PROKARYOTES

It turns out that prokaryotes can also remember previous pathogens they've encountered
in what can be considered an analogous system to vertebrate adaptive immunity. The
CRISPR-Cas system allows microbes to insert spacers, short bits of plasmid or virus DNA,
into the CRISPR cassettes, clusters of spacers interspersed with short direct repeats.

The expression of these sequences can be processed by the cell and used to guide the
targeted destruction of plasmid or viral DNA.

— ~—~
‘A bit of viral DNA is integrated Viral DNA o7 r.’ 3
into the host's genome as a new < B _,)
spacer in the CRISPR cassette. L
7
Casl-Cas2
complex
New
Cascade
complex

—o

o
- \
e Upon subsequent
reinfection and
CRISPR s
cassette recos"“fo"
crRNAS _ of a matching

target sequence,

the Cascade complex
cleaves the viral DNA.

When expressed and
processed, the resulting
CRISPR targeting RNAs
(crRNAs) team up with
Cas proteins to form
the core of so-called
Cascade complexes.

TRANSPOSON CONNECTION: The function of Cas, the key enzyme of
CRISPR-Cas that is responsible for the acquisition of foreign DNA as spacers within
CRISPR units, resembles the activity of MGE recombinases. In the recently discovered
casposons, a distinct group of transposons, a Cas1 homolog is predicted to function
as a recombinase.

4. CRISPR-Cas Verfahren

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CAS - CRISPR associated proteins
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4. CRISPR-Cas9 Verfahren zur Mutation

WIKIPEDIA:

Die Endonuklease Cas9 (von CRISPR-associated) kann

eine bestimmte RNA-Sequenz (crRNA repeat, Sequenz
GUUUUAGAGCU(A/G)UG(C/U)UGUUUUG) binden. Diese
crRNA repeat-Sequenz bildet eine RNA-Sekundarstruktur

und wird dann von Cas9 gebunden. Als zweiten Tell besitzt

die crRNA eine Sequenz, welche komplementar zur Ziel-

DNA ist und an die Ziel-DNA bindet (crRNA spacer).

Wird an eine crRNA repeat-Sequenz anstatt der nattrlich
vorkommenden crRNA spacer-Sequenz eine andere, zu

einer DNA-Zielsequenz komplementare RNA-Sequenz

angeflgt und diese crRNA zu einer zur DNA-Sequenz

analogen RNA (tracrRNA, von engl. trans-acting CRISPR
RNA) hinzugegeben, schneidet Cas9 die DNA nahe dég 11 m
Zielsequenz. Die beiden RNA-Stranae der crRNA unddei Rostoex 2



http://de.wikipedia.org/wiki/Endonuklease
http://de.wikipedia.org/wiki/Sekund%C3%A4rstruktur
http://de.wikipedia.org/wiki/Hybridisierung_%28Molekularbiologie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Deletion

4. Entwicklung des CRISPR-Cas9 Verfahrens zur Mutation

d Protospacsr tracrAMNA b crAMA fracrAMA
—— | | | Fusion of
T criMA + tracrRNA
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Figure 3 Maturally occurring and engineered - — _”é—---- ===€_ -
CRISPR-Cas systems. (a) Naturally occurring . Il' | | | T DNA si
CRISPR systems incorporate foreign DNA Target DNA site Casd | Casl % | arget st
sequences into CRISPR arrays, which then &?ﬁﬂ_ \ / -:CI::;BQFE'I’:':
produce crRMAs bearing “protospacer” regions lrEIE:'HN;ﬁ complex e . - mﬁglax
that are complementary to the foreign DMNA P T T—— s
site. crRNAs hybridize to tracrRNAs (also
encoded by the CRISPR system) and this pair
of RMNAs can associate with the Cas9 nuclease. C
crRNA-tracrRNA:Cas® complexes recognize and
cleave foreign DNAs bearing the protospacer criMA
sequences. (b) The most widely used engineered i FLLLLI= DL i -~
CRISPR-Cas system utilizes a fusion between tracriNA 3% = \
a crRMNA and part of the tracrRNA sequence. <\l
This single gRNA complexes with Cas9 to |

gRMA { ’

j
|

/

mediate cleavage of target DNA sites that are .VSIOIogie
complementary to the 5 20 nt of the gRNA and
that lie next to a PAM sequence. (c) Example
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sequences of a crRNA-tracrRNA hybrid

