3 Material

3.1

Tab. 3.1: Bakterien.

Mikroorganismen
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Spezies Stamm Genotyp Referenz
Escherichiacoli | XL1-Blue SupE44 hsdR17 recAl endAl Bullock et al., 1987
gyrA96 thi-1 relAl lac[F proAB
lacl®Z AM15 Tn10 (Tet")]
XL2-Blue SUpE44 hsdR17 recAl endAl Stratagene
gyrA96 thi-1 relAl lac[F proAB
laclZ AM15 Tn10 (Tet®) Amy
Cmf]
DH5a F AlacU169 (080 lacZ) AM15 | Hanahan, 1983
hsdR17 recAl endAl supE44
gyrA96 thi-1relAl
M15 [pREP4] | M15 mit pREP4 Qiagen
BL21 B F dcmompT hsdS (rB"mB”) | Stratagene
gal
JB3034 ArcsA26 lon-100 Brill et al., 1988
cpsB10::lac(immA) recA
SG1087 lon-100 rcsA-40 lac Tet”™ Tnl0in | Trisler and
rcsA Gottesman, 1984
Lysobacter sp. ATCC 53042 | Wildtyp, Lysobactin-Produzent | Squibb Institute
Bacillus subtilis |ATCC 21332 | Wildtyp, Surfactin-Produzent
R13mp SrfA-A(AL eu)-Mutante diese Arbeit
R1531p SIfA-A(Asp)-Mutante diese Arbeit
R13cpm SrfA-A(ALeu)-Mutante diese Arbeit
R153cpm SIfA-A(Asp)-Mutante diese Arbeit
B. licheniformis Wildtyp Frank Bernhard
Tab. 3.2: Hefen.
Spezies Genotyp Referenz
Pichia pastoris Wildtyp Invitrogen
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Tab. 3.3: Plasmide.

Plasmide
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Plasmid Genotyp Referenz

pACL113 4 kb Pstl-Fragment eines 17 kb BamHI- Frank Bernhard
Fragments von Lysobacter sp. ATCC 53042 in
pBluescript KS'

pBluescript KS* | Amp~, 2958 bp Stratagene

pPMAL ™-c2 Expressionsvektor, MBP-Expression, New England BioL abs
Cytoplasma, Amp®, 6721 bp

pQE-30 Expressionsvektor, N-terminaler Poly(His)s- Qiagen
tag, Amp~, 3462 bp

pQE-60 Expressionsvektor, C-terminaler Qiagen
Poly(His)e-tag, AmpF, 3429 bp

pREP4 Expression des |lac-Repressor-Proteins, Kan® | Qiagen
3740 bp

pREP4-groESL Coexpression der Chaperone GroES/EL, 5885 | Cole, 1996
bp

pMMN13 | ntegrati onspl asmidvektor Nakano et al., 1991

pM-acsL acsL-Gen in pMAL ""-c2 diese Arbeit

pH-acsL acsL-Gen in pQE-30 diese Arbeit

pM-sfp sfp-Gen in pMAL ™-c2 Symmank et al., 1999

pH-srf-M1 Produktion des L-Glutaminsiure-Aktivierungs- | Symmank et al., 1999
moduls Srf-M1 aus SIfA-A
AS® 1-982 in pQE-60

pH-srf-M1AC Produktion des C-terminal um 16 AS diese Arbeit
verklrzten M1-Moduls M1AC
AS 1-966 in pQE-60

pH-srf-NAM1 Produktion des N-terminal um 460 AS Symmank et a., 1999
verkirzten M1-Moduls NAM 1
AS 461-982 in pQE-60

pH-srf-M4 Produktion des L-Valin-Aktivierungsmoduls | Elsner et ., 1997
Srf-M4 aus SrfA-B
AS 1-975 in pQE-30

pH-srf-M4AC Produktion des C-terminal um 16 AS Frank Bernhard/
verkirzten M4-Moduls M4AC diese Arbeit
AS 1-961 in pQE-30

pH-srf-NAM4 Produktion des N-terminal um 469 AS Elsner et a., 1997
verkirzten M4-Moduls NAM4
AS 470-975 in pQE-30

pH-srfA-C Produktion des L-L eucin-Aktivierungsmoduls | Symmank et al., 1999
Srf-M7 = SrfA-C
AS 1-1274 in pQE-30

pH-srfA-Csio03a Produktion der Ser-> Ala-Mutante diese Arbeit
Sr fA'C51003A (M 7SlOO3A)
AS 1-1274 in pQE-30

pH-srfap-M4/7 Produktion des monomodularen Hybrids Srfap- | Symmank et al., 1999
M4/7, bestehend aus 815 AS (M4)
und 456 AS (M 751003A) in pQE-3O

pH-srfap-M7/4 Produktion des monomodularen Hybrids Srfap- | Symmank et al., 1999
M4/7, bestehend aus 805 AS (M 751003/.\) und
173 AS (M4) in pQE-30
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Plasmid

