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(A) Organisatorisches

Das Praktikum beginnt um 10.00 Uhr, das Ende des Praktikumstages ist variabel.

Wahrend des gesamten Praktikumsteils muss Laborbekleidung (Labormantel, Handschuhe) getragen
werden. Aul3erdem ist von jedem Studenten ein Taschenrechner mitzubringen.

Die Versuche werden von zwei Gruppen (A, B) zu je sechs Studenten durchgefiihrt. Jede dieser
Gruppen unterteilt sich in drei Kleingruppen zu je zwei Studenten. Die Ergebnisse jeder Kleingruppe
sind jeweils in einem Praktikumsprotokoll festzuhalten, welches spatestens eine Woche nach
Beendigung des Praktikums beim Betreuer abzugeben ist. Weitere Informationen zum
Praktikumsprotokoll sind dem gesonderten Blatt ,Anforderungen an ein Praktikumsprotokoll in der

Abteilung Molekulare Physiologie® zu enthehmen.



(B) Theoretischer Hintergrund

Allgemeines

Uber die Nasenéffnung gelangen Geruchsstoffe zum Riechepithel an der Dorsalseite der Nasenhdohle.
Das Riechepithel enthalt vier bis sechs Millionen Riechzellen (Abb. 1), die zu mehreren hundert
Riechzelltypen gehdren. Dabei spricht jeder Riechzelltyp nur auf genau einen Geruchsstoff an. Jede
der Riechzellen erfahrt durch apikale, dem Luftstrom exponierte Cilien eine starke
OberflachenvergroRerung. Rezeptoren in der Membran der Cilien vermitteln zwischen dem rezipierten
Geruchsstoff und der im Zellinneren ablaufenden Signaltransduktionskaskade (Abb. 2). Teil dieser
Kaskade ist ein olfaktorisches G-Protein (Gor), das im Rahmen des Praktikums anhand von
immunologischen Techniken an Gefrierschnitten des Riechepithels der Ratte (Rattus norvegicus), an

Odora-Zellen und durch Western-Blot nachzuweisen ist.

Atemluft

Stiitz- Sensorische
zellen Neuronen

Abb. 1 (c: Cilium, d: Dendrit, s: Soma, a: Axon) Abb. 2 Signaltransduktionskaskade in Riechzellen (R: Rezeptor, G: G-Protein, AC :Adenylatcyclase)

Gelangt ein Duftstoff zu seinem Rezeptor in der Cilienmembran, so wird in der Zelle ein GTP-
abhangiges G-Protein aktiviert. Das G-Protein aktiviert seinerseits eine Adenylatcyclase, die ATP in
den second messenger cAMP umwandelt. Durch den Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration
werden Kationenkanale geéffnet, durch die Ca®* und Na* aus dem umgebenden Mukus in die
Riechzelle einstrémen kénnen. Der Caz"-Anstieg fihrt zur Offnung von CI-Kanélen, die Chlorid aus
den Cilien leiten. Durch diese Ladungsstrome findet eine Depolarisation der Cilienmembran statt, ein
Sensorpotential entsteht. Ist die Depolarisation stark genug den Schwellenwert zu erreichen, werden
Aktionspotentiale generiert, die Uber das Axon der Riechzelle fortgeleitet werden.

Teil der in Abbildung 2 dargestellten Signaltransduktionskaskade ist ein inhibitorisch wirkender
Riickkopplungsmechanismus, der Riechzellen sehr bald nach ihrer Reizung adaptieren lasst. So
hemmt Ca?* den Ca®'/Na*-Kanal und aktiviert zudem eine Phosphodiesterase (PDE), die cAMP zu

AMP hydrolysiert. Der Ca**-Export aus den Cilien erfolgt durch einen Na*/Ca?*-Austauscher.



Fixation und Anfertigung von Gefrierschnitten

Um fir die Immunhistochemie taugliche Praparate zu erhalten, muss das zu untersuchende Gewebe
nach der Praparation fixiert und anschlieRend geschnitten werden.

Die Fixation des Gewebes erfolgt durch eine Behandlung mit Paraformaldehyd (PFA). PFA bewirkt die
Quervernetzung von Proteinen und Deaktivierung von Enzymen, wodurch die Gewebestruktur
erhalten bleibt. Zudem wird das Gewebe harter, was fur den Schneidevorgang entscheidend ist.

Der beim Schneiden bei -20°C in Zellen und Geweben auftretenden Eiskristallbildung wird
vorgebeugt, indem das intra- und extrazelluldre Wasser durch Behandlung mit Saccharosel6sungen
stufenweise entzogen wird.

Um das fixierte Gewebe im Kryostat schneiden zu kénnen, wird es in TissueTek eingebettet und auf

dem Probenhalter aufgefroren.
Immunhistochemie und Fluoreszenzmikroskopie

Die Immunhistochemie nutzt die Spezifitat von Antikdrpern, um die Verteilung ihrer Antigene, z.B. von
G-Proteinen, im histologischen Schnitt sichtbar zu machen. Werden die Antikérper so gewahlt, dass
sie an Antigene binden, die nur in ganz bestimmten Zellen und Geweben vorkommen, so kénnen die
Zellen und Gewebe hinsichtlich ihrer Proteinausstattung charakterisiert werden. Beispielsweise ist der
Neurotransmitter Substance P ausschlieBlich in Schmerzzellen zu finden und kann dort mit einem

entsprechenden Antikdrper nachgewiesen werden.