and a gRMNA. "Rostock




4. CRISPR-Cas9 Verfahren zur Mutation nutzt einen
natlrlichen DNA-Reparaturprozess

REVIEW

nature
biotechnology

CRISPR-Cas systems for editing, regulating
and targeting genomes

Jeffry D Sander!2 & J Keith Joung!-?
Z

Nuclease-induced
double-strand break

NHEJ
De\etlons|: _______ . [ ONOF
....... - template
Insertions |: _/{
aEEE HDR
Variable length
indels *

v

| E—
Precise insertion or modification

Figure 1 Nuclease-induced genome editing. Nuclease-induced double-

strand breaks (DSBs) can be repaired by nonhomologous end joining

(NHEJ) or homology-directed repair (HDR) pathways. Imprecise NHEJ-

mediated repair can produce insertion and/or deletion mutations of

variable length at the site of the DSB. HDR-mediated repair can introduce

precise point mutations or insertions from a single-stranded or double- .
stranded DNA donor template. \/

N
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REVIEW
nature
biotechnology

Problem: sogenannte off tar

CRISPR-Cas systems for editing, regulating
and targeting genomes

Jeffry D Sander!2 & J Keith Joung!-2

C I .

. . fll. '_> :: ..: lnde'
l\,\m /;
o E-a 5
e g
b e N
- — e HH Insertion or replacement
\_Cas9 '
\\\ J
B
C . o
T 3..— ::--’— 3 — - Large deletion or rearrangement
| Cas9 \_Cas9
& A > 4
d . W pON
i — - —» ==::: Gene activation
\ | TSS 'TSS
\ @Cas9 “lk 4 \ acwsv % P
€ —— ey sesmee——————oLi...  Other modification,

e.g., chromatin or DNA modification

EGFP

Imaging location
) of genomic locus

Figure 2 Overview of various Cas9-based
applications. (a,b) gRMA-directed Cas? nuclease
can induce indel mutations (a) or specific
sequence replacement or insertion (b). (c) Pairs
of gRMA-directed Cas9 nucleases can stimulate
|arge deletions or genomic rearrangements
le.g., inversions or translocations). (d-f) gRNA-
directed dCas9 can be fused to activation
domains (d) to mediate upregulation of specific
endogenous genes, heterologous effector
domains (e} to alter histone modifications or
DMA methylation, or fluorescent proteins (f) to
enable imaging of specific genomic loci.

TS5, transcription start site.

Katie Vicari
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Untersuchung und Verifikation der Mutationen durch
Komplementation

Komplementation mit nativem Gen, essentielle Kontrolle
Komplementation mit deletiertem/mutiertem Gen

Komplementation mit homologem (orthologem) Gen aus anderen
Arten

Komplementation mit Gen, dessen Domanen (domain swapping) bzw.
AS-Reste (site-directed) ausgetauscht worden sind

Untersuchungen mehrerer unabhangiger Mutanten im gleichen Gen

\v
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2. Site directed mutagenesis

- Gezielter Austausch einer Aminosaure gegen eine andere, auch grof3ere
Umbauten moglich

- Herstellung der codierenden Sequenz des Zielgens (PCR, Klon)
- Herstellung von Primern mit Punktmutationen

- Nutzung der Primer zur PCR

- Klonierung der geanderten DNA

- Proteinexpression — Enzymaktivitat

- Transformation — Phanotyp

- Heute bei gentigend Geld — komplette Gensynthese

\v
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be altered, and acts g
duplex DNA (with on
then used to transfo;
repair will produce
Sequence change,

pproaches to site-directed mu- TN
segment is synthesized and is

A fragment that has been

th a restriction endonucle-

tide is symthesized with a

ge at one position. This is

-stranded copy of the gena to
8 primer for synthesis of a

e mismatch). This DNA is

rm cells, Cellular mismateh

some clones with the desired

Kits fr random Mutagenesis \\

Recombinant
plazmid DNA o

—_— Single atrand
of recombinant
lasmid DNA

{Feno

Migonuclentide
with sequence change

Synthetic DNA

fragment with specific

]m.-;e—pmr c]mngc N 8 DMA palvrnerase,
dNTPs, DNA lgase

DMA lignse

Flazmid contains
-Bene with desired
base-pair change,

Lranafirmation
af 1§, eali colls;

