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1. Glutathione Agarose Resin

1.1. Aligemeine Hinweise

Glutathione Agarose Resin ist optimal zur Affinitatsreinigung von Glutathion-S-
Transferase (GST)-Tag-Fusionsproteinen und anderer Glutathion-Bindungsproteinen
entweder Uber eine Saule oder im Batch-Verfahren. Die Agarose-Matrix wird als

75 % (v/v) Suspension in 20 % (v/v) Ethanol geliefert.

1.2. Lagerungsbedingungen

Lagern Sie das Produkt bei +2 °C bis +8 °C (35 °F — 46 °F). Bitte nicht einfrieren.
Wird das Produkt bei der empfohlenen Temperatur gelagert, ist es mindestens
verwendbar bis: siehe Etikett.

2. Affinitatsreinigung von GST-Tag-Fusionsproteinen im
Batch-Verfahren

2.1. Waschen der Agarosematrix

Bestimmen Sie die benétige Menge Agarose anhand der nachfolgenden Tabelle.

Expressions- E coli Kultur Resuspendlert Vollumen
rate in Proteinlysate
800 ml 2
10 mg/L (ca.3.2 g ZeIIpeIIetl) ca. 16 ml PBS ca. 20 mi
160 ml 2
50 mg/L (ca. 0,64 g ZeIIpeIIetl) ca. 3,2 ml PBS ca.4 ml

' Im Durchschnitt ergeben 250 ml Bakterienkultur 1 g feuchtes Zellpellet.
%1 g Pellet werden in 2 — 5 ml PBS aufgenommen.

Tab. 1: Bendtigtes Kulturvolumen pro 1 ml Glutathion-Agarose-Matrix Bettvolumen
(entspricht 1,333 ml der 75 % (v/v) Agarose-Suspension).

e Um eine homogene Agarose-Suspension zu erhalten, sollte die Flasche mit der
Agarose vor Gebrauch vorsichtig geschiittelt werden.

e Unmittelbar danach wird die bendétigte Menge Agarose-Suspension in ein
Reaktionsgefald pipettiert und bei 500 x g fur 5 min zentrifugiert.

e Der Uberstand wird vorsichtig abgetrennt und verworfen.

Wichtig: Die Bindungskapazitat kann proteinabhéngig schwanken,
z. B. aufgrund von den Eigenschaften des Fusionsproteins, des
Expressionsorganismus und den Kulturbedingungen.



2.2. Aquilibrierung der Agarosematrix

Bindungspuffer:

Der Bindungspuffer (PBS) hat folgende Zusammensetzung

10 mM Na,HPO,4 (SERVA Kat.-Nr. 30200), 1,8 mM KH,PO, (SERVA

Kat.-Nr. 26870), 2,7 mM KCI (SERVA Kat.-Nr. 26868), 140 mM NaCl (SERVA
Kat.-Nr. 30183), pH 7,3

Hierbei wird die Matrix mit Bindungspuffer (10-faches Bettvolumen) gemischt
und anschlieRend bei 500x g fir 5 min zentrifugiert.

Der Uberstand wird vorsichtig abgetrennt und verworfen.

Eine 50 % (v/v) Suspension der aquilibrierten Matrix kann entweder direkt
verwendet oder bei + 4 °C (39 °F) fir ca. 1 Monat gelagert werden.

. Probenaufgabe

Nachdem die Agarose aquilibriert ist, kann die Probe mit dem zu reinigenden
Fusionsprotein aufgegeben werden.

Das Zellpellet der Expressionskultur wird in Bindungspuffer (PBS) suspendiert
(siehe Tab. 1) und geklart.

Das geklarte Lysat wird zur Agarosematrix gegeben, 30 min bei Raum-
temperatur gut mischen.

Falls notwendig kann die Bindung des Proteins an die Agarose durch eine
verlangerte Kontaktzeit unterstttzt werden.

Anschliel3end wird die Agarose durch Zentrifugation (5 min bei 500x g)
sedimentiert.

. Waschen der Agarose

Zugabe von Bindungspuffer (10-faches Bettvolumen).

Mischen und 5 min bei 500x g zentrifugieren.

Uberstand vorsichtig abtrennen und verwerfen.

Das Waschen wird solange wiederholt bis die Agarose mit 3x 10-fachen
Bettvolumen PBS gewaschen wurde oder bis bei der Absorptionsmessung
Azgonm €ine Basislinie erreicht ist.