Wird ein histologischer Gewebeschnitt mit Antikdrpern inkubiert, so binden diese nur dort, wo sich die

passenden Antigene finden. Um diese Bindung
Fermeabilisieren

E nachzuweisen, missen die Antikdrper sichtbar gemacht

I l werden. Hierfir werden sogenannte primare und
Erstantikorper sekundare Antikdrper verwendet (Abb. 3). Die priméren

Antikoérper richten sich gegen das in Zellen oder

Geweben nachzuweisende Antigen, die sekundaren

Dweitantikorper

— Antikérper gegen die primaren Antikorper.

Die primaren Antikorper sind beziglich ihrer Herkunft und

Fluoreszenz-

Mikroskopie

Spezifitdt so zu wahlen, dass sie sich gegen eine andere
' als ihrer Herkunftsspezies richten (z.B. rabbit a rat Gy),

E die sekundaren Antikorper so, dass sie sich gegen die

Herkunftsspezies der primaren Antikdrper richten (z.B.
Abb. 3 Schematische Darstellung einer immunhistochemischen Faroung 0@t d rabbit). Zudem sind die sekundaren Antikdrper mit
einem Fluorochrom konjugiert, das bei Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenlange (excitation
wave length), Licht einer anderen Wellenlange emittiert. Dieses Signal zeigt die Anwesenheit des
gesuchten Antigens in den untersuchten Zellen und Geweben an.
Derartige Antikorper sind kommerziell erhaltlich und kénnen sich je nach dem Grad ihrer Spezifitat

preislich stark unterscheiden.



Um den Antikbrpern das Eindringen ins Cytosol der Zellen zu ermdglichen, missen die
Zellmembranen zunachst mit einem Detergenz permeabilisiert werden. Ein geeignetes Detergenz ist
Triton X-100, das Bestandteil der im Praktikum verwendeten Losungen CT und CTA ist.

Um zu verhindern, dass es zwischen den Antikdrpern und dem Praparat zu unspezifischen Bindungen
kommt, werden die unspezifischen Bindestellen der Praparate mit Proteinen abgesattigt, man spricht
von blocken. Haufig verwendete Blocker sind Gelatine, Milchpulver und Albumin. Die im Praktikum

verwendete Substanz ist der komerziell erhaltliche Chemiblocker.

Die Fluoreszenzmikroskopie (Abb. 4) erlaubt die Untersuchung der Verteilung und
Fluoreszenzintensitat der markierten Zell-
—Y und Gewebebestandteile. Hierfir ist das
optische System so einzurichten, dass die

Epiflucreszenz- Anregungs- und die Emissionswellenlange

beleuchtung fur das jeweilige  Fluorochrom  gut

e Anregungs- Emissions- voneinander getrennt sind.
n filter * filter

Aus dem weillen Licht einer Xenon- oder

Dichroischer Quecksilberdampf-Lampe wird durch ein

SPiegel  Anregungsfilter die fir die Anregung des

Fluorochroms geeignete Wellenlange (hier

Mikroskop- Plau) herausgefiltert.

Objektiv  |m Innern des Mikroskops wird dieses Licht

von einem dichroischen Spiegel (auch
Zell
,4—L elie dichromatischer Spiegel) auf das Praparat

Abb. 4 Schematische Darstellung des optischen Systems eines Fluoreszenzmikroskops reflektiert.

Dichroische Spiegel haben eine kritische Wellenlange: Licht mit kleineren Wellenlangen wird
reflektiert, Licht mit grofkeren Wellenlangen durchgelassen. Der Spiegel wird so gewahlt, dass die
kritische Wellenlange zwischen Anregungs- und Emissionsmaximum des Fluorochroms liegt. So wird
das Anregungslicht durch das Objektiv zum Praparat gelenkt, wahrend das langwelligere
Fluoreszenzlicht (hier rot) den Spiegel passiert und durch das Okular zum Auge gelangt.

Eine mdglichst vollstdndige Trennung von Anregungs- und Fluoreszenzlicht durch dieses optische
System ist die Voraussetzung fir eine gute Abbildung im Mikroskop. Filtersatze mit geeigneten
Kombinationen von Filtern und dichroischen Spiegeln kénnen fiir jeden gebrauchlichen

Fluoreszenzfarbstoff erworben werden.

