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Zielsetzungen

Der Student soll mit Techniken zur Isolation und funktionellen Analyse von Proteinen vertraut

gemacht werden.

Themenverzeichnis

Proteinisolation von l6slichen Proteinen und Membranproteinen /Cu-Transport ATPase aus
Mikroorganismen; Lipidrekonstitution, Aktivitatstest; Bindung von Substratanaloga

Lehrmethoden:

Praktikum

Seminar

2 Wochen ganztagiges Praktikum

3 halbe Tage zu Beginn des Praktikums




Uberprufung des Lernforschritts | Bearbeitung der praktischen Aufgaben und deren

Protokollierung, aktive Teilnahme am Seminar

Leistungskontrolle regelmafiger Bericht an Prifer nach Abschluss von

Teilaufgaben, Versuchsprotokoll

Zusammenfassung der Lehrgegenstédnde

a. Wissenschaftlicher Hintergrund Uber primér aktive lonenpumpen wie Cu-Transport
ATPase (physiologische und mechanistische Grundlagen vermittelt durch
Literaturstudium und Diskussion mit Betreuern)

b. Sicherheitsbelehrung (allgemeine Laborpraxis, Arbeiten im gentechnischen Labor (S1))

c. Versuchsstrategische und methodische Vorbesprechung (Prinzipien der
Bakterienfermentation, Proteinreinigung und proteinspezifischer Funktionstests)

d. praktische Versuche:

1.

9.

Bakterienanzucht (Heterologe Expression der membrangebundenen ATPase in
Escherichia coli.

2. Zellaufschluss und Membranreinigung durch differentielle Zentrifugation
3.

Proteinquantifizierung der Membran, Extraktion der membranintegralen ATPase mit
Detergenzien

Saulenchromatographie (1. Schritt: Ni-Affinitatschromatographie der oligohistidin-
modifizierten ATPase sowie 2. Schritt: Anionentauscher-Chromatographie (Mono
Q); Einsatz von modernen FPLC und HPLC-Anlagen

Proteinchemische Charakterisierung (1. SDS-Gelelektrophorese, 2.
proteinspezifischer Nachweis mittels Western-blot)

Aktivitatstest mittels des nattrlichen Substrats ATP durch Phosphatbestimmung
und spektroskopisch mit dem chromophoren Substrat p-Nitrophenylphosphat
Rekonstitution in Phospholipidmembranen, Effekte auf biologische Aktivitat der
ATPase

Messung der Ligandenbindung tber Proteinfluoreszenz und mittels
fluoreszenzmarkierter Substratanaloga (Aufnahme von Excitations- und
Emissionsspektren; Titrationen zur Bestimmung von Bindungsplatzzahl und der
thermodynamischen Dissoziationskonstante); Bestimmung von Dissoziationsraten
durch Ligandenverdrangung

Optional kdnnen die Experimente (bis auf 3. und 7. ) auch mit der heterolog

exprimierten katalytischen Domane durchgefiihrt werden

Der Inhalt dieses Forschungspraktikums ist nur exemplarisch; tber die tatsachlich
durchgefiihrten Experimente wird kurz vor dem Praktikum entschieden.