Aﬂepair of DMNA

In E. ealf cells, about half
of plasmids will have gene with
desived base-pair change,

Pflanzenphysiologie

PUR

Universitiat Rostock

e %

N



Methoden und Anwendungen der Gentechnik

Einfihrung, Enzyme als Werkzeuge der Gentechnik
Plasmide, Phagen und andere Vektoren

Herstellung von Genbanken

Screening von Genbanken

Promotoranalyse und Reportergene
Sequenzierungsverfahren

Arbeiten mit RNS (Reinigung, reverse transcription ...)
,omics“ Methoden

Mutagenese-Verfahren

10. Funktionelle Genomanalyse

11. Expressionssysteme flur Proteine

12. (Praktikum, 13.2.-24.2.2017, 9.00 bis max. 17.00 Uhr)

© 0o NO O WDHE
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Warum brauchen wir so etwas?

1. Untersuchung der Struktur, Funktion und EXxp
- Wurde die richtige DNA-Sequenz isoliert?
- Welche Funktion besitzt das Genprodukt?

2. Untersuchung der Struktur, Funktion und Bios
Proteinen
- Analyse von Struktur-Funktionsbeziehungen
- Einflhrung stabiler Isotope (15N, 2H, 13C, vor allem fir NMR)
- Enzymatische Analyse
- Herstellung und Analyse von Mutantenproteinen

3. Medizinische und biotechnologische Anwendungen

- Kostengunstige Herstellung von nieder- und hochmolekularen
Substanzen unterschiedlichster Art (Medizin, Industrie)

- Insulin, Proteasen, Laccasen

\v
v
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Beispielsweise fur Impfstoffe

Hepatitis B ist weltweit verbreitete Krankheit
- Hervorgerufen durch Hepatitis B-Virus (HBV).

- Bewirkt zellzerstorende Entzindungen mit schwerer Beeintrachtigung
der Leberfunktion

Zwei Arten von Hepatitis B-Vakzinen sind verflgbar:
1. Aus Blutplasma
- Kontaminationsrisiko (z.B. HIV)

- Komplexe Produktionsverfahren und aufwandige Testung
- Hohe Kosten

2. Gentechnisch hergestelit
- Hohe Qualitat bei geringen Kosten

N

Pflanzenphysiologie
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Beispielsweise in der Grundlagenforschung
Funktionelle Beschreibung der Photorespiration

~ N
Cl)H,O-PO§ ?H,O-Pog' Rubisco (I:Hzo-Pog'
H-C-OH CI)=O COO
coo H-CIJ—OH 0, (IJOO'
ADP H-C-OH H-C-OH
@ D-Glycerate kinase CH,0-PO* H,0-PO; P
ATP i
CH,0H (I:HZOH
H—<|:-0H coo
OO0 Chloroplast
1\ J
CH,0H (I:H,OH
H-C-OH Coo
coo
NAD* 0,
NADH H,0,~» H,0
CH,0H
| CH=0
C=0 |
| coo
[efe]e]
Glu
2-0G
CH,0H
H-G-NH; CH,-NH;
CO0 coo
f el Serine hyd thyltransf CH,-NH; b
H-G-NH: @ erine hydroxymethyltransferase il
; coo
€00 -THF
\ Glycine decarboxylase /2~ )
THF ——— 4 f
NH, NADH CO,
U L P
S Mitochondrion )

Matrex®GreenA

0,5 -

Aktivitat [umol-min-1]

0,0

50 kDa
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Beispielsweise in der Grundlagenforschung
~ Kiristallisierung des P-Proteins
& |

Hasse et al., 2010, Acta Cryst. F66, 187-191

Beugungsmuster

Methoden und Anwendungen der Gentechnik. 12 Expressionssysteme fir Proteine

Seite 13
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Gemeinsame Eigenschaften von
EXpressionssystemen

Gen-Klonierung in einen Expressionsvektor
Transformation des Wirtsorganismus
Selektion der Transformanden

Anzucht des Wirtsorganismus und Expression
Reinigung des Proteins

A A
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Einige Problembereiche

Herstellung rekombinanter Proteine in angemessener
Ausbeute ist oft schwierig
- Instabilitat
« der Stamme & Plasmide
* des Antibiotikums (z.B. Ampicillin wird hydrolysiert)
- Geringe Ausbeute
* Proteolyse

* Arg-Codons AGA und AGG werden in Eukaryoten oft, in E.
coli jedoch selten benutzt (= tRNA-Uberexpression)

- Keine biologische Aktivitat
« Post-translationale Prozessierung (Disulfid-Bricken ...)
« Faltung

Pflanzenphysiologie
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Wie wird ein einfacher Klonierungsvektor zum
EXxpressionsvektor?

