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Abb. 4.13: Mikroskopierte Loslichkeit des Inhibitors RNPA2000 bei einer Konzentration von 200 uM und ver-
schiedenen Mg?*-Konzentrationen. Entnommen aus SCHENKING et a 1],

Jedoch zeigte sich, dass in Anwesenheit von Mg**-Ionen eine zunehmende Bildung von Prézi-
pitaten in allen drei Puffersystemen zu beobachten war (Abb. 4.13, Reihe zwei + drei). Mittels
high-performance liquid chromatography (HPLC) wurde anschlieflend die Loslichkeit von
RNPA2000 in den Puffersystemen bestimmt (SCHENKING et al)!*3]. Diese lag bei 25 uM (Tris,
2% DMSO, 5 mM Mg?*) und 30 uM (KIN, 2% DMSO, 10 mM Mg**).['>*] Damit konnte gezeigt
werden, dass die Loslichkeit von RNPA2000 in Anwesenheit von Magnesiumionen weit unter
dem ICso-Wert (Staphylococcus aureus) von 140 uM liegt. Auch die Erhohung der DMSO-
Konzentration auf 10% fiihrte nur zu einer minimal verbesserten Loslichkeit. Somit sinkt die
Loslichkeit um nahezu das 10-fache, durch Erhéhung der Mg?*-Konzentration auf 100 mM,

was auf eine Metallionen-Komplexierung hindeutet.'> Aufgrund dieser Beobachtungen
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wurde nun vermutet, dass RNPA2000 wahrend der Messungen nicht vollstindig in Lésung
vorlag und anstatt Inhibition auch Aggregation gemessen wurde. Dies wiirde bedeuten, dass
RNPA2000 ein falsch-positiver Aggregator ist der in biochemischen Assays als sogenanntes
PAIN'Y (Pan-Assay Interference Compounds) fungiert. Die partielle Proteindenaturierung,
die durch Aggregation mit dem PAINS!"**) ausgelost werden kann, wird dann falschlicherweise
als Inhibition interpretiert. Dieses Phanomen wurde zusitzlich in einem pu//down-Experiment
untersucht. Dabei wurde die MgCl, (100 mM Mg?*) haltige Suspension mit dem Zielprotein
und RNPA2000 zentrifugiert. Im Zellpellet konnte anschlieflend das P-Protein aus Thermotoga
maritima nachgewiesen werden.!'> In Abwesenheit von MgCl, trat dieser Effekt nicht auf. Um
die beobachtete Aggregation zu verhindern wurde dem Assaysystem ein nichtionisches Deter-
genz (Triton X-100) hinzugesetzt. Wird die Aggregation dadurch erfolgreich verhindert, wiirde
dies zu einer verminderten ,,Inhibition® fithren. Tatsdchlich konnte dieser Effekt fiir Triton X-

100 beobachtet werden (Abb. 4.14, links).

50 nM P RNA — 50 nM P-Protein 50 nM P RNA - 500 nM P-Protein
Triton X-100
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Abb. 4.14: %-Inhibition von RNPA2000 gegen das P-Protein der RNase P aus 7hermotoga maritima (10 mM
Mg?*) in Anwesenheit von Triton-X100 (0,01%, links) und 10-fach hoherer Proteinkonzentration (rechts) mit
Neomycin als Vergleich. Entnommen aus SCHENKING et a3,

Der Inhibitionswert fiir die Vergleichssubstanz Neomycin bleibt unveridndert, wohingegen die