Genotyp

Referenz

pH-SrfADH-M4/7

Produktion des monomodularen Hybrids
SrfADH-M 4/7, bestehend aus 856 AS (M 4)
und 415 AS (M 7s10034) in pQE-30

Symmank et a., 1999

pH-Srf/_\DH'M7/4

Produktion des monomodularen Hybrids
SrfADH-M 7/4, bestehend aus 859 AS (M 781003A)
und 119 AS (M4) in pQE-30

Symmank et al., 1999

pH-SrfCD— M4/7

Produktion des monomodularen Hybrids Srfcp-
M4/7, bestehend aus 350 AS (M4)
und 922 AS (M 781003A) in pQE-30

Symmank et al., 1999

pH-srfeo-M7/4

Produktion des monomodularen Hybrids Srfcp-
M 7/4, bestehend aus 352 AS (M 781003A) und
625 AS (M4) in pQE-30

Symmank et a., 1999

pH-sITA-A

Produktion der trimodularen  Surfactin-
Synthetase SrfA-A, Coexpression mit den
E. coli-Chaperonen GroES/EL

AS 1-3588 in pQE-30

Symmank et a., 1999

pH-SrfADH-M 1/2-3

Produktion der bimodul aren Hybrid-Surfactin-
Synthetase Srfapr-M 1/2-3, Coexpression mit
GroES/EL

AS 1-858/1898-3588 in pQE-30

Symmank et a., 1999

pH-SrfTD-M 1/2-3

Produktion der bimodul aren Hybrid-Surfactin-
Synthetase Srfrp-M1/2-3, Coexpression mit
GroES/EL

AS 1-1003/2041-3588 in pQE-30

Symmank et a., 1999

pH-SrfCDM-M 1-2/3

Produktion der bimodularen Hybrid-Surfactin-
Synthetase Srfcpom-M 1-2/3, Coexpression mit
GroES/EL

AS 1-1194/2234-3588 in pQE-30

Symmank et a., 1999

pH-SrfAD- M1-2/3

Produktion der bimodularen Hybrid-Surfactin-
Synthetase Srfap-M1-2/3, Coexpression mit
GroES/EL

AS 1-1500/2541-3588 in pQE-30

Symmank et a., 1999

plP-srfA-ALeurp Integrationsplasmid zur Konstruktion der diese Arbeit
B. subtilis-Mutante R13rp (in pMMN13)

pl P-srfA-Asprp Integrationsplasmid zur Konstruktion der diese Arbeit
B. subtilis-Mutante R153r, (in pMMN13)

pIP-srfA-ALeucpy | Integrationsplasmid zur Konstruktion der diese Arbeit
B. subtilis-Mutante R13cpm (in pMMN13)

pl P-srfA-Aspcpu Integrationsplasmid zur Konstruktion der diese Arbeit

B. subtilis-Mutante R153cpy (in pMMN13)

& AS, Aminosauren
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3.3 Primer fur die Polymerasekettenreaktion

Bis auf T7; (TIB MOLBiIol, Berlin) wurden samtliche Primer von Dr. Werner Schréder (FU
Berlin) bezogen.

Tab. 3.4: PCR-Primer flr die Amplifikation von Genen und Genabschnitten.