2.5.

Elution des Fusionsproteins

Elutionspuffer:
Der Elutionspuffer hat folgende Zusammensetzung
10 mM Glutathion reduziert (SERVA Kat.-Nr. 23180) in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0

2.6.

Zugabe von 1x Bettvolumen Elutionspuffer zur Agarosematrix.

10 min bei Raumtemperatur gut mischen.

Zentrifugation: 5 min bei 500x g

Uberstand vorsichtig abtrennen, in ein ReaktionsgefaR tiberfiihren und auf Eis
lagern.

Elution mind. 2x wiederholen

Proteingehalt der Einzelfraktionen mittels Azsonm-Messung, Bradford-Assay
oder SDS PAGE prtfen.

Danach kdnnen Elutionsfraktionen, die das Fusionsprotein enthalten, vereinigt
werden.

Regenerierung und Lagerung der Agarosematrix

Regenerierungspuffer:

Die Regenerierung erfolgt mit unterschiedlichen Puffern

Puffer 1: 100 mM Tris/HCI, 500 mM NaCl (SERVA Kat.-Nr. 30183), pH 8,5
Puffer 2: 100 mM Natriumacetat (SERVA Kat.-Nr. 21249), 500 mM NaCl (SERVA
Kat.-Nr. 30183), pH 4,5

Schrittweise Zugabe von 10 Bettvolumen Puffer 1 zur Agarosematrix.
Agarosematrix sedimentieren (5 min, 500 x g).

Anschliel3end Zugabe von 10 Bettvolumen Puffer 2.

Die Regenerierungsschritte mit beiden Puffern werden 2x wiederholt.
Danach wird die Matrix mit 5 Bettvolumen Bindungspuffer (PBS) gewaschen.
Wird die Matrix nicht unmittelbar wieder eingesetzt, so wird mit 5 Bettvolumen
20 % (v/v) Ethanol gewaschen und anschlie3end bei + 4°C (39 °F) gelagert.



3.

Reinigung von GST-Tag-Fusionsproteinen mittels
Affinitatssaulen

Das nachfolgende Protokoll ist fur die Proteinreinigung mit gravitationsgetriebenen
Affinitatssdulen, z. B. Kat.-Nr. 42175, 42176.

3.1.

Waschen der Agarosematrix

Bestimmen Sie die benétigte Menge Agarose anhand von Tabelle Tab.1.

3.2

Um eine homogene Agarose-Suspension zu erhalten, sollte die Flasche mit der
Agarose vor Gebrauch vorsichtig geschiittelt werden.

Unmittelbar danach wird die benoétigte Menge Agarose-Suspension in die
entsprechende Saule pipettiert.

Durch Offnen des unteren Verschlusses der Saule lauft der Lagerungspuffer
ab.

Aquilibrierung der Agarosematrix

Bindungspuffer:

Der Bindungspuffer (PBS) hat folgende Zusammensetzung

10 mM Na,HPO,4 (SERVA Kat.-Nr. 30200), 1,8 mM KH,PO, (SERVA

Kat.-Nr. 26870), 2,7 mM KCI (SERVA Kat.-Nr. 26868), 140 mM NaCl (SERVA
Kat.-Nr. 30183), pH 7,3

3.3.

Hierbei wird die Matrix mit Bindungspuffer (5-faches Bettvolumen) versetzt.

Die Vermeidung von Luftblasen ist sehr wichtig. Der Puffer kann hierzu tber
einen Glasstab, der an die Sdulenwand angelegt wird, aufgegeben werden.
Die verschlossene Saule wird anschlie3end vorsichtig invertiert, so dass Puffer
und Matrix gut vermischt werden.

Saule unten und oben 6ffnen.

Der Saulendurchlauf (Bindungspuffer) wird verworfen.

Der Aquilibrierungschritt wird 2x wiederholt.

Eine 50 % (v/v) Suspension der aquilibrierten Matrix kann entweder direkt
verwendet oder bei + 4 °C (39 °F) fir ca. 1 Monat gelagert werden.

Probenaufgabe

Wichtig: Die Bindungskapazitat kann proteinabhangig schwanken,
z. B. aufgrund von den Eigenschaften des Fusionsproteins, des
Expressionsorganismus und den Kulturbedingungen.



