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1. Plasmid-Minipréaparation aus E. coli

modifiziert nach: Birnboim, H.C. and Doly, J. (1979) Nucleic Acids Res. 7, 1513-1523

1. 3,5 ml Selektionsmedium (LB oder NBY mit entsprechenden Antibiotika, z.B. 50 pg/ml
Ampicillin, 12,5 pg/ml Tetracyclin 0.4.) mit einer einzelnen Bakterienkolonie beimpfen

2. Uber Nacht bei 37°C kraftig schutteln

3. etwa 1,5 ml der Bakterienkultur in Eppendorfbecher tberfiihren (Rest der Bakterienkultur
bei 4°C aufbewahren, etwa 1 Woche zur Wiederanzucht verwendbar)

4. 2 min abzentrifugieren

5. Uberstand méoglichst vollstandig entfernen, Schritte 3 und 4 einmal wiederholen, Uber-
stand abgiel3en, Rest absaugen, Pellet durch Vortex auflockern

6. Pelletin 100 pl Lsg. 1 schnell und vollistandig resuspendieren (kréftig vortexen)

7. 5 min bei Raumtemperatur inkubieren

8. +200 pl Lsg. 2 (vorsichtig mischen) und 5 min im Eisbad inkubieren (Bakterienlyse)

9. 150 pl Lsg. 3 zugeben (durch invertieren mischen) und 5 min im Eisbad inkubieren
(Renaturierung von Plasmiden, Fallung von hochmolekularer DNA, Proteinen und SDS)

10. 5 min zentrifugieren

11. Uberstand in neues Rohrchen tiberfihren, mit gleichem Volumen Phenol/Chloroform
(1:1) versetzen (5 min auf Eis lagern, gelegentlich schutteln)

12. 5 min zentrifugieren

13. obere, wéssrige Phase durch Absaugen in neues Rohrchen tberfihren, mit gleichem
Volumen Chloroform versetzen und durch kréftiges Schitteln mischen

14. 5 min zentrifugieren

15. obere, wéssrige Phase durch Absaugen in neues Rohrchen tberfihren, Fallung der DNA
durch Zugabe von 2 Volumen Ethanol (ca. 1 ml), mischen

16. 15 min bei Raumtemperatur inkubieren, 5 min zentrifugieren

17. Uberstand abgieRen, Rohrchen abtropfen lassen

18. 0,5 ml 80 % Ethanol vorsichtig zugeben, kurz spulen, erneut zentrifugieren und
Uberstand abgieRen, Rest absaugen

19. Pellet trocknen, 15 min im Exsikkator unter Vakuum

20. 50 pl Loésung 4 zugeben, kraftig schitteln, 20 min bei Raumtemperatur inkubieren

21. Restriktion (5 pl) moglich, Kontrolle durch Agarosegelelektrophorese

Ldsung 1: 50 mM Glucose 4,5 ml 20 % Glucose
25 mM Tris/HCI (pH 8) 2,5ml 1 M Tris/HCI (pH 8)
15 mM EDTA 2,0ml 0,5 M EDTA (pH 8)

91,0 ml A. bidest.
4 mg/ml Lysozym (frisch zugeben)

Losung 2: 0,2 N NaOH 2,0ml 10 N NaOH

1% SDS 10 ml 10 % SDS
88 ml A. bidest.

Losung 3: 3 M K/5 M Acetat (pH 4,8)

Losung 4: 20 pg/ml RNase (DNase-frei) in TE-Puffer
(RNase-Stammldsung, 10 mg/ml, 5 min kochen)

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8)
1 mMEDTA



2. Plasmid-Minipraparation mit dem ,,NucleoSpin Plasmid EasyPure Kit*“ (MN)
Vor Verwendung des Kits sicherstellen: Waschpuffer mit 4 ml Ethanol (HPLC-Grade) auffillen!

1. Kultivierung des Stammes siehe Methode 1
2. 2-mal nacheinander 1,5 ml Bakterien abzentrifugieren (2 ;Og:’gr‘:gftc'zglf;
min 8,000 U/min), Uberstand verwerfen
3. Pellet vollstandig in 150 pl Puffer Al resuspendieren -
4. 250 pl Puffer A2 zusetzen und mischen (5-mal invertieren, 2. Lysis E
nicht vortexen!!!, 2 min inkubieren) |
5. 350 pl Puffer A3 zusetzen und mischen/invertieren, bis das
Lysat farblos ist 3.Plasmid binding "
6. 5 min bei Raumtemperatur abzentrifugieren (12,500 U/min) 1
7. Pro lIsolation eine Saule vorbereiten (Saule in 2 mi _
collecting tube) Ptk
8. Uberstand auf ein Saulchen geben (ohne Prazipitat!); 1 min
bei Raumtemperatur inkubieren \
9. 30 sec bei 1,000-2,000 U/min zentrifugieren; Durchfluss 5.Column wash &dry
verwerfen I
10. 450 pl Puffer AQ auf die Séaule geben und fir 60 sec bei :
12,500 U/min zentrifugieren, Durchfluss verwerfen 6.Elution =
11. die Séule einmal leer zentrifugieren, um die Saule zu !
trocknen. Plasmid DNA ready for
12. die Sdule auf ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefall | downstream applications