Oligonukleotid | Sequenz Restriktionsstelle/ Referenz
AcsL¢ cgggatccatgcgttacgaggagttccaccge BamH|I
AcsL, ggaagcttttagccgeccgeatcggegecgeg Hindlll
Sfpr cgggatccatgaagatttacggaatttatatggacc BamHl|
sfpr cggtcgacttatasaagctcttcgtacgagaccattg Sl
Srf-M 1 cggccatggaaataactttttaccctttaacy Ncol
Sf-M1, gcggatccggcetgegattgcetttttcagtctcatttcg BamH|
Srf-M1AC, gcggatccgecgcetgacagecttcacctctagtge BamH]I
Srf-NAM 1 cggccatggcgataccagagctgticcaagaaaagg Ncol
Srf-M4 (1) gcggatccatgagcaaaaaatcgattcaaaagg BamHI (Elsner et d., 1997)
Srf-M4, (1S) gcggtaccttacgctaatttcttttcactctetg Kpnl (Elsner et a., 1997)
SIf-M7; cgggatccatgagtcaatttagcaaggatcaggticaag BamH|
SIf-M7; cgggtaccttatgasaccgttacggtttgtgtattaag Kpnl
Srf-M7-Ala gccttgaaggccatgaccgecgtc Maxiprimer
SIfAA; cgggat ccatggaaataactttttaccctttaacy BamHlI
SITAA, cgggtaccttagaaaatttccattaatttatccag Kpnl
GG gcggtaccccgggtcgacctgcagcecaage Kpnl
GC, gcggatccgtgatggtgatggtgatgegatce BamH|I
Stfap-M7/4; gcgagct ctgegtaggceggaatcgotg Sacl
Stfap-M7/4, gcagagctcaccgaccgecccgaatggetggagetgg Sacl
Srfap-M4/7; cgegttaaccgtgctgacctcacgaaggasaag Hpal
Srfap-M4/7, cggttaacatacccacgcgctacaccgattccgec Hpal
Stfap-M 714 cgacgcgt cgacaaccaagtgaaggtgegeggc Miul
Stfapn-M7/4, cgacgcgtccggcgtattcaatcgticcatcegg Mlul
Stfapu-M 4/ 7; cgacgcgttgacgaccaggtcasaatacgcgg Miul
Stfapn-M4/7; cgacgcgtcctaaaaattcgatattgccgtcegg Mlul
Srfco-M7/4 cggactagtgtttgasaattatccgcttgatc Soel
Srfco-M7/4; ggcactagtatgtggtcaatcagtttcggcetg Soel
Stfco-M4A/7; cggactagtttttgagaactatccgcticagg Foel
Srfcp-M4/7; ggcactagtagatggtttaagagattgccatc Spel
Srfcom-M1-2/3; | geectaggtgtgetgattgaggagctttcaaage Avrll
Srfcom-M1-2/3, | cgectagggatacaccgtcagaaatcaaatgg Avrll
Srfrp-M1/2-3r | cgectaggeggacattcattagcaggcatgaag Avrll
Srfrp-M1/2-3, | cgectaggtcaaagaaattgtcaaagatceecg Avrll
Srfap-M1-2/3; | cgcctagggacaaaacggttcatcagcetatic Avrll
Srfap-M1-2/3, | gcectaggataaggtgttctgeccgggttaaac Avrll
Srfapn-M1/2-3; | geectagggegaatcgaccatcaggtgaagattcg Avrl|
Srfapn-M1/2-3; | geectaggtattcgattgttceatctggaagee Avrll
Mb5cpm-Insert; | gccctaggcattctaatcggtgatcttgee Avrll
M5cpm-Insert; | ggcctagggagacgecgtctgegatgatatg Avrll
M 5rp-Insert; gccctaggeggecattctttgaaagcgatg Avrll
M 5rp-Insert; cgcctaggtcgaaaaaattgtcatcaatgeey Avrll
IPcom 1 ggtctagagatttgcgcatatgttgtgcag Xbal
IPcowm gcggtaccggcagcgctttgeccttccaag Kpnl
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Oligonukleotid | Sequenz Restriktionsstelle/ Referenz
IPrp ¢ gctctagatcaggegattgaggaaggtgcag Xbal
IPrp ¢ ggggtaccgacgatgatatcgtcttgeccg Kpnl

Die Indizes der Oligonukleotide stehen fir ,forward* und ,reverse. Die Erkennungssequenzen der
entsprechenden  Restriktionsendonukleasen (Fettdruck) wurden am 5'-Ende der Oligonukleotide
eingefligt. Falls eine neutrale Mutagenese fir die Konstruktion der Hybridenzyme nicht méglich war,
wurden die betreffenden Aminosduren homolog subgtituiert. Nukleotide, die nicht mit der
Origina sequenz Ubereinstimmen, wurden kursiv dargestellt.

Tab. 3.5: PCR-Primer fir die |dentifizierung der Bacillus subtilis-M utanten.