1. Elemente fur Transkription
- Promotor,
- Terminator,

- Regulationssequenzen (z.B. lac-Operator, lac-Repressor,
Introns)

2. Elemente flr Translation
- Ribosomenbindungsstelle (in Bakterien Shine-Dalgarno)
- Translationsinitiation (ATG, oder, selten GTG oder TTG)
- Translationstermination (TAA, TGA, TAG)

Pflanzenphysiologie
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Wie funktioniert das? Was brauchen wir?

REKOMBINANTER TRANSGENE
EXPRESSIONSVEKTOR WIRTSZELLE

Promotor& ‘1' / \

Kontrolle
Y
>
N
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Systeme zur heterologen Genexpression

Hauptgruppen

Escherichia coli

Bacillus subtilis

Hefe

Baculovirus & Insektenzellen
Sauger-Zellen

Pflanzen

- Jedes System besitzt spezifische Vor- und Nachtelle

N2 20 20\ 20 2 \%

- Erfolgreiche Synthese von Fremdproteinen ist in jedem
System im wesentlichen empirisch

Pflanzenphysiologie
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Es gibt kein ideales Expressionssystem:
Voruberlegungen

Hohe Ausbeute erforderlich?
(Korrekte) biologische Aktivitat erforderlich?
(Korrekte) posttranslation. Modifikationen erforderlich?

Einfache Reinigung erwinscht?
- Intrazellulare Akkumulation
- Exkretion ins Medium

Hohe Reinheit erforderlich?
Aufwand und Kosten, spezifische Gerate
Haben wir (oder Kollegen) schon Erfahrungen?

N2 2 2 Z

N2 2 4

Pflanzenphysiologie  ~;
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Systeme zur heterologen Genexpression
1. Escherichia coli

Vorteile:

- Einfache gentechnische
Manipulation

- Viele und gut kontrollierbare
Vektoren

- Kurze Generationszeit

- Anzucht einfach & billig

Nachteile:
- Oft geringe Ausbeute
- Viele toxische Proteine
- Renaturierungsprobleme
(Inclusion bodies)
- Bel eukaryotischen Proteinen
- Keine (falsche) post-
translationale
Prozessierung
- Codon usage / tRNA
9
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1.

Escherichia coll

1.1 Expressionsvektoren - Allgemeines

: ) /Nde | OR Nco |
Belsplel PET3 (von pBR322) /rgene 10 leader
-  pBR322 Replikations-Origin /Bu_rrn_ll_-;l
-  Ampicillin-Resistenz (bla)
- Nde I/Nco I-Klonierungsort ET-3 . |
-2 Veciors
- T7-Gen-10-Leader P 4.6 kb ." |
- BamH I-Klonierungsort ampicillin
- T7-Gen-10-Terminator
- T7-Polymerase von Wirtszelle /\/
(trans-Bereitstellung) .
IpBRSQQ ori
pET-3a NdelI BamH I
GAAGGAGATATACAT ATG |GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGC |cGA TCC
M A S M T Q Q M G R G S
STRT
<RBS—> S T7-Gen-10 Leader-Peptid-------- >
fir optimale Translation
Methoden und Anwendungen der Gentechnik. 12 Expressionssysteme fir Proteine Seite 22



1. Escherichia coll
1.2. EXxpressionsvektoren — In-frame-Klonierung

v 3 v

pET-3a NdelI BamH I
GAAGGAGATATACAT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGC GGA TCC
pPET-3b CGG_GAT CCG
pET-3c CGG_ATC CGG
NcolI
pET-3d ACC ATG GCT - - - - == - == ——= ——= —-—= —-—-—- —--- —-—-—- (CGG ATC CGG
M A S M T G G Q Q M G R I R
R G S
R D P
R I R
<RBS~> START €T7 gene 10 leader peptide--------------- >

Pflanzenphysiologie
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J-ampicillin
~ 1bBR322 ori
rNde I OR Nco |
RBS .*3 gene 10 leader
PT7/lac O ;." /rBumH |
N ™\
laclg i