(entsprechend beschriften) tberfiihren und
50 pl Elutionspuffer AE direkt auf die Glasfibermatrix geben und 1 min bei
Raumtemperatur inkubieren

13. 1 min bei 12.500 U/min zentrifugieren; Eluat (Durchfluss) im Eppi auffangen und
aufheben!!!

14. Ausbeute (laut Hersteller): ca. 6-9 pg Plasmid-DNA; DNA fur Sequenzierung oder
Restriktionsanalyse verwendbar



3. Maxipraparation von Plasmiden uber Qiagen-Saulen (T1P-100)

Ausgangspunkt 20 ml bei ,,high copy” bzw. 50 ml E. coli-Kultur bei ,,Jow copy* Plasmiden
(Kultivierung erfolgte in LB mit entsprechendem Antibiotikazusatz (ber Nacht unter
Schiitteln aus einer Vorkultur, die 1 : 100 verdiinnt wurde). Prinzipiell wie Mini-Prep (2.a.);
Maxi-Prep wird eingesetzt, wenn grélRere Mengen DNA bendtigt werden.

1. Bakterien abzentrifugieren (z.B. 5 min SLA-600TC-Rotor; Sorvall, 50 ml Réhrchen,
5000 U/min), Uberstand abgieBen und Restmedium absaugen, Pellet durch vortexen l6sen
2. Bakterien bei Raumtemperatur in 4 ml Losung P1 suspendieren
3. 4 ml Loésung P2 zusetzen, vorsichtig mischen, 5 min bei Raumtemperatur inkubieren
4. 4 ml Losung P3 zusetzen, schnell aber vorsichtig mischen, 5 min auf Eis stellen
5. 15 min bei 4°C, bei 9.000 U/min im SLA-600TC-Rotor zentrifugieren
6. klaren Uberstand (wenn nicht vollstandig klar, noch einmal zentrifugieren) auf
equilibrierte Qiagen-Saule geben
7. Equilibrieren der Saule: 4 ml Puffer QBT durch Séule tropfen lassen
8. wenn der Uberstand von der Zentrifugation durchgetropft ist, wird die Saule zweimal mit
je 5 ml Puffer QC gewaschen, Waschldsung verwerfen
9. DNA von der Saule mit 5 ml Puffer QF in steriles Zentrifugenglas (20 ml) eluieren
10. DNA durch Zugabe von 11 ml Ethanol bei RT flr mind. 1 h fallen
11. DNA 30 min abzentrifugieren, Lage des Pellet markieren, Uberstand verwerfen
12. Pellet vorsichtig mit 5 ml 80 % Ethanol waschen, erneut 5 min zentrifugieren
13. Pellet trocknen, 15 min im Vakuum
14. Pellet in 0,3 ml TE-Puffer 16sen
15. Kontrollrestriktion und -elektrophorese
LGsungen:
P1: 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase
P2: 200 mM NaOH
1% SDS
P3: 2,55 M K-Acetat, pH 4,8

QBT: 750 mM NaCl

QC:

QF:

50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Ethanol

1 M NacCl

50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Ethanol

1,2 M NacCl

50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Ethanol



4. Isolation chromosomaler DNA aus Bakterien als PCR-Template
Zum Einsatz als PCR-Template ist es nicht notwendig, grole Mengen sauberer DNA zu
haben. Vereinfacht kann die DNA wie folgt angereinigt werden:

aus Flussigkultur

- 200 pl Flussigkultur

- + 200 pl Phenol (Tris-gepuffert)

- 10 min bei 65°C im Heizblock, zwischendurch mixen
- auf Raumtemperatur abkihlen lassen

- + 200 pl Chloroform, gut mixen

- zentrifugieren, 5 min, 13.000 U/min

- Uberstand mit 200 pl Chloroform waschen

- 1 pl des Uberstandes zur PCR einsetzen

aus Kolonien:

Kolonie mit Zahnstocher abnehmen, auf Masterplatte tippen und dann in Eppendorfgefall mit
30 pl 1 x TE resuspendieren,

5-10 min bei 95°C kochen, 1 pl direkt zur PCR einsetzen

5. Isolation chromosomaler DNA aus Pflanzen als PCR-Template
- Ca. 1 cm? Blattmaterial (junge Blatter) abschneiden und in Eppi geben
- 100 pl Aufschlusspuffer (0,25 % SDS; 0,05 M NaOH) auf Eis hinzugeben
- Blattmaterial mit Eppimorser im Eppi zermdrsern
(Mérser nach EtOH-Abspulung wieder verwendbar)
- 50 ul Phenol (Tris-gepuffert) zusetzen
- 10 min bei 95°C im Heizblock, mehrmals vortexen
- Eppi auf Eis
- 50 ul Chloroform zusetzen, gut vortexen
- 5 min abzentrifugieren
- Uberstand in ein neues Eppi tberfiihren und mit 100 pl Chloroform ausschiitteln
- Uberstand abnehmen und aufbewahren
- 5l Uberstand + 45 pl H20 (15 pl zur Gelkontrolle)
- 0,5-1 pl der Verdiunnung als Template zur PCR

6. Isolation genomischer DNA aus Arabidopsis als PCR-Template
- Pflanzenmaterial (Keimlinge oder Blattstlicke) im Eppi unter flissigem Stickstoff
vorkuhlen und mit Eppimdrser zermarsern
- Zermorsertes Material kurz auftauen lassen
- 500 ul 2 x CTAB-Puffer hinzugeben und vortexen
- 30 min bei 68°C im Heizblock inkubieren, mehrfach zwischendurch mischen
- 5 pl RNase A-Ldsung hinzugeben und 15 min bei 37°C inkubieren
- 500 ul Chloroform/lIsoamylalkohol (CI) hinzugeben, 1 min durch Schiitteln mischen
- 5 min abzentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit
- Obere wéssrige Phase in ein frisches Eppi Gberfihren
- 400 pl Isopropanol hinzugeben, mischen und 15 min auf Eis féllen
- 15 min abzentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit
- Uberstand verwerfen und Pellet mit 200 pl 70 % Ethanol tiberschichten
- 10 min abzentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit
- Uberstand vollstandig abpipettieren und Pellet ca. 10 min trocknen lassen
- Pellet in 50 pl 10 mM Tris (pH 8) l6sen
- 2 min Inkubation bei 68°C
- 5l zur Gelkontrolle entnehmen und Rest aufbewahren
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LOosungen

2 x CTAB: 2 % Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
1,4 M NaCl
100 mM Tris-HCI (pH 8)
20 mM EDTA
Cl 24 VT Chloroform
1 VT Isoamylalkohol

7. Phenol-Chloroformbehandlung von DNA

Zur Entfernung von Proteinen oder Inaktivierung von Enzymen einer DNA-haltigen wassrigen
Losung, z.B. nach Restriktion, Phosphatase- oder Nuclease-Behandlung.

Zur Behandlung mind. 200 ul einsetzen, evtl. mit 1 x TE auf 200 pl auffiillen. Alle Schritte
mdoglichst auf Eis durchfihren.

— zu der wassrigen Losung 200 ul Phenol/Chloroform (1:1) geben, mehrmals kraftig
schiitteln.

— 5 min bei 13.000 U/min zentrifugieren

— wassrigen Uberstand abnehmen und in ein neues GefaR tiberfiihren

— erneut 200 pl Phenol/Chloroform (1:1) zugeben und mehrmals kréftig schutteln.

— 5 min bei 13.000 U/min zentrifugieren

— wassrigen Uberstand abnehmen und in ein neues GefaR uberfiihren

— 200 pl Chloroform zugeben und mehrmals kréftig schutteln, um Phenolreste zu entfernen

— 5 min bei 14.000 U/min zentrifugieren

— Uberstand absaugen

8. Fallung von DNA aus wassriger Losung

DNA fallt in ethanolischer Losung (> 60 %) aus. Der Niederschlag kann abzentrifugiert
werden und in neuem Puffer resuspendiert werden. Damit kann DNA konzentriert und
gleichzeitig umgepuffert werden.

- der DNA-L6sung 0,5 ul Glycogen (fallt in ethanolischer Losung ebenfalls aus und reif3t
DNA mit) und 2 Volumen Ethanol (96 %) zusetzen

- wenn kein Glycogen vorhanden ist, 0,1 Vol. 3 M Na-Acetat und 2 VVol. Ethanol zusetzen

- mind. 1 h bei -20°C féllen (bei RT langer inkubieren)

- 15 min bei 13.000 U/min bei 4°C zentrifugieren

- Uberstand absaugen

- Pellet mit 500 pl 80 % (4°C) Ethanol waschen

- 5 min bei 14.000 U/min bei 4°C zentrifugieren

- Uberstand absaugen

- Pellet fur 15 min lufttrocknen oder 5 min in einer Vakuumzentrifuge (Speed-Vac)
trocknen

- DNAin H20 oder 1 x TE resuspendieren und weiter verwenden.

9. Erhaltung von Bakterien bei —80°C

Zur Konservierung von E. coli Kulturen koénnen diese in Glycerol-haltigem Medium
eingefroren werden. Dazu werden zu 500 pl einer Flussigkultur in LB-Medium 100 pl
Glycerol (87 %) gegeben, dann gut mischen und bei —20°C (besser —80°C) einfrieren.
Agrobakterien (rekombinante Stdmme von A. tumefaciens) konnen ebenfalls bei —80°C

konserviert werden: 0,5 ml Kultur + 0,5 ml ,,Freezing-medium®; gut mischen und einfrieren.

»Freezing medium®:
6,3 g KoHPO4; 0,45 g Na-Citrat; 0,09 g MgSO4 x 7H,0; 50 ml Glycerol; mit H,O auf 500 ml auffillen.
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10. DNA-Gelelektrophorese

Je nach Grol3e der aufzutrennenden Fragmente werden 0,8 - 2%-ige Agarosegele hergestellt.
Agarose in 0,5 x TBE-Puffer im Erlenmeyer-Kolben (mit Rihrfisch) solange aufkochen, bis
die gesamte Agarose gelost ist. AnschlieBend auf dem Magnetriihrer auskihlen lassen. Der
handwarmen Agaroseldsung 1/10.000-stel Volumen Ethidiumbromid zusetzen (giftig!!). Gel
in entsprechend vorbereiteten Tréger ca. 0,5 - 0,8 cm dick gieRen und erkalten lassen. Nach
ca. einer Stunde kann der Kamm vorsichtig aus dem verfestigten Gel gezogen werden.

Das Gel mit dem Tréger in die Elektrophoresekammer legen. DNA wandert von (-, schwarz)
nach (+, rot), also mussen die Geltaschen auf der Seite sein, wo der (-)-Pol angelegt wird.

Gel anschlieBend mit 0,5 x TBE-Puffer 2-3 mm Uberschichten.

Proben mit 1/5 Vol. einer 5fach konzentrierten Stopplosung versetzen, in die Taschen
einflllen und Spannung anlegen.

Richtwert flr die maximale Spannung: 5 V/cm [Elektrodenabstand (cm)* 5 (V)].

Bei hoheren Spannungen besteht die Gefahr der Uberhitzung des Gels und damit der
Beschadigung der DNA.

Gel abschalten, wenn die Bromphenolblau-Front den unteren Rand des Gels erreicht hat.
DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar machen und Gel fotografieren.

Gelreste und Puffer (kann mehrfach verwendet werden) sammeln, da diese Ethidiumbromid-
haltig und damit Sondermull sind. Puffer werden tber Aktivkohle filtriert, Gele mussen
gesondert entsorgt werden.

Ldsungen: 5 x Stopplésung:
Ethidiumbromid (giftig !'"): 10 mg/ml in TE, dunkel bei 4°C lagern 0,1 M EDTA
5 X TBE-Puffer: 54 g Tris 40 % Glycerol
27,5 g Borséure 0,1 % SDS
20 ml EDTA (0,5 M pH 8,0) 0,025 % BPP
mit H20 auf 1 | auffillen (Bromphenolblau)

11. DNA/RNA Konzentrationsbestimmung

- 2-10 pl DNA (oder RNA) werden z.B. mit 600 pl H20 verdinnt (5 pl RNA + 495 pl H20)
- Aufnahme eines Absorptionsspektrums von 300 bis 200 nm (gegen H20) in einer
Quarzglaskiivette!!

- Absorption des Peaks um 260 nm bestimmen

- 260 nm Peak sollte mind. 1,8mal groler sein, als die Absorption bei 280 nm, sonst

zu hohe Proteinverunreinigungen

- Berechnung der Konzentration:

DNA/RNA-Konzentration (ug/ml) = A2s0 X molaren Extinktionskoeffizienten x Verdiinnung
molarer Extinktionskoeffizient fir DNA = 50 pg/ml

molarer Extinktionskoeffizient fir RNA = 40 pg/mi

12. Transformation von E. coli

12. a. Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

(modifiziert nach: Hanahan, D., 1983, J. Mol. Biol 166, 557)

Kultivierung des Rezipientenstammes:

- Beimpfen von 3 ml @-broth-Medium mit einer Einzelkolonie des Rezipientenstammes
- Inkubation uber Nacht, schitteln bei 37°C

- mit 1 ml Ubernachtkultur 100 ml g-broth-Medium beimpfen.

- Inkubation: schitteln bei 37°C bis ODsso = 0,48 erreicht ist
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Erzeugen kompetenter Zellen:

Zellen 10 min auf Eis lagern

Zellen bei 4°C und 3000 U/min fir 5 min abzentrifugieren

Uberstand gut entfernen, Zellpellet ab jetzt immer im Eisbad lagern

Zellpellet in 30 ml eiskaltem TJB 1 resuspendieren, Suspension 5 min auf Eis lagern
Zellen bei 4°C und 3000 U/min fiir 5 min abzentrifugieren und Uberstand gut entfernen
Zellpellet in 4 ml eiskaltem TJB 2 resuspendieren

100 ul Aliquots der Zellsuspension in Eppendorfréhrchen tberfiihren, schnell bei -80°C
einfrieren (Hinweis: zum Schockgefrieren die leeren Eppendorfrohrchen schon mindestens
1 Tag im -80°C Schrank lagern, Zellsuspension gefriert dann bereits beim Einfillen)

. b. Transformation von E. coli

DNA zu 100 pl kompetenten Zellen (Eisbad!) geben, vorsichtig durchmischen

mindestens 15 min auf Eis lagern

90 s bei 42°C inkubieren, vorsichtig bewegen

5 min auf Eis inkubieren

1 ml LB-Medium + 0,2% Glucose (oder SOC) zugeben und zur Regeneration 1 h bei 37°C
schiitteln

ausplattieren von Aliquots der Zellen auf Selektionsplatten

Medien und Puffer:

¢-broth: fur 500 ml 2 % Trypton 10g -80°C Bad:
0,5 % Hefeextrakt 25¢ Trockeneis + Ethanol
0,4 % MgSO,4 20g
10 mM KCI 0,37¢g
TJB 1: fur 250 ml 100 mM RbCI 309 TJB 2: fur 100 ml 10 mM MOPS 0,20 ¢
50 mM MnCl,.4 H:O 2,47¢g 10 mM RbClI 0,12 g
30 mM K-Acetat 0,74 ¢ 75 mM CaCl,.2 H,O 1,109
10 mM CaCl.2 H,O 0,36 g 15 % Glycerol 15 ml
15 % Glycerol 37,5mi pH 7,0 (mit NaOH), sterilfiltrieren, Lagerung bei + 4°C

pH 5,8 (mit HCI), sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C

13. Restriktion von DNA

1.

~w

Madglichst in H20 geldste DNA-Préparate verwenden.

X pl DNA (ca. 1-2 pg)

2 ul 10 x Restriktionspuffer™
0,5 ul Restriktionsenzym™?

X ul H20 (steril)

20 pl (Gesamtvolumen)

1 Aus Katalog fir Restriktionsenzym entsprechenden Puffer heraussuchen
*2fur 1 ug DNA reichen 1-2 Units Restriktionsenzym

Ansatz mischen, kurz anzentrifugieren

mindestens 1 h bei 37°C inkubieren

Reaktionsabbruch fiir 10 min bei 65°C (!! nicht alle Enzyme sind bei 65°C inaktivierbar
I, diese Enzyme kdnnen durch Phenol/Chloroform-Behandlung inaktiviert werden oder
Enzymentfernung durch Gelelektrophorese und anschlieBende Elution)

Zusatz von 5 pl 5 x Stoppldsung

Agarosegelelektrophorese (vgl. Methode 8.)

5 x Stopplésung: 0,1 MEDTA

40 % Glycerol
0,1 % SDS
0,025 % Bromphenolblau



14. DNA-Fragmentisolation mit Gelextraktionskit (MN)

1.) DNA-Fragment aus dem Agarosegel ausschneiden, tberschiissige (DNA-freie)
Agarose entfernen, Gelstiicke in 1,5 ml Eppi geben und auswiegen, nur kurz UV
belichten!

2.) Zugabe von gel dissolving buffer (NTI) zum Gelstiick (200 ul Puffer per 100 mg
Agarose).

3.) Probe zwischen 37-55°C (Standard 50°C) inkubieren, ab und zu Mischen durch
Vortex bis das Gelstlick aufgeldst ist (5-10 min). Fur groRe DNA Fragmente > 8Kkb,
zusatzlich 1.5 Volume A. dest. nach Gelauflésung zusetzen. Um die DNA Bindung an
die Séule zu verbessern (z.B. 100 ul Gel; 400 pl gel dissolving buffer; 150 ul Wasser).

4.) Séaulchen in das Sammelgefal stecken und Probe aufladen. Zentrifugation fir 1 min
(11000 g), Durchfluss verwerfen

5.) Dann 700 pl DNA Wash Buffer (NT3) auf die Séule geben. Zentrifugation fur 1 min,
Durchfluss verwerfen

6.) Schritt 5 einmal wiederholen.

7.) Séulchen trocknen, 1 min bei 11000 g zentrifugieren

8.) Séulchen auf steriles 1,5 ml Eppi stellen, Sdulchen darf nicht mit dem Puffer in
Berlihrung gekommen sein, im Zweifel kurz zentrifugieren und neues Eppi
unterstellen

9.) Zugabe von 15-30 pl of DNA Elution Buffer (NE) auf das Zentrum der Saulenmatrix.
1 min inkubieren und dann DNA durch 1 min Zentrifugation eluieren (1 min bei
11000 g zentrifugieren). (Typische Elutionsvolumen sind 6-20 pl, Nuklease-freies
Wasser (pH 7-8.5) kann auch benutzt warden, groRere Volumen verbessern die
Ausbeute aber verdiinnen die DNA, erwéren des Puffers auf 50°C verbessert die
Elution)

15. Phosphatasebehandlung von DNA

Zur Dephosphorylierung der 5’-Phosphat-Enden von DNA vor Markierungsreaktionen oder
zur Verhinderung der Selbstligation von Vektoren wird alkalische Phosphatase eingesetzt, die
speziell gereinigt ist. Von besonderer Wichtigkeit ist eine zuverlassige Inaktivierung der
Phosphatase, um nachfolgende Reaktionen zu ermdglichen.
1. Reaktionspuffer:
- 10 x Phosphatasepuffer (Boehringer-Katalog, 500 mM Tris/HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA)
alternativ kann auch der Puffer NEB3 eingesetzt werden.
2. Reaktionsansatz:
- 1 U Phosphatase fur 1 ug DNA (es gentigen 0,1 U pro ug DNA)
Die Phosphatase kann direkt in den Restriktionsansatz gegeben werden.
Beispiel: 50 pl Restriktionsansatz (2 ug DNA)
1 pl Enzym (1 Unit)
11 pl 10 x Puffer
110 pl Gesamtvolumen
- Reaktion fur 30 min bei 37°C inkubieren
3. Reaktionsstopp:
- +100 pl TE-Puffer, + 1 ul 0,5 M EDTA pH 8,0, 10 min bei 70°C inkubieren
- zweimal Phenol/Chloroform-Behandlung des Ansatzes zur Entfernung und Inaktivierung
der Phosphatase, einmal Chloroformbehandlung
- Fallung mit Ethanol (+ 20 pul 3 M Na-Acetat, + 500 pl Ethanol 96%), DNA
abzentrifugieren
- einmal mit 0,5 ml 80 %-igem Ethanol waschen, erneut zentrifugieren
- getrocknetes Pellet in 20 pl TE-Puffer resuspendieren
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Alternativ kann auch die hitzeinaktivierbare Antarktische Phosphatase (NEB) verwendet
werden.

Reaktionsansatz:
x Wl Elution oder Restriktionsansatz
X Wl 10x Reaktionspuffer
1 ul Antarktische Phosphatase (5 units)

Inkubation.
30 min bei 37 °C

Inaktivierung:
5 min bei 65 °C

10x Reaktionspuffer:
500 mM Bis-Tris-Propan-HCI
10 mM MgCl;
1 mM ZnCl;
pH 6,0

16. DNA-Ligation (T4 DNA Ligase)

Ligation von durch Agarosegel-Elektrophorese abgetrennten DNA-Fragmenten mit einem
entsprechend vorbereiteten Vektor (kompatible Enden!). Verwendet wird die T4 DNA Ligase
von Fermentas!

- Reaktionsansatz:
2 ul 10x Ligationspuffer
1 pl Ligase (5 Weiss Units)
X Ul Insert-DNA
X Ul Vektor-DNA
X ul H20

20 pl Gesamtvolumen

- Inkubation:
sticky ends: 1 — 3 h bei Raumtemperatur oder tiber Nacht im Ligator in der Kiuhlzelle
blunt ends: Uber Nacht auf der Fensterbank (16 °C)

- Inaktivierung:
10 min bei 65 °C inkubieren

- Tipps:
Maoglichst kleines Volumen der eluierten Fragmente wahlen.
1:1 bis 3:1 molares Verhéltnis von Insert-DNA zur Vektor-DNA verwenden
Die Effizienz von blunt end Ligationen wird durch Polyethylenglycol (PEG) erhoht. Die
empfohlene Konzentration betragt 5% (w/v) PEG 4000, d.h. 2 ul PEG 4000 (50 %-
Stammlsg.) flr einen 20-pl-Ligationsansatz verwenden!
Ligase wirkt selbst-inhibierend, wenn sie in zu hohen Konzentrationen verwendet wird.
Empfohlene Mengen:
sticky ends: 1 — 2 Weiss units
blunt ends: 5 Weiss units
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10x Ligationspuffer:
400 mM Tris-HCI
100 mM MgCl;
100 mM DTT
5mM ATP
pH 7,8

17. DNA-Fragmentherstellung durch PCR
Standard PCR-Ansatz: in dinnwandigem 0,2 ml bzw. 0,5 ml Eppendorfgefal? pipettieren:

Konz. Stammlsg. Endkonz. im Ansatz
13 ul H20.
2 ul Polymerasepuffer (10 x) 1x
1 pl dNTP-Gemisch (20 x) 200 uM pro Nucleotid
0,6 - 0,8 pl MgCl> (50 mM) 15-2mM
1 pl forward-Primer (5 pmol/ul =5 uM) 0,1-0,5uM
1 pl reverse-Primer (5 pmol/pul =5 uM) 0,1-0,5uM
0,2 ul Tag-Polymerase (5 U/ul) 1U

1 pl Template: Plasmide 1:500; chromosomale DNA 1:50; DNA aus Methoden 5 bzw. 17.

Alternativ kann zur PCR der ,,Tag-Master-Mix*“ der Firma ,,Qiagen eingesetzt werden.
Dieser enthalt bereits den notwendigen Puffer, die geeignete Mg?*-Konzentration von 1,5
mM, die dNTPs und die Tag-Polymerase.
Reaktionsansatz:

1 ul Template

1 ul Primer A

1 pl Primer B

2 ul H20

5 ul Mastermix

10 pl Gesamtvolumen

Das verwendete PCR-Programm richtet sich nach der GroRe der erwarteten Fragmente.
Daneben ist die konkrete Programmierung vom Typ des Thermocyclers und von anderen
Reaktionsbedingungen (z.B. Mg?*-Gehalt des Puffers) abhangig!!

Bedienung des Biometra-Personal Cyclers:

Anschalten des Gerétes, warten auf Hauptmendi.

Zum Start eines Programms: Taste B (,,Block®) driicken.

Dann ,,Start Programm Nr.“; Nr. des gewiinschten Programms eingeben und Enter driicken.
Zum Beenden: Erneut Taste B (,,Block*) driicken, dann Taste D (,,Stop*) driicken,

Im Display steht: ,,Block aus®, Gerit kann jetzt ausgeschaltet werden.

Im Hauptmenii kann mit B ,,Block* oder C ,,Programme* bei ,,Liste* alle Programme
angesehen werden.

Mit ,,C*“- ,,Programme** kann man ein Programm aufrufen und unter ,,dndern* sich die
einzelnen Schritte ansehen.
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Beispiele fir PCR Programme (Biometra Personal Cycler):

Programm 4 (1,5 kb-Fragmente): Programm 5 (3,0 kb-Fragmente):
1. 2 min 94°C 1. 2 min 94°C
2. 15 sec 94°C 2. 15 sec 94°C
3. 30sec  52°C :I 10 x 3. 30sec  52°C :I 10 x
4, 1 min 72°C 4. 2 min 72°C
5. 15 sec 94°C 5. 15 sec 94°C
6. 30sec  52°C :I 20 x 6. 30sec  52°C 20 x
7. 1 min 72°C™ 7. 2 min 72°C ™
8. 7 min 72°C 8. 7 min 72°C
9. Pause 4°C 9. Pause 4°C
("' + 20 sec pro Zyklus) (*1 + 20 sec pro Zyklus)
Heizdeckeltemperatur: 110°C Heizdeckeltemperatur: 110°C

Sollen groRere Fragmente amplifiziert werden (> 3,0 kb), kann der Elongase-Enzymmix
(Invitrogen) eingesetzt werden. Dieser enthédlt neben der Standard-Tag-Polymerase eine
weitere DNA-Polymerase aus Pyrococcus sp. mit ,,proof-reading-activity*. Mit diesem sind
Amplifizierungen von Fragmenten > 12 kb mdglich.

Reaktionsansatz: Programmablauf: Programm 10
2 ul Puffer A 1. 2min 94°C
2 ul Puffer B 2. 15sec94°C —,
2 pl 2 mM dNTP-Mix 3. 30sec 52°C J 10x
1 pl Primer A 4, 6 min 68°C™
1 pl Primer B 5. 15sec 94°C —
0,3 ul Elongase-Mix 6. 30 sec 52°C J 20x
1 ul DNA-Template 7. 6 min 68°C™2
8. 12 min 68°C
9. Ende 4°C

20 pl Gesamtvolumen

*lgenaue Zeit hangt von der GroRe des zu amplifizierenden Fragmentes ab, Richtwert: ca. 1 kb pro Minute
*2pro Cyclus wird die Elongationszeit um 20 sec verlangert

18. Uberpriifung rekombinanter Klone mit Hilfe der PCR

Die unten beschriebene Methode ist zur Selektion rekombinater Klone bei Verwendung von
pUC-Plasmiden (ebenso fir alle Plasmidderivate mit einer multi-cloning-site innerhalb eines
lacZ'-Gens) geeignet.

1. vermutlich rekombinante Klone (weil3e Kolonien bei blau/wei3-screening) mit Zahnstocher
von Selektionsplatte abnehmen

durch kurzes Aufsetzen Klon auf frische Platte animpfen (Nummernraster unterlegen!)
restliche Bakterien in 30 pl A. dest. vom Zahnstocher abspilen

Bakteriensuspension 5 min im Heizblock kochen (Lyse)

1 pl davon zu PCR-Ansatz pipettieren (vgl. Punkt 17.)

akhown
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19. Klonierung von PCR-Fragmenten in pGEM-T (Promega)

Zur Klonierung von PCR-Fragmenten in den Vektor pGEM-T nutzt man die Tatsache, dass
die Tag-Polymerase in der PCR immer ein tiiberhdngendes A an das 3’-Ende der
amplifizierten DNA héngt. Der Vektor pGEM-T besitzt ein Uberhdngendes T, Uber die
Ligationseffizienz stark erhdht wird.

Reaktionsansatz:

1-3 pl PCR-Produkt ] \“ i

1 0 pl 2x Ligase Puffer fron 11
1 pl Ligase . | S| 2

0,5 pl pGEM-T N’ 51 EHE
X Ul H20

20 pl Gesamtvolumen

Ligation Uber Nacht im Ligator im Kihlraum.
Anschliefend nach E. coli transformieren.

20. RNA-Isolation aus Arabidopsis mit dem .,Total RNA Purification from

Plant“ Kit (MN)
Um Kontamination mit RNasen zu vermeiden mussen immer Handschuhe getragen werden!!

ca. 100 mg Pflanzengewebe werden geerntet; Ernte

mit flussigem Stickstoff im Mdorser gut zerreiben.

in 350 pl RA1-Puffer (3,5 pl B-Mercaptoethanol zusetzen)

suspendieren und moglichst quantitativ in ein Eppendorf- Lyse

Gefal uberflhren,
durch Vortex gut mischen;
(alternativ kann RAP-Puffer verwendet werden)

Lysat durch Nucleo-Spin-Filter (violett) filtrieren

dazu Filtereinheit auf AuffanggefaR stellen, Vorextraktion |

Lysat aufgeben und 1 min bei 11.000g zentrifugieren
(evtl. entstehendes Pellet nicht aufwirbeln!!)

Zugabe von 350 pl 70%igen Ethanol zum Puffer flr RNA-
Filtrat, durch Vortex gut mischen Bindung
Ethanol-versetztes Lysat auf NucleoSpin RNA Plant -

Saulchen (hellblau) pipettieren, RNA-Bindung an
Saulchen zuvor in ein 2 ml Auffanggefan stellen Saule

30 sec bei 8000g zentrifugieren, Sdulchen in neues Auffanggefal stellen

350 pul MDB (membrane desalting buffer) Puffer

auf die Saule pipettieren Vorextraktion Il

1 min bei 11.000g zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
(evtl. noch einmal zentrifugieren)
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pro Sdule 90 pl DNase Reaktionspuffer (weilRer Deckel) mit
10 ul DNase I in Eppendorfgefall mischen; DNase-

DNase I-Losung auf die Mitte der Sdule pipettieren; behandlung
15 min bei Raumtemperatur inkubieren;

200 ul Waschpuffer RA2 auf die Saule geben; :
30 sec bei 8.000g zentrifugieren; Waschschritt |

Saulchen auf neues SammelgefaR stellen

600 ul Waschpuffer RA3 auf die Saule geben; _
30