Oligonukleotid | Sequenz Referenz

T7 taatacgactcactatagg (TIB MOLBiIO0l)
Ins 2, ctggagacgaagatcaggaagctgttcgec

Ins 3, ttgaatacggagcggctcaagggtttctcc

Rev 1 cctgagaatgcagttcaatcagegtatgtge

Rev 3 cctcaaatgtttgaacggcaggecy

Rev 5, gctcteeegcaaagcetecgttcagetggeegcteg

Die Indizes der Oligonukleotide stehen fir ,forward“ und ,reverse”.

3.4 Chemikalien, Enzyme, Kits und Grélenmarker

Die in der Arbeit verwendeten Chemikalien, Medien und Antibiotika wurden bezogen von:
Amersham (Braunschweig), Biomol (Hamburg), Boehringer (Mannheim), BTS Biotech Trade
& Service GmbH (St Leon.Rot), Difco (Detroit, USA), Gibco BRL (Grand Island, USA), ICN
Biomedicals (Cleveland, USA), Merck (Darmstadt), Riedel-de Haén (Seelze), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (St Louis, USA), United States Biochemical Corp.
(Cleveland, USA). Sie wurden in der Regel im hochsten erhdtlichen Reinheitsgrad
verwendet. Die Radiochemikalien [a-32P]-ATP, [y-*P]-ATP, [Y*C(U)]-L-Valin, [**C(U)]-L-
Glutaminséure sowie [**C(U)]-L-Leucin stammten von Hartmann (Braunschweig) und [*P]-
markiertes Na,P,O; von DuPont (Bad Homburg) und die gebrauchsfertigen Lésungen Roti®-
Phenol (Redest., in TE-Puffer 10:1 equil. Phenol pH 7,5 -8,0), Rotiphorese® Gel 30 (30 %
Acrylamid-Stammlosung  mit 0,8 % Bisacrylamid) und Rotiszint® eco plus
(Szintillationscocktail) von Roth (Karlsruhe).

Die zur Proteinreinigung verwendeten Sdulenmaterialien waren: Dextrin von Merck
(Darmstadt), POROS 20 MC und 20 HQ von PerSeptive Biosystems (Freiburg), Ni-NTA-
Agarose von Qiagen (Hilden), Sephacryl® S-200 HR und S-400 HR von Pharmacia (Freiburg)
und Ultrogel® AcA 34 von BioSepra (Marlborough, USA).

Bezugsquellen fur Enzyme und Kits waren: Restriktionsendonukleasen, Ligase, Alkalische
Phosphatase (CIP), Vent®-DNA-Polymerase und die dazugehdrigen Inkubationspuffer von
New England BioLabs (Beverly, USA); Tag-Polymerase und deren Additive von Qiagen
(Hilden), Klenow-DNA-Polymerase | von Amersham (Braunschweig) und Terminae
Transferase von Boehringer (Mannheim); Epicurian Coli® XL2-Blue Ultrakompetente Zellen
von Stratagene (Heidelberg); ,DNA Labeling and Detection Kit Nonradioactive® von
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Boehringer (Mannheim); , Qiagen Plasmid Mini-, Midi- und Maxi-Kits* und , DNeasy™
Tissue Kit* von Qiagen (Hilden); ,JetSorb® DNA-Extraction Kit* von Genomed (Bad
Oeynhausen).

Als GrofRenmarker wurden verwendet:

DNA-GroRRenmarker: 100-bp- und 1-kb-DNA-Leitern von Pharmacia (Freiburg) und MBI
Fermentas sowie A-DNA mit Hindlll geschnitten: 125, 564, 2027, 2322, 4631, 6557, 9416
und 23000 bp-Fragmente

Protein-GroRenmarker fur SDS-Page (1): Proteinmarker High Range von BioRad
(Richmond, USA): Myosin 200 kDa, -Galactosidase 116 kDa, Phosphorylase b 97 kDa,
BSA 66 kDa und Ovalbumin 45 kDa (2): Proteinmarker Broad Range von New England
BioLabs (Beverly, USA): Myosin 212 kDa, MBP-f3-Galactosidase 158 kDa, [3-Galactosidase
116 kDa, Phosphorylase b 97 kDa, BSA 66 kDa, Glutamindehydrogenase 55 kDa, MBP2
42 kDa, Lactatdehydrogenase M 36 kDa, Triosephosphatisomerase 26 kDa, Trypsininhibitor
20 kDa, Lysozym 14 kDa, Aprotinin 6,5 kDa, Insulin A,B 2,3-3,4 kDa
Kalibrationsproteine fur die Gelfiltration von Pharmacia (Freiburg):BSA 67 kDa, Aldolase
158 kDa, Katalase 232 kDa, Ferritin 440 kDa und Thyroglobulin 669 kDa

