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Aktivitatstest

* Platte in 9 Teile unterteilen

» 10 pl der verschiedenen Proben auftragen

Zellen vor Induktion Eluat 3

Zellen nach Induktion Eluat 2

Eluat 1

Rohextrakt
Wasch 2



Aktivitatstest
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Figure 22, Denaturing and nafive perification of heferclogowsly expressad DHFR, NI nonindvced celfs; I oalls
inducad with PTE, CL deared lsare; FT: fowstirovgh; W wasfy ET-E3: alvares, 105 of DHFR i3 presen in
sofubrle form, which can be effechively purified vnder nafive condifions.




Proteinbestimmung




Westernblot

» = Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten

Proteinen auf eine Trager-Membran (pvDF = Polyvinylidenfluorid;
Nitrocellulose)

1. Elektrophoretische Auftrennung (SDS-PAGE)

2. Elektrophoretischer Transfer der Proteine vom Gel auf eine
Membran

3. Immunodetektion mit spezifischen Antikorpern

Immunodetektion
A

[

Protein Transfer Markierung mit
auf PVDF- spezifischen .
SDS-PAGE Membran Antikdrpern Entwicklung
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Westernblot

» Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen
auf eine Trager-Membran (PVDF = Polyvinylidenfuorid,;
Nitrocellulose)
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Westernblot

Fiber pad
Filter paper
Membrane
Gel

Filter paper
Fiber pad

Wet-oder Tank-Blot-System

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



Immunodetektion

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

Blocken der freien Bindestellen

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

AP-konjugierter Primarantikorper
Anti-His-tag AK, 1:1000 ( 3 ulin 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

Sample Prep

Electrophoresis

Membrane Transfer

Blocking

Antibody addition

Detection

'
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SNAP i.d. Western Blot System

« SNAP i.d.™ Western Blot- Sample Prep
System ermoglicht den *
Proteinnachweis auf der
Blottingmembran innerhalb
von 30-60 Minuten. +

Membrane Transfer

Electrophoresis

« Mittels Vakuum werden alle
verwendeten Losungen +
durch die Membran gesaugt.

Blocking
Vorteile: *.
« Blots mit niedrigem Antibody addition
Hintergrund
« Zeitersparnis von *

mindestens 4 Stunden
Detection



Immunodetektion

CDP-Star

&
' CDP-Star

dephosphoryliert

-

» Primarer Antikorper:
Anti-His-Tag AK
(rabbit (Firma Abcam)

» Alkalische Phosphatase
(AP) konjugiert
» Substrat: CDP Star



Immunodetektion

OMe
CDP-Star

CDP-Star
2-Chioro-5-{4-methaxyspiro] 1, 2-dicxetane-3,2L
{5L-chioro)-tricyelo [3,3.1,137 Jdecan)-4-yi)-

1-phenyl phosphate

CDP-Star

dephosphoryliert

Unstable
intermediate




Immunodetektion

» Entwickeln: 2 x mit H,O bidest. waschen

» Blot in eine Klarsichthulle legen (mit EtOH
saubern) und mit ~ 1 ml CDP-Star |
uberschichten (je nach Blotgrol3e!)

» Folie blasenfrei! schliel3en
» 5 min Inkubation

» Detektion der Chemilumineszens
VersaDoc (BioRad)

VersaDoc
| E




Immunodetektion

CDP-Star CDP-Star

CDP-Star \ CDP-Star
dephosphoryliert dephosphorylie

« antigenspezifischer Primarantikorper
(unkonjugiert), z.B. aus der Maus

AP

* Enzymkonjugierter Sekundarantikorper
gegen den Primarantikorper (z.B. aus der
Ziege gegen Mausantikorper)
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Energieverlaufsdiagramm

Free energy —

Transition state, S*
N

AG* (uncatalyzed)

Substrate

N
e AG* (catalyzed)
S | R i

AG

for the
reaction

Product

Reaction progress —

» Die Differenz zwischen freier

Energie der Edukte und freier
Energie des aktivierten
Ubergangszustands muss
uberwunden werden

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

Enzyme verandern die Kinetik einer
Reaktion nicht aber die Energetik



Enzymkinetik

K K

E+S +—— (ESwEP)+— E+P

-1 K.
Substrate %
+ — . E+P

Active
site

v

ES complex

Enzyme

Enzyme katalysieren eine Reaktion, indem sie den Uberganszustand einer
Reaktion begunstigen (die Aktivierungsenergie AG* erniedrigen).

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



Enzymkinetik

e Untersuchung des Mechanismus einer Enzymreaktion

e .in vitro“ mit gereinigten Enzymen
— Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit und wie diese durch
Veranderung der Versuchsparameter beeinflusst wird

Maud Menten
1875-1949 1879-1960




Product —

Enzymkinetik

k K
E+S <— (ES«EP)<— E+P
-1 -2
Equilibrium
/ [S] beeinflusst die Geschwindigkeit einer

[Sa] enzymkatalysierten Reaktion
Problem: [S] verandert sich

S

[S5] wahrend der Reaktion — Umwandlung zu
Produkt

[S2]

[54]

Time —

Ansatz: Messung der Anfangsgeschwindigkeit
(Vo) wo [S]>>[P] (>>[E]) und bei kurzen
Messzeiten — Anderung von [S]
vernachlassigbar, [S] kann als Konstante
betrachtet werden



Michaelis-Menten-Gleichung

K4 K,
E+S «—— ES — E+P
K4 K,
/-Vmax . . . . .
Vinax « Die MM-Kinetik formuliert einen Ausdruck,