zuvor gemessene Inhibition von RNPA2000 nahezu vollstandig verloren geht. Da auflerdem in
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der Literatur eine Abhdngigkeit der Aggregation von der Proteinkonzentration beschreiben
wurde, erfolgte die Bestimmung der Inhibition von RNPA2000 bei 10-fach hoherer Protein-
konzentration (Abb. 4.14, rechts).l'*3] Auch in diesem Fall zeigte sich eine unverinderte Inhi-
bition fiir Neomycin als Vergleichssubtanz, wohingegen die %-Inhibition (RNPA2000) von
60% (Abb. 4.12, links) auf 10% viel (ca. 90% Restaktivitat, Abb. 4.14, rechts). Der einzige Un-
terschied zwischen diesen beiden Messungen war der Uberschuss an P-Protein der RNase P aus
Thermotoga maritima. Die Menge an P-RNA blieb unverdndert (50 nM). Diese Beobachtungen
zusammengenommen Sprechen fiir einen magnesiuminduzierten Aggregationseffekt und zei-
gen, dass der Inhibitor RNPA2000 hochstwahrscheinlich unspezifisch reagiert und kein Start-
punkt fiir die Entwicklung von RNase P-Inhibitoren sein kann. Mechanistisch wird vermutet,
dass die gebildeten Aggregate im Anschluss das P-Protein aufihrer Oberfldche adsorbieren und
dieser Effekt durch Triton X-100 aufgehoben wird. Daher ist die Verbindung RNPA2000 fiir

die kristallographische Untersuchung denkbar ungeeignet.

Im Zuge der Verdffentlichung ,RNaseP Inhibitors Identified as Aggregators®
(SCHENKING et all*¥), die in Zusammenarbeit mit dem Autor dieser Arbeit entstand, konnte
auflerdem gezeigt werden, dass zwei weitere literaturbekannte Inhibitoren und RNPA2000-De-

rivate als Aggregatoren reagieren. Allerdings ist dies nicht Bestandteil dieser Arbeit.

434 Fazit

Das Ziel dieses Teilprojektes war die Isolierung des P-Proteins der RNase P aus Mycobacterium
ulcerans und dessen kristallographische Untersuchung. Dabei gelang es, dass aus der Arbeits-
gruppe HARTMANN (Philipps-Universitidt Marburg) erhaltene Plasmid in kompetente Zellen zu
transformieren und die Uberexpression des Zielproteins in ausreichender Menge zu etablieren.
Auflerdem konnte ein Verfahren entwickelt werden in dem die Isolierung des P-Proteins mit
einer hohen Ausbeute méglich ist. Denn fiir Kristallisationsstudien und weiterfithrende Expe-
rimente ist dieser Schritt unerldsslich. Im Rahmen eines Kristallisations-screens konnten zu-

satzlich erste Bedingungen identifiziert werden. Es konnte aufSerdem bestitigt werden, dass es
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sich bei den identifizierten Kristallen um Protein handelt. Leider war es nicht méglich die Kris-
tallisation auflerhalb des screens zu etablieren. Ein Grund dafiir kénnte, neben etwaigen Ver-
unreinigungen der Proteinlésung, die unzureichende Genauigkeit der reproduzierten Kristal-
lisationslosungen aus dem o.g. screen sein. Denn die im automatisierten Kristallisations- screen
verwendeten Losungen kénnen meist nicht zu 100% exakt reproduziert werden, da es nicht
moglich ist die gleichen Chargen an Chemikalien fiir die Herstellung der Losungen zu verwen-
den. Schon kleinste Abweichungen in der Zusammensetzung selbst erstellter Kristallisationslo-
sungen, im Vergleich zu industriell gefertigten Losungen, konnen daher ungiinstig auf die Kris-
tallisation wirken. Ein erneuter Kristallisations-screen mit einer erhohten Konzentration
konnte zu grofieren Kristallen in den identifizierten Bedingungen fithren. Damit wire, bei aus-
reichender Kristallgrofle, die Moglichkeit gegeben, einen Datensatz aufzunehmen und die
Rontgenstruktur des P-Proteins der RNase P aus Mycobacterium ulcerans zu bestimmen. Es
konnte weiterhin gezeigt werden, dass der bereits literaturbekannte Inhibitor RNPA2000 als
unspezifischer Aggregator fungiert. Die Entwicklung neuartiger RNase-P Inhibitoren ist somit
nicht mit RNPA2000 als Startpunkt moglich. Es ist zu vermuten, dass durch die Beschaffenheit
der zentralen Bindefurche (sehr breit und lang) des P-Proteins eine Entwicklung von Inhibito-
ren erschwert wird. Die GrofSe der Furche und die Ladung wirken sich vermutlich ungiinstig
auf die Entwicklung von Inhibitoren aus, die der LIPINSKI Rule of Five entsprechen. Mit einem
Isoelektrischen Punkt von ca. 11,25!"*! bei einer Grofle von ca. 14,3 kDa verteilt sich ein hohes
Maf3 an positiver Ladung auf einen sehr kleinen Raum. Fiir ein RNA-bindendes Protein ist eine
positive Ladung unter physiologischen Bedingungen erwartbar, jedoch wird dadurch vermut-
lich die Entwicklung von niedermolekularen Inhibitoren erschwert. Aulerdem kénnte die La-
dung des Proteins der Grund einer erhohten Instabilitdt wiahrend der Aufreinigung (Ausfallen
bei Kontakt mit verschiedenen Sdulenmaterialien, siehe 4.3.1) sein. Trotz all dieser Schwierig-
keiten ist die Entwicklung von Inhibitoren gegen neue Antibiotika-targets wichtiger denn je.
Daher sollte auch weiterhin gezielt nach neuen Inhibitoren der RNase P geforscht werden. Im
Zuge dieser Arbeit wurde mit der Isolierung des P-Proteins aus Mycobacterium ulcerans ein

erster Schritt getan.
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4.4 Material und Methoden

441 Expression des P-Proteins aus Mycobacterium ulcerans

Das Plasmid, das fiir das P-Protein-Konstrukt (Mycobacterium ulcerans) kodiert wurde von
DR. MARKUS GOSRINGER aus der Arbeitsgruppe von PROF. ROLAND HARTMANN zur Verfiigung
gestellt. Die Transformation (Hitzeschock-Methode) der kompetenten BL21-Gold-(DE3)-Zel-
len gelang mittels pPGEX4Ta -Vektor (ADDGENE EUROPA, Teddington, Grofibritannien)!"), der
fur das oben genannte Konstrukt kodiert. Zusatzlich kodiert das verwendete Plasmid fiir einen
N-terminalen Gluthation-S-Transferase-tag (GST-fag) mit einer thrombinspezifischen
Schnittstelle. Eine Ubernachtkultur (60 mL LB-Medium, 0.1 mg'mL"' Ampicillin, pH 7.5)
wurde mit den zuvor transformierten Zellen angeimpft und fiir ca. 10 h bei 37 °C unter Schiit-
teln (300 rpm) inkubiert. Anschliefend wurden 60 mL der Ubernachtkultur in die Hauptkultur
(1 L Super-LB-Medium, 0.1 mg'-mL* Ampicillin, pH 7.5) unter sterilen Bedingungen tiberfiihrt
und bis zu einer optischen Dichte ODggo~ 0.5 — 0.6 bei 37 °C unter Schiitteln (120 rpm) inku-
biert. Im Anschluss wurde die Temperatur auf 16 °C abgesenkt und nach 30 min die Expression
mittels IPTG (Isopropyl-#-D-Thiogalactopyranosid, Endkonzentration = 1 mM) induziert.
Nach Zugabe der IPTG-Losung wurde die Hauptkultur fiir weitere 16 h unter Schiitteln
(120 rpm) inkubiert. Im ndchsten Schritt erfolgte das Ernten der Zellen unter Verwendung ei-
ner Avanti® J-25 Zentrifuge (BECKMAN COULTER, Brea, USA)!2%I bei 10,000 rpm und 4 °C. Die
Zellpellets wurden schockgefroren und anschlieflend bei -80 °C gelagert. Jeder Schritt wurde

mittels SDS-PAGE kontrolliert.

442 Aufreinigung des P-Proteins aus Mycobacterium ulcerans

Nach dem Auftauen der Zellpellets wurden diese zunéchst in 100 mL Lysepuffer (50mM HE-
PES, 4 mM EDTA, 5% [v/v] Glycerol, 0.2% [v/v] Triton X-100 bei pH 7.5) resuspendiert und
homogenisiert. Zusatzlich wurde der Suspension eine Tablette Proteaseinhibitor (THERMOFIS-
HER)!*! hinzugefiigt und die Zellen anschliefend mittels Ultraschall-Homogenisator S-250A°

(BRANSON ULTRASONICS, Emerson Electric, Missouri, USA)!>! lysiert. Im Anschluss wurden
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der nun klaren Suspension 500 I.E. Thrombin (BERIPLAST, CSL BEHRING, Marburg, Deutsch-
land)P®* zugesetzt (Abtrennen des GST-#ag) und die Losung unter rithren fiir ca. 12 h bei 4°C
inkubiert. Im Anschluss wurde die Losung unter Verwendung einer Avanti® J-25 Zentrifuge
(BECKMAN COULTER, Brea, USA )12 bei 20,000 rpm fiir 2 h bei einer Temperatur von 4 °C zent-
rifugiert und der Uberstand gegen den Bindepuffer (50 mM HEPES, 4 mM EDTA, 4 M Harn-
stoff, pH7.5) der schwachen Kationentauscher-Saule (HiPrep® CM FF 16/10, 15ml, GE
HEALTHCARE, Little Chaltfront, Groflbritannien)!??! dialysiert. Nachdem die Lésung gegen die
denaturierenden Bedingungen dialysiert wurde, konnte diese mit einer Flussrate von
0.5 mL'min auf die Sdule (HiPrep® CM FF 16/10, 15 ml, GE HEALTHCARE, Little Chaltfront,
Grof3britannien)!'?? ,geladen“ werden. Nach dem Waschen der Siule mit Bindepuffer (3 Sdu-
lenvolumen) konnte das Zielprotein mit einem linearen Gradienten (0-100% iiber 45 min) elu-
iert (50 mM HEPES, 0.2 mM EDTA, 4 M Harnstoff, 2 M NaCl bei pH 7.5) werden. Die ge-
wiinschten Fraktionen mit dem Zielprotein wurden anschlieflend gegen native Bedingungen
(50 mM HEPES, 0.2 mM EDTA, 1 M NaCl bei pH 7.5) fiir ca. eine Stunde bei 4 °C dialysiert.
AnschliefSend erfolgte eine zweite Dialyse (50 mM HEPES, 0.2 mM EDTA, 200 mM NacCl bei
pH 7.5) um die Salzkonzentration schrittweise zu verringern. Die dialysierte Proteinlgsung
wurde dabei auf eine starke Kationen-Austauscher-Siule (MonoS®, GE HEALTHCARE, Little
Chaltfront, Groflbritannien)!'?? ,geladen®, die mit dem zuvor verwendeten Dialysepuffer
equilibriert wurde. Mittels eines nicht-linearen Gradienten (0-20% tiber 10 min, 20-60% iiber
80 min und 60-100% iiber 10 min) wurde das Zielprotein bei einer Flussrate von 1.5 mL-min™
unter Verwendung eines Elutionspuffers (50 mM HEPES, 0.2 mM EDTA, 2M NaCl bei
pH 7.5) von der Saule eluiert und in einem Fraktionssammler aufgefangen. Dabei ist zu beach-
ten, dass die Sdule nach jeder Elutionsstufe fiir ein CV (column volume) gewaschen wird. Die
Fraktionen des reinen Proteins wurden gegen Lagerpuffer (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA,
pH 7.5) tiber Nacht bei 4 °C dialysiert und final auf die gewiinschte Konzentration (10 mg-mL-
') eingeengt. Das aufgereinigte Protein konnte mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
einer Temperatur von -80 °C gelagert werden. Alle Schritte wurden mittels SDS- PAGE kon-

trolliert.
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4.43 Expression des P-Proteins aus 7hermotoga maritima

Das Plasmid, das fiir das P-Protein-Konstrukt ( 7hermotoga maritima) kodiert wurde von DR.
MARKUS GOSRINGER aus der Arbeitsgruppe von PROF. ROLAND HARTMANN zur Verfiigung ge-
stellt. Die Transformation (Hitzeschock-Methode) der kompetenten BL21-Gold-(DE3)-Zellen
gelang mittels pGEX4Ta -Vektor (ADDGENE EUROPA, Teddington, Groflbritannien)!''?), der fiir
das oben genannte Konstrukt kodiert. Zusatzlich kodiert das verwendete Plasmid fiir einen N-
terminalen Gluthation-S-Transferase-tag (GST-#ag) mit einer thrombinspezifischen Schnitt-
stelle. Die Expression erfolgte nach KRIVENKO et a/!*"!. Eine Ubernachtkultur (60 mL LB-Me-
dium, 0.1 mg'mL" Ampicillin, pH 7.5) wurde mit den zuvor transformierten Zellen angeimpft
und fiir ca. 10 h bei 37 °C unter Schiitteln (300 rpm) inkubiert. Anschlieffend wurden 60 mL
der Ubernachtkultur in die Hauptkultur (1 L Super-LB-Medium, 0.1 mg'mL"' Ampicillin, pH
7.5) unter sterilen Bedingungen tiberfiihrt und bis zu einer optischen Dichte ODggo~2 bei 37 °C
unter Schiitteln (120 rpm) inkubiert. Im Anschluss wurde die Temperatur auf 15 °C abgesenkt
und nach 30 min die Expression mittels IPTG (Isopropyl- £-D-Thiogalactopyranosid, Endkon-
zentration = 1 mM) induziert. Nach Zugabe der IPTG-Losung wurde die Hauptkultur fiir wei-
tere 22 h unter Schiitteln (120 rpm) inkubiert. Im nichsten Schritt erfolgte das Ernten der Zel-
len unter Verwendung einer Avanti® J-25 Zentrifuge (BECKMAN COULTER, Brea, USA)!'2% bej
10,000 rpm und 4 °C. Die Zellpellets wurden schockgefroren und anschlieflend bei -80 °C gela-

gert. Jeder Schritt wurde mittels SDS- PA GE kontrolliert.

444  Aufreinigung des P-Proteins aus 7hermotoga maritima

Die Aufreinigung des Zielproteins erfolgte ebenfalls nach KRIVENKO et a/['*"!. Nach dem Auf-
tauen der Zellpellets wurden diese zundchst in 60 mL Lysepuffer (50mM Tris-HCl, 4 mM
EDTA, 5% [v/v] Glycerol, 0.1% [v/v] Triton X-100 bei pH 7.5) resuspendiert und homogeni-
siert. Zusatzlich wurde der Suspension eine Tablette Proteaseinhibitor (THERMOFISHER)!?)
hinzugefiigt und die Zellen anschlieflend mittels Ultraschall-Homogenisator S-250A° (BRAN-

SON ULTRASONICS, EMERSON ELECTRIC, Missouri, USA)!*! lysiert. Im Anschluss wurden der
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nun klaren Suspension 500 LE. Thrombin (BERIPLAST, CSL BEHRING, Marburg, Deutsch-
land)®®* zugesetzt (Abtrennen des GST- tag) und die Losung unter rithren iiber Nacht bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Suspension wurde am nidchsten Tag unter Verwendung einer Avanti®
J-25 Zentrifuge (BECKMAN COULTER, Brea, USA)!'?! bei 20,000 rpm fiir 1 h bei Raumtempera-
tur zentrifugiert und der Uberstand fiir 30 min bei 65 °C erhitzt um zelleigene Proteine auszu-
fallen. Nach erneuter Zentrifugation mittels einer Avanti®J-25 Zentrifuge (BECKMAN COULTER,
Brea, USA)!"2% bei 20,000 rpm fiir 1 h bei 4 °C konnte der Uberstand nun gegen den Bindepuf-
fer (50 mM Tris-HCI, 4 mM EDTA, 4 M Harnstoff, pH 7.5) der schwachen Kationen-Austau-
scher-Sdule (HiPrep CM FF 16/10, 15 ml, GE HEALTHCARE, Little Chaltfront, Grof8britan-
nien)!'??! unter denaturierenden Bedingungen dialysiert werden. Im Anschluss wurde die Pro-
teinlosung mit einer Flussrate von 0.5 mL-min™ auf die Sdule (HiPrep CM FF 16/10, 15 ml, GE
HEALTHCARE, Little Chaltfront, Grolbritannien)!??! ,geladen®. Nach dem Waschen der Saule
mit Bindepuffer (3 Sdulenvolumen) konnte das Zielprotein mit einem linearen Gradienten (0-
100% tuber 45 min) eluiert (50 mM Tris-HCI, 0.2 mM EDTA, 4 M Harnstoff, 2 M NaCl bei
pH 7.5) werden. Die gewiinschten Fraktionen mit dem Zielprotein wurden anschlieffend gegen
native Bedingungen (50 mM Tris-HCI, 0.2 mM EDTA, 1 M NaCl bei pH 7.5) fiir ca. eine
Stunde bei 4 °C dialysiert. Anschlieflend erfolgte eine zweite Dialyse (50 mM Tris-HCI, 0.2 mM
EDTA, 200 mM NaCl bei pH 7.5) um die Salzkonzentration schrittweise zu verringern. Die di-
alysierte Proteinlosung wurde im Anschluss auf eine starke Kationen-Austauscher-Saule (Mo-
noS°, GE HEALTHCARE, Little Chaltfront, Groflbritannien)!'??!  geladen, die mit dem zuvor
verwendeten Dialysepuffer equilibriert wurde. Mittels eines linearen Gradienten (0-100% iiber
45 min) wurde nun das Zielprotein bei einer Flussrate von 1.5 mL'min™ unter Verwendung
eines Elutionspuffers (50 mM Tris-HCl, 0.2 mM EDTA, 2 M NaCl bei pH 7.5) von der Saule
eluiert und in einem Fraktionssammler aufgefangen. Die Fraktionen des reinen Proteins wur-
den gegen Lagerpuffer (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 7.5) iiber Nacht bei 4 °C dialysiert
und final auf die gewiinschte Konzentration (10 mg'mL™") eingeengt. Das aufgereinigte Protein
konnte bei einer Temperatur von 4 °C gelagert werden. Alle Schritte wurden mittels SDS- PAGE

kontrolliert.
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5.1 Allgemeines

Die experimentellen Arbeiten wurden im S1-Bereich des Fachbereichs Pharmazie der Philipps-
Universitdt Marburg unter Einhaltung der vorgegebenen Sicherheitsstufen gemaf; des Gentech-
nikgesetzes und der Gentechnik-Sicherheitsverordnung durchgefiihrt. Alle verwendeten Mate-
rialien wurden ordnungsgemaf} vor Gebrauch sterilisiert. Fliissigkeiten (z.B. Expressionsme-
dien) wurden mittels Autoklaven (121 °C, 2.5 bar, 20 min; FVA/2°, FEDEGARI)!"*”) mit gespann-
tem Wasserdampf sterilisiert. Simtliche Arbeiten mit den zuvor sterilisierten Substanzen und
Materialien fanden in einer sterilen Umgebung (Herasafe® KS15, THERMO SCIENTIFIC)!?! statt.
Das fiir die Experimente verwendete Wasser wurde zuvor durch einen Ionentauscher entmine-
ralisiert und unter UV-Bestrahlung sterilisiert. Anschlieflend wurden, sofern nicht anders er-
wihnt, alle Chemikalien in diesem demineralisierten Wasser gelost. Die Einstellung des pH-
Wertes erfolgte durch Hinzufiigen von Salzsdure bzw. Natriumhydroxidlésung unter Verwen-
dung eines pH-Meter (913, METROHM). Abschliefend wurden die verwendeten Puffer mittels

Millipore Steristop® Bottle Top Filter (THERMO SCIENTIFIC)!!?! sterilisiert.

5.2 Transformation mittels Hitzeschock-Methode

Eine Losung kompetenter Zellen (50 pL in LB-Medium) wurden fiir 10 min auf Eis aufgetaut.
Anschlieflend wurden dieser Losung 100 ng gereinigtes Plasmid (PureYield® Plasmid Miniprep
Kit, PROMEGA)!"*® hinzugefiigt und die Losung erneut fiir 30 min auf Eis inkubiert. Im nachsten
Schritt wurde die Zelllosung fiir 30 s in einem auf 42 °C vorgewdrmten Thermomixer ( 7her-
momixer Comfort, EPPENDORF)!'?! inkubiert. 650 uL. vorgewarmtes (37 °C) LB-Medium
wurde der Zellldsung nach Inkubation hinzugefiigt und fiir eine weitere Stunde bei 350 rpm
und 37 °C im Thermomixer ( 7hermomixer Comfort®, EPPENDORF)!12! platziert. Um die Zellen
ausplattieren zu konnen, wurde die Losung zentrifugiert (13000 rpm, 4 °C, 1 min, /-74K,
SIGMA)®”) und 500 pL des Uberstandes verworfen. Im restlichen Medium wurde das entstan-

dene Zellpellet resuspendiert, ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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5.3 Nanodrop 2000c®

Um Menge und Reinheit der verwendeten Nukleinsduren (Aze0/Azs0) , Proteinkonzentrationen
(Ass0) und optische Dichte (ODgo) von Nidhrmedien zu bestimmen, wurde das Spektrometer
Nanodrop 2000¢ (THERMO SCIENTIFIC)!'?%! verwendet. Dabei wurde nach Herstellerhandbuch

gearbeitet und alle gesuchten Parameter mittels des Lambert-Beerschen Gesetzes bestimmt.

54 SDS-PAGE

Reinheit und Identitéit der Proteinproben wurden mittels SDS-Gelelektrophorese tiberpriift.
Zunéchst wurden dafiir 30 puL der Probe (z.B. einzelne Fraktionen wéihrend der Aufreinigung)
mit 10 pL 4 x SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95 °C fiir 10 min inkubiert. Anschlieflend
wurde die Probe zentrifugiert (13000 rpm, 4 °C, 1 min, /-74K; SIGMA)!*”! und 15 pL des Uber-
standes in vorbereitete Taschen im SDS-Gel iiberfithrt. PageRuler® Prestaint Protein Ladder
(THERMO SCIENTIFIC)'?) diente wihrend des Reaktionsverlauf als Referenz und wurde eben-
falls in das SDS-Gel tiberfithrt. Die Umsetzung der Reaktion wurde in Laemmli-Puffer bei
130 V durchgefithrt. Um die Proteinbanden nach Abschluss der Reaktion zu visualisieren

wurde das Gel aus zunichst in ROTP Blue-Losung (ROTH)!'* fiir ca. 10 h inkubiert.

Substanz Sammelgel Trenngel
Acrylamid (30%) 1 mL 3 mL

APS Losung 60 L 60 uL.
TEMED 6uL 6L

H,0 3.75mL 0.95 mL
SDS-Losung 60 uL 60 puL

Puffer 12 mL 2 mL
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5.5 Allgemeine Puffer

Name

APS-L6sung

Coomassie Farber

Entfarber

IPTG-L6sung

Laemmli Puffer

LB-Medium

PBS-Puffer

Sammelgel-Puffer

SDS-Laufpuffer

SDS-Lésung

SDS-Probenpuffer (4x)

Super-LB-Medium

Trenngel-Puffer

Zusammensetzung

10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
10% (v/v) Essigsaure, 40% (v/v) Ethanol,
0.1% (w/v) Brillant b/ue R250

10% (v/v) Essigsaure, 40% (v/v) Ethanol

1 MIPTG

250 mM Tris pH 8.3, 2 M Glycerol, 1%
(w/v) SDS

5 gL' Nacl, 25 g-L" Pepton, 15 g-L" Hefe-
extrakt, autoklaviert

140 mM NaCl, 10 mM Na;HPO,4-2H,0,

2.7 mM KCl, 1.8 mM KH,PO,, pH 7.4

1 M Tris pH 6.8

250 mM Tris pH 8.3, 2 M Glycin, 1% (w/v)
SDS

10% (w/v) SDS

250 mM Tris pH 6.8, 8% (w/v) SDS, 40%
(v/v) Glycerol, 0.04% (w/v) Bromphenol-
blau, 8% (w/v) B-Mercaptoethanol

10 g-.L" NaCl, 25 g-L" Pepton, 15 g-L" He-
feextrakt, autoklaviert

1 M Tris pH 8



5.6 Allgemeine Laborgerate
Name

913 pH Meter

Pipetus®

Akta FPLC

Akta prime plus

Autoklav FVA/2

Blockthermostat TCR 100

Feinwaage CP2P

Inkubator Schuttler Innova 4200
Inkubator Schuttler Innova 4230
Mikroskop SZ 60
Mini-Membran-Vakuumpumpe N811KN.18
Mini-Zentrifuge ROTILABO®
Mini-Inkubator | 5110-230V
Peristaltikpumpe Pump P-1

Pipetten

PTC-150 MiniCycler®

SDS-PAGE Mini-Protean® Tetra System
Sonifier 250

Spektralphotometer Nanodrop® 2000c
Sterilbank HERAsafe® KS15
Thermomixer comfort
Tischzentrifuge 1-14K
Trockenschrank UF160

Ultraschallbad Transsonic T310
Vortex-Schittler VF2

Zentrifuge Avanti J-25

Zentrifuge Multifuge 3SR
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Hersteller

METROHM

HIRSCHMANN

GE HEALTHCARE

GE HEALTHCARE

FEDEGARI

ROTH

SARTORIUS

NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
OLYMPUS

KNF

ROTH

LABNET

PHARMACIA FINE CHEMICALS
EPPENDORF

MJ RESEARCH

BIORAD

BRANSON

THERMO SCIENTIFIC
THERMO SCIENTIFIC
EPPENDORF

SIGMA

MEMMERT

ELMA

JANKE & KUNKEL
BECKMANN COULTER

HERAEUS
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5.7 Allgemeine Chemikalien

Bezeichnung

Acrylamid (30%)

Agar-Agar

Agarose

Tris

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Billant Blau R250

Chaps

Casein

Complete® mini Protease-Inhibitor cocktail

Coomassie
Crystallization Plate
Dimethylsulfoxid
1,4-Dithiothreit
Essigsaure (100%)
Ethanol (96%)
Ethylenglycol
EDTA

Glycerol

Harnstoff
Hefeextrakt

HEPES

IPTG
Einweg-Klvetten
Magnesiumchlorid
Methanol
Natriumactetat

Natriumchlorid

Hersteller

ROTH

ROTH

FLUKA

ROTH

ROTH

ROTH

ROTH

ROTH

ROTH

ROTH

ROCHE

MERCK
HAMPTON RESEARCH
FISHER SCIENTIFIC
ROTH

ROTH

ROTH

ROTH

ROTH

ROTH

ROTH

ROTH

ROTH

ROTH

SARSTEDT
MERCK

FISHER SCIENTIFIC
ROTH

FISHER SCIENTIFIC



Natriumhydroxid

PageRuler®

Pepton

PEG 2000, 3350, 8000, 10 000
Rotiphorese® 10 x SDS-PAGE
Salzsdure (37%)

TEMED

Triton X-100

Trypton

Vivaspin® Konzentrator
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RoTH
FERMENTAS
RoTH
RoTH
RoTH
RoTH
RoTH
RoTH
RoTH

SARTORIUS
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