SDS-PAGE

Zur Untersuchung von Proteinen verwendet man die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamid gelelectrophoresis). Sie ermoglicht es, die Reinheit einer Proteinprobe zu priifen und
das Molekulargewicht der Proteine abzuschatzen. Fir die SDS-PAGE wird das zu untersuchende
Proteingemisch mit SDS-Probenpuffer versetzt. SDS, ein anionisches Detergenz, lagert sich dabei

durch hydrophobe Wechselwirkungen der Kohlenstoffkette mit dem Protein an dessen



Aminosaurereste an und zerstort nichtkovalente Bindungen im Protein, wodurch dieses denaturiert

wird. Die Sekundar-, Tertidr- und Quartarstruktur gehen verloren. Die negativ geladenen S0

Gruppen des SDS werden hierbei nach aufien exponiert. Dabei Uberdeckt die Ladung des SDS die

Eigenladung der Proteine. Die Ladung eines SDS-Proteinkomplexes steht in direkter Beziehung zur

jeweiligen Proteingrofie.

Die Proteinproben werden auf ein Gel aus Polyacrylamid geladen. Wird an das Gel eine Spannung
angelegt, so beginnen die negativ geladenen SDS-

Minuspol Protein-Komplexe zum Pluspol (Anode) zu

L H oo Probentaschen wandern. Kleine Komplexe wandern hierbei
f Sammelgel schneller als groRe. Die Poren im Gel wirken als
1

£ Molekularsieb. Die Wanderungsgeschwindigkeit
t

1 . . .

3 Trenngel der Komplexe im Gel ist umgekehrt proportional
NP zum Molekulargewicht des jeweiligen Proteins.

Pluspol Soll das Molekulargewicht eines unbekannten
Abb. Schematische Darstellung der Elektrophorese Proteins bestimmt werden, so wird eine Mischung

von SDS-denaturierten Proteinen mit bekanntem Molekulargewicht (Molekulargewichtsmarker)

mitaufgetragen.

Fir die SDS-PAGE sind ein Sammelgel und ein Trenngel herzustellen. Das Sammelgel dient der
Fokussierung, das Trenngel der Auftrennung der Proteine.

Die Proben werden in die vorbereiteten Taschen gegeben. Wird eine Spannung angelegt, so wandern
die SDS-Proteinkomplexe zunéachst ins grof3porige Sammelgel. Den Proteinen voraus wandern CI-
lonen, die im Tris-Probenpuffer enthalten sind und aufgrund ihrer geringen Grof3e eine hohe Mobilitat
besitzen. Sie verhindern, dass einige der Proteine das Trenngel zu friih erreichen. Den Proteinen
selbst folgt eine Front aus Glycinationen, die aus dem Elektrodenpuffer stammen. Bei pH 6,8 ist Glycin
nur schwach negativ geladen. Die Glycinationen wandern folglich langsam, holen aber schlielich die
SDS-Proteinkomplexe ein und sorgen dafur, dass alle Komplexe gleichzeitig das Trenngel erreichen.
Man spricht daher von einer Fokussierung. Ist das Trenngel erreicht, so Uberholen die Glycinationen
die SDS-Proteinkomplexe, da sie durch den plétzlichen pH-Unterschied zwischen Sammelgel (pH 6,8)
und Trenngel (pH 8,8) stark negativ geladen werden und hierbei ihre Mobilitdt sprunghaft ansteigt.
Zudem werden die Glycinationen durch die engeren Poren des Trenngels nicht so stark beeinflusst

wie die SDS-Proteinkomplexe. Letztere werden dann aufgetrennt.

Western-Blot

Mit einem Western-Blot kdnnen Proteine, die durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf PVDF-
oder Nitrocellulosemembranen transferiert worden sind, durch spezifische Antikdrper nachgewiesen
werden (Immunoblot-Methode).

Im Praktikum werden die Antikérper mit der Odora-Zelllinie getestet. Diese Zelllinie leitet sich von

olfaktorischen Stammzellen ab und exprimiert daher wesentliche Komponenten der Signal-



transduktionskaskade der Riechsinneszellen, wie zum Beispiel das olfaktorische G-Protein (G¢) und
eine Adenylatcyclase (AC3).
Abbildung 6 zeigt schematisch den Versuchsablauf beim Western-Blot. Das die Proteine enthaltende

Immunoblotl:ing Polyacrylamidgel wird in Nachbarschaft
zu einer PVDF-Membran gebracht,

| .

Vorder- und Riickseite des Gels mit je

> acht Whatman-Filterpapieren bedeckt und

iy schliellich eine Spannung so angelegt,

dass die durch das SDS negativ

Electrophoresis

Blot Transfer

geladenen Proteine in die PVDF-

Membran wandern.

Diesem Transfer folgt ein Blockschritt mit

» BSA, um ein unspezifisches Binden der

ﬁ{‘iz\iﬁi&"ﬂﬁba . oo | AntikGrper Zu verhindern. Der
EC:_\W/: Erstantikorper bindet auf dem Blot an
) ....| diejenigen Proteine, die geeignete

%L = ( s | Epitope tragen. Der Zweitantikorper ist so
)= ey N
A—@dd.ikionofSecondary ; zu wahlen, dass er an den Erstantikorper
Antibody Detection with Substrate | pindet.
Abb. 6 Schematische Darstellung des Western-Blots Um den Zweitantikc’jrper auf der PVDF-