3.5 Apparative Ausstattung und sonstige Materialien

Es wurden folgende Gerdte verwendet: Elektroporator von Invitrogen (Leek, NL), 8-I-
Fermentor von Meredos, French® Pressure Cell Press von SLM Instruments, Inc.,
Gel perfusionschromatographie-Workstation BioCAD™ mit Software Version 1.24.3. von
PerSeptive Biosystems (Freiburg), GeneQuant®-Photometer und HiLoad-System von
Pharmacia (Freiburg), Hybridisierungsofen Hybaid Micro-4 von MWG-Biotech (Ebersberg),
K tihlzentrifugen Sorvall® RC5B und RC5C von DuPont (Bad Homburg), Mikroskop von
Carl-Zeiss Jena, Rotationsverdampfer von Buchi (Schweiz), Schittelinkubatoren G25
Incubator Shaker von New Brunswick Scientific (Edison, USA), sterile Werkbank Uniflow
UVUB 1200 und SpeedVac von Uniequip (Martinsried), Spektrophotometer UV-120-02 von
Shimadzu (Japan), Szintillationszéhler Liquid Scintillation Counter 1209 Rackbeta von LKB
Wallac (Turku, Finnland), Tischzentrifugen 5415 von Eppendorf (Hamburg) und Biofuge 13
von Heraeus (Osterode), Trio-Thermozykler von Biometra (Gottingen), Ultrazentrifuge L8-
50M/E von Beckman ((Palo Alto, USA), UV-Transilluminator von K. Benda (Wiesloch) und
Vertikal gelelektrophorese-Apparatur von Biometra (Gottingen). Sequenz- und Restriktions-
analysen sowie Alignments wurden mit der PC-Software PC/Gene Version 6.6 durchgefihrt.
Ferner wurden folgende Materialien eingesetzt: Dialyseschlauche von Serva (Heidelberg),
Dunnschichtplatten Kieselgel 60 Alufolien von Merck (Darmstadt), Elektroporationskivetten
von Invitrogen (Leek, NL), Glasfaservorfilter GF 92 @ 25 mm von Schleicher und Schuell
(Dassel), Nylonrundfilter Hybond™-N von Amersham, Polaroid-Filme Typ 667 von Kodak,
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Replikaplatten Accutran Replica plater von Schleicher und Schuell, Roéntgenfilme A3 von
Konica, Proteinkonzentratoren Centrex® UF 0,5 und 2 von Schleicher und Schuell bzw.
Centriprep® von Amicon und Vivaspin 15 concentrator von Vivascience (UK), Spritzenfilter
Porengrofien 0,22 und 0,45 pum von Roth (Karlsruhe) sowie Zellglas von Folia

3.6 Medien, Agarplatten und Antibiotika

LB-Medium (Luria Broth): 10 g Pepton aus Casein, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, mit H,O ad
11

2x TY-Medium: 16 g Pepton aus Casein, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, mit H,O ad 1|
YPD-Medium: 20 g Pepton aus Casein, 10 g Hefeextrakt, mit H,O ad 900 ml, nach dem
Autoklavieren Zugabe von 100 ml 20 % Glucose (separat autoklaviert)

Landy-Medium (modifiziert; Vollenbroich et al., 1993): 1 g Hefeextrakt, 5 g Glutamin-
saure, 2 mg Phenylaanin, 0,5 g MgSO, x 7 H,0, 0,5 g KCI, 5 mg MnSQO,, 0,16 mg CuSO4 X
5 H,0 und 0,15 mg FeSO,4 x 7 H,O wurden in deionisiertem H,O geldst, mit 10 M NaOH auf
pH 7,0 eingestellt und mit H,O auf 940 ml aufgefillt; nach dem Autoklavieren Zugabe von
40 ml 50 % Glucose sowie 20 ml 5 % KH,PO, (beide L 6sungen separat autoklaviert)

4x PAB-Medium: 70 g Antibiotic-Medium 3 (Difco), mit H,O ad 1 I; 15 min autoklaviert

2x SMM-Losung: 1 M Saccharose, 0,04 M Maeinsdure, 0,04 M MgCl, wurden in
deionisiertem H,O geldst, mit 10 M NaOH auf einen pH-Wert von etwa 6,4 eingestellt und
auf 1| aufgefdllt; 15 min autoklaviert

