Ablauf gentechnischer Kurs 2019 —
Klonierung und Expression
bakterieller und pflanzlicher Gene

Termin: 18.2.2019 - 1.3.2019
Taglich 9.00 Uhr bis ca. 16.00 Uhr
Einstliindige Mittagspause je nach Arbeitsablauf

Raum: Praktikumsraum, 3. OG, Einsteinstr. 3a,
Teilnehmer:  max. 18 Studenten (6 Gruppen zu je 2-3 Studenten)

Mitzubringen sind: Kittel, USB-Stick
Permanentmarker, fein
Schreibzeug
ausgedruckte Vorschriftensammiung
(Script auf Homepage)
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Klonierung und Expression
Bakterieller und pflanzlicher Gene

Pro Gruppe wird ein Gen/Protein bearbeitet

1. SYyPGAM1 - Phosphoglyceratmutase 1 aus Synechocystis, sll0395
2. SYPGAM2 - Phosphoglyceratmutase 2 aus Synechocystis, SIr1945
3. SyPGAM3 — Phosphoglyceratmutase 3 aus Synechocystis, SIr1748

4. SYyGAPDH1 - Phosphoglyceraldehyd-3-P Dehydrogenase 1 aus Syn, SIr0885
5. SYyGAPDH2 - Phosphoglyceraldehyd-3-P Dehydrogenase 2 aus Syn, Slr1342
6. EcGvcL — T-Protein Untereinheit der GDC aus E. coli
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Dominierendes Untersuchungsobjekt

Cyanobacteria

Synechocystis sp. PCC 6803

3,7 Mbp
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Kaneko et al. 1996, DNA Res. 3, 109-136.
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Cyanobakterieller Grundstoffwechsel
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Photorepiration in Pflanzen und Cyanobakterien
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Photorespiratory proteins are present in ALL

cyanobacteria as in plants.

The phylogenetic origin of photorespiratory
enzymes is a mixture of proteo- and

cyanobacterial enzymes. (* uncertain)

GOX enzymes diverted from LOX in ancient
cyanobacteria and served as ancestor for plant

GOX.

ALL cyanobacteria use glycolate dehydrogenase

for photorespiratory glycolate oxidation.
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Bildet der GCD einen Komplex? In vitro Rekonstitution!
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Untersuchung von rekombinanten Carboligasen bzw.
verwandten Enzymen: in vivo Analysen
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(2. cDNA-Synthese)
- genspezifischer 3'-Primer

- reverse Transcriptase -
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Hindll

4. Klonierung der PCR-Fragmente (cDNAS) in pGEM-T
e

5. Isolierung und Restriktion von Plasy toren
-pBAD-HisA-Expressionsvektor

-pGEMT mit cDNA-Insert
Bay

5“P-GATC  ~~~~~—~—~—~---
------------ - - -CTAG-P-5' N
BamHI
5-P-GATC
CTAG-P-5°
6. Phosphatasebehandlung der geschnittenen Expressionsvektoren
5-OH-GATC
CTAG-OH-5°
5“P-GATC ~ ~—~~—~~~""T"--------- .

----------------- CTAG-P-5'
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6. Ligation der geschnittenen Plasmidvektoren mit den geschnittenen cDNAs

Hindl| o= HindlI

Hindll

Promotor Hindll

7. Selektion rekombinanter Klone
-PCR-Analyse
-Kontrollrestriktion

8. Transformation tberprufter Konstrukte in einen Expressionsstamm wie z.B. LMG194

9. Herstellung rekombinanter Protein
Trennung der Proteine aus LMG194 im SDS-Gel
Enzymtests
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1. Escherichia coli
1.1 EXxpressionsvektoren - Allgemeines

7Nde | OR Nco |
/rgene 10 leader
// ~BamH |

TT/7

pET-3 vectors II'\ |

b2

Beispiel pET3 (von pBR322)
- pBR322 Replikations-Origin
- Ampicillin-Resistenz (bla)

- Nde I/Nco I-Klonierungsort 4.6 kb Y ——
//-ampicillin
- T7-Gen-10-Leader
> BamH I-Klonierungsort \/
- T7-Gen-10-Terminator — -
N IpBR322 ori
pET-3a NdelI BamH I
GAAGGAGATATACAT ATG |[GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGC |GGA TCC
M A S M T G G O @) M G R G S
STRT
<RBS—> - T7-Gen-10 Leader-Peptid-------- >

fur optimale Translation




Expressionsvektoren

Strep&His-tag, AmpR, AnhydroTetracyclin His-tag, Pt7, Lacl, KanR, IPTG

Xhol (7166) ¢

Hindlll (7151) 1 .
BseRl (7127) 1 origin
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' T7 promoter
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Protein-Affinitats-Reinigung
His-Tags

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

2. Induktion mit 1 mM IPTG/ 2 h

Imidazol
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