Membran sichtbar zu machen, tragt er das Enzym alkalische Phosphatase, das von Substraten
Phosphatgruppen abspaltet. Ein geeignetes Substrat enthalt die im Praktikum verwendete NBT/BCIP-
Stammldsung. Das Re-

aktionsschema der Farb-

o IID -0 =] ¢l
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Eifi? Prosphatase J);[i;l\ stoff erzeugenden Red-
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o <]
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BCIP . . .
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Abb. 7 Alkalische Phosphatase-NBT/BCIP-Farbreaktion

Die an den Zweitantikdrper gekoppelte alkalische Phosphatase dephosphoryliert das BCIP. Das
entstehende Produkt reagiert in einer Redoxreaktion mit NBT zu zwei unléslichen, blauen Farbstoffen,
die die Anwesenheit des Zweitantikdrpers anzeigen. Als Versuchsergebnis ist eine fiir das G,Protein
charakteristische Bande bei 45kDa zu erwarten. Es lasst sich mit einem Flachbettscanner

dokumentieren.



(C) Versuchsplan fur Gruppe A

Montag
10.00 Uhr Einfiihrung
10.15 Uhr Praparation des Riechepithels der Ratte (Rattus norvegicus)
11.00 Uhr Fixation der Nase
12.00 Uhr Pause
13.00 Uhr Fixation der Nase (Fortsetzung)
Ansetzen diverser Lé6sungen
Herstellung der Gele fir die SDS-PAGE
17.00 Uhr Ende des Praktikumstages

Dienstag

10.00 Uhr Einflihrung

10.15 Uhr Einbetten der Nase

11.15 Uhr Anfertigung von Gefrierschnitten der Nase

1215 Uhr Pause

13.00 Uhr Immunhistochemie der Kryostatschnitte (1. Antikorper, Richardson-Farbung)
Immuncytochemie der Odora-Zellen (1. + 2. Antikérper, DAPI-Farbung, Eindecken)

17.45 Uhr Ende des Praktikumstages

Mittwoch

10.00 Uhr Einfuihrung

10.15 Uhr SDS-PAGE

11.30 Uhr Pause

12.30 Uhr Western Blot

14.45 Uhr BSA-Block

15.00 Uhr Immunhistochemie der Kryostatschnitte (2. Antikérper, DAPI-Farbung, Eindecken)
17.45 Uhr Ende des Praktikumstages

Donnerstag

10.00 Uhr Einfuhrung

10.15 Uhr Western Blot (1. Antikdrper)
11.30 Uhr Pause

12.30 Uhr Western Blot (2. Antikorper)
14.45 Uhr Farbreaktion mit NBT/BCIP
16.00 Uhr Ende des Praktikumstages



Freitag

10.00 Uhr
10.15 Uhr
17.00 Uhr

Einflhrung
Bilddokumentation

Ende der Praktikumswoche
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(D) Durchfuhrung

Praparation des Riechepithels der Ratte (Rattus norvegicus)
Die Ratte wurde bereits vor Praktikumsbeginn mit CO, getttet. Die Praparation der Ratte wird von

einem Studenten oder wahlweise vom Assistenten durchgefuhrt.

Hypothalamus
Cortex

Akzessorischer | {
Riechkolben, | |

Thalamus

Riechkelben

(Bulbus alfactorius) Hippo-
= " campus
Vomeronasal-
Nery .
Riech-
epithel
. b‘iandolkem
- (Amygdala)
Riechnery

Vomeronasales
Organ

Abb. 8 Kopf der Ratte

Abtrennen des Kopfes mit einer Schere

Entfernung des Unterkiefers.

Entfernung des Fells und der Ohren von dorsal mit der Schere.

Entfernung des hinter den Augen liegenden Kopfteiles und der Nasenspitze.

Spaltung des Schadels von dorsal mit einer Schere, so dass die Fixationsflissigkeiten eindringen

koénnen.

Fixation der Nase

Waschen des Gewebes in 1xPBS um das Blut zu entfernen.

Gewebe mit 4% PFA Uberschichten. Restluft in Hohlrdumen der Nase durch anlegen eines
Unterdrucks fir 2min. im Exsikkator entfernen. Inkubation insgesamt fiir 40min.

3x 2min. waschen in 1xPBS.

Inkubation in 10% Saccharose fir 3h.
Zwischenzeitliche Herstellung des Gels fir die SDS-PAGE.

Inkubation in 30% Saccharose bei 4°C tber Nacht.

Herstellung des Gels fir die SDS-PAGE

Jede Zweiergruppe gieldt 1 Gel. Dabei gieRt jeweils der eine Gruppenpartner das Trenngel, der

andere das Sammelgel.

- Glasplatten und Spacer mit 70% EtOH entfetten.

- Spacer mit 3mm Abstand zum &uReren Plattenrand zwischen zwei Platten platzieren, unteren
Spacer rechts und links, seitliche Spacer oben Uberstehen lassen.