Vmax/2 D

Reaction velocity (V) —

Substrate concentration [S] —

V.. Maximalgeschwindigkeit

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

[S]
[SI+Ky

Ku: Substratkonzentration bei der 2 V,,,, erreicht wird = MaR fur die Affinitat des Enzyms zu Substrat



Reaction velocity (V) —

<

3

Michaelis-Menten-Gleichung

<

/" Vmax

max

o
3
>~
N
T
|
|

Vmax [S]

[S] <<Ky: Vo= Ky

— V, direkt proportional [S]

[S] >> KM: VO = Vmax (= k2 [Et])

— V,durch Erhohung von [S] nicht
mehr steigerbar ([S)/[S]+K,, = 1)

[S] = KM: VO =7 Vmax

— [SV[S]+K,, = 72 ; K, ist diejenige
Substratkonzentration bei der die
Halfte der Maximalgeschwindigkeit
erreicht ist



Lineweaver-Burk-Blot

V0= Vmax [S] — 1 = KM 1 +

1
[S]"‘KM Voo Vinax [S] Vimax

max

1/Vy| Steigung = K/ Vinax

Reaktionsgeschwindigkeit (V) —

Via/2 F—— x-Achsenabschnitt
| = -1/Km
| ‘
: S y-Achsenabschnitt
I = ]/Vmax
:/ K
]
0 1/[S]

Substratkonzentration [S] —

) ) Aus: Berg/Tymoczko/Stryer, Biochemie, 6. Aufl., © 2007 Elsevier GmbH
Aus: Berg/Tymoczko/Stryer, Biochemie, 6. Aufl., © 2007 Elsevier GmbH i



Esterase

Tributyrin

e

—o

0 ]
C—0 C—0 (=0

)

o] H,0 e)
R-O-C-R N . ROH + 310-CR
Glycerin-Ester Alkohol Saure
(Tributyrin) (Gycerol) (Butyrat)

Esterase (EC 3.1.1.1):

» Carboxylester-Hydrolasen, Enzyme+ j\
hydrolysieren Glycerinester von i\i o
kurzkettigen Fettsduren (C<10) 1

» Aufbau des aktiven Zentrums, O)\\x __H
Hydrolyse-Mechanismus "y \/— Nucteopite Q) H

weitgehend identisch mit

Lipasen (Unterschied: Kinetik
der Umsetzung hydrophober J |
Substrate) X Nucleophile

Enzyme

N



Enzymaktivitat

Enzymaktivitat: Units (U), 1 U =1 pmol Substrat pro min (bzw. Produkt bildet)

pmole S, ¢rpraucnt (Produ ktgebildet)
min

Spezifische Enzymaktivitat = U pro mg Enzym (U/mgq)

Wechselzahl k, .= Anzahl der Substratmolekule, die pro Enzymmolekul in
einer Sekunde umgesetzt werden (sec™)

(— Stoffmengenumsatz pro Zeiteinheit)



Esterase - Enzymassay

OW Esterase 0 HO
> N W
O\N+£ j O O\N”j j o

|| O ||
O O
. p.Nitrophenol Buttersiure
p-Nitrophenylbutyrat
A=410 nm
100 mM Kaliumphosphat-Puffer e=1.2mM'cm’

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

10 min Inkubation
E,.o gegen Referenz



Lambert-Beersches Gesetz

Schwachung der Strahlungsintensitat in Abhangigkeit von der Weglange
und der Konzentration beim Durchgang durch eine absorbierende Substanz

= | e-e‘cd
1 0
e = liflo= €™
| —1g (I/1,)=€*c*d = E
d
E=¢e*c*d > c=E/(e*d)

€ = molarer Extinktiondkoeffizient
¢ = Konzentration
d = Schichtdicke (1 cm)



Esterase - Enzymassay

Om/\/ Esterase O HO
o\N+ 0 O\N+ 5
I T HO I
0 O
. p.Nitrophenol Buttersiure
p-Nitrophenylbutyrat
A =410 nm
£ =1.2mM"cm
/eingesetzte
*Assayvolumen  Proteinmenge
le (0,001 1) (0,01 mg)
Konzentration
Temp. Stoffmenge Spez. Aktivitat
Substrat C] AE,, pNP NP [umol] [U/ma]
[ [MM]=[amole/l] P H g
RT 0,12 100,0 0,10 1,0
pNP-




Esterase - Enzymassay

Om/\/ Esterase O/O HO

_|_
o 1) 0 T
o\N+ 0 N 5

I T HO I
0 0

v

p-Nitrophenylbutyrat p-Nitrophenol Buttersdure

A=410 nm
£=1.2 mM'cm!

« Enzymaktivitat in Abhangigkeit von der Temperatur mit pNP-Butyrat und
pNP-Laurat
« Enzymaktivitat in Abhangigkeit von der Substratkonzentration

Inkl. jeweils der graphischen Darstellung



Reaktionsgeschwindigkeit und Temperatur

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

Arrhenius-Gleichung:

_E_/RT
k=Ae

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

* je kleiner die Aktivierungsenergie
desto hoher die
Reaktionsgeschwindigkeit

v

Temperatur



Temperaturoptimum

spez. Aktivitat

A

Temperaturoptimum

Absinken der Aktivitat infolge
+ thermischer Denaturierung

\ Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit
gemal} der Arrhenius-Gleichung

v

Temperatur



