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Praktikumsskript

1. Allgemeine Regeln bei Arbeiten im S1-Genlabor

Das Labor ist nur mit Schutzbrille und Labormantel zu betreten!
Im Labor darf weder gegessen noch getrunken werden. Bevor Sie auflerhalb etwas essen, waschen

Sie sich die Hinde!
2. Arbeitsschritte

2.1 wichtige Puffer und Losungen

Puffer/Losung Inhalt Verwendung

Puffer A(pH 7.5) 20 mmol/l Natriumphosphat Bakterienaufschluss,

200 mmol/l Natriumchlorid, Aquilibrierung ~ der  Siule,
20 mmol/l Imidazol Waschen der Sdule

Puffer B(pH 7,5) 20 mmol/l Natriumphosphat Vorbereitung der Séule, Elution
200 mmol/l Natriumchlorid, des Proteins, Verdiinnung der
500 mmol/l Imidazol Gelelektrophoreseproben

Ladepufter (2x)(pH 6,8) 125 mmol/I Tris-HCI Gelelektrophorese

2% SDS

10 % Glycerin
0,01 %  Bromphenolblau
10 % Thioglycerin

Laufpuffer 25 mmol/l Tris-HCI Gelelektrophorese
192 mmol/l Glycin
0,1 % SDS
Lysozymlosung(100x) 10 mg/ml Lysozym, Bakterienaufschluss
in Puffer A

2.2 Aufschluss der Bakterienpellets

Das Bakterienpellet wird bei Raumtemperatur aufgetaut und vorsichtig in einem Gesamtvolumen
von 40 ml Puffer A resuspendiert (aufgeschlammt, gelost). Zum Abdauen der Zellwénde wird
Lysozym verwendet. Es werden 400ul Lysozymlosung zu der Zellsuspension gegeben. Die
Losungen werden im geschlossenen Zentrifugiergefd3 durch leichtes Anschnipsen oder sanftes
Schwenken vermischen. Die Zellsuspension mit Lysozym wird 30 min auf Eis auf dem

Taumelschiittler inkubiert.
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Danach werden die Zellen mit Ultraschall aufgebrochen. Dazu werden die zwei Proben in einem
Zentrifugenbecher vereinigt und in einem Eis-Wasser-Bad in die Ultraschallkammer gestellt. Dann
wird die Suspension sechs mal mit der Geriteeinstellung 53% Leistung, Duty Cycle 5, 10 sec
sonifiziert. Zwischen den Ultraschallzyklen wird jeweils 1 min auf Eis pausiert, um eine

Uberhitzung der Suspension zu vermeiden.

In der Zwischenzeit beschriftet jede Gruppe folgende Gefdlle mit der Gruppennummer, dem Datum
und dem jeweiligen Probennamen. Der Probenname soll jeweils auf der Seite und auf dem Deckel

des GefiBes vermerkt werden.

Gefiflart und Anzahl Beschriftung(en) Bedeutung

zweil 50ml Zentrifugiergefile  UF bzw. LF unfiltrierte Fraktion;
Ladefraktion

ein 50ml Zentrifugiergefile SA Saulenabfall

ein 50ml Zentrifugiergefile FT Flowthrough

ein Eppendorfgefil LF Ladefraktion

ein Eppendorfgefil FT Flowthrough

ein Eppendorfgefil3 W2 Waschfraktion 2

zehn Eppendorfgefille EI-E10 Elutionsfraktionen

2.3 Aufreinigung iiber Schwerkraftsdulen

2.3.1 Befiillen und Vorbereitung der Siule

Jede Gruppe erhilt ein Sdulengefdl. Dieses Sdulengefidl wird mit einer Klemme an einem Stativ
befestigt und so ausgerichtet, dass es senkrecht steht.

Das Séaulenmaterial liegt in einer 50%igen Suspension in einem Lagerungspuffer vor. Pipettieren sie
unter Anleitung eines Betreuers 4ml Suspension in das unten verschlossene Sdulengefdl.
ACHTUNG: Druckpunkte vor dem Arbeitsschritt durch einen Betreuer erkldren lassen.

Stellen sie den Séulenabfall in einem Stéinder unter der Siule auf (untere Offnung der Siule soll im
das Abfallgefd3 ragen.

Nehmen sie die untere Verschlusskappe ab und lassen sie den Lagerungspuffer aus der Saule
flieBen. Zur vollstindigen Entfernung des Lagerungspuffersmuss die Sdule 3mal mit Sml doppelt
destilliertem Wasser (ddH20) gespiilt werden. Dazu werden jeweils 5ml vorsichtig auf die Sdule

pipettiert und diese vollstdndig ablaufen gelassen.
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Dann wird in entsprechender Weise die Sdule 3mal mit 2ml Puffer B gespiilt. Im Anschluss folgt

die Aqulibrierung der Sdule mit Puffer A. Dazu werden 4mal 5ml Puffer A auf die Siule pipettiert.

2.3.2 Vorbereitung der Probe

Das Zelllysat wird bei 6000g fiir 20min bei 4°C zentrifugiert, um Zelltrimmer etc. abzutrennen.
Dazu wird das Zelllysat in die fiinf mit UF beschrifteten 50ml Zentrifugiergefi3e aufgeteilt. Ein
sechstes Gefdl wird mit Wasser so gefiillt (gleiches Gewicht wie die Proben) und dient als
Gegengewicht.

Nach der Zentrifugation wird der Uberstand iiber eine Spritze mit einem Spritzenvorfilter in das mit
LF beschriftete S0ml Zentrifugiergefal filtriert.

Aus diesem Gefdl3 werden 30ul Probe in das Eppendorfgefdl mit der Bechriftung LF tiberfiihrt. Der

Rest wird nun auf die Sdule geladen.

2.3.3 Ablauf der Aufreinigung

Laden

Erster Schritt der Aufreinigung. Unter die Sdule mit das Zentrifugiergefdl mit der Aufschrift FT
gestellt. Das aufgeschlossene und filtrierte Bakterienmaterial wird auf die Sdule geladen (vorsichtig
auf mehrere Male verteilt schiitten). Das dquilibrierte Sdulenmaterial bindet das rekombinante
Protein = Laden. Material welches nicht gebunden hat, wird als Durchfluss oder Flow-Through
(FT) bezeichnet. Aus dem Flowthrough werden 30ul in das entsprechend beschriftete
Eppendorfgefal umpipettiert.

Waschen

Der Waschschritt dient dazu, nicht oder unspezifisch an das Sdulenmaterial gebundene Proteine und
Verunreinigungen auszuwaschen. Der erste Waschschritt wird im Séulenabfall aufgefangen, der
zweite Waschschritt soll im entsprechend beschrifteten Eppi aufgefangen werden, die restlichen
wiederum im Sdulenabfall. Pipettieren sie dazu 4mal jeweils 2ml Waschpuffer = Puffer A auf die

Siule.

Elution
Im FElutionsschritt werden die spezifisch gebundenen Proteine (z.B. EGFP) vom S&dulenmaterial
gelost und ausgeschwemmt. Die Elution erfolgt mit Puffer B, indem sie 10mal jeweils 1ml auf die

Saule pipettieren und den Durchfluss im entprechenden Eppendorfgefall sammeln.

Erstellt von Susanne Miiller
In Teilen veréndert nach: Praktikumsskript: Proteinaufreinigung, -quantifizierung und Aktivitétsnachweis am Beispiel von GFP von Dr. D. Kobbe



] wissenschaft
i in die schulen!

DUE — biochemische Anwendung Praktikumsskript Datum:

2.3.4 Fluoreszenzkontrolle der Elutionsfraktionen

Da EGFP unter UV-Anregung intensiver fluoresziert, sollen alle Elutionsfraktionen unter einer UV-
Lampe verglichen werden. So koénnen die Fraktionen mit der hochsten EGFP-Konzentration
ermittelt werden. Alle zehn Elutionsfraktionen werden unter Aufsicht eines Betreuers unter eine
UV-Lampe gelegt und fotografiert. Die intensivste Fraktion (E ?) jeder Gruppe soll dann

gelektrophoretisch untersucht werden.

2.4 SDS-PAGE (Gelelektrophorese)

2.4.1 Vorbereitung der Proben

Auf SDS-Polyacrylamid-Gelen sollen die gesammelten Proben aus der Affinitdtsaufreinigungen der
fiinf Gruppen (LF, FT, W2, E?) aufgetragen werde. Jedes Gel hat 10 Spuren, wovon 2 mit Markern
beladen werden miissen. Pro Gel bleiben 8 Spuren, welche mit Proben beladen werden konnen.

Zu den Proben LF und FT in den Eppendorfgefien werden jeweils noch 30ul Puffer A
zupipettiert, um diese etwas zu verdiinnen. Von der Waschfraktion W2 und der ausgewihlten
Elutionsfraktion werden jeweils 60ul in ein neues, vorher entsprechend beschriftetes
Eppendorfgefdl umpipettiert. Alle 4 Fraktionen, die auf das Gel geladen werden sollen werden mit
je 60ul Ladepuffer versetzt. Die Eppendorfgefile werden mit einem Zusatzdeckel (Betreuer)
verschlossen und die Proben dann im Eppendorfschiittler Smin bei 95°C denaturiert. Danach wird
das Probenmaterial abkiihlen gelassen.

Nach dem Abkiihlen der Proben kénnen diese auf das Gel geladen werden.

2.4.2 Beladen und Lauf der Gele

Die Gelkammern werden mit Laufpuffer befiillt und es werden die Kdimme gezogen.

Das Ladevolumen pro Tasche betragt 30 ul. Von den Markern werden 2,5 ul auf das Gel geladen,
von ihren Proben jeweils 25 — 30 pl. Das Laden der Proben wird unter Aufsicht und Anleitung eines
Betreuers durchgefiihrt.

Der Gellauf erfolgt unter Kiithlung auf 10°C. Die angelegte Spannung betrigt pro Gel 30 mA. Der
Lauf ist beendet, wenn die Lauffront (blau) fast aus den Glasplatten lauft.

Dann werden die Gelkassetten unter Anleitung eines Betreuers ausgebaut und die Gele iiber Nacht

gefarbt.
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2.5 Inaktivierung von EGFP durch Anderung des pH-Werts

Datum:

Die Abhéngigkeit der Funktionsfihigkeit des EGFPs vom pH-Wert soll analysiert werden. Es

werden fiinf Eppendorfgefile vorbereitet und nach folgendem Schema beschriftet:

Grl / EGFP A Gr2 / EGFP B

Gr3 /EGFP C Gr4/ EGFP D

Gr5/ EGFP E

Jede Gruppe befiillt ihr GefaB3 mit 20 pl eines Mixes der drei stirksten Fraktionenen E? - E?3 der

aus der Saule gewonnen Proben E. Entsprechend der unten stehenden Tabelle gibt jede Gruppe 20

ul der entsprechenden Losung zu und beobachtet die Reaktion im Gefil3. Beobachtungen sollen in

der Tabelle notiert und gesammelt werden.

Gruppe Zugegebene Losung Beobachtung
Gruppe 1 Wasser
Gruppe 2 Verd. HCI
Gruppe 3 Konz. HCI
Gruppe 4 Verd. Natriumhydroxidlésung
Gruppe 5 Konz. Natriumhydroxidlosung
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Kurzumfrage — Feedbackbogen

Bitte fiillen Sie den kurzen anonymen Meinungsbogen aus. Kreuzen Sie dazu einfach auf der
gepunkteten Linie an, was ihrer personlichen Meinung nach zutrifft.

Die Vorbereitung im Unterricht auf das Praktikum:

kam 7u kurz .................................................................................................................................. war angemessen

Der wihrend der Unterrichtseinheit und des Praktikums behandelte Stoff war:

7u SCthGI'lg .......................................................................................................................................................... angemessen

Ich konnte die inhaltlichen Grundlagen des Praktikums an Hand der Unterrichtseinheit:

VeI'SteheIl .......................................................................................................................................................... IllCht l'laChVOHZIGhel’l
Ich fand das Praktikum
Zu anspruchsvoll .......................................................................................................................................................... Zu 1€1Cht

Das Praktikum war:

abWGChShlngSI'CICh .................................................................................................................................. langwelllg

Platz fiir: Kritik, Anregung,...