SMMP-Medium (vor Versuchsbeginn jeweils frisch angesetzt): 50 % 2x SMM-L6sung,
45 % 4x PAB-Medium und 5 % BSA (gel6st in 2x SMM und sterilfiltriert)

DM 3-Chloramphenicol-Agar: 200 ml 5 % Agar-Agar, 500 ml 1 M Natriumsuccinat (pH
7,3), 100 ml 5 % Casein-Saurehydrolysat, 50 ml 10 % Hefeextrakt, 100 ml 3,5 % K,;HPO,/
1,5 % KH,PO4, 10 ml 50 % Glucose und 10 ml 5 % BSA (gelost in H,0). AulRer der BSA-
Losung (sterilfiltriert) wurden ale Komponenten separat autoklaviert und bei 4 °C
aufbewahrt. Zur Préparation der DM 3-Chloramphenicol-Agarplatten wurde die Agar-L6sung
aufgeschmolzen, auf 45 bis 55 °C abgekuhlt, und mit den auf etwa 50 °C temperierten
Komponenten versetzt (auRer BSA und Chloramphenicol: Zugabe ohne Erwarmung). Die
Chloramphenicol-K onzentration wurde auf 7,5 pg/ml eingestellt.

X-Gal-Agar: Zu autoklaviertem und auf 45 bis 55 °C abgekihltem LB-Agar wurden
60 pg/ml X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid, geldst in DM SO) sowie
0,5 mM IPTG pipettiert.

Antibiotika-Testplatten: Es wurden Platten mit E. coli DH5a, Bacillus licheniformis und
Pichia pastoris verwendet. Zunéachst wurden dinne LB- bzw. YPD-Agarplatten gegossen.
Anschlief3end wurde in autoklaviertem und auf 40 bhis 45 °C abgekihlten Weichagar
(LB-Weichagar bei Bakterien, YPD-Weichagar bel P. pastoris) eine bei 28 °C inkubierte
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Vorkultur im Verhdtnis 1:100 resuspendiert. Damit wurden die LB- bzw. Y PD-Agarplatten
uberschichtet. Bei 4 °C waren die Platten etwa 1 Woche haltbar.

DB-Mix (zur Aufbewahrung von Mikroorganismen): 50 % Glycerin, 10 % (NH4)H2POg4, 4 %
MgSO,, 4 % KCl

CaCly-L6sung (fur Cacium-kompetente Zellen): 100 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, 20 %
Glycerin

Fals nicht anders angegeben wurden die Medien und Losungen for 20 min bel 121 °C
autoklaviert und nach der Abkuhlung auf Raumtemperatur sofort verwendet oder bei 4 °C
aufbewahrt. Zur Herstellung fester Ndhrmedien wurde dem Medium vor dem Autoklavieren
Agar-Agar zugesetzt (1,6 % fur ,normale” Agarplatten, 0,8 % fur Weichagar), vor Gebrauch
wurde die Agar-Ldsung aufgeschmolzen, auf etwa 45 bis 55 °C abgekiihlt und gegebenenfalls
mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt. Falls nicht anders angegeben wurden den
Medien folgende Antibiotika-Konzentrationen zugesetzt: 100 pg/ml Ampicillin, 20 pg/ml
Kanamycin bzw. 20 pg/ml Chloramphenicol.

3.7 Puffer und LOosungen

Bradford-L 6sung: 0,04 % Coomassie Brilliant Blue G 250, 4,8 % Ethanol, 8,5 % Phosphor-
saure, sterilfiltriert (0,45 pm)

10x DNA-Probenpuffer: 40 % Sucrose, 0,1 % Xylencyanol, 0,1 % Bromphenolblau

10x TBE-Puffer: 0,9 M Tris, 0,9 M Borsdure, 20 mM EDTA

TE-Puffer (20:1): 20 mM Trig/HCI, 1 mM EDTA pH 7,5

TE-Puffer (10:1): 20 mM Trig/HCI, 1 mM EDTA pH 7,5

25 mM dNTP-Mix: je25 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

25 mM KP;-Puffer pH 5,3: 25 mM KH,PO, vorlegen, mit 25 mM K,HPQ, titrieren

Plasmidisolierung:

Resuspensionspuffer P1: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A
Lysispuffer P2: 200 mM NaOH, 1 % SDS