Escherichia coli
Optimierte Expressionsvektoren

/Nde I OR Nco |
/rgene 10 leader
/| ~BamH 1

TT7

pPET-3 vectors "‘| "'
4.6 kb [ b

pET-11 vectors = /
5.7 kb

PET3

= nicht reprimierbar (leaky)

pET11

- lacl9 Repressor (less leaky)

PET28

-  Affinitatstag (less leaky &
Affinitats-Reinigung)

gene 10 RBS
PT7/lacO

laclqg

\"'-.‘.Iampicillin

/'
-~ “1pBR322 o

Methoden und Anwendungen der Gentechnik. 12 Expressionssysteme fir Proteine

Seite 24
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1. Escherichia coli

1.4. Expressionskontrolle

Repression:

1. Transkription von T7 RNA-Polymerase und
Fremdgen blockiert durch Lac Repressor

2. pLysS Plasmid produziert T7-Lysozyme
(Inhibitor der T7 Polymerase)

Induktion:

1. IPTG bindet an Lac-Repressor und de-
reprimiert lac Operator.

2. Hohe Expression der T7-Polymerase macht
Hemmung durch T7 Lysozyme unwirksam

3. Hohe Expression des Fremdgens

BL21(DE3)pLysS

~ Pk o

|_aCO | lacO gene of interest

lacl f
plysS
plasmld
lacl*

I_’

BL21DE3plyss @@ \

-

| lacO |

|lacO |gene of interest|

lacl

\

G
G
&

ST
Ly sS PCAL
p?a:mld vectors
lacl*

Methoden und Anwendungen der Gentechnik. 12 Expressionssysteme fir Proteine
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1. Escherichia coli
1.5. Inclusion Bodies — Problem und Vortell

Haufig prazipitieren Proteine als schwer |6sliche Aggregate im
Cytoplasma.

1. Lyse der Bakterien (z.B. Ultraschall)

2. Inclusion bodies abzentrifugieren

3. Vollstandig denaturieren (Guanidinium-HCI, DTT)
4. Langsam renaturieren (Dialyse)

X
SH o2 £ ‘
> SH kG > '
5 \ '
3 % : '
X
Pflanzenphysiologie ‘\‘,'
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1.

Escherichia coll

1.6 EXxpressionsvektoren - Zusammenfassung

1.

2.

Optimiert fur Expression (Transkriptions-
und Translationsstart) im gegebenen
System (hier E. coli)

Vektorvarianten erlauben Fusion im
passenden Leseraster mit bzw. ohne
leader

Effizientes und gut kontrollierbares
Promotorsystem

* Hier T7-Promotor kombiniert mit lac-
Repressor, regulierbar mit IPTG
(Isopropylthiogalactosid)

4. T7 RNA-Polymerase wird trans im

geeigneten Wirtsstamm bereitgestellt
(z.B. auf Lysogen oder extra Plasmid)

RBS

PT7/lac O\ |/,

Methoden und Anwendungen der Gentechnik. 12 Expressionssysteme fir Proteine
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1. Escherichia coli
1.6 EXxpressionsvektoren — Zusammenfassung 2

T7 termmator_

1. Moderne Vektoren pistag |
pET28a enthalten Tag- amon) |
Sequenzen fiir eine OR8] | |
bessere Aufreinigung =L ) | o

(hier His-tag) Histag_ ""'e\“\\

BamHI (5177)\ || |

Neol (507 0) --_:_
2. Sollten durch Protease T7 promoter N
. . lac operator ~_kan sequence
entfernbar sein (hier IR | ) VS
Thrombin) ol pET28-Gpon T ot

Clal(1251)

~N
\ Apall (1828)

"ColE1 pBR322 origin |

Apall (2328)
Pflanzenphysiologie
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Warum sind Fusionsproteine nutzlich?