- Mit mindestens vier Klammern fixieren.
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- Fugen um die Spacer mit Schlauch abdichten.
- Ansetzen der Gellésungen in 50ml Elernmeyer-Kolben:
12,5% Trenngel: - 3,5ml bidestilliertes Wasser
- 8,3ml Acrylamid
- 7,5ml Tris pH 8,8
- 0,4ml SDS
- 0,2ml APS
- 0,02ml TEMED
3,8% Sammelgel: - 7,1ml bidestilliertes Wasser
- 1,3ml Acrylamid
- 1,25ml Tris pH 6,8
- 0,2ml SDS
- 0,1ml APS
- 0,01ml TEMED
Die Radikalstarter APS und der Katalysator TEMED sind erst kurz vor Gebrauch zuzugeben. Gut

mischen!

Vorsicht: Acrylamid ist in unpolymerisiertem Zustand giftig! Reste auspolymerisieren lassen. Abfalle

in die dafir vorgesehenen Abfallbehalter.

- Trenngel bis 3cm unter den oberen Rand in die vorbereiteten Platten giel3en, vorsichtig mit wenig
EtOH (absolut) uberschichten und die radikalische Reaktion abwarten (~ 15min.).

- EtOH abgieflien, 3,8%iges Sammelgel zwischen die Platten gielen.

- Probenkamm vorsichtig einsetzen.

- Nach der Polymerisation (~15min.) das Auftragsschema (siehe Abb. 9) auf die Aullenseite der
grolRen Glasplatte mit einem Permanent-Marker bertragen. Aullerdem die spateren Schnittstellen
der PVDF-Membran aufzeichnen.

- Abmessungen des Trenngels bestimmen.

- Gel in feuchte Tlcher und Alufolie einschlagen und im Kahlschrank (4°C) lagern.

Gelatinisieren von Objekttragern

- Objekttrager in Glashalter setzen.

- Waschen der Objekttrager in 70% EtOH fir 30min.

- Waschen der Objekttrager in Aqua dest.

- 1g Gelatine in 200ml Aqua dest. unter Ruhren bei 40-50°C I6sen.

- Objekttrager kurz in Gelatinelésung eintauchen.

- Uberflissige Gelatinelésung durch leichtes AufstoRen der Objekttrager auf Papier entfernen.
- Objekttrager bei 65°C im Trockenschrank fur 5h trocknen.

- Objekttrager bis zu ihrer Verwendung in Alufolie aufbewahren.
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Einbetten der Nase

20ml einer 30% Saccharose/TissueTek-Losung im Verhaltnis 1:1 in einem 50ml Falcon-Tube
ansetzen.

Einschnitt an der Oberseite des Kopfes mit einer Pinzette auseinanderhalten und den Spalt mit der
Saccharose/TissueTek-LOsung fillen. Luftblasen sind zu vermeiden.

Praparat in den Kryostat stellen und Saccharose/TissueTek-Ldsung ausharten lassen.

Gewebe mit unverdiinntem TissueTek bedecken und im Kryostaten ausharten lassen.

Anfertigung von Gefrierschnitten

Entriegeln des Kryostaten durch Driicken des Schlisselsymbols, bis auf dem Display ,Sperre”
erscheint.

Einstellen der Objekttemperatur (OT). Hierflr durch Drlicken des Kreissymbols den Menupunkt fur
die Einstellung der OT aufrufen.

Mit den Pfeiltasten die OT auf -20°C einstellen.

Warten bis ,Sperre® auf dem Display erscheint.

Einbetten und Auffrieren des fixierten Gewebes auf dem Probenhalter mittels TissueTek (wird vom
Assistenten erklart)

Entriegeln der Handkurbel

Mit der (+)- bzw. (-)-Taste Schnittdicke auf 10um einstellen.

Anschneiden des Praparats durch Betatigung der Handkurbel (das Praparat muss sichtbar sein).
Schnittstrecker zum Messer klappen.

Handkurbel gleichmaRig betatigen.

Aufziehen von je zwei Schnitten auf die vorbereiteten Objekttrager (siehe Abbildung 10).

Nach Beendigung des Schneidens den Kryostaten griindlich reinigen. Objektkihlung deaktivieren.

Kryostat nicht ausschalten!!!

- Aufbewahrung der Gefrierschnitte bei -20°C im Gefrierschrank.

Beschriftungsfeld

@ Mit 1. und 2. Antikérper

@ Nur 2. Antikérper (Kontrolle)

Abb. 10 Objekttrager

Immunhistochemie der Kryostatschnitte

Pro Zweiergruppe werden zwei Objekttrager, d.h. vier Schnitte bearbeitet.

Jeden Schnitt mehrmals mit PapPen umranden.
Inkubation mit 4% PFA fur 5min.
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3x 2min. waschen in 1xPBS.

1xPBS absaugen mit Papier.

Prainkubation mit CT flr 1h in feuchter Kammer bei Raumtemperatur.

CT mit Papier absaugen.

1.-Antikérper (anti-Ratten-G,r aus Kaninchen) in CTA zugeben, jedoch nicht auf die Kontrollschnitte
("). Der 1.-Antikorper ist 1:1000 zu verdinnen.

Kontrollschnitte mit 1xPBS bedecken.

Uber Nacht in feuchter Kammer bei 4°C inkubieren.

Immuncytochemie der Odora-Zellen

A B

Q Q Mit 1. und 2. Antikorper

Nur 2. Antikérper (Kontrolle)

Abbildung 10 4-Well-Platte
Es werden die bereitgestellten Odora-Zellen verwendet.

