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Protein Expression

Genomische DNA

Escherichia coli

Vektormolekül 
(Plasmid)

PCR

ProteinReinigung



Aktivitätstest

Zellen vor Induktion

Rohextrakt

Druchlauf Wasch 1

Wasch 2

Eluat 1

Eluat 2

Eluat 3

• Platte in 9 Teile unterteilen

• 10 µl der verschiedenen Proben auftragen

Zellen nach Induktion



Aktivitätstest



IMAC



Proteinbestimmung



Westernblot
 = Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten 

Proteinen auf eine Träger-Membran (PVDF = Polyvinylidenfluorid; 
Nitrocellulose)

1. Elektrophoretische Auftrennung (SDS-PAGE)
2. Elektrophoretischer Transfer der Proteine vom Gel auf eine 

Membran
3. Immunodetektion mit spezifischen Antikörpern

SDS-PAGE

Protein Transfer 
auf PVDF-
Membran

Markierung mit 
spezifischen 
Antikörpern Entwicklung

Immunodetektion



Westernblot
 Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen 

auf eine Träger-Membran (PVDF = Polyvinylidenfuorid; 
Nitrocellulose)



Westernblot

Wet-oder Tank-Blot-System

• SDS-Gel, Fiber pads und Filter Papier in Transferpuffer equilibrieren
• PVDF Membran zunächst in 100% Methanol aktivieren und dann in 

Transferpuffer equilibrieren



Immunodetektion

Blocken der freien Bindestellen 
auf der Membran, mit 30 ml TBST 
+ 0,5 % Milchpulver unter laufendem 
Vakuum 

Waschen, 3 x mit je 30 ml TBST-Puffer (1x 
TBS + 0,3% Tween-20) unter laufendem 
Vakuum 

AP-konjugierter Primärantikörper
Anti-His-tag AK, 1:1000 ( 3 μl in 3 ml 
TBST + 0,5 % Milchpulver 10 min ohne 
Vakuum 

Waschen, 3 x mit je 30 ml TBST-Puffer (1x 
PBS + 0,3% Tween-20) und 2 x mit 30 ml TBS 
unter laufendem Vakuum 



• SNAP i.d.™ Western Blot-
System ermöglicht den 
Proteinnachweis auf der 
Blottingmembran innerhalb 
von 30-60 Minuten.

• Mittels Vakuum werden alle 
verwendeten Lösungen 
durch die Membran gesaugt.

Vorteile:
• Blots mit niedrigem 

Hintergrund

• Zeitersparnis von 
mindestens 4 Stunden

SNAP i.d. Western Blot System



Immunodetektion

AP

CDP-Star

CDP-Star
dephosphoryliert

Primärer Antikörper:     
Anti-His-Tag AK
(rabbit (Firma Abcam)

Alkalische Phosphatase
(AP) konjugiert

Substrat: CDP Star



Immunodetektion

AP

CDP-Star

CDP-Star
dephosphoryliert



Immunodetektion

 Entwickeln: 2 x mit H2O bidest. waschen 
 Blot in eine Klarsichthülle legen (mit EtOH

säubern) und mit ~ 1 ml CDP-Star 
überschichten (je nach Blotgröße!) 

 Folie blasenfrei! schließen 
 5 min Inkubation 
 Detektion der Chemilumineszens

VersaDoc (BioRad) 



Immunodetektion

AP

CDP-Star

CDP-Star
dephosphoryliert

AP

CDP-Star

CDP-Star
dephosphorylie

• antigenspezifischer Primärantikörper 
(unkonjugiert), z.B. aus der Maus

• Enzymkonjugierter Sekundärantikörper 
gegen den Primärantikörper (z.B. aus der 
Ziege gegen Mausantikörper)
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Energieverlaufsdiagramm

• Die Differenz zwischen freier 
Energie der Edukte und freier 
Energie des aktivierten 
Übergangszustands muss 
überwunden werden

• Enzyme (Katalysatoren) senken die 
Aktivierungsenergie, beschleunigen 
die Einstellung des Gleichgewichts, 
verändern aber dessen Lage nicht

• Enzyme verändern die Kinetik einer 
Reaktion nicht aber die Energetik



Enzymkinetik

E + S (ES ↔ EP) E + P
k1 k2

k-1 k-2

E + P

• Enzyme katalysieren eine Reaktion, indem sie den Überganszustand einer 
Reaktion begünstigen (die Aktivierungsenergie G* erniedrigen).

• Bei der Katalyse bilden Enzym und Substrat einen Enzym-Substrat-Komplex 
aus, der dann zum Produkt weiterreagieren kann



Enzymkinetik
● Untersuchung des Mechanismus einer Enzymreaktion 
● „in vitro“ mit gereinigten Enzymen
→ Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit und wie diese durch 
Veränderung der Versuchsparameter beeinflusst wird



Enzymkinetik

• [S] beeinflusst die Geschwindigkeit einer 
enzymkatalysierten Reaktion

• Problem: [S] verändert sich 
während der Reaktion → Umwandlung zu 
Produkt

• Ansatz: Messung der  Anfangsgeschwindigkeit 
(V0) wo [S]>>[P] (>>[E]) und bei kurzen 
Messzeiten → Änderung von [S] 
vernachlässigbar, [S] kann als Konstante 
betrachtet werden

E + S (ES ↔ EP) E + P
k1 k2

k-1 k-2



Michaelis-Menten-Gleichung

E + S ES E + P
k1 k2

k-1 k-2

• Die MM-Kinetik formuliert einen Ausdruck, 
der die Katalysegeschwindigkeit mit den 
Substrat- und Enzymkonzentration verbindet. 