C

—— &Y

N Proteolyse

1. Nutzung der Eigenschaften des Fusionsproteins flr biologische
Studien

2. EXxpression toxischer/problematischer Proteine (Intein-System)

Reinigung durch Affinitatschromatografie

Fusions-Proteine begunstigen korrekte Faltung
« Maltose binding protein (pMal-c und p),
« Glutathion-S-transferase

W
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Protein-Affinitats-Reinigung
His-, GST-, CBP-Tags

1. Wachstum bei 37°C his OD600
von etwa 0,8

2. Induktion mit 1 mM IPTG/ 2 h

Imidazol

5’ -CAT CAT CAT CAT CAT CAR™- 3’
3’ -GTA GTA GTA GTA GTA GTA- 5’

-His-His-His-His-His-His-

\v
14
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Calmodu

In Binding Peptide-Tags

gene 10 RBS7 cgp Calmodulin- —
PT7/lacO [MCS Matrix
j TT7
laclq N
\ "\_\ .
\\rampicillin
EGTA Ca"
\_\ ',—; \
/,- ,/: 0 ;;»_ v
/) Q %b'
S /L v =
S .
. pBR322 ori cary Ca
pCAL-n
M K R R W K K N F I AV S A A NURTFKKTI S S s @
CATATGAAGCGACGATGGAAAAAGAATTTCATAGCCGTCTCAGCAGCCAACCGCTTTAAGAAAATCTCATCCTCCGGG
Nde 1
A L LV P R G S P GI LD SMGU RILETLIKTLR S A
GCACTTCTGGTTCCGCGTGGATCCCCGGGAATTCTAGACTCCATGGGTCGACTCGAGCTCAAGCTTAGATCCGCC
BamH| Smal EcoR|1 Xbal Ncol Sall Xhol Sac| Hindlll
Calmodulin-binding unit Thrombin target »
NY
W
Pflanzenphysiologie  ~;
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Abspaltung des CBP-Tags durch Thrombin

Input lysate
Flow through
EGTA eluate

B-gal-CBP
Fusion Protein

TH

—

——— = = <4— (3-gal Protein

T i
|

!

T

Thrombin (ng) 0 2 10

pCAL-n
M K R R W K K N F I A V S A A NRF K K I S S S G

CATAGCGACGATGGAAAAAGAATTTCATAGCCGTCTCAGCAGCCAACCGCTTTAAGAAAATCTCATCCTCCGGG
Nde |

A L LV P R G S P G I L DS MG R L E L KL R S A

GCACTTCTGGTTCCGCGTGGATCCCCGGGAATTCTAGACTCCATGGGTCGACTCGAGCTCAAGCTTAGATCCGCC
BamH| Smal EcoR| Xbal Ncol Sall Xhol Sacl Hindlll

Calmodulin-binding unit Thrombin target

\v
14
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Systeme zur heterologen Genexpression
2. Baculovirus & Insektenzellen

Vorteile:

-  Oft hohe Ausbeuten

-  Prozessierung und Transport
ahnlich wie in anderen
Eukaryoten

- Posttranslat. Modifikationen
(Glycosylierung, Phosphorylie-
rung, Acylierung)

-  dsDNA-Viren (etwa 130 kb), flr
grol3e Proteine geeignet

- Spezifisch fur Insekten (nicht

humanpathogen)

Nachteile:

-  Gentechnische Manipulationen
schwieriger

-  Prozessierung (z.B.
Glycosylierung) oft anders als
bei anderen Eukaryoten

-  Teuer (Kulturmedien)

- Aufwand (CO,-Inkubatoren)

Methoden und Anwendungen der Gentechnik. 12 Expressionssysteme fir Proteine
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2. Baculovirus & Insektenzellen

2.1. Konstruktion des Expressionsvektors
lytisches ds-DNA-Virus

Bacmid = Baculovirus Shuttle Vector

Bac-N-Blue™ Vektor

Transposition =2
(in Bakterienzelle)

Transfer Vector Transfer-Konstrukt

rekombinierter Baculovirus-Klon

Rekombinantes Bacmid x

Abb. 57: Herstellung von rekombinanten Baculoviren am Beispiel des Bac-N-Blue-Systems von
Pflanzenphysiologie

Invitrogen (nach Invitrogen).
PUR
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2. Baculovirus & Insektenzellen
2.2. Transfektion (oder Ko-Transfektion)

D DSf9 Zellen @ @D
D — o.:g,o:o
.D 2. Zelle lysiert, setzt %6'896

D Virionen frei

1. Virion infiziert Zelle \ll

Baculovirus kann bis zu 50% des
GESAMT-Zellproteins produzieren

:.“::. -'::'.i:-::.'-,::.o' ;_-.;u:;:; ::-:.. ......
JULy | Ge—— @o
4. Vollstandige Lyse bewirkt @ So D

I R i Auflosung/Klarung des Monolayers .l

5. Produktion von B-gal bewirkt Blaufarbung

\v
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Hilfe! Mein Expressionssystem funktioniert nicht!