Medium mit Pasteurpipette absaugen.

2x 5min. waschen mit 1xPBS.

Inkubation mit 4% PFA fir 15min.

PFA mit Pasteurpipette absaugen.

2x 5min. waschen in 1xPBS.

Prainkubation mit 500ul CT pro Well fiir 20min. bei Raumtemperatur.

CT mit Pasteurpipette absaugen.

Je 300ul 1.-Antikérper (anti-Ratten-Gs aus Kaninchen) in CT in die beiden oberen Wells geben,
jedoch nicht auf die Kontrollzellen (I!). Der 1.-Antikérper ist 1:1000 in CT zu verdinnen (siehe
Abbildung 10).

Kontrollzellen mit 300ul 1xPBS bedecken.

1h bei Raumtemperatur inkubieren.

Zwischenzeitlich: Richardson-Farbung mit den Kryostatschnitten

1 Tropfen 4% PFA fur 1min. auftragen.

1x spllen mit 1xPBS

1 Tropfen Richardson-Blau-Ldsung (1:5 verdiinnt) auftragen; kurz einwirken lassen
Spillen mit 1xPBS, bis sich keine Farbe mehr ablést.

Wenig 1xPBS auftragen.

GrolRes Deckglas auflegen.
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Fortsetzung: Immunhistochemie der Odora-Zellen

- Flussigkeit absaugen.

- 3x 5min. waschen in 1xPBS.

- 1xPBS absaugen.

- 250ul 2.-Antikorper (Alexa Fluor 568 aus Ziege gegen Kaninchen) in C in jedes Well geben. Der 2.-
Antikérper ist 1:1000 in C zu verdinnen.

- 30min. bei Raumtemperatur und Dunkelheit (!!!) inkubieren.

- 3x 5min. waschen in 1xPBS bei Dunkelheit.

- 1xPBS absaugen.

- 3ul DAPI (mutagen!!!) in 900ul 1xPBS I6sen. 200yl in jedes Well geben. 10s inkubieren.

- 3x 5min. waschen in 1xPBS.

- 1xPBS absaugen mit Papier.

- 2 Tropfen Aqua PolyMount auf 1 Objekttrager geben.

- Jedes Deckglaschen kopfiber auf einen Tropfen legen.

- Aqua PolyMount Gber Nacht bei Dunkelheit (!) trocknen lassen.

SDS-PAGE

Es wird das bereitgestellte Odora-Zell-Lysat verwendet.

- Vorsichtig den Probenkamm herausziehen.

- Schlauch entfernen, Spacer nicht entfernen.

- Gel inclusive der Glasplatten einspannen.

- Tanks mit Elektrodenpuffer fiillen. Taschen mit Elektrodenpuffer gut ausspilen. Das Gel muss
blasenfrei an beiden Enden im Laufpuffer stehen. Hierflr eine Spritze benutzen.

- Molekulargewichtsstandard (prestained) langsam auftauen (nicht kochen auf Heizblock!).

- Odora-Zell-Lysat 3min. auf Heizblock bei 100°C kochen.

- Odora-Zell-Lysat zentrifugieren (3min., max. Geschwindigkeit).

- Ein Gel wie in Abbildung 9 beladen (aufwirbeln vermeiden!). Das zweite Gel dient als Reserve:
- Erste und letzte Tasche des Gels freilassen!
- 10ul des Lysat-Uberstandes auftragen.

- 10pl eines 1:5 verdiinnten Molekulargewichtsstandards (prestained) mitauftragen.

1.+ 2 AK
1.+ 2. AK

Marker
Mur 2, AK
Marker

Abb. 9 Auftragungsschema
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Start der Elektrophorese mit maximaler Spannung bei 35mA (Diese Stromstarke bezieht sich auf ein
Gel. Fir mehr Gele ist eine entsprechend grofere Stromstarke zu wahlen). Die Elektrophorese
dauert etwa 3h und wird durch Betatigung der SET-Taste gestoppt, sobald die Bromphenolblau-
Front kurz vor dem Ende des Trenngels steht.

Western-Blot

Der Protein-Transfer erfolgt nach dem Semi-Dry-Verfahren.

Wahrend dieses Versuchsteils sind unbedingt Handschuhe zu tragen!

PVDF-Membran und 16 Whatman Nr. 3-Filterpapiere auf die GroRe des Trenngels zuschneiden.
Das zu transferierende Gel wird nach der Elektrophorese fiir 10min. in einer Kunststoffbox in
Transferpuffer aquilibriert. Um eine Verwechslung der Auftragsbanden zu vermeiden, wird die linke
obere Ecke des Trenngels mit einem Spatel abgetrennt.

Filterpapiere in Transferpuffer legen.

Zur Aktivierung die PVDF-Membran far 5min. in 100% Methanol legen

PVDF-Membran fiir 5min. in Transferpuffer aquilibrieren. Membran nicht mehr trocknen lassen!

8 Lagen mit Transferpuffer getrankten Filterpapieres auf die untere Kohlenelektrodenplatte (Anode)
einzeln aufeinander legen.

