30

4 Methoden

4.1 Aufbewahrung und Anzucht von Bakterien

4.1.1 Aufbewahrung der Mikroorganismenstdmme

Zur Aufbewahrung der Mikroorganismenstamme wurden Glycerinkulturen angelegt. Dazu
wurde eine ausgegliihte Impfose voll Kolonien von einer frischen Ubernacht-Plattenkultur in
1 ml DB-Mix resuspendiert und bei -70 °C eingefroren.

4.1.2 Anzucht von E. coli-, B. subtilis- und anderen Bakterienzellen sowie Hefen

Die Kultivation der Bakterienzellen erfolgte, sofern nicht anders angegeben, in LB-Medium
bei Temperaturen von 28 und 37 °C. Gegebenenfals wurde dem Medium Antibiotikum
zugesetzt. B. subtilis-Zellen wurden in Landy-Medium (Landy et al., 1948) kultiviert, dem
zusétzlich 0,1 % Hefeextrakt und 2 mg/l Phenylalanin zugegeben wurden. (Vollenbroich et
al., 1993). Hefezellen wurden in Y PD-Medium bei 28 °C inkubiert.

4.2 Methoden zur Isolierung, Analyse, Amplifikation und Rekombination von DNA
4.2.1 DNA-Isolierung

4.2.1.1 Analytische Isolierung von Plasmid-DNA

A. Analytische Isolierung von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse nach Birnboim

Zur Mini-Plasmid-Praparation wurde entweder 1 ml einer Ubernachtkultur pelletiert und in
100 ul Puffer P1 resuspendiert oder eine sterile Impfose voll Kolonien wurde direkt in 100 pl
Puffer P1 resuspendiert. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen durch
Zugabe von 200 pl Lysispuffer P2 und weiterer Inkubation fur 5 min lysiert. Durch Zugabe
von 150 pl eiskaltem Neutralisationspuffer P3 wurde der Ansatz neutralisiert, die
chromosomale DNA und die Proteine wurden dabel prézipitiert. Zur vollstandigen
Prézipitation und Neutralisation wurde der Ansatz fur 5 min auf Eis inkubiert. Das
entstandene Prazipitat wurde bel 4 °C mit 13000 rpm in einer Tischzentrifuge pelletiert und
der Uberstand im Verhaltnis 1:1 mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ausgeschiittelt. Nach
kurzer Zentrifugation zur Phasentrennung wurde die obere wél¥ige Phase mit 1 ml -20 °C
kalten absoluten Ethanol fur mindestens 30 min bei -20 °C gefdlt, fir 30 min bei 4 °C
abzentrifugiert und mit -20 °C kaltem 70 % Ethanol gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde bei
37 °C getrocknet und in ca. 50 pl bidest. Wasser gel0st.
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B. Analytische Isolierung von Plasmid-DNA nach dem Qiagen Plasmid Mini
Handbook

Zunéchst wurde das Bakterienpellet aus 1 ml Ubernachtkultur oder eine Impfdse voll
Kolonien in 300 ul Puffer P1 resuspendiert. Nach Zugabe von 300 ul Lysispuffer P2 wurde
der Ansatz vorsichtig durchmischt und fr 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end
wurde 300 pl eiskalter Neutralisationspuffer P3 zugesetzt und fir 5 min auf Eis inkubiert,
wobei wiederum Proteine und chromosomale DNA prazipitiert wurden. Nach 10 min
Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit (Tischzentrifuge 13000 rpm) wurde der
plasmidhaltige Uberstand abgenommen und auf eine mit 1 ml QBT-Puffer equilibrierte
Qiagen-tip 20-Saule aufgegeben (gravity flow). Die Saule wurde den Herstellerangaben
entsprechend viermal mit 1 ml QC-Puffer gewaschen und anschlief3end mit 0,8 ml QF-Puffer
eluiert. Durch Zugabe des 0,7 fachen Volumens Isopropanol zum Eluat wurde die Plasmid-
DNA ausgefdllt, die mit 1 ml -20 °C kaltem Ethanol gewaschen und abschlief3end luft-
getrocknet wurde. Das getrocknete Pellet wurde in ca. 50 pl bidest. Wasser gelést und einer
analytischen Agarose-Gel el ektrophorese unterworfen.

4.2.1.2 Préparative Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung der Plasmid-DNA im prdparativen Maldstab erfolgte entsprechend den
Empfehlungen des Qiagen Plasmid Purification Handbook nach dem Qiagen Midi and Maxi
Protocols.

4.2.1.3 Analytische Isolierung prokaryotischer chromosomaler DNA

Bei der Isolierung chromosomaler DNA im analytischen Mal3stab wurden entweder das Pellet
aus 2 ml einer frischen Ubernachtkultur oder eine Impfose voll Kolonien einer ebenfalls
frischen Ubernacht-Plattenkultur in 0,5 ml TE-Puffer (20:1) resuspendiert und gewaschen.
Fur die weitere Aufarbeitung wurde jewells ein Zehntel der in 4. 2. 1. 4 angegebenen
Volumina der entsprechenden LAsungen eingesetzt.

Alternativ erfolgte die Isolierung genomischer DNA aus B. subtilis-Zellen an Qiagen-
DNeasy™-Mini-Saulen nach den Empfehlungen des Herstellers (Qiagen DNeasy™ Tissue
Kit Handbook, Protocols for bacteria: B. Isolation of genomic DNA from Gram-positive
bacteria).

4.2.1.4 Préparative Isolierung prokaryotischer chromosomaler DNA

Zur Isolierung chromosomaler DNA aus Lysobacter spp., E. coli oder B. subtilis wurden je
20 ml einer frischen Ubernachtkultur fir 10 min bei 8000 rpm (HB4-Rotor) pelletiert und mit
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5 ml TE-Puffer (20:1) gewaschen. Das Pellet wurde in einem Corex®-Rohrchen in 5 ml
TE-Puffer (20:1) resuspendiert und nach Zugabe von 0,5 ml Lysozym (5 mg/ml) fir
mindestens 30 min bel Raumtemperatur lysiert. Anschlief3end wurde es mit 0,5 ml 10 % SDS
versetzt, wobel die Zellwande vollstéandig zerstort wurden. Die Proben wurden bel 37 °C
inkubiert, bis der Lyseprozef3 abgeschlossen und die Lésung klar erschien. Danach wurde zur
Entfernung der Proteine eine Phenolextraktion durchgefihrt, wobei die Losung mit jewells
0,5 bis 1 ml einer TE-geséttigten Phenolltsung (Roth) ausgeschittelt und fir 10 min bel
10000 rpm (HB4-Rotor) abzentrifugiert wurde. Die Phenol extraktion wurde so oft wiederholt,
bis die Interphase verschwand. Die obere Phase wurde anschlief3end drei- bis viermal mit
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert, zur Phasentrennung wurden die Proben fir
10 min bei 10000 rpm (HB4-Rotor) zentrifugiert. Wenn in der wél¥rigen Losung kein Phenol
mehr nachweisbar war (Geruch), wurde die Probe auf 0,2 M NaCl eingestellt und die
chromosomale DNA mit dem doppelten Volumen an -20 °C katem absoluten Ethanol
ausgefdllt. Diese wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? dberfuhrt, mit 1 ml -20 °C kalten
70 % Ethanol gewaschen und luftgetrocknet bis kein Ethanol mehr nachweisbar war
(Geruch). Abschlief?end wurde die chromosomale DNA in ca. 500 pl bidest. Wasser
aufgenommen und bel 37 °C gel 6st.

4.2.2 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde sowohl fir die Amplifikation bestimmter Genabschnitte fir spétere
Klonierungen benutzt als auch zum Positivscreening fur durchgefiihrte Klonierungen. In den
meisten Fallen wurde die Vent®-DNA-Polymerase verwendet, in einigen Ausnahmen jedoch
lieferte erst die Tag-DNA-Polymerase ein PCR-Produkt bzw. wurde die Spezifitét und/oder
Ausbeute an PCR-Produkt erhéht. Das Gesamtvolumen der PCR-Ansétze betrug prinzipiell
100 pl. Fiir einen Ansatz mit der Vent®-DNA-Polymerase wurden in ein 0,5 ml Reaktions-
gefald pipettiert:

DNA-Template
(chromosomale  oder  Plasmid- < 1 ug/Reaktion
DNA):
Hin-/Rickprimer: je 50 pmoal (je 0,5 uM Endkonzentration)
10x ThermoPol-Reaktionspuffer: 10 ul
100 mM MgSOq: variable Volumina (Endkonzentration O bis 6 mM)
Formamid: 7 ul (nur bei MgSO,-Zusétzen)
25 mM dNTP-Mix: 2 ul (Endkonzentration 500 uM) bzw.
4 ul (bei Fragmenten = 5 kb; Endkonzentration 1 mM)
steriles bidest. Wasser: ad 99 pul
Vent®-DNA-Polymerase: 1l (2V)
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Fur einen Ansatz mit der Tag-Polymerase wurden in ein 0,5 ml Reaktionsgefal? pipettiert:

DNA-Template < 1 pg/Reaktion

(chromosomale  oder  Plasmid-

DNA):

Hin-/Rickprimer: je50 pmoal (je 0,5 uM Endkonzentration)

10x Qiagen-PCR-Puffer: 10 pl

5x Q-Solution: optional 20 pl

25 mM MgCl;: variable Volumina (Endkonzentrationen bis 6 mM, meist
2 mM)

25 mM dNTP-Mix: 1,5 ul (Endkonzentration 375 uM)

steriles bidest. Wasser: ad 99 ul

Tag-DNA-Polymerase: 05ul (25U)

Alle Komponenten wurden durch Auf- und Absaugen mit einer Pipette durchmischt, mit 50 pl
Paraffindl Uberschichtet und kurz zentrifugiert. Die PCR wurde in einem programmierbaren
Thermozykler durchgefihrt.

Zyklus: Denaturierung 94°C 0,5bis1min
Annealing 42-57 °C 0,5bis1 min
Extension 72 °C Iminjelkb

Nach einem initialen Denaturierungsschritt von 3 bis 5 min bei 94 °C wurde der Zyklus 25 bis
35 mal wiederholt. Beendet wurde die PCR mit einem Polymerisationsschritt von 5 min, um
Uberstehende einzel stréngige Bereiche aufzufillen. In einem vereinfachten ,, Hot-Start* wurde
das Programm zundchst gestartet und erst bel Erreichen der initialen Denaturierungs-
temperatur von 94 °C wurden die PCR-Ansdtze in den Thermozykler gestellt. Nach
Beendigung der PCR wurde die untere wéldrige Phase in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt
und mit 10x DNA-Probenpuffer versetzt. Ein Aliquot von bis zu 10 pl wurde auf ein
analytisches Agarosegel aufgetragen und einer Agarose-Gelelektrophorese unterzogen. Bel
Vorhandensein des gewinschten PCR-Produkts wurde dieses nach einer préparativen
Agarose-Gelelektrophorese aus dem Gel eluiert (sehe 4. 2. 5).

4.2.3 Restriktion, Ligation und Dephosphorylierung von DNA

Analytische Restriktionsansdtze wurden meist in einem Gesamtvolumen von 10 ul durch-
gefuhrt, praparative Ansdtze in einem Volumen von 100 pl. Nach den Angaben des
Herstellers (New England BioLabs) wurden zu der zu schneidenden DNA pipettiert: 1 bzw.
10 pl (anaytisch/préparativ) des vom Hersteller mitgelieferten 10x Reaktionspuffers, falls
erforderlich 1 bzw. 10 pl BSA (1 mg/ml) sowie 2 bis 10 U bzw. 20 bis 100 U der
entsprechenden Restriktionsendonuklease. Die Proben wurden, falls nicht anders vom
Hersteller angegeben, bel 37 °C fir 2 bis 18 h inkubiert. Bei einem Doppelverdau mit zwei
Restriktionsenzymen wurde der vom Hersteller vorgeschlagene Reaktionspuffer verwendet,
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oder der Verdau wurde sequentiell durchgefiihrt. Dazu wurde zuerst der Restriktionsverdau
mit dem Enzym durchgefihrt, dessen Reaktionspuffer die geringere Salz- oder Puffer-
konzentration aufwies, nach Zugabe der fehlenden Salz- bzw. Puffermenge wurde der zweite
Verdau gestartet.

Fur einen Ligationsansatz wurden die zu ligierenden Fragmente getrennt geschnitten, auf
ein praparatives Agarosegel aufgetragen und aus diesem eluiert. Die Ligation erfolgte in
einem Reaktionsvolumen von 20 pl und enthielt neben den zu ligierenden Fragmenten 2 pl
10x T4-DNA-Ligase-Puffer und 2 pl T4-DNA-Ligase (800 U). Die Volumina der zu
ligierenden Fragmente wurden dabel so gewahlt, dal? das Verhdltnis von Vektor und zu
insertierender DNA 1:2 betrug. Der Ligationsansatz wurde Uber Nacht bei 18 °C inkubiert
und anschlief3end direkt zur Transformation eingesetzt oder bei -20 °C aufbewahrt.

Bel der Konstruktion der Surfactin-Synthetase-Austauschmutanten sollte in einen Avrll
geschnittenen Vektor ein Insert eingefligt werden, das beidseitig eine Avrll-Schnittstelle trug.
Um eine Ruckligation des Vektors zu verhindern, wurden dessen 5'-Enden vor der Ligation
dephosphoryliert. Die Dephosphorylierung erfolgte mit Alkalischer Phosphatase aus K&l ber-
darm (CIP) in einem Reaktionsvolumen von 100 pl. Zu der mit Avrll geschnittenen und aus
dem Agarosegel eluierten DNA wurde entsprechend den Herstellerangaben 10 pl des 10x
NEB-Puffers 2 (New England BioLabs) gegeben. Durch Zugabe von 100 U CIP wurde die
Dephosphorylierung gestartet, und fur 18 h bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 10x DNA-
Probenpuffer wurde der Reaktionsansatz ohne weitere thermische Behandlung auf ein
praparatives Agarosegel aufgetragen und anschlief3end aus dem Gel eluiert.

4.2. 4 DNA-Elektrophorese
4.2.4.1 Agarose-Flachbett-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente sowohl im analytischen als auch im préparativen Mal3-
stab wurde eine Agarose-Gelelektrophorese mit horizontalen Agarosegelen (Dimension
7 x 10 cm) durchgefuhrt. Fur Fragmente > 400 bp wurden 1,0 %ige Agarosegele in 1x TBE-
Puffer verwendet, fur kleinere Fragmente 1,5 %ige Gele. Nach dem Aufschmelzen der
Agarosel6sung in der Mikrowelle wurde das fir ein Agarosegel benttigte Volumen separat
abgenommen, nach dem Abkuhlen auf ca. 50 °C auf 0,5 pg/ml Ethidiumbromid (EtBr) ein-
gestellt und in die Apparatur gegossen. Nach dem Erstarren der Agarose wurde das Gel mit
1x TBE-Puffer Uberschichtet, und die mit 10x DNA-Probenpuffer versetzten Proben wurden
in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde bel konstanter Spannung von 120 V
durchgefiihrt, bis die Farbmarker des DNA-Probenpuffers (Bromphenolblau, Xylencyanol)
die erforderliche Trennstrecke zurlickgelegt hatten. Die DNA-Banden wurden mit Hilfe eines
UV-Transilluminators detektiert und zur Dokumentation fotografiert. Im Falle préparativer
Agarosegele wurden die gewlnschten DNA-Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten und
eluiert.
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4.2.4.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Alternativ zur Agarose-Gelelektrophorese wurde zu analytischen Zwecken eine Polyacryl-
amid-Gelelektrophorese in einer vertikalen Elektrophoresekammer durchgefthrt. For
Fragmente zwischen 100 und 1000 bp wurden 4 %ige Polyacrylamidgele in 1x TBE-Puffer
(zzgl. 0,6 mM TEMED und 0,05 % APS) verwendet, die zwischen die vorbereiteten
Glasplatten (Dimension 13 x 8 cm) gegossen wurden. Die Elektrophorese wurde nach der
Probenbeladung bel konstanter Spannung von 75 V fir eine Stunde durchgefthrt. Zur EtBr-
Farbung wurde das Gel in die Farbelésung (0,5 pg/ml EtBr in 1x TBE-Puffer) Gberfihrt und
far etwa 30 min inkubiert. Detektion und Dokumentation erfolgten analog zur Agarose-Gel-
elektrophorese.

4.2.5 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fir die Elution von DNA-Fragmenten aus praparativen Agarosegelen wurde der JetSorb®
DNA-Extraction Kit (Genomed) verwendet. Die gewunschten DNA-Banden wurden unter
UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und ein Eppendorf-Reaktionsgefald tberfihrt.
GemaR dem JetSorb®-Protokoll wurde anschlieBend die DNA aus der Agarose geldst, an
Glasmilch gebunden, mehrmals unter Hoch- und Niedrigsalzbedingungen gewaschen und
schliefdlich eluiert.

4.2.6 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Da die PCR-Primer-Konzentrationen teilweise erhebliche Unterschiede aufwiesen, wurden
deren Konzentrationen routineméldig kontrolliert, um einheitliche PCR-Bedingungen zu
gewdhrleisten. Fir die meisten anderen Anwendungen war eine Bestimmung der DNA-
Konzentration nicht nétig, die DNA-Konzentration wurde anhand der Bandenintensitéten im
Agarosegel abgeschétzt.

Die photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration wurde mit dem GeneQuant®-
Mikrophotometer (Pharmacia) durchgefiihrt, wobei die Elektronik des Photometers nach
Einstellung der Mel3parameter (ohne Hintergrundkompensierung) aus dem Verhdltnis der
Absorptionen bei 260 nm und 280 nm die DNA-Konzentration berechnete. Die DNA-Proben
wurden in geeigneter Verdinnung in eine Mikroguarzkivette (Schichtdicke 1,0 cm) pipettiert
und die Messung wurde gestartet.
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4.2.7 Transformation von Escherichia coli und Bacillus subtilis
4.2.7.1 Herstellung und Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden 200 ml LB-Medium mit einer
frischen Ubernachtkultur des entsprechenden Bakterienstammes 1:200 angeimpft und bei
37 °C im Schuttelinkubator mit 200 rpm bis zu einer ODgg Von 0,5 inkubiert. Die Zellen
wurden durch 10 min Zentrifugation bei 4 °C mit 9000 rpm (GSA-Rotor) in autoklavierten
Zentrifugenbechern geerntet und das Bakterienpellet wurde je zweimal mit 100 ml sterilem
eiskalten bidest. Wasser und 10 % Glycerin gewaschen. Das gewaschene Pellet wurde
schliefdlich in 1 ml sterilem eiskalten 10 % Glycerin aufgenommen und in Aliquots a 80 pl
direkt zur Elektroporation eingesetzt oder bel -70 °C aufbewahrt (Haltbarkeit einige Monate).

Zur Elektroporation wurden luftblasenfrei 80 ul der elektrokompetenten E. coli-Zellen zu
5 bis 10 pl eines Ligationsansatzes oder 2 bis 3 pl einer Plasmid-Pr8paration in eine vor-
gekuhlte Elektroporationskiivette (Spaltbreite 0,1 cm) pipettiert und in den Elektroporator
eingesetzt. Der Kondensator wurde aufgeladen (Spannung 1500 V [25 mA, 25 W], Kapazitét
50 pF, Ladewiderstand 150 Q) und Uber die Kivette mit einem Puls (Dauer 7,5 ms) wieder
entladen. Die Zellen wurden sofort in 500 pl LB-Medium mit 10 % Glycerin resuspendiert
und fur 30 bis 60 min bei 37 °C inkubiert. Anschlief3end wurde der Transformationsansatz in
Aliquots zu je 250 pl auf Selektivagarplatten (X-Gal-Platten bzw. LB-Ampicillin-Agar-
platten) ausplattiert und Uber Nacht bel 37 °C inkubiert. Die Identifikation der positiven
Klone erfolgte durch eine Plasmid-DNA-Isolierung mit anschlie3endem Restriktionsverdau
sowie durch Koloniehybridisierung.

4.2.7.2 Hestelung und Transformation Calcium-kompetenter E. coli-Zellen (nach
Ehrlich)

Zur Herstellung Calcium-kompetenter E. coli-Zellen wurden 200 ml LB-Medium mit einer
frischen Ubernachtkultur des entsprechenden Bakterienstammes 1:100 angeimpft und bei
37 °C im Schittelinkubator mit 200 rpm inkubiert. Bei Erreichen der ODgy von 0,1 bis 0,2
wurden die Zellen in autoklavierten Zentrifugenbechern fir 10 min bei 4 °C mit 9000 rpm
(GSA-Rotor) pelletiert und das Pellet in 20 ml steriler, 4 °C kalter CaCl,-L6ésung (100 mM
CaCl,, 20 % Glycerin) resuspendiert. Nach 20 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen
erneut abzentrifugiert, in 1 ml der CaCl,-L6sung aufgenommen und in Aliquots zu je 100 pl
bei -70 °C eingefroren. Die Transformation erfolgte friihestens am darauffolgenden Tag, da
die Zelen erst durch die letzte Kéatebehandlung zu optimaler Kompetenz gelangen. Die Halt-
barkeit der kompetenten Zellen betrug mehrere Monate.

Zur Transformation wurden 100 pl kompetente Zellen aufgetaut, mit 10 pl Ligationsansatz
bzw. 2 bis 3 pl Plasmid-Prdparation vermischt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock fur 5 min bei 42 °C wurden die Zellen sofort auf Eis abgekihlt (ca. 5 bis
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10 min). Es wurden 500 pl LB-Medium zugegeben und der Transformationsansatz bei 37 °C
fur 30 bis 60 min unter Schitteln inkubiert. Anschlief3end wurden die Ansétze in Aliquots zu
je 250 ul auf Selektivagarplatten (X-Gal-Platten bzw. LB-Ampicillin-Agarplatten) ausplattiert
und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Positivklone wurden durch Koloniehybridisierung und
Plasmid-DNA-Isolierung mit anschlief3endem Restriktionsverdau identifiziert.

Alternativ wurden Epicurian Coli® XL2-Blue Ultracompetent Cells (Sratagene) zur
Transformation eingesetzt, um die Transformationsausbeute zu erhohen. Die
Transformationen wurden entsprechend dem Transformations-Protokoll des Herstellers
durchgefihrt.

4.2.7.3 Herstellung und Transformation von B. subtilis-Protoplasten

Zur Herstellung von Protoplasten aus B. subtilis ATCC 21332 wurden 50 ml PAB-Medium
mit einer frischen Ubernachtkultur 1:50 angeimpft und bei 37 °C im Schiittelinkubator mit
200 rpm inkubiert, bis die mittlere log-Phase (ODsg 0,4 bis 0,5) erreicht wurde. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation for 10 min bel Raumtemperatur mit 6000 rpm (HB4-Rotor)
pelletiert und mit 5 ml SMMP-L6sung gewaschen. Anschlief3end wurden die Zellen in 5 ml
SMMP-L6sung resuspendiert, mit 200 pl Lysozym-Ldsung (5 % in SMMP, sterilfiltriert)
versetzt und im Schittelinkubator bei 37 °C unter sehr schwachem Schiitteln (max. 100 rpm)
inkubiert. Die Protoplastierung (Kugelform) wurde mikroskopisch kontrolliert, die ersten
Protoplasten waren bereits nach 30 min zu erkennen, nach etwa 2 bis 2% h war die Proto-
plastierung abgeschlossen. Die Protoplasten wurden fir 15 min bel Raumtemperatur mit
3500 rpm (HB4-Rotor) geerntet und auf3erst vorsichtig mit 5 ml SMMP-L6sung gewaschen.
Das Pellet wurde erneut mit 5 ml SMMP-L6sung durch vorsichtiges Auf- und Absaugen mit
einer Gilson-Pipette resuspendiert und in Aliquots zu je 500 ul sofort zur Transformation ein-
gesetzt. Die Haltbarkeit der Protoplasten-Suspension betrug maximal 5 h.

Zur Transformation wurden in einem sterilen Corex®-Réhrchen etwa 5 pg Plasmid-DNA
in 25 pl Wasser mit dem gleichen Volumen 2x SMM-L6sung verdinnt, 500 ul Protoplasten-
Suspension in die Plasmidlésung pipettiert und sofort 1,5 ml 40 % PEG 6000-L6sung (in
SMMP) zugegeben und vorsichtig vermischt. Nach der Inkubation fir 2 min bei Raum-
temperatur wurde der Ansatz mit 5 ml SMMP-L6sung verdinnt und fur 20 min mit 3500 rpm
(HB4-Rotor) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die so behandelten Protoplasten wurden in
1 ml SMMP-L6sung aufgenommen und zur phénotypischen Expression im Schiittelinkubator
far etwa 2 h bei 30 °C unter sehr schwachem Schitteln (max. 100 rpm) inkubiert. Der Ansatz
wurde halbiert und beide Halften wurden unverdinnt auf DM 3-Chlorampheni col-Agarplatten
(Cm 7,5 pg/ml) ausplattiert und fur 2 d bel 37 °C inkubiert. Zur Identifikation der
Integrationsmutanten wurden nach der Isolierung chromosomaler DNA entsprechende Gen-
abschnitte durch PCR amplifiziert und positivverdachtige PCR-Produkte wurden nach der
Elution aus dem Agarosegel einem Restriktionsverdau unterworfen.
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Die Reversion der Plasmidintegration erfolgte in LB-Medium ohne Antibiotikum. Dazu
wurde frisches LB-Medium mit einer Vorkultur der entsprechenden Integrationsmutanten
1:1000 angeimpft und im Schittelinkubator mit 200 rpm bel 37 °C inkubiert. Die Kultur
wurde 2x taglich im Verhaltnis 1:1000 in frisches LB-Medium passagiert und die Inkubation
bei 37 °C fortgesetzt. In regelmalligen Absténden wurde ein Aliquot enthommen und in
verschiedenen Verdinnungen (in LB-Medium) auf nichtselektiven LB-Agarplatten
ausplattiert. Chloramphenicol-sensitive Zellen (Cm®) wurden auf erfolgreiche Reversion
getestet (PCR, Restriktionsverdau).

4.2.8 Koloniehybridisierung
4.2.8.1 Kolonie-Blotting

Die zu testenden Transformanten wurden auf eine frische LB-Ampicillin-Agarplatte gepickt
und Uber Nacht bei 37 °C bis zu einem Koloniedurchmesser von etwa 1 mm inkubiert.
Anschlieflend wurde ein Nylonrundfilter (Hybond™-N, Amersham, 82 mm Durchmesser) auf
die Agaroberflache gelegt und die Orientierung der Kolonien auf der Platte und der Membran
mit einer sterilen Nadel markiert. Nach 1 min wurde die Membran von der Platte abgezogen
und nacheinander mit der Kolonieseite nach oben je 5 min auf mit folgenden Ldsungen
getrankte Whatman-Filterpapiere gelegt.

10% SDS

Denaturierungsiésung (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl)
Neutralisationslésung (0,5 M Tris/HCI pH 7,0; 1,5 M NaCl)
Wiederholung des 3. Schritts mit frisch getrénktem Filterpad
2x SSC

agrODdDE

Die Membran wurde auf ein Filterpapier gelegt und an der Luft getrocknet. Bevor die DNA
an der Nylonmembran fixiert wurde, wurde 1 pl einer Positivkontrolle auf die Membran
aufgetipfelt. (Positivkontrolle: DNA mit 0,2 N NaOH fur 15 min bei Raumtemperatur
denaturieren). Fir das UV-Crosslinking wurde die Membran mit der Kolonieseite nach unten
fir 3 min auf den UV-Transilluminator (312 nm) gelegt. Die Filter konnten nun direkt zur
Hybridisierung eingesetzt werden oder wurden zunéchst im Dunkeln aufbewahrt.

4.2.8.2 Markierung von DNA mit Digoxigenin

Zur nichtradioaktiven DNA-Markierung mit Digoxigenin wurden sowohl der DNA Labeling
and Detection Kit mit dem Klenow-Fragment als auch die Terminale Transferase verwendet.
Die Reaktionen basieren auf dem Digoxigenin-11-dUTP-Einbau in die DNA-Probe (Klenow-
Fragment) bzw. auf der Markierung des 3'-Endes der DNA mit Digoxigenin-11-ddUTP
(Terminale Transferase). Die Markierung mit dem Klenow-Fragment wurde in Anlehnung an
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das Labeling-Protokoll des Herstellers (Boehringer Mannheim) durchgefthrt: 100 pmol
linearisierte DNA (PCR-Primer bzw. geleluierte PCR-Produkte) wurden mit 2 U Klenow-
Enzym (Amersham) tber Nacht bel 37 °C inkubiert. Zur Markierung von Oligonukleotiden
mit der Terminalen Transferase (Boehringer Mannheim) wurden in einem Gesamtvolumen
von 20 pl 100 pmol DNA mit 4 pl 5x Reaktionspuffer, 4 pul 25 mM CoCl, und 1 pl 1 mM
Digoxigenin-11-ddUTP versetzt und die Labeling-Reaktion durch die Zugabe von 25 U
Terminale Transferase gestartet. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C Uber Nacht. Nach beiden
Markierungsvarianten wurden die Proben mit 30 pl TE-Puffer 10:1 pH 7,5 auf 50 ul verdinnt
und direkt zur Hybridisierung eingesetzt bzw. bei -20 °C aufbewahrt.

4.2.8.3 DNA-DNA-Hybridisierung

Die Hybridisierung der Nylonrundfilter erfolgte in Hybridisierungsrohren oder alternativ in
Plastikbeuteln. Zunachst wurde die Nylonmembran mit der fixierten DNA mit 50 ml
Hybridisierungspuffer in einem Hybridisierungsofen fir 1 h bei 68 °C prehybridisiert.
Zwischenzeitlich wurde die mit Digoxigenin markierte DNA frisch denaturiert (nur bel
doppelstrangiger DNA), indem die Sonde fur 10 min bei 95 °C erhitzt und anschlief3end
sofort auf Eis abgekihlt wurde. 25 pl der markierten DNA wurden zu 2,5 ml frischer
Hybridisierungslésung gegeben und damit die Membran Uber Nacht bei 55 °C inkubiert.
Anschlief3end wurde der Filter gewaschen: zweima 5 min bel Raumtemperatur mit 50 ml
Waschlosung 1 und zweimal 15 min bei 55 °C mit Waschlésung 2. Die Detektion erfolgte mit
einem gegen Digoxigenin gerichteten Antikoérper, der wiederum mit alkalischer Phosphatase
gekoppelt war, und wurde gemda3 dem Protokoll des Herstellers (Boehringer Mannheim)
durchgefihrt.

4.3 Methoden zur Isolierung und Charakterisierung von Proteinen

4.3.1 Uberexpression von Proteinen in E. coli

Zur Uberexpression von Proteinen wurde das zu exprimierende Gen in die Expressions-
vektoren pMAL™-c2, pQE-30 oder pQE-60 ligiert und das resultierende Plasmid in die
E. coli-Stamme XL1-Blue oder DH5a (pMAL™-c2) bzw. M15 [pREP4] (pQE-Vektoren)
transformiert. Alle drei Expressionsvektoren tragen ein Ampicillinresistenz-Gen Amp"®,
welches al's Selektionsmarker fur erfolgreiche Klonierungen genutzt wurde.

Bei dem Vektor pMAL™-c2 liegt die Klonierungsstelle zwischen den Genen malE und
lacZa, die fir das Matose-Bindungs-Protein (MBP) und das a-Peptid der (3-Galactosidase
kodieren, so dal3 eine erfolgreiche DNA-Insertion zur Unterbrechung des lacZa-Gens fihrt.
Die Insertion eines Gens resultiert in der Expression eines MBP-Fusionsproteins, das
o-Peptid der B-Galactosidase wird nicht mehr exprimiert, was wiederum bei der Blau-Wei(3-
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Selektion auf X-Gal-Platten ausgenutzt wurde. Bei Anwesenheit von (3-Galactosidase wird
X-Gal unter Bildung eines tiefblauen Farbstoffs gespalten, die Unterbrechung des lacZa-Gens
durch eine erfolgreiche Geninsertion wird durch weil3e Kolonien angezeigt. Am 5 -Ende des
malE-Gens befindet sich der starke P c-Promotor, der durch IPTG dereprimiert wird und
damit die Expression des MBP-Fusionsproteins induziert.

Charakteristisch fir die pQE-Vektoren ist die Kodierung eines Poly(His)s-tags, der sich am
N- (pQE-30) oder C-terminalen Ende (pQE-60) der Klonierungsstelle befindet, und damit die
Expression von Poly(His)e-Fusionsproteinen erlaubt. Beide Systeme befinden sich unter
Kontrolle des starken Bakteriophagen-Promotors Pys, der ebenfalls durch IPTG dereprimiert
wird.

Nach einer Transformation in E. coli wurden positive Klone durch Koloniehybridisierung
und Plasmid-Prgparation mit anschliefendem Restriktionsverdau identifiziert; die
Transformanten wurden auf Proteinexpression (, Miniexpression®) getestet. Dazu wurden je
3 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) mit den positivverdachtigen Klonen angeimpft
und bel 37 °C im Schittelinkubator herangezogen. Bel einer ODgy von ca. 0,5 wurden die
Ansdtze mit 0,5 mM IPTG induziert und fur weitere 3 h inkubiert. VVon jeder Probe wurde ein
Aliquot von je 1 ml entnommen, pelletiert und mit 100 pl 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,0
resuspendiert. Nach Zugabe von 10 pl 10x SDS-Denaturierungspuffer wurden die Ansétze fir
5 min bei 95 °C erhitzt und anschlief3end durch SDS-PAGE analysiert.

Die Proteinexpression im praparativen Mal3stab erfolgte sowohl in Schittelkulturen in 2-1-
Erlenmeyerkolben mit Schikanen als auch in einem 8--Fermenter. Dazu wurde frisches
LB-Medium mit Ampicillin mit einer frischen Ubernachtkultur im Verhatnis 1:100 beimpft.
Die Inkubation im Schiittelinkubator wurde bel 200 bis 230 rpm durchgefihrt, im Fermenter
erfolgte sie unter Zufuhr von steriler Luft bei einer Ruhrerdrehzahl von ca. 600 rpm. Um eine
zu starke Schaumentwicklung zu unterbinden, wurde dem Fermenter Antischaumemulsion
(Serva) zugesetzt. Die Expression der Synthetasen wurde bei Erreichen der ODggy von ca. 0,5
mit 0,5 mM IPTG induziert. Nach weiterer Inkubation fir 4 h wurden die Zellen bei 9000 rpm
(GS3-Rotor) geerntet und bei -20 °C eingefroren oder sofort zur Proteinreinigung verwendet.

4.3.2 Aufschlufd von Bakterienzellen
4.3.2.1 ZelaufschluR mittels der French® Press

Die frisch pelletierten oder eingefrorenen E. coli-Zellen wurden in dem 10-fachen Volumen
AufschluRpuffer bel 4 °C grindlich resuspendiert. Anschlief3end wurden die Zellen drei- bis
viermal unter Eiskiihlung an einer French® Pressure Cell Press aufgeschlossen (mono-
modulare Enzyme bei max. 1000 psi, SrfA-A und bimodulare Enzyme bei max. 700 psi).

B. subtilis-Zellen wurden nach der Zellernte (10 min, 9000 rpm) in Aufschluf3puffer
resuspendiert, mit Lysozym (Endkonzentration 0,1 %) versetzt und bel -20°C gelagert. Die
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Lyse erfolgte wahrend des Auftauens, anschlieRend wurden die Zellen an der French®
Pressure Cell Press (max. 700 psi) schonend aufgeschl ossen.

Mit Ausnahme der MBP-Fusionsproteine wurden die Zelltrimmer nach dem Zellaufschluf3
durch eine Ultrazentrifugation mit 30000 rpm (Ti60-Rotor) fir 60 min bei 4 °C abgetrennt,
bei den MBP-Fusionsproteinen wurde der Aufschluf® mit nur 10000 rpm (SS34-Rotor) fir
30 min bei 4 °C zentrifugiert. Die Uberstande (Rohextrakte) wurden sofort weiterverarbeitet.
Generell erfolgte die weitere Aufreinigung der Proteine bel 4 °C.

4.3.2.2 Alternativaufschlufd von Bakterienzellen mit Lysozym

Insbesondere fur die Kristallisationsansdtze und die Elektronenmikroskopie von SrfA-A
wurde auf den AufschluR mit der French® Pressure Cell Press verzichtet. Die Zellpellets
wurden in 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 8,0, 10 mM EDTA resuspendiert, mit 0,25 mg/ml
Lysozym versetzt und bel -20 °C eingefroren. Die Lyse erfolgte wahrend des Auftau-
vorganges. An diese schlof3 sich sofort die Ultrazentrifugation mit 60000 rpm (Ti60-Rotor)
far 2 h bel 4 °C an. Vor der Aufreinigung an einer Ni-NTA-Agarosesdule wurde der
Uberstand gegen den Ni-NTA-Saulenpuffer dialysiert, um stérendes EDTA aus der
Proteinldsung zu entfernen.

4.3.3 Ammoniumsulfatfallung von Proteinen

Zur Féllung der Proteine wurde feingemorsertes Ammoniumsulfat verwendet. Die Protein-
l6sung wurde in einem eisgekuhlten Becherglas vorgelegt, und das Ammoniumsulfat in
kleinen Portionen Uber einen Zeitraum von ca. 1 h vorsichtig eingerthrt. Nach weiterem
Ruhren fur ca. 1 h wurde das Proteinpellet fir 30 min mit 30000 rpm (Ti60-Rotor) bei 4 °C
ultrazentrifugiert und in einem geeigneten Volumen Puffer (des sich anschlief3enden
Reinigungsschritts) gelOst.

4.3.4 Proteinreinigung durch Affinitatschromatographie
4.3.4.1 Affinitétschromatographie an Dextrin

Bei der Klonierung mit dem pMAL™-c2-Vektor entstanden Fusionsproteine, die mit der
MBP-Fusionierung eine hohe Affinitdt zu Maltose erlangten und damit in einer Stufe an
Dextrinsdulen gereinigt werden konnten. Zundchst wurde das Dextrin mehrfach mit
deionisiertem Wasser gewaschen und nach dem letzten Waschschritt mit Dextrin-Séulen-
puffer equilibriert. Im Saulenverfahren wurde der zentrifugierte Rohextrakt auf 0,2 M NaCl
eingestellt und auf die bereits gepackte Saule aufgetragen. Alternativ wurde im Batch-
Verfahren der Rohextrakt nach der Einstellung auf 0,2 M NaCl zu dem Saulenmaterial
gegeben und fur 1 h vorsichtig geschuttelt. Erst danach wurde der Protein-Dextrin-Komplex
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in die Saule gepackt. Die Saulendimensionen richteten sich nach der aufzureinigenden
Proteinmenge, die Saulenvolumina lagen zwischen 20 und 100 ml. Ungebundene Proteine
wurden mit 10 Saulenvolumen Dextrin-Saulenpuffer bel einer Flief3geschwindigkeit von ca
1 ml/min vom Dextrin gewaschen. Anschlief3end folgte die Elution mit Dextrin-Elutions-
puffer, die Fraktionierung wurde manuell durchgefihrt. Die Identifizierung MBP-Fusions-
protein-haltiger Proben erfolgte mit dem Bradford-TuUpfeltest und durch SDS-PAGE. Die
Proteinldsungen wurden sofort zur Bestimmung der Enzymaktivitdten verwendet oder nach
der Einstellung auf 5 bzw. 10 % Glycerin bel -20 °C bzw. -70 °C aufbewahrt.

4.3. 4.2 Affinitatschromatographie an Ni-NTA-Agarose

Bei der Aufreinigung an Ni-NTA-Agarose (Qiagen) werden Proteine mit einem N- oder C-
terminalen Poly(His)s-tag spezifisch an Metallchelatoberflachen immobilisiert. Ni-NTA
besitzt Nitrilotriacetat (NTA) als Liganden, welcher vier der sechs Koordinationsstellen des
Nickel-lons besetzt, die verbleibenden zwel Stellen kdnnen mit den Histidin-Resten des
Poly(His)e-tags interagieren. Das Saulenmaterial wurde vor der Verwendung mit Ni-NTA-
Saulenpuffer equilibriert, die Reinigung der Fusionsproteine erfolgte im Batch-Verfahren in
Anlehnung an die Empfehlungen des Herstellers. Der ultrazentrifugierte Rohextrakt von
einem Liter Anzucht wurde auf 20 mM Imidazol eingestellt, mit 5 ml Ni-NTA-Agarose fir
1 h vorsichtig geschittelt und in den Saulenkérper Uberfuhrt. Bel einer Flulrate von 1 ml/min
wurden die ungebundenen Proteine mit Ni-NTA-Waschpuffer innerhalb 1 h von der Saule
gewaschen. Anschlief3end folgte die Elution mit Ni-NTA-Elutionspuffer. Die Fraktionierung
wurde mit einem Fraktionssammler durchgefihrt, Fraktionen mit dem Poly(His)s-Fusions-
protein wurden durch den Bradford-Tlpfeltest und SDS-PAGE identifiziert. Fir die
enzymatische Charakterisierung wurden Aliquots enthnommen und mit 5 bzw. 10 % Glycerin
sowie 5 mM DTT bei -70 °C eingefroren, die restliche Proteinl6sung wurde nach Einstellung
auf 5 mM DTT einer Ammoniumsulfatfélung bel 60 % Séttigung unterzogen, dialysiert und
anschlieRen durch Gelfiltration an Ultrogel® AcA 34 (SrfA-A) bzw. Sephacryl® S-200 HR
(bimodulare Enzyme) weiter aufgereinigt.

4.3.5 Proteinreinigung durch Gel perfusionschromatographie

Die Gelperfusionschromatographie wurde an einer BioCAD™-Workstation (Software
Version 1.24.3), einer speziellen Art der Hochleistungsflissigkeitschromatographie, mit
POROS-Saulenmaterialien durchgefiihrt. Dieses Material besteht aus kleinen Gelpartikeln,
die von einem Netz feiner Poren durchzogen werden und infolge der Erhéhung der aktiven
Oberflache eine effiziente Auftrennung der Proteine bei hoher Auflésung und hoher
Geschwindigkeit ermdglichen. In Abhangigkeit der funktionellen Gruppen gibt es Anionen-
und Kationenaustauscher-, Affinitéts-, hydrophobe Interaktions- und Reversed-Phase-
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Materialien. Die Gelperfusionschromatographie wurde hauptsachlich zur Reinigung der
monomodularen Poly(His)s-Fusionsproteine eingesetzt, die Trennung der Proteine fur die
nachfolgende enzymatische Charakterisierung erfolgte dabei meist in einer Stufe durch
Affinitétschromatographie an Metallchelatsdulen (POROS 20 MC). Fir die Kristallisation der
Glutaminsdure-aktivierenden Module (Srf-M1 und Srf-M1AC) wurden die Proteine
anschlief3end durch Anionenaustauschchromatographie an POROS 20 HQ weitergereinigt. Es
wurden sowohl analytische Saulen (4,6 mm Durchmesser x 100 mm Lange: 1,67 ml
Saulenvolumen) als auch préparative Sdulen (22,0 mm Durchmesser x 100 mm Lange:
38,0 ml Saulenvolumen) verwendet.

4.3.5.1 Affinitdtschromatographie an Metallchelat

Fur die Affinitdtschromatographie an Metallchelat wurde POROS 20 MC (20 pum Partikel-
durchmesser) verwendet, bei der Imidodiacetat (IDA) as Ligand fungiert. IDA besitzt nur
drei koordinative Bindungsstellen, um Metallionen zu binden. Infolgedessen werden die
Metallionen wahrend der Beladung mit chelatbildenden Proteinen und auch wéhrend der
Elution mit Imidazol herausgewaschen. Daher mufdte die Metallchelatsdule vor jeder
Aufreinigung nach Entfernung der verbliebenen Metallionen neu beladen werden. Die
Entfernung der Metallionen erfolgte mit 10 Saulenvolumen Strippinglosung, zur
anschlief?enden Beladung wurden 200 mM NiSO, oder 200 mM CuSO, eingesetzt.
Abschlief3end wurde die Saule mit MC-Saulenpuffer equilibriert. Der ultrazentrifugierte
Rohextrakt des Poly(His)s-Fusionsproteins wurde sterilfiltriert (0,22 um) und auf die
equilibrierte Saule aufgetragen. Nach dem Waschen der Sdule mit dem 5- bis 10-fachen
Saulenvolumen MC-Saulenpuffer wurde das Protein mit steigender Imidazol-Konzentration
in MC-Saulenpuffer eluiert und fraktioniert. Die Identifizierung enzymhaltiger Proben
erfolgte mit dem Bradford-TUpfeltest und SDS-PAGE. Die Proteine wurden entweder durch
Anionenaustauschchromatographie an POROS 20 HQ weiter aufgereinigt oder nach
Einstellung auf 5 bzw. 10 % Glycerin bei -20 °C aufbewahrt und enzymatisch charakterisiert.

4.3.5.2 Anionenaustauschchromatographie

Die weitere Aufreinigung der Enzyme erfolgte durch Anionenaustauschchromatographie an
dem starken Anionenaustauscher POROS 20 HQ (20 pum Partikeldurchmesser), dessen
Funktion durch quarterndre Polyethylenimine bestimmt wird. Die von der Metallchelatsaule
eluierte Proteinlosung wurde direkt auf die mit HQ-Saulenpuffer equilibrierte Anionen-
austauschersdule aufgetragen und die ungebundenen Proteine mit dem 5- bis 10-fachen
Saulenvolumen HQ-Saulenpuffer ausgewaschen. Anschlief3end wurden die Proteine mit
steigender NaCl-Konzentration (bis 500 mM NaCl) eluiert, identifiziert (Bradford-TUpfeltest,
SDS-PAGE) und mit 5 % Glycerin bei -20 °C aufbewahrt.
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4.3.6 Proteinreinigung durch préparative Gelfiltration

Die Gdfiltration wurde im Anschluf an die Affinitétschromatographie (im Falle der heterolog
in E. coli exprimierten Proteine) oder direkt mit dem ultrazentrifugierten Rohextrakt
(Surfactin-Synthetase und daraus abgel eitete Mutanten) durchgefiihrt. Enzyme mit Molekular-
gewichten = 400 kDa (SrfA-A, SrfA-B) wurden an einer Ultrogel® AcA 34-Saule (Ausschlufz-
grofRe 350 kDa, 320 ml Saulenvolumen) mit einer FluRrate von 0,5 ml/min gereinigt, Enzyme
mit Molekulargewichten = 280 kDa an einer Sephacryl® S-200 HR-Saule (AusschluRgrole
250 kDa, 580 ml Saulenvolumen) mit einer Fluf3rate von 1 mi/min. Als mobile Phase wurde
50 mM Tris/HCI-Puffer pH 8,0 mit 100 MM NaCl und 5 mM DTT verwendet. Aufgrund ihrer
Grole eluierten die Synthetasen direkt mit dem Ausschlufvolumen und wurden so von den
Verunreinigungen getrennt. Nach der Identifizierung durch Bradford-Tupfeltest und SDS-
PAGE wurden die Proteinl 6sungen aufkonzentriert und anschlief3end direkt zur Kristallisation
eingesetzt oder auf 5 % Glycerin eingestellt und bei -70 °C aufbewahrt.

4.3.7 Dialyse von Proteinldsungen

Storende Salze wurden durch Dialyse aus der Proteinlsung entfernt. Die Dialyse wurde drei-
mal gegen das 10- bis 20-fache Probevolumen Dialysepuffer fir mindestens 1 h bei 4 °C
durchgefuihrt. Dabel war der gewéhlte Dialysepuffer identisch mit dem Puffersystem der
darauffolgenden Reinigungsstufe. Die Préparation der Dialyseschléuche erfolgte durch
mehrmaliges Aufkochen mit 1 mM EDTA sowie mit Wasser.

4.3.8 Aufkonzentrieren von Proteinlsungen

Die Proteinlosungen wurden, fals erforderlich, aufkonzentriert. Dazu wurden folgende
Konzentratoren verwendet: fiir monomodulare Enzyme bis 140 kDa Centrex® UF-0,5 bzw.
UF-2 Centrifugal Ultrafilters (Schleicher & Schuell) sowie Centriprep® (Amicon) je 30 kDa
Ausschluf3grofie sowie fir Enzyme mit 280 kDa bzw. 400 kDa Vivaspin 15 concentrator
(Vivascience) mit einer AusschlugrofRe von 100 kDa. Die Ultrafiltrationen wurden
entsprechend den Empfehlungen der Hersteller durchgefihrt.

4.3.9 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese (SDS-PA GE)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli,
1970) wurde zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine nach dem Molekulargewicht
genutzt. Es wurden 7,5 %ige und 10 %ige Trenngele in den Dimensionen 130 x 80 x 1 mm
sowie 170 x 130 x 1 mm verwendet. Das Trenngel wurde aus einer Acrylamid/Bisacrylamid-
Stammlésung (Rotiphorese® Gel 30) hergestellt und enthielt auRerdem 375 mM Tris’HCI-
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Puffer pH 8,8, 0,1 % SDS, 0,6 mM TEMED und 0,05 % APS. Nach der Polymerisation
wurde das Trenngel mit dem 4 %igen Sammelgel Uberschichtet, das sich aus 4 % Acrylamid/
Bisacrylamid, 100 mM Tris/HCI-Puffer pH 6,8, 0,1 % SDS, 0,6 mM TEMED und 0,05 %
APS zusammensetzte. Die Proteinproben wurden mit 10x SDS-Denaturierungspuffer im
Verhdltnis 1:10 versetzt und fur 5 min bei 95 °C inkubiert (nur 1 bis 2 min bel SrfA-A und
bimodularen Hybridenzymen sowie Proteinen aus B. subtilis). Die ProteinlGsungen wurden in
die Geltaschen des polymerisierten Gels pipettiert und die Elektrophorese in 1x SDS-Lauf-
puffer bel konstanter Spannung von 170 V durchgefihrt bis die blaue Farbfront des SDS-
Denaturierungspuffers das untere Pufferreservoir erreichte. Nach der Elektrophorese wurde
das Gel in Coomassie-Farbelosung fur 15 min bel Raumtemperatur inkubiert und
anschlief3end durch mehrmaliges Aufkochen mit Wasser in der Mikrowelle entféarbt. Bei
Bedarf wurde das Gel einer Silberfarbung (Merril et al., 1981) unterzogen, bei der Proteine
empfindlicher detektiert werden konnten: Die Proteine wurden unmittelbar nach der Elektro-
phorese (aternativ auch nach der Coomassie-Farbung) fur mindestens 20 min in Fixierlsung
fixiert und anschliefRend fur 10 min mit Waschlsung 1 gewaschen. Nach der Inkubation in
Féarbeldsung 1 fur maximal 5 min wurde das Gel mit deionisiertem Wasser dreimal je 15 min
grundlich gewaschen und in Féarbel6sung 2 fur 30 min inkubiert. Anschlief3end wurde das Gel
je zweima mit deionisiertem Wasser sowie mit Waschlésung 2 gespuilt und mit Entwickler-
|6sung versetzt. Bei gewtnschter Bandenintensitét wurde das Gel in Stopldsung Uberfuhrt.

4.3.10  Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit der Methode nach Bradford (Bradford,
1976), die Kalibrierung wurde mit BSA im Bereich 1 bis 10 pg durchgefihrt. In einer Halb-
mikrok(vette wurde die Proteinlésung vorgelegt und mit Bradford-Reagenzlosung auf 1 ml
aufgefillt. Nach der Inkubation fir 5 min bel Raumtemperatur wurde die Extinktion bei
595 nm gemessen und die Konzentration aus der Kalibrierungsgeraden ermittelt.

Wahrend der Proteinisolierung durch chromatographische Verfahren erfolgte die
Identifizierung der Proteinfraktionen durch den Bradford-Tlpfeltest: in einer Mikrotiter-
platte wurden zu 50 pl vorgelegter Bradford-Reagenzliosung 10 ul der Proteinlésung
pipettiert, die Anwesenheit von Protein wurde durch eine Blaufarbung angezeigt.

4.3.11  Molekulargewichtsbestimmung von Srf-M1 durch analytische Gelfiltration

Das Molekulargewicht von Srf-M1 wurde durch analytische Gelfiltration an Sephacryl®
S-400 HR mit dem HiLoad-System (Pharmacia) ermittelt. Fur dieses Sdulenmaterial wird fir
globulére Proteine ein Trennbereich von 20 kDa bis 8000 kDa angegeben. Es wurde ein
Saulenkdrper XK 16/40 (Pharmacia) mit einem Saulenvolumen von 80 ml verwendet. Als
Laufpuffersystem wurde 20 mM Trig/HCI-Puffer pH 7,5 eingesetzt, die Flul¥rate betrug
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0,9 ml/min. Die Elution der Proteine wurde mit einem UV-Detektor (UVag, AU 0,2)
detektiert. Zunéchst wurde mit 5 mg Dextranblau das Ausschluf3volumen und mit 1 % Aceton
das Saulengesamtvolumen ermittelt, anschlief?end wurde die Saule mit je 5 mg BSA,
Aldolase, Katalase, Ferritin und Thyroglobulin kalibriert. Dazu wurden alle Kalibrierungs-
substanzen mit 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,5 in 1 % des Sdulenvolumens gelost.
Anschliefiend wurde das gereinigte und aufkonzentrierte Glutaminsaure-aktivierende Modul
Srf-M1 auf die Saule injiziert. Aus dem Elutionsvolumen wurde zunédchst der Elutions-
koeffizient K, berechnet und daraus das Molekulargewicht bestimmit.

4.3.12  Dynamische Lichtstreuung

Die Untersuchungen zur dynamischen Lichtstreuung (DLS) wurden freundlicherweise von
Dr. Yannis Georgalis und Dr. Patrick Umbach durchgefihrt. Fir die Messungen wurden die
Lichtstreugoniometer ALV-SP/81 und ALV-SP/86 mit ALV-5000E-Korrelatoren genutzt.
Am ALV-SP/86-Goniometer wurde ein Ar'-Laser mit einer Wellenlange Ao = 488 nm
verwendet, am ALV-SP/81-Goniometer ein Nd/Y AG-Laser mit einer Wellenlénge A = 532
nm. Es wurden jeweils 20 Messungen a 30 s mit Streuwinkeln von 15 ° (ALV-SP/81) bis 40 °
(ALV-SP/86) bei konstanter Temperatur von 20 °C durchgefihrt, aus denen Mittelwerte
gebildet wurden. Die Partikelverteilung wurde mit dem Programm CONTIN (Provencher,
1982) berechnet. Die gereinigten und teilweise zurlickverdinnten Proteinldsungen wurden
unmittelbar vor der Messung durch einen sterilen Sartorius Minisart Filtervorsatz mit einer
Porengréf3e von 0,22 um (@ 25 mm) in die Mefklvette filtriert.

4.4 In vitro-Bestimmung enzymatischer Aktivitaten
4.4.1 Bestimmung der Enzymaktivitéten der Acetyl-CoA-Synthetase
4.4.1.1 Photometrische Bestimmung der Acylhydroxamatbildung im Hydroxamattest

Die Biosynthese der Carbonsdure-CoA-Konjugate wurde durch die Acylhydroxamatbildung
mit Hydroxylamin (Berg, 1962) bestimmt. In einem Reagenzglas wurden vorgelegt: 20 mM
Substratcarbonsaure (als Natriumsalz), 5 mM MgATP, 100 mM neutralisiertes Hydroxylamin
(pH 6,5), 100 mM MES/HEPES-Puffer pH 6,5 sowie 4 nmol M-AcsL-Protein. Die Reaktion
wurde durch die Zugabe von 0,34 mM Coenzym A gestartet. Das Gesamtvolumen einer
Reaktion betrug 1 ml. Nach der Inkubation bei 37 °C fur 1 h im Wasserbad wurde die
Reaktion durch Zugabe von 1 ml 2,5 % FeCl; in 2 M HCI gestoppt. Die Probe wurde kurz
zentrifugiert und die Extinktion des Uberstandes gegen eine Leerprobe (ohne Substrat-
carbonsdure) bei 520 nm gemessen. Zur Kalibrierung wurde Acetylphosphat (Sgma)
verwendet.
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4.4.1.2 Radioaktive Bestimmung der Acyladenylatbildung mittels ATP-PP;-Austausch

Das Prinzip der Reaktion beruht auf der Bildung von radioaktiv markiertem ATP bel der
ATP-abhangigen Acyladenylatbildung. Der ATP-PP-Austausch wurde in einem Reaktions-
volumen von 200 ul durchgefiihrt. Ein Reaktionsansatz enthielt: 2 mM Substratcarbonsaure
(als Natriumsalz); 2,5 mM MgCl,; 05 mM ATP; 0,1 mM Na,P,O; (PP); 10 mM MESY
HEPES-Puffer pH 6,5 sowie 0,11 pCi (= 240000 cpm) [**P]-markiertes PP,. Durch Zugabe
von 50 bis 70 pmol M-AcsL-Protein wurde die Reaktion gestartet und bei 37 °C im Wasser-
bad inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 500 pl kalter aktivkohlehaltiger Stop-
|6sung abgebrochen und zur Adsorption von ATP an die Aktivkohle fir 10 min auf Eis
inkubiert. Die Aktivkohlesuspension wurde Uber ein Glasfaserfilter GF 92 (Schleicher &
Schuell) abgesaugt und mit 25 ml Wasser gewaschen. Die Filter wurden mit 5 ml
Szintillationsfl iissigkeit (Rotiszint® eco plus) versetzt und sofort die Aktivitat mit dem Liquid
Scintillation Counter gemessen. Als Leerwert diente ein Reaktionsansatz ohne Substrat-
carbonsdure.

4.4.1.3 Radioaktive Bestimmung der Acyladenylatbildung durch ATP-Hydrolyse

Im Gegensatz zum ATP-PP,-Austausch wird bei dieser Reaktion die Spaltung (Abnahme) von
radioaktiv markiertem ATP bei der Acyladenylatbildung gemessen. Die Reaktion wurde
analog zum ATP-PP-Austausch in einem Gesamtvolumen von 200 pl durchgefuhrt und
enthielt: 2 mM Substratcarbonsdure (als Natriumsalz); 25 mM MgCl,; 1925 nM ATP,
10 mM MES/HEPES-Puffer pH 6,5; 0,11 uCi (= 240000 cpm) [y-*2P]-markiertes ATP sowie
50 bis 70 pmol M-AcsL-Protein. Nach der Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion gestoppt
und die Radioaktivitdt gemessen (siehe ATP-PP,-Austausch).

4.4.1.4 Dunnschichtchromatographische Bestimmung der Acyladenylatbildung

Die Darstellung der radioaktiv markierten Acyladenylate erfolgte mit [o->2P]-markiertem
ATP, die Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 100 ul durchgefthrt und enthielt:
20 mM Substratcarbonsdure (als Natriumsalz); 10 mM MgCl,; 100 mM MES/HEPES-Puffer
pH 6,5 2,7 puCi [a-*P]-ATP sowie 350 pmol M-AcsL-Protein. Nach der Inkubation bei
37 °C fur 60 min wurde mit 100 pl Trig/HCIl-geséttigter Phenollosung (Roth) eine
Phenolextraktion durchgefuhrt. Aliquots von je 2 ul wurden auf eine Dunnschicht-Kieselgel
60-Alufolie (Merck) aufgetragen und mit den Fliel3mitteln 1, 2 bzw. 3 als mobile Phase
chromatographiert. Nach einer Laufstrecke von 15 cm wurden die DC-Platten getrocknet und
gegeniber einem Rontgenfilm fir 3 h exponiert.



48

4.4.2 Bestimmung der Enzymaktivitéten der Surfactin-Synthetase-Module

4.4.2.1 Radioaktive Bestimmung der Aminoacyladenylatbildung mittels ATP-PP-
Austausch sowie durch ATP-Hydrolyse

Die radioaktive Bestimmung der Aminoacyladenylatbildung mittels ATP-PP-Austausch
sowie ATP-Hydrolyse erfolgte analog zu 4. 4. 1. 2 sowie 4. 4. 1. 3. Anstelle der Carbonsdure
wurden 2 mM Substrataminosaure eingesetzt, die Reaktion wurde mit 50 mM MES/HEPES-
Puffer pH 6,5 (anstelle 10 mM) abgepuffert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 bis
50 pmol Enzym gestartet und bei 37 °C inkubiert.

4.4.2.2 Thioesterbeladung

Die kovalente Bindung der Substrataminosduren als Thioester an die Surfactin-Synthetase-
Module wurde unter Zuhilfenahme von [*C]-markierten Aminossuren detektiert. Der
Reaktionsansatz fur die Thioesterbeladung enthielt in einem Gesamtvolumen von 250 pl:
20 mM TrigHCI-Puffer pH 7,5; 9 mM MgCl,; 1,8 mM ATP; 0,66 mM EDTA pH 7,5;
1,7 mM DTT; 4 mg/ml BSA; 0,2 mM CoA; 0,25 uM M-Sfp-Protein sowie 25 pmol der zu
untersuchenden Synthetase. Durch Zugabe von 0,25 pCi [**C]-markierter L-Glutaminséure
bzw. L-Leucin wurde die Thioesterbeladung gestartet und bei 30 °C fur 45 min inkubiert.
Anschlief3end wurde die Enzymreaktion mit 1 ml 10 %iger Trichloressigsdure gestoppt und
zur Proteinprézipitation fur 30 min auf Eis inkubiert. Das prézipitierte Protein wurde fir
10 min bei 13000 rpm pelletiert, mit 1 ml 10 %iger Trichloressigsdure gewaschen und in
250 pul 50 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,5 fir etwa 2 h bei Raumtemperatur gel6st. Nach Zugabe
von 10 ml SzintillationsflUssigkeit wurde die Radioaktivitédt mit dem Liquid Scintillation
Counter gemessen.

4.4.2.3 Dunnschichtchromatographische Bestimmung der Aminosaureadenylatbildung

Die Darstellung der radioaktiv markierten Aminosaureadenylate von Srf-M1, Srf-M4 und
SIfA-C erfolgte sowohl mit [a-*2P]-markietem ATP as auch mit [*C]-markierten
Aminossuren. Die Reaktion mit [a-*2P]-markiertem ATP enthielt standardmaRig: 20 mM
Substrataminosaure; 10 mM MgCl,; 500 mM MES/HEPES-Puffer pH 6,5; ATP und 2,7 pCi
[a-3P]-ATP (ATP-Endkonzentration 0,5 uM) sowie 20 bis 220 pmol Srf-M1, Srf-M4,
SIfA-C. Die Reaktion mit ['“C]-markierten Aminosduren enthidt: 20 mM
Substrataminosdure; 0,5 uM ATP; 10 mM MgCl,; 500 mM MESHEPES-Puffer pH 6,5;
2,7 uCi [**C]-markierte Aminosaure sowie 50 pmol Srf-M1, Srf-M4, SrfA-C. Die Proben
wurden analog zu 4. 4. 1. 4 inkubiert, mit Phenol extrahiert, in Aliquots zu je 2 pl auf eine
DC-Platte aufgetragen und mit Flie3mittel 3 chromatographiert. Nach einer Laufstrecke von
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15 cm wurden die DC-Platten getrocknet und gegeniber einem Rontgenfilm exponiert
([a-**P]-markiertes ATP firr 3 h, [**C]-markierte Aminosauren fiir 3 Wochen).

4.5 In vivo-Biosynthese von Surfactin und -analoga

4.5.1 Isolierung von Surfactin und -analoga

Zur Isolierung der Surfactine aus Bacillus subtilis ATCC 21332 und den daraus hergestellten
Mutanten wurde im wesentlichen die Methode von Ohno et al. (1992) verwendet. Dazu wurde
frisches Landy-Medium mit einer Vorkultur im Verhdtnis 1:100 angeimpft und bei 28 bis
30 °C mit 120 rpm im Schittelinkubator fir 3 d inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Zellsuspension mit konzentrierter Salzsdure auf pH 2,0 eingestellt und zur Surfactin-
prazipitierung fur 1 h bei 4 °C nachgertihrt. Das Prézipitat wurde fir 20 min bel 4 °C mit
9000 rpm (GS3-Rotor) pelletiert und mit 1/10 des Anzuchtvolumens Methanol extrahiert. Die
Extraktion des Pellets erfolgte fir mindestens 2 h bel Raumtemperatur im Schuittelinkubator
mit 250 rpm. Anschlief3end wurde die Suspension fir 10 min mit 20000 rpm (SS34-Rotor) bei
Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand am Rotationsverdampfer eingeengt. Das
Surfactin bzw. die -analoga wurden in einem geeigneten Volumen Methanol aufgenommen,
und nach der Entfarbung mit Aktivkohle dinnschichtchromatographisch bzw. massen-
spektrometrisch charakterisiert.

4.5.2 Charakterisierung von Surfactin und -analoga

4.5.2.1 Dunnschichtchromatographie von Surfactin und -analoga

Die Extrakte von 4. 5. 1 wurden auf eine Kieselgel 60-Alufolie (Merck) aufgetragen und die
DC-Platte mit Fliefmittel 4 entwickelt. Nach einer Laufstrecke von etwa 15 cm wurde die
Platte luftgetrocknet. Die Detektion erfolgte durch Bespriihen mit Wasser und anschlief3ender
leichter Erwérmung.

4.5.2.2 MALDI-massenspektrometrische Analyse von Surfactin und -analoga

Die MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time-of-Flight)-Spektren
wurden freundlicherweise von Dr. Peter Franke (Institut fUr Biochemie, FU Berlin)
aufgenommen. Die Messungen erfolgten an einem Bruker Reflex MALDI-TOF-Gerdt mit
337 nm-Stickstoff-Laser und verzogerter Extraktion bei 20 kV Beschleunigungsspannung und
23 kV Reflektorspannung. Fir die Messungen wurden sowohl die unter 4. 5. 1 gewonnenen
Methanolextrakte als auch intakte B. subtilis-Zellen von Plattenkulturen eingesetzt. Die
Proben wurden mit dem Matrixmedium (geséttigte Ldsung von a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure
in 30 % walrigem Acetonitril mit 0,1 % Trifluoressigsaure (v/v)) vermischt, auf das Target
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aufgetragen und nach Lufttrocknung in die lonenquelle des MALDI-TOF-Instruments
gebracht. Im Fall der B. subtilis-Mutante R13¢py wurde dartiber hinaus ein PSD (Post-Source
Decay)-Spektrum aufgenommen, bei der die Fragmentierung metastabiler lonen auf feldfreier
Strecke analysiert wurde.

4.5.2.3 Bestimmung der biologischen Aktivitaten von Surfactin und -analoga

Die Hamolyseaktivitéat von Surfactin und -analoga wurde auf kommerziell erhéltlichen Blut-
agarplatten (Merck) getestet.

Die antiobiotische Wirksamkeit wurde exemplarisch an drei verschiedenen
Testorganismen geprift: an dem grampositiven Bakterium Bacillus licheniformis, an dem
gramnegativen Escherichia coli-Stamm DH50 sowie an der Hefe Pichia pastoris. Zur
Prufung der Antibiotika-Aktivitét wurde der zu untersuchende B. subtilis-Stamm zunachst auf
einer mit Zellglasfolie ausgelegten Landy-Agarplatte bei 28 °C preinkubiert. Nach der
Uberfiihrung der Zellglasfolie auf die vorbereitete Antibiotika-Testplatte wurden diese bei
28 bzw. 37 °C weiter inkubiert. Eine Wachstumshemmung wurde durch Hofbildung
angezeigt.

4.6 Synthese von 3-Hydroxytetradecanoyl-Coenzym A

Die Synthese von 3-Hydroxytetradecanoyl-Coenzym A (B-HA-CoA) erfolgte in einer Zwei-
stufenreaktion. In der ersten Stufe wurde aus DL- -Hydroxymyristinsdure (3-HA),
N-Hydroxysuccinimid (NHS) sowie Dicyclohexylcarbodiimid (DCCI) [-HA-NHS
synthetisiert, das in der zweiten Stufe mit Coenzym A-SH zu 3-HA-CoA umgesetzt wurde
(Hiramoto et al., 1971, Blecher, 1981 in Ullrich et al., 1991).

1. Reaktionsstufe: 33,9 mg NHS (Sgma) gelost in 3 ml Ethylacetat (getrocknet Uber
Molekularsieb 4 A°) und 60,6 ul DCCI (Sgma) bei 45 °C aufgeschmolzen und anschlief3end
in 2 ml Ethylacetat gel6st wurden zu 50 mg B-HA (Sgma) gegeben und 20 min bel Raum-
temperatur gerthrt. Die milchig, tribe Lésung wurde weiter bei 4 °C Uber Nacht moderat
geriihrt. Nach Zugabe von 2 bis 3 Tropfen Eisessig (Pasteurpipette) wurde der Harnstoff-
Niederschlag tiber einen Faltenfilter in ein 30 ml Corex®-Réhrchen abgetrennt und mit etwa
3 ml Ethylacetat gewaschen. Die obere organische Phase wurde nacheinander mit 3 ml
Wasser, 2 ml 0,5 M NaHCO3; und 2 ml geséttigter NaCl-Losung gewaschen, die Phasen-
trennung wurde durch jeweils 2 min Zentrifugation mit 7500 rpm (SS34-Rotor) bei 4 °C
erreicht. Anschlief3end wurde die organische Phase mit einer Spatelspitze wasserfreiem
NaSO, versetzt, kurz gevortext und zur Trocknung etwa eine Stunde stehengelassen. Nach
der Zentrifugation fr 5 min mit 9000 rpm (SS34-Rotor) bei 4 °C wurde das N&SO, zweimal
mit je 3 ml Ethylacetat gewaschen und anschlief3end das Ethylacetat im vorgewogenen Rund-
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kolben am Rotationsverdampfer bel Raumtemperatur eingeengt. Abschlief3end wurde das
B-HA-NHS im Exsikkator getrocknet.

2. Reaktionsstufe: Die gesamte Ausbeute an 3-HA-NHS (64 mg) wurde in 4 ml THF
gelost und unter Stickstoffzufuhr zu in 2,4 ml 0,67 M NaHCO; gel6stem 73,8 mg CoA-SH
(Boehringer) pipettiert. Die Reaktion wurde abgedunkelt weitere 5 h bei 4 °C nachgerthrt
(ohne Stickstoffzufuhr). Nach Zugabe von 6 ml 5 %iger HCIO, wurde die organische Phase
am Rotationsverdampfer vorsichtig eingeengt und der Rickstand in 16 ml 5 %iger HCIO,
gelost. Der Niederschlag wurde zur vollstéandigen Fallung fir 15 min abgedunkelt bei 4 °C
stehengel assen, anschliefRend zentrifugiert (5 min, 7500 rpm, 4 °C) und mit 0,8 %iger HCIO,
gewaschen. Nach kurzem Antrocknen im Exsikkator fur 15 min wurde das Produkt mit 4 ml
Aceton versetzt und Uber Nacht abgedunkelt stehengelassen. Zum Abschlufd wurde das Pellet
abzentrifugiert (5 min, 7500 rpm, 4 °C) und fir 30 min im Exsikkator getrocknet. Das Pellet
wurde in einem Gesamtvolumen von 1,5 ml 25 mM KP-Puffer pH 53 gelost. Die
Konzentration der 3-HA-CoA-Ldsung wurde photometrisch in einer Halbmikroquarzkiivette
(Schichtdicke 1,0 cm) bei den Wellenlangen 260 nm und 232 nm bestimmt (Extinktions-
koeffizienten: €60 = 16200; €33, = 9100)

4.7 Kristallisationsansatze

Fur die Kristallisationsexperimente, bel denen ich freundlicherweise von Frau Claudia Alings
unterstiitzt wurde, wurde die Dampfdiffusionsmethode im ,,Hangenden Tropfen verwendet.
Dabel wurden die Ansdtze sowohl manuell (Srf-M1 und Srf-M1AC) as auch mit dem
Cyberlab-Kristallisationsroboter (SrfA-A) pipettiert. Alle zu kristallisierenden Proteine
wurden zu Beginn einem Screening unterzogen, bei dem die 96 Losungen der , Crystal
screens’ CSl und CSlI als Kristallisationspartner getestet wurden (Jancarik and Kim, 1991).
Zunéchst wurde der Rand der Kristallisationsschalen (mit 24 Vertiefungen) gefettet und in
jeder Vertiefung jeweils 700 pl der sogenannten Reservoirldsung vorgelegt. Anschlief3end
wurde ein 2 pl-Tropfen Proteinlésung mit dem selben Volumen Reservoirlésung auf einem
silikonisierten Deckglaschen vermischt und umgekehrt auf den gefetteten Rand der
Vertiefung gelegt, so dal? ein geschlossenes System entstand. Die Schalen wurden unmittel bar
nach dem Ansetzen unter einem Binokularmikroskop kontrolliert und sofern nicht anders
vermerkt bel konstanter Temperatur von 18 °C inkubiert. Die mikroskopische Auswertung der
Kristallisationsansétze erfol gte anfangs téglich und spéter in grof3er werdenden Abstanden.



	Inhaltsverzeichnis