• Das MM-Modell ist das einfachste, mit dem 
man die kinetischen Eigenschaften vieler 
enzymkatalysierter Reaktionen beschreiben 
kann

Vmax: Maximalgeschwindigkeit
KM: Substratkonzentration bei der ½ Vmax erreicht wird = Maß für die Affinität des Enzyms zu Substrat

V0 = Vmax
[S]

[S]+KM



Michaelis-Menten-Gleichung

V0 = Vmax
[S]

[S]+KM

[S] << KM: V0 =
Vmax [S]
KM

→ V0 direkt proportional [S]

[S] >> KM: V0 = Vmax

→ V0 durch Erhöhung von [S] nicht 
mehr steigerbar ([S]/[S]+KM = 1)

[S] = KM: V0 = ½ Vmax

→ [S]/[S]+KM = ½ ; KM ist diejenige 
Substratkonzentration bei der die 
Hälfte der Maximalgeschwindigkeit 
erreicht ist

(= k2 [Et])



Lineweaver-Burk-Blot

V0 = Vmax
[S]

[S]+KM

1
V0

= Vmax

KM 1
[S] +

1
Vmax

→



Esterase

R-O-C-R‘
O

R-OH O-C-R‘
O

-
+

Glycerin-Ester
(Tributyrin)

Alkohol
(Gycerol)

Säure
(Butyrat)

H2O

Esterase (EC 3.1.1.1):
 Carboxylester-Hydrolasen, 

hydrolysieren Glycerinester von 
kurzkettigen Fettsäuren (C<10)

 Aufbau des aktiven Zentrums, 
Hydrolyse-Mechanismus 
weitgehend identisch mit 
Lipasen (Unterschied: Kinetik 
der Umsetzung hydrophober 
Substrate)

H
O

H

3



Enzymaktivität

Enzymaktivität: Units (U), 1 U = 1 µmol Substrat pro min (bzw. Produkt bildet)

U =
µmole Sverbraucht (Produktgebildet)

min

Spezifische Enzymaktivität = U pro mg Enzym (U/mg)

Wechselzahl kkat= Anzahl der Substratmoleküle, die pro Enzymmolekül in 
einer Sekunde umgesetzt werden (sec-1)

(→  Stoffmengenumsatz pro Zeiteinheit)



Esterase - Enzymassay

-

λ = 410 nm
ɛ = 1.2 mM-1 cm-1• 100 mM Kaliumphosphat-Puffer

1 mM pNP-Butyrat (-Laurat)
10 µg gereinigtes Enzym
(1 ml Endvolumen)

• 10 min Inkubation
• E410 gegen Referenz



Lambert-Beersches Gesetz

E = ɛ * c * d

Ɛ = molarer Extinktiondkoeffizient
c = Konzentration
d = Schichtdicke (1 cm)

c = E / (ɛ * d)

d

c, ɛ

I1 = I0 e-ɛ‘cd

→ I1/I0= e-ɛ‘cd

→ lg (I0/I1)= ɛ*c*d = E

Schwächung der Strahlungsintensität in Abhängigkeit von der Weglänge
und der Konzentration beim Durchgang durch eine absorbierende Substanz



Esterase - Enzymassay

-

λ = 410 nm
ɛ = 1.2 mM-1 cm-1

Substrat
Temp. 

[°C]
ΔE410

Konzentration

pNP

[µM]=[µmole/l]

Stoffmenge 

pNP [µmol]

Spez. Aktivität 

[U/mg]

pNP-
RT 0,12 100,0 0,10 1,0

/ɛ
*Assayvolumen

(0,001 l)

/eingesetzte 
Proteinmenge 

(0,01 mg)

/Zeit in min



Esterase - Enzymassay

-

λ = 410 nm
ɛ = 1.2 mM-1 cm-1

• Enzymaktivität in Abhängigkeit von der Temperatur mit pNP-Butyrat und 
pNP-Laurat

• Enzymaktivität in Abhängigkeit von der Substratkonzentration

Inkl. jeweils der graphischen Darstellung



Reaktionsgeschwindigkeit  und Temperatur

k

Temperatur

k = A e -Ea/RT

• Reaktionsgeschwindigkeit steigt 
exponentiell mit der Temperatur an, 
umso schneller je kleiner die 
Aktivierungsenergie (Ea)

• je kleiner die Aktivierungsenergie 
desto höher die 
Reaktionsgeschwindigkeit

Arrhenius-Gleichung:

• Die Geschwindigkeit einer Reaktion ist neben der Konzentration der 
Reaktanten ( RG = k [A][B]) abhängig von und der Temperatur



Temperaturoptimum
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Temperatur

Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit 
gemäß der Arrhenius-Gleichung

Absinken der Aktivität infolge 
thermischer Denaturierung

Temperaturoptimum