Membran auflegen.

Gel auflegen.

Luftblasen durch leichtes Rollen mit einer Pasteurpipette herausdriicken, da Luftblasen den
Proteintransfer behindern.

Die restlichen 8 Lagen Filterpapier auflegen.

Luftblasen durch leichtes Rollen einer Pasteurpipette herausdriicken.

Anodenplatte um das ,Sandwich® herum mit Papier trocknen.

»sandwich* mit Transferpuffer betraufeln.

Zweite Kohlenelektrode (Kathode) auflegen und Apparatur verschlieRen.

Die Stromstarke ist in Abhangigkeit von der Gelgré3e zu wahlen. Pro cm? werden 1,5mA angelegt.
Die Dauer des Transfers betragt 60min.

Stromquelle abschalten und Apparatur 6ffnen.

PVDF-Membran vorsichtig mit einer Pinzette entnehmen und auf der Glasplatte, die die
Markierungen tragt, platzieren. Marker abtrennen und auf Papier lufttrocknen. Linke obere Ecke der
restlichen Membran abschneiden.

Membran in 5% BSA-Blocklésung in Petrischalen Gber Nacht im Kihlraum (5. Stock) inkubieren. 5%
BSA-Blocklésung muss frisch angesetzt werden.

Die Elektrophorese- und Western-Blot-Apparaturen sind nach Gebrauch griindlich mit Aqua dest. zu

reinigen.

Fortsetzung: Immunhistochemie der Kryostatschnitte

Flissigkeit absaugen.
3x 2min. waschen in 1xPBS.

1xPBS absaugen mit Papier.
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2.-Antikoérper (Alexa Fluor 568 aus Ziege gegen Kaninchen) in C zugeben. Der 2.-Antikdrper ist
jeweils 1:1000 in C zu verdiinnen.

90min. in feuchter Kammer bei Raumtemperatur und Dunkelheit (!!!) inkubieren.

3x 2min. waschen in 1xPBS.

1xPBS absaugen mit Papier.

600ul DAPI (mutagen!!!) in 1xPBS im Verhaltnis 1:300 ansetzen. Schnitte darin 10s inkubieren.

3x 2min. waschen in 1xPBS.

1xPBS absaugen mit Papier.

Eindecken der Schnitte in Aqua PolyMount. Deckglas auflegen.

Aqua PolyMount tiber Nacht bei Dunkelheit (!) trocknen lassen.

Donnerstag

Fortsetzung: Western-Blot

PVDF-Membran vorsichtig mit einer Pinzette aus der BSA-Blocklésung entnehmen und auf der
markierten Glasplatte platzieren. Die PVDF-Membran ist dabei mit Aqua dest. immer gut feucht zu
halten.

Trennung der 5 Laufspuren pro Gruppe durch Zerschneiden der Membran mit dem Skalpell (vorher
mit EtOH reinigen) auf der Glasplatte. Membran auf der Vorderseite oben mit einem Bleistift
markieren.

VerdUnnungspuffer (0,5% BSA-Lésung in 1xPBS + 0,05% Tween 20) ansetzen.

Inkubation mit dem 1. Antikdrper (anti-Ratten-G.¢ aus Kaninchen bzw. anti-Ratten-AC3 aus
Kaninchen) fiir 90min. bei Raumtemperatur in einem 15ml Falcon-Tube auf dem Schittler. Der 1.
Antikérper ist 1:1000 in 2ml Verdlinnungspuffer zu verdinnen.

Kontrollen nur in 4ml Verdiinnungspuffer inkubieren.

Waschpuffer (1xPBS + 0,1% Triton X-100) ansetzen.

3x 5min. waschen in 25ml Waschpuffer in Petrischale.

1x 5min. waschen in 25ml 1x PBS in Petrischale.

Inkubation mit dem alkalische Phosphatase gekoppelten 2. Antikdrper (gegen Kaninchen) far 60min.
bei Raumtemperatur in 15ml Falco-Tubes. Der 2. Antikorper ist 1:2000 in 2ml Verdinnungspuffer zu
verdunnen.

3x 5min. waschen in 25ml Waschpuffer.

1x 5min. waschen in 25ml bidestilliertem Wasser.

Farbelosung herstellen aus 66ul NBT, 33ul BCIP, 10ml Farbentwicklungspuffer.

Inkubation der PVDF-Membran bei Dunkelheit in der Farbelésung in einer Petrischale bis die
Banden sichtbar werden (~2-10min). Hierbei zuerst die Kontrollen farben.

Stoppen der Reaktion durch Waschen der Membran in bidestilliertem Wasser, um eine Uberfarbung
zu verhindern.

PVDF-Membran lufttrocknen und auf ein DIN A4-Blatt aufkleben.
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Bilddokumentation

Die  Dokumentation der gefarbten Gewebeschnitte und  Odora-Zellen erfolgt am
Fluoreszenzmikroskop, das Ergebnis des Western-Blots mit einem Flachbettscanner. Zuletzt werden
samtliche Bilder auf eine CD gebrannt.