Neutralisationspuffer P3: 3 M Kaliumacetat pH 5,5

QBT-Puffer: 750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15 % Isopropanol, 0,15 % Triton®X-100
QC-Puffer: 1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15 % Isopropanol

QF-Puffer: 1,25 M NaCl, 50 mM Tris/HCI pH 8,5, 15 % Isopropanol

Koloniehybridisierung:

20x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat pH 7,0

Hybridisierungslésung: 5x SSC, 0,1 % N-Lauroylsarcosin (Natriumsalz), 0,02 % SDS, 1 %
Magermilchpulver (= Blocking-Reagenz)
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Waschlosung 1: 2x SSC, 0,1 % SDS

Waschlosung 2: 0,5x SSC, 0,1 % SDS

Detektionslosung 1: 100 mM Tris/HCI pH 7,5, 150 mM NaCl

Detektionslosung 2: 0,5 % Magermilchpulver in DetektionslGsung 1

Detektionslosung 3: 100 mM Trig/HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,
Farbeltsung 4: 45 pl NBT-Ldsung, 35 pl X-Phosphat in 10 ml Detektionsl6sung 3
NBT-L 6sung: 75 mg/ml Nitroblue Tetrazolium-Salz in 70 % Dimethylformamid (DMF)
X-Phosphat: 50 mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat in DMF

Stoplosung 5: 100 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA

AufschlulRpuffer (2): 20 mM MES/HEPES pH 6,5
(2): 20 mM MES/HEPES pH 7,0
(3): 20 mM Tris/HCl pH 7,0

Puffer fur die Affinitatschromatographie an Dextrin:
Dextrin-Saulenpuffer: 20 MM MES/HEPES pH 6,5, 200 mM NaCl
Dextrin-Elutionspuffer: 10 mM Maltose in Dextrin-Saulenpuffer

Puffer fur die Affinitatschromatographie an Ni-NTA-Agar ose:
Ni-NTA-AufschluBpuffer (1): 20 mM Tris/HCI pH 8,0, 300 mM NaCl

(2): 20 mM Tris/HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 0,25 mg/ml Lysozym
Ni-NTA-Saulenpuffer: 20 mM Tris/HCI pH 8,0, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol
Ni-NTA-Elutionspuffer: 20 mM Tris/HCI pH 8,0, 300 mM NaCl, 150 mM Imidazol

Puffer fur die Gelperfusionschromatographie:

Strippinglésung: 50 MM EDTA, 1 M NaCl

M C-Saulenpuffer (1): 15 mM MES/HEPES/Acetat pH 7,0
(2): 20 mM Tris/HCI pH 8,0, 300 mM NaCl

HQ-Saulenpuffer: 15 mM Tris/bis-Tris-Propan pH 8,0

SDS-PAGE:

Coomassie-Farbelosung: 0,4 g Coomassie Brilliant Blue G 250, 50 ml Ethanol apsoiut, 34 ml
70 % HCIOy4, 800 ml Wasser

Laufpuffer: 50 mM Tris/HCI pH 8,3, 20 mM Glycin, 1 % SDS
SDS-Denaturierungspuffer: 10 % Glycerin, 1 % [-Mercaptoethanol, 1 % SDS, 50 mM
Tris/HCI pH 6,8, 0,01 % Bromphenolblau

Silberfarbung:
Fixierldsung: 50 % Methanol, 12 % Essigsdure
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Waschlosung 1: 10 % Ethanol, 5 % Essigsaure
Farbeltsung 1: 0,1 % K,Cr,0;

Farbeltsung 2: 0,2 % AgNO;

Waschlosung 2: 8 % Na,CO3x10 H,O

Entwicklerlosung: 0,075 % Formaldehyd in Waschlsung 2
Stoplosung: 1 % Essigsaure

ATP-PP;-Austausch sowiey-ATP-Hydrolyse
Stoplésung: 1 % Aktivkohle (sduregewaschen) in 0,1 M NayP,O7, 14 % HCIO4

Dunnschichtchromatographie

Flief3mittel 1: Isopropanol / Wasser = 70/30 (v/v)

Flie3mittel 2: n-Butanol / Eisessig / Wasser = 4/1/1 (v/viv)
Flie3mittel 3: Isobuttersdure/ Ammoniak / Wasser = 66/1/33 (v/v/v)
Flie3mittel 4: Chloroform / Methanol / Wasser = 65/25/4 (vIviv)
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