UBUNG 4

PROTEIN-DNA INTERAKTION

Ein EMSA (.electrophoretic mobility shift
assay") ist eine relativ einfache Methode, um
die Interaktionen von Proteinen mit DNA zu fanw |
untersuchen. Angewendet wird diese Methode
unter anderem zur Bestimmung von
Bindungsparametern und relativen Affinitaten
eines Proteins zu einer oder mehreren DNA-

Bindungsstellen oder um die Affinitaten l l
verschiedener Proteine zu einer bestimmten

protei

DNA-Bindungsstelle zu bestimmen. Das 3 had
Prinzip dahinter ist, dass Protein-DNA- o X
Komplexe gréBer sind als die DNA allein und
sich somit langsamer in einer DNA
lelekt h M kénnt | fluorescent
Gelelektrophorese bewegen. Man kénnte also brobe -~

auch sagen, dass die DNA-Migration
~geshiftet* oder retardiert ist, sobald ein Protein
gebunden wurde. Deshalb wird die Methode
auch als ,gel shift, ,bandshift* oder ,gel
retardation assay” bezeichnet.

Untersucht wird in dieser Ubung die Bindung eines Transaktivators (Xyr1), der im Pilz Trichoderma
reesei der essentielle Aktivator der Expression von Hydrolasen ist. Als DNA-Sonde kommt eine
Sequenz aus dem Promoter des xylanase 1 (xyn1) Gens (-430 to -396) zum Einsatz. Diese DNA-
Sequenz enthélt zwei Bindungsmotive (5-GGC(T/A)s-3°) flr Xyr1, angeordnet als ein sogenannter
snverted repeat”. Einer der beiden eingesetzten DNA-Strange ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FAM)
markiert und kann somit spater mit einem entsprechenden Detektionsgerét sichtbar gemacht werden.

pxyn1-Sonde

5'-FAM-TTGGCAGGCTAAATGCGACATCTTAGCCGGATGCA-3"'

Um auszuschlieBen, dass es sich hierbei um eine unspezifische Bindung der DNA-Sonde an Xyr1
handelt, werden mehrere Kontrollen bendtigt. Zu diesem Zweck wird einerseits eine Bindungsreaktion
der pxyni1-Sonde mit einem weiteren Protein (Rinderserumalbumin; BSA) durchgefiihrt. Andererseits
soll durch den Einsatz von unterschiedlichen Konzentrationen einer unmarkierten Sonde derselben
Sequenz Uberprift werden, ob diese mit der pxyni1-Sonde um die Bindungsstellen auf dem
Transaktivator konkurriert (,cold competitor®).

Eine weitere Mdglichkeit, um Protein-DNA-Interaktion zu untersuchen, ist Circulardichroismus- (CD-)
Spektroskopie. Dabei wird die Strukturdnderung des Proteins in Gegenwart von (unmarkierter) DNA
bestimmit.



Hinweise:

* wird von dem/r Betreuer/in ausgegeben

(B) befindet sich am Betreuertisch

(E) befindet sich im allgemeinen Entnahmebereich auf RT

(G) befindet sich in der Gefrierlade

(K) befindet sich im Kuhlschrank

alle weiteren Materialien/Losungen sind selbst herzustellen oder am Hérer/innenplatz vorhanden

Abktirzungen:

RG, Reaktionsgefal

RT, Raumtemperatur

sb, steriles, bi-destilliertes Wasser
sA, siehe Abbildung

Reservierung des Mini-PROTEAN Tetra Cell System mdglich!
Es kénnen zwei Personen pro Tag diese Ubung durchfiihren — friihzeitige Reservierung empfohlen!

1. Herstellung der markierten und der unmarkierten DNA-Sonden

Lésungen: 0,25 pg/ul Oligonukleotididsungen pxyn1.1f _FAM, pxyn1.1f, und pxyn1.1r (G)

1 pg/ul Oligonukleotidiésungen pxyn1.1f und pxyni.1r (G)
5x Anlagerungspuffer (1 M Tris-HCI, pH 7,7) (K)
sb Wasser

Materialien: 1,5-mL-RG

Eisbad

Gerate: Thermoblock

Durchflihrung:

Oligonukleotidlésungen auftauen, schtteln, kurz abzentrifugieren, auf Eis stellen

fur die markierte pxyn1-Sonde (EMSA): je 2 uL von den komplementéren Oligonukleotiden
pxyni.1f_FAM und pxyn1.1r (0,25 pg/ul) in einem RG vorlegen

fir die unmarkierte pxyn1-Sonde (CD-Messung): je 2 yL von den komplementéren
Oligonukleotiden pxyn1.1f und pxyn1.1r (1 ug/ul) in einem RG vorlegen

fir die unmarkierten Sonden (EMSA): Verdinnung der komplementaren Oligonukleotide
pxyni.1f und pxyn1.1r (1ug/ul) mit sb Wasser auf 0,5 pg/ul und 0,1 pg/ul

je 2 pl von drei Konzentrationen (1 pg/ul, 0,5 pg/ul, 0,1 ug/ul) der Oligonukleotide pxyn1.1f
und pxyn1.1rin einem RG vorlegen

zu allen finf Anséatzen 6 uL Anlagerungspuffer und 20 yL sb Wasser mischen (30 pL finales
Volumen)

bei 95 °C 5 min erhitzen

langsam auf RT abkihlen lassen

bis zur weiteren Verwendung auf Eis aufbewahren

2. Herstellung des nativen Gels

Lésungen:  Acrylamidlésung (30 % (w/v) Acrylamid, 0.36 % (w/v) Bis-acrylamid) (K)

destilliertes Wasser (Kanister)
50 % (v/v) Glyzerinlésung (K)
10x TBE Puffer (E)

25 % (w/v) APS-Lésung (K)
TEMED (K)



Materialien: Pasteurpipette und Saugkopf
kleiner Erlenmeyerkolben

Gerate: Mini-PROTEAN Tetra Cell System (Bio-Rad)*

Durchfiihrung:

¢ den GieBrahmen auf eine ebene Flache stellen (Klammern offen und
nach vorne ausgerichtet)

o die beiden Glasplatten in den GieBrahmen stellen (klrzere Platte vorne;
Abstandhalterplatte hinten); sA
Hinweis: Achten Sie darauf, dass beide Platten absolut eben
aufliegen und die Beschriftung der Abstandhalterplatte richtig
orientiert ist (Dichtheit!)

e Klammern schlieBen (dabei die Platten nicht verschieben!); sA

e in den GieBstand eine graue Dichtung legen

¢ den GieBrahmen in den GieBstand auf die Dichtung stellen
(geschlossene Klammern nach vorne ausgerichtet) und festklemmen; sA

o optische Kontrolle (alles soll véllig plan und ebenmaBig ausgerichtet sein;

Dichtheit!)

Gellésung in einem 100-mL-Erlenmeyerkolben herstellen

(Nitrilhandschuhe, Abzug):

1,5 mL Acrylamidlésung

4,5 mL destilliertes Wasser

1,5 mL Glyzerinldésung

250 yL 10x TBE

- zum Homogenisieren schwenken

30 uL APS

o 7,5uL TEMED

- kurz schwenken und sofort verwenden

o O O O

O

Gellésung mit Hilfe der Pasteurpipette zwischen die Glasplatten fillen (Nitrilhandschuhe, Abzug)
Kamm einsetzen

Gel auspolymerisieren lassen (ca. 20 min)

restliche Gellésung im Kolben auspolymerisieren lassen, Pasteurpipette im Kolben stehen lassen
(Abzug)

spater Gelreste mit Pasteurpipette aus dem Kolben kratzen

o Gelreste und Pasteurpipette entsorgen

3. Vorbereitung der Gelelektrophorese

Lésungen:  10x TBE Puffer (E)
destilliertes Wasser (Kanister)

Materialien: groBes Becherglas
Magnetrihrstédbchen
Styroporbox (passend fir die Elektrophoresekammer), Eis
Spritze*
Nadel*
Gerate: Mini-PROTEAN Tetra Cell System (Bio-Rad)*
Durchfiihrung:

o 1 L Laufpuffer (0,25x TBE) durch Verdinnen der vorhandenen TBE-
Lésung herstellen und sehr gut kihlen (Klhlschrank oder Eis; am besten
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Uber Nacht)

GieBrahmen samt Gelkassette aus dem GieBstand nehmen
Gelkassette durch Offnen der Klammern aus dem GieBrahmen nehmen
Kammereinsatz mit gedffneten Armen auf eine ebene Flache stellen; sA
Gelkassette in den Einsatz legen (kurze Glasplatte nach innen aus-
gerichtet); sA

gegenliber (anstatt einer zweiten Gelkassette) den Pufferdamm legen; sA
Arme hochklappen (dabei mit dem Daumen die Gelkassette und den
Pufferdamm in exakter Position fixieren); sA

Kammereinsatz in die Laufkammer hangen; sA

obere Kammer bis unter die Kante der duBeren Glasplatte mit kaltem
Laufpuffer beflllen

untere Kammer bis zur Markierung mit kaltem Laufpuffer befillen (ca.
550 mL)

Kamm vorsichtig entfernen

Geltaschen mit Hilfe von Spritze und Nadel mit Laufpuffer spilen
gesamte Elekirophoresekammer in Styroporbox stellen und mit Eis
umgeben

Deckel aufsetzen (Pole beachten)

an Stromversorgung anschlieen

Gelvorlauf: 10 min bei 160V/35 mA pro Gel

4. Protein-DNA Bindungsreaktion

Lésungen:

Materialien:

Durchfiihrung:

1,5-mL-RG

Xyr1-Protein (5 yM in DNA-Protein-Bindungspuffer) (G)

Xyr1 Protein (400 nM in CD-Puffer) (K)

BSA-Protein (5 uM, in DNA-Protein-Bindungspuffer) (K)
DNA-Protein-Bindungspuffer (10 mM Tricin, 50 mM NaCl, pH 7,4) (K)

CD-Puffer (50 mM Tris, 200 mM NaCl, 50 mM NaHzPOs, 10 % Glyzerin, pH 7,5) (K)

Wichtig: Xyr1 reagiert empfindlich auf harsches Vortexen oder Einfrieren. Beim Ansetzen der
Bindungsreaktionen sollte jedenfalls nur durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt werden.
Die Inkubation und Lagerung auf Eis bzw. 4 °C stellt kein Problem dar, aber das Protein sollte nicht
eingefroren werden (wichtig fir die Abgabe der Proben fiir die Circulardichroismus-Messungen!).

Bindungsreaktionen und Leerproben fiir den EMSA:

aokrwN -~

o

Leerprobe (markierte pxyn1-Sonde)

Markierte pxyn1-Sonde + Xyr1-Protein (5 yM, in DNA-Protein-Bindungspuffer)

Markierte pxyn1-Sonde + gréBeres Volumen Xyr1-Protein (5 uM, in DNA-Protein-Bindungspuffer)
Markierte pxyn1-Sonde + BSA (5 uM, in DNA-Protein-Bindungspuffer)

Markierte pxyn1-Sonde + unmarkierte Sonde (0,1 pg/ul) + Xyr1-Protein (5 pM, in DNA-Protein-

Bindungspuffer)

Markierte pxyn1-Sonde + unmarkierte Sonde (0,5 pg/ul) + Xyr1-Protein (5 yM, in DNA-Protein-

Bindungspulffer)

Markierte pxyn1-Sonde + unmarkierte Sonde (1 pg/ul) + Xyr1-Protein (5 uM, in DNA-Protein-

Bindungspulffer)

Leerprobe

O
O

18 L Bindungspuffer
2 pL markierte pxyn1-Sonde



Bindungsreaktionen mit markierter Sonde

O
O
O

und

O
O
O

15 pL Bindungspuffer
2 pL markierte pxyn1-Sonde
3 pL Xyr1-Protein

3 pL Bindungspuffer
2 pL markierte pxyn1-Sonde
15 pyL Xyr1- bzw. BSA-Protein

Bindungsreaktionen mit unmarkierter Sonde

O O O O

13 pL Bindungspuffer

2 pL markierte pxyn1-Sonde
2 pl cold competitor Sonde
3 pL Xyr1- bzw. BSA-Protein

e 30 min auf Eis inkubieren
e Verwendung fur den EMSA

Bindungsreaktionen und Leerproben fiir die CD-Messung:

e eine 400 pyL-Reaktion und eine Leerprobe (CD-Puffer statt DNA) ansetzen:

O
O

20 pL unmarkierte pxyn1-Sonde (1 pg/ul)
380 pL Xyr1-Protein (400 nM in CD-Puffer!)

e 30 min auf Eis inkubieren
o Die Proben in die Box ,,Abgabe CD-Messung” (K) geben.

5. Native Gelelektrophorese

Lésungen:

Geréte:

Durchflihrung:

50 % (v/v) Glyzerinlésung (K)

Mini-PROTEAN Tetra Cell System (Bio-Rad)*
ChemiDoc Imager (Bio-Rad)

nach dem Gelvorlauf Stromzufuhr unterbrechen!

Deckel abnehmen

ev. Geltaschen erneut mit Laufpuffer spllen

5 pL 50%ige Glyzerinlésung zu den Proben geben und langsam (absinken lassen!) in je eine

Geltaschen laden

O

O O O O

Gellauf: 1 h bei 160V/35 mA

Stromzufuhr unterbrechen!

Entnahme des Kammereinsatzes und der Gelkassette
Gelanalyse am ChemiDoc Imager (dazu Betreuer/in kontaktieren)

Gelkassette 6ffnen, das Gel von den Glasplatten I16sen (zB Herunterspilen mit
Spritzflasche in eine Schale mit Wasser) und mit ausreichend Fliissigkeit auf den
Imager-Tisch platzieren. Vorsicht: Gel ist sehr instabil und reiBt leicht! Gel so
wenig wie mdglich direkt beriihren um Fingerabdriicke zu vermeiden!

Das Gel mittig gerade positionieren, dann iberschissige Flissigkeit wegtupfen
ChemiDoc und Computer einschalten und ,Image Lab“ software starten

,New Single Channel“ auswéahlen

»elect”, ,Nucleic Acid Gels®, ,Fluorescein“ auswahlen



o Unter ,image exposure” automatische Exposition (,The software will automatically
optimize the exposure for Intense Bands*) oder bei Bedarf manuelle Exposition ca 5-
60sec auswahlen

o Auf ,Position gel” klicken, ggF die Position des Gels optimieren und zoomen

o Auf ,Run protocol” klicken

o Daten speichern unter ,LU BMB* /2023 / Ubung 4

Abbau der Apparatur

alle Teile mit Seifenwasser und Schwammchen griindlich reinigen
alle Teile mit VE-Wasser oder destilliertem Wasser nachspilen
alle Teile trocknen lassen

alle Teile bei der saaldiensthabenden Person retournieren

6. Auswertung/Abgabe

o Letzte Abgabemdglichkeit ist letzter Tag der Laboriibungen um 17:00 Uhr!

o EMSA-BIild und CD-Spektrum inkl. Beschriftungen in Schriftdokument einbringen. (Name,
Datum, Spuren des Gels, CD-Kurven) und Interpretation der Ergebnisse.

e Datei als PDF mit dem Namen ,UE4_Nachname_Vorname“ auf TUWEL laden.