Die Handhabung des Mikroskops und die Aufnahme der Bilder wird vom Assistenten erklart.

A568:

- Excitation: 568nm (gelbgriin)

- Emission: 603nm (rotorange)

DAPI-Messungen:

- Excitation: 359nm (violett)

- Emission: 461nm (blau)
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(E) Losungen

Die im Folgenden mit © gekennzeichneten Lésungen sind von den Praktikanten anzusetzen.

Die nicht gekennzeichneten Losungen werden bereitgestellt.

Fir die Immunhistochemie und Immuncytochemie

© 1000ml 10xPBS

- 81mM Na,HPO, x 2H,O

- 19mM NaH,PO, x H,O

- 1,3M NacCl

-pH7,4

- Ad 1000ml mit bidestilliertem Wasser

© 1000ml! 1xPBS
- 100ml 10xPBS
- Ad 1000ml mit bidestilliertem Wasser

100ml 30% (w/v) Saccharose-Lésung
- 30% (w/v) Saccharose

- 0,05% (w/v) NaN3

- Ad 100ml mit 1xPBS

100ml 10% (w/v) Saccharose-Losung
- 10% (w/v) Saccharose

- 0,05% (w/v) NaN3

- Ad 100ml mit 1xPBS

© 100ml 4% (w/v) Paraformaldehyd-L6sung (PFA)
- 4% (w/v) Paraformaldehyd

- Ad 100mI mit 1xPBS

- Unter Ruhren bei 60°C im Abzug I6sen

- Lagerung bei -20°C

20ml 30% (v/v) Saccharose-/TissueTek-L6sung (Verhéltnis 1:1)
- 10ml 30% (v/v) Saccharose-Losung
- 10ml TissueTek
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© 50ml C

- 5% (v/v) Chemiblocker (Chemicon, Cat#2170 - S)
- Ad 50ml mit 1xPBS

- Lagerung bei -20°C

© 50mI CT

- 5% (v/v) Chemiblocker (Chemicon, Cat#2170 - S)
- 0,5% (v/v) Triton X-100

- Ad 50ml mit 1xPBS

- Lagerung bei -20°C

50ml CTA

- 5% (v/v) Chemiblocker (Chemicon, Cat#2170 - S)
- 0,5% (v/v) Triton X-100

- 0,05% (w/v) NaN3

- Ad 50ml mit 1xPBS

- Lagerung bei -20°C

Fur die SDS-PAGE

© 100ml Trenngel-Puffer (1M Tris-Puffer, pH 8,8)
12,1g Tris in 75ml bidestilliertem Wasser |6sen

pH 8,8 einstellen (HCI benutzen)

Ad 100ml mit bidestilliertem Wasser

© 100ml| Sammelgel-Puffer (1M Tris-Puffer, pH 6,8)
12,1g Tris in ~75ml bidestilliertem Wasser I16sen

pH 6,8 einstellen (HCI benutzen)

Ad 100ml mit bidestilliertem Wasser

© 100ml 10% (w/v) SDS
10g SDS
Ad 100ml mit bidestilliertes Wasser

© 1000ml 1x Elektroden-Puffer

3,029 Tris

14,29 Glycin

In 800ml bidestilliertem Wasser l6sen, pH 8,3-8,4 (pH kontrollieren)
2g SDS zugeben

Auffillen auf 1000ml

20



30% wassrige Acrylamid-Stammlésung mit 0,8% Bisacrylamid
TEMED (Tetramethylendiamin)

10ml 10% (w/v) APS (Ammoniumperoxodisulfat)

1g APS

Ad 10ml mit bidestilliertem Wasser

Fir den Western-Blot

© 1000ml Transferpuffer (0,025M Tris, 0,192M Glycin, 20% (v/v) Methanol)
3g Tris und 14,2g Glycin in 700ml bidestilliertem Wasser |6sen

200ml Methanol

pH 8,3-8,4 einstellen

Ad 1000ml mit bidestilliertem Wasser

1xPBS

Zusammensetzung siehe oben.

© 100ml BSA-Blockldsung
2% (w/v) BSA
Ad 100ml mit 1xPBS

Ist kurz vor Gebrauch anzusetzen.

© 100ml Verdlinnungspuffer fiir die Antikdrper
0,5% (w/v) BSA

0,05% (v/v) Tween 20

Ad 100mI mit 1xPBS

© 1000m| Waschpuffer
0,1% (v/v) Triton X-100
Ad 1000ml mit 1xPBS

© 100ml Farbentwicklungspuffer
0,1M Tris/HCI

0,1M NaCl

5mM MgCl,*6H,0

pH 9,5

Ad 100ml mit bidestilliertem Wasser
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Substrate
50mg/ml NBT (= Nitrobluetetrazolium) in 70% (v/v) DMF
50mg/ml BCIP (= 5-Bromo-4-Chloro-3-indolylphosphat-Na) in 100% (v/v) DMF

© 10ml Farbelésung

66l NBT

33ul BCIP

Ad 10ml mit Farbentwicklungspuffer

Dieses Praktikumsskript wurde im Marz 2006 von Ulrich Mayer erstellt
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