3.5.

Nachdem die Agarose aquilibriert ist, kann die Probe mit dem zu reinigenden
Fusionsprotein auf die unten geschlossene Saule gegeben werden.

Das Zellpellet der Expressionskultur wird in Bindungspuffer (PBS) suspendiert
(siehe Tab. 1) und geklart.

Das geklarte Lysat wird zur Agarosematrix gegeben.

Saule oben verschliel3en.

Matrix und Probe 30 min bei Raumtemperatur gut mischen.

Falls notwendig kann die Bindung des Proteins an die Agarose durch eine
verlangerte Kontaktzeit unterstttzt werden.

Anschlief3end wird der obere und untere Verschluss der Saule gedffnet.

Der Saulendurchlauf (Bindungspuffer) wird verworfen.

. Waschen der Agarose

Schliel3en der unteren Saulendffnung.

Zugabe von Bindungspuffer (10-faches Bettvolumen).

Saule oben verschlieRen, Matrix und Puffer gut mischen.

Uberstand vorsichtig abtrennen und verwerfen.

Das Waschen wird solange wiederholt bis die Agarose mit 3x 10-fachen
Bettvolumen PBS gewaschen wurde oder bis bei der Absorptionsmessung
Azsonm €ine Basislinie erreicht ist.

Elution des Fusionsproteins

Elutionspuffer:
Der Elutionspuffer hat folgende Zusammensetzung:
10 mM Glutathion reduziert (SERVA Kat.-Nr. 23180) in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0

3.6.

Saule unten verschliel3en.

Zugabe von 1x Bettvolumen Elutionspuffer zur Agarosematrix.

Séule oben verschlieRen und 10 min bei Raumtemperatur gut mischen.
Agarosematrix absetzen lassen.

Unteren Verschluss der Saule 6ffnen.

Durchfluss auffangen und auf Eis lagern.

Elution mind. 2x wiederholen.

Proteingehalt der Einzelfraktionen mittels Azsonm-Messung, Bradford-Assay
oder SDS PAGE prtfen.

Danach kdnnen Elutionsfraktionen, die das Fusionsprotein enthalten, vereinigt
werden.

Regenerierung und Lagerung der Agarosematrix
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Regenerierungspuffer:

Die Regenerierung erfolgt mit unterschiedlichen Puffern

Puffer 1: 100 mM Tris/HCI, 500 mM NaCl (SERVA Kat.-Nr. 30183), pH 8,5
Puffer 2: 100 mM Natriumacetat (SERVA Kat.-Nr. 21249), 500 mM NaCl (SERVA
Kat.-Nr. 30183), pH 4,5

Schrittweise Zugabe von 10 Bettvolumen Puffer 1 zur Agarosematrix.
Agarosematrix sedimentieren (5 min, 500 x g).

Anschliel3end Zugabe von 10 Bettvolumen Puffer 2.

Die Regenerierungsschritte mit beiden Puffern werden 2x wiederholt.
Danach wird die Matrix mit 5 Bettvolumen Bindungspuffer (PBS) gewaschen.
Wird die Matrix nicht unmittelbar wieder eingesetzt, so wird mit 5 Bettvolumen
20 % (v/v) Ethanol gewaschen und anschlie3end bei + 4°C (39 °F) gelagert.

Reinigung von GST-Tag-Fusionsproteinen mittels
Zentrifugationsaffinitatssaulen

Zur Reinigung von max. 400 ug GST-Fusionprotein werden 50 pl Glutathion-
Agarose-Matrix benotigt.

Fur das nachfolgende Protokoll werden Minizentrifugationssaulen bendétigt,
deren Fritte eine Porengrof3e von 10 — 20 pum besitzt, z. B. Kat.-Nr. 42173.

41.

4.2.

Waschen der Agarosematrix

Um eine homogene Agarose-Suspension zu erhalten, sollte die Flasche mit der
Agarose vor Gebrauch vorsichtig geschiittelt werden.

Unmittelbar danach werden 67 pl Agarose-Suspension (entspricht 50 pl Bett-
volumen) in die S&aule pipettiert.

Offnen des unteren Verschlusses und Saule in ein ReaktionsgefaR stellen.
Zentrifugation: 30 s bei 500x g.

Saulendurchfluss verwerfen.