Die Ausbeute ist soo0 gering:
-  Uberprife
« Gesamtlysat auf inclusion bodies
* E. coli-Stamm, reading Frame (v. a. bei Fusionsproteinen)
« Codon Usage, Transkriptions-Terminator
= Nimm einen pLysS- oder pLysE-Stamm
- Maximiere AT-Gehalt am 5’ Ende des ORF
Das Protein 1660st sich nicht:
Isoliere inclusion bodies, denaturieren und renaturieren
Reduziere die Anzuchttemperatur
Nimm einen low/moderate copy number Plasmid-Vector
Fusioniere periplasmatische targeting Sequenz an N-terminus
Versuche Fusionierung z.B. mit Glutathion-S-Transferase
Untersuche ein besser |6sliches Protein
Coexpression von Chaperonen

N2 2 2N 2 N 2

N
T uu.-—v..’v..,v.v.vg-re ?

PUR
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3.3 Das Prinzip des 2-Hybridsystems

Nachweis von Proteininteraktionen
Lauft in Hefe ab und funktioniert nur mit I6slichen Proteinen

&
N
\V

-* \’//
N
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3.3 Das Prinzip des 2-Hybridsystems

Klonierung der Proteine in zwei getrennte Vektoren
Fusion der untersuchten Proteine mit Domanen eines TF
Screening in Hefestammen mit Reportergenen unter Kontrolle des TF

GALT LAS GALT TATA lacd

Bait Vector Library Vector

T |
B G2 uns — IV
wETA |2 |

TEENTN MEL: TATA | IAELT |

NY
\
.,\’/
\v
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plasmid 2:
GAL4 AD fused with: protein Y
Marker: LELI?

plasmid 1:
GAL4 DNA-BD fused with: protein X
Marker: TRP1

1) Plate culture on SD/-Leu/-Trp
to select for all cotransformants

21 Replica-plate colonies to S0/-His'~Leu/~Trp to

31 Perform colony-lift f-galactosidase assay
for facd exprassion.

Cotransform yeast reporter
strain with fusion plasmids
Ismall-zcale transformation)

Expectad results if Expected resuits if
two hybrid proteins twio hylrid proteins
interact: o not interact;

(1) S0/-Leu /~Trp
Colonies
12) S0/-His/~Leu/~Trp
Colonies Mo growth
{3) f-palactosidase :
filter assay »
Blue colonies White colonies
{from plate 2) {from plate 1)

select for colonies expressing the HIS3 reporter,

Der Ablauf eines 2-Hybrid-Interaction-Assays
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Die Interaktion von SOS2/3 als Beispiel fur
2-Hybrid-Interaction-Assays

- Trp -Leu

SOSy SISV SOIS 4
SOS2 |ISOSZNTHLSOSCT]

OSINSOSH SOS Y| SOSI
SIFL JISIF2 JLSIPs [ SIPs

SOSIA| 83
1'5‘ pAS2

- Trp -Leu - His

X-Gal 3h 16 h

Pflanzenphysiologie 7
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Ziel des Praktikums: z.B. Expression von Enzymen des

Glyceratweges under Formatassimilation aus Synechocystis

1 Calvin-Benson Decarboxylation
5\ Cycle
3PGA

/ N

g o
: —> 38
5]

Glycerate Glycolate
Glycerate pathway y Oxalate
f \ Tartronic X
semialdehyde 1?_\
Hydroxypyruvate Glyoxylate
Amlno amd
Keto acud
C2 cycle

Glycine

Serme THF
Methylene-
THF
Glycine

Methoden und Anwendungen der Gentechnik. 12 Expressionssysteme fir Proteine

Tartronséauresemialdehyde Carboligase
(GCL):

Eingangsenzym des Glyceratwegs,
evtl. multifunktionell
Tartronsauresemialdehyde Reduktase
(TSR):

=  Hilfsenzym fur Aktivitatstests
Hydroxypyruvate-lsomerase (TPI):

- Bisher nicht annotiert, aber mdgl.
vorhanden

9

St rek.

50 kDa

L

=1 — Enzym-

test
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