 pul Probenpuffer

) 10 pl Waschen 2 + 5 pul Probenpuffer
) 10 pl Eluat 1 + 5 pl Probenpuffer
) 10 pl Eluat 2 + 5 ul Probenpuffer
) 10 pl Eluat 3 + 5 ul Probenpuffer

O NO O WDN

> Inkubation 5 min 95°C

» Gelkammern vorbereiten (Gel einsetzen,
Elektrophoresepuffer einfullen (1:10 verd.)

» Probenauftrag auf das vorbereitete Gel (15 pl), Marker (5 pl)
> Elektrophorese (erst 40 mA) 60 mA (fir 2 Gele)

> Entfernen des Gels (Vorsichtig!)



Probenauftrag SDS-PAGE

GEL ELECTROPHORESIS

sample loaded onto gel
by pipette

cathode

& plastic casing

buffar

When an electric field is applied to a solution
containing protein molecules, the molecules
will migrate in a direction and at a speed that
reflects their size and net charge. This forms the
basis of the technigue called electrophoresis.

Laufpuffer:
-TRIS, Glycine, SDS

Probenpuffer (2x Laemmli):
-Mercaptoethanol ,,Reduktionsmittel”
-Glycerin ,Beschweren der Probe*”

-Bromphenolblau ,Farbstoff, lauft an
der Front”

-Puffer ,stabiler pH-Wert*
-SDS ,Detergenz*
-Proteinlésung (ca. 1-20 ug)

Hitze-Inkubation: 5 min 95°C



Farben & Entfarben des Gels

» Entfernen des Gels (Vorsichtig!)

Farbung des Gels

> Uberschichten mit Coomassie-Blue Farbeldsung (ca.
1 min Mikrowelle)

» 20 min Schduttler
» Farbelosung abgief3en (wiederverwendbar)

Entfarben des Gels

» Waschen des Gels mit deionisiertem Wasser (mehrmals
Wasser wechseln)

» Gel mit Wasser bedecken, 3 min Mikrowelle
> wiederholen bis Gel gentigend entfarbit.



Samples for gel

1 ]

Sammelgel

l

l

> Separating gel
Trenngel
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" Non specific
proteins

 Esterase (EstCE) ca. 45 kDa



(2) Aktivitatstest

» Platte in 8 Teile unterteilen

10 ul der verschiedenen Proben auftragen

Zellen vor Induktion Eluat 3
Rohextrakt Eluat 2
Druchlauf Eluat 1

Wasch 1 Wasch 2



Protein activity testing




(3) Westernblot

» Transfer von elektrophoretisch
aufgetrennten Proteinen auf eine Trager-
Membran
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Blotting = Transfer

Wet-oder Tank-Blot-System Semidry-Blot-System




Westernblot

 SDS-PAGE
» Jede Gruppe eine Spur (zwei SDS-Gele, 12%ig)

* Elutionsfraktion

— 10 pl der E1, E2 oder E3 Fraktion (je nach Ergebnis
der 1. PAGE) + 5 ul Probenpuffer (mischen,
kochen, auftragen)

— ,Prestained-Marker“(PageRuler, Fermentas). Dieser
hat den Vorteil, dass die Proteinspezies gefarbt und
somit wahrend der PAGE und auch nach dem
Transfer auf der Membran sichtbar sind.



Westernblot

» Transfer (nach SDS PAGE)

> Beide Gele fir 15 min in Transfer-Puffer bei RT
inkubiert (Wippe)

» Nylon-Membranen, Whatman-Papiere und
Schwamme mit Transfer-Puffer angefeuchten

» Blot-Aufbau (,.Sandwich®) fir ein Gel:
- Schwamm
- 2 Whatman Papiere
- Membran
- Gel
- 2 Whatman Papiere
- Schwamm
» Achtung Luftblasen mit Glaspipette entfernen
> Beide Blots in Kammer, mit 1 | Transfer-Puffer auffillen
> Blotting Uber Nacht, bei 4°C und 12 V