Aquilibrierung der Agarosematrix

Bindungspuffer:

Der Bindungspuffer (PBS) hat folgende Zusammensetzung:

10 mM Na,HPO,4 (SERVA Kat.-Nr. 30200), 1,8 mM KH,PO, (SERVA

Kat.-Nr. 26870), 2,7 mM KCI (SERVA Kat.-Nr. 26868), 140 mM NaCl (SERVA
Kat.-Nr. 30183), pH 7,3

Saule unten verschlie3en und die Matrix mit 500 pl Bindungspuffer versetzen.
Die verschlossene Saule wird anschlie3end vorsichtig invertiert, so dass Puffer

und Matrix gut vermischt werden.
7



4.3.

4.5.

Offnen der unteren Verschlusses und Saule in ein ReaktionsgefaR stellen
Zentrifugation: 30 s bei 500x g.

Saulendurchfluss verwerfen.

Eine 50 % (v/v) Suspension der aquilibrierten Matrix kann entweder direkt
verwendet oder bei + 4 °C (39 °F) fur ca. 1 Monat gelagert werden.

Probenaufgabe

Wichtig: Die Bindungskapazitat kann proteinabhangig schwanken,
z. B. aufgrund von den Eigenschaften des Fusionsproteins, des
Expressionsorganismus und den Kulturbedingungen.

Nachdem die Agarose aquilibriert ist, kann die Probe mit dem zu reinigenden
Fusionsprotein auf die unten geschlossene Saule gegeben werden.

Das Zellpellet der Expressionskultur wird in 700 pl Bindungspuffer (PBS)
suspendiert und geklart.

Das geklarte Lysat wird zur Agarosematrix gegeben.

Saule oben verschliel3en.

Matrix und Probe 30 min bei Raumtemperatur gut mischen.

Falls notwendig kann die Bindung des Proteins an die Agarose durch eine
verlangerte Kontaktzeit unterstttzt werden.

Offnen des unteren Verschlusses und Saule in ein ReaktionsgefaR stellen
Zentrifugation: 30 s bei 500x g.

Saulendurchfluss verwerfen.

. Waschen der Agarose

Schliel3en der unteren Saulendffnung.

Zugabe von 500 ul Bindungspuffer.

Saule oben verschlieRen, Matrix und Puffer gut mischen.

Offnen der unteren Verschlusses und Saule in ein ReaktionsgefaR stellen.
Zentrifugation: 30 s bei 500x g.

Saulendurchfluss verwerfen.

Das Waschen wird solange wiederholt bis die Agarose mit 3x 500 ul PBS.
gewaschen wurde oder bis bei der Absorptionsmessung Azsonm €ine Basislinie
erreicht ist.

Elution des Fusionsproteins

Elutionspuffer:
Der Elutionspuffer hat folgende Zusammensetzung

8



10 mM Glutathion reduziert (SERVA Kat.-Nr. 23180) in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0

Saule unten verschlielRen.

Zugabe von 50 pl Elutionspuffer zur Agarosematrix.

S&ule oben verschlieRen und 10 min bei Raumtemperatur gut mischen.

Offnen des unteren Verschlusses und Saule in ein ReaktionsgefaR stellen.

Zentrifugation: 30 s bei 500x g.

Durchfluss auf Eis lagern.

Elution mind. 2x wiederholen.

Proteingehalt der Einzelfraktionen mittels Azgonm-Messung, Bradford-Assay

oder SDS PAGE prtfen.

e Danach kdénnen Elutionsfraktionen, die das Fusionsprotein enthalten vereinigt
werden.

4.6. Regenerierung und Lagerung der Agarosematrix

Regenerierungspuffer:

Die Regenerierung erfolgt mit unterschiedlichen Puffern

Puffer 1: 100 mM Tris/HCI, 500 mM NaCl (SERVA Kat.-Nr. 30183), pH 8,5
Puffer 2: 100 mM Natriumacetat (SERVA Kat.-Nr. 21249), 500 mM NaCl (SERVA
Kat.-Nr. 30183), pH 4,5

e Schrittweise Zugabe von 500 pl Puffer 1 zur Agarosematrix.
e Agarosematrix sedimentieren (1 min, 500 x g).
e Anschlielend Zugabe von 500 ul Puffer 2.
¢ Die Regenerierungsschritte mit beiden Puffern werden 2x wiederholt.
e Danach wird die Matrix mit 250 pl Bindungspuffer (PBS) gewaschen.
e Wird die Matrix nicht unmittelbar wieder eingesetzt, so wird mit 250 pl
20 % (v/v) Ethanol gewaschen und anschlie3end bei + 4°C (39 °F) gelagert.

5. Problembehandlung
5.1. Probenapplikation

Priufen, ob Protein und
GST-Tag im richtigen

Geringe Proteinausbeute | Probleme bei der
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Vektorkonstruktion

Leserahmen

Geringe Proteinexpression

Optimierung der
Expressionsbedingugen

Bildung von Inclusion
bodies

Verringerung der
Wachstumstemperatur
von 37 °C auf 30 °C —
15°C

Ungenigende
Proteinextraktion

Prifung der
Extraktionsbedingungen
(Lysozym, Ultraschall)

20 % nicht-ionisches
Detergenz zur besseren
Extraktion und/oder
Proteinsolubilisierung

Zu hohe oder zu niedrige
Proteinkonzentration

Hochverdinnte Probe

Konzentrieren der Probe
vor dem Aufgeben auf die
Saule

Adsorption im Batch-
Format und anschlie3end
ggf. Wechsel auf
Saulenformat

Hochkonzentrierte Probe

Verdinnen der Probe

5.2. Adsorption

Zielprotein bindet nicht an
Matrix

Zu stringente
Ultraschallbehandlung

Mildere Ultraschall-
behandlung, da Konfor-
mationsanderungen
madglich, die Bindung an
Matrix verhindern

Reduzierendes Agens
fehlt

Zugabe von Dithiothreitol
(DTT, Endkonzentration
5 mM) zum Lysepuffer

Hochverdinnte Probe

Konzentrieren der Probe
vor dem Aufgeben auf die
Saule

Zielprotein bindet nicht an
Matrix

Flussrate zu hoch

Adsorption im Batch-
Format verbessert Kontakt
zwischen Probe und
Matrix

Kanalbildung in der Matrix

Saule erneut packen
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Bedingungen fur Protein-
bindung nicht optimal

Prufung der Bedingungen

Bindungskapazitat
erschopft

Geringere Proteinmenge
einsetzen

Regenerierung der Matrix

Verwendung frischer
Matrix

5.3. Elution

GrolRe Mengen an
Verunreinigungen

Zu stringente
Ultraschallbehandlung

Mildere Ultraschall-
behandlung, da Konfor-
mationsanderungen
moglich, die Bindung an
Matrix verhindern

Abbau des
Fusionsproteins

Zugabe von Protease-
Inhibitoren

Durchfuhrung bei +2 °C -
+8 °C
Protease-defizientes
Expressionssystem

Zu wenige Waschschritte

Zahl der Waschschritte
erhéhen

Co-Reinigung von
Chaperonen

Zugabe von 5 mM MgCl,
und 5 mM ATP zum Lysat
vor der Reinigung

Schlechte Elution des
Zielproteins

Zu milde
Elutionsbedingungen

Erh6hung der
Elutionsvolumens

Flussrate zu hoch

Flussrate der Elution
verringern

Ungeeignete
Elutionsbedingungen

Uberpriifung der
Elutionsbedingungen,
Zugabe von 50 mM red.
Glutathion verbessert
Elution

6. Bestellinformationen

PorengroRe

Produkt der Fritte

Gesamt-

Resin-

volumen | kapazitat

Kat.-Nr. Menge
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Mini 42173.01 | 25 Saulen
Columns | 20HM | 100250l 1.5ml 4502205 | 100 Saulen
Midi 20 pm 05-2ml | 12ml |42174.01 | 50 Saulen
Columns
Maxi 20 um 2_6ml | 35ml |42175.01 | 50 Saulen
Columns
Mini Spin | 551 | 50-100pu | 0,8ml | 42176.01 | 25 Saulen
Columns
Produkt Kat.-Nr. Menge
Na,HPO, 30200.01 500 g
KH,PO, 26870.01 500 g
KCI 26868.02 1 kg
NaCl 30183.01 1 kg
23150.02 5
L-Glutathion red. 23150.03 25¢
23150.04 100 g
37190.01 250 g
Tris 37190.02 1 kg
37190.03 5 kg
Natriumacetat 21249.02 500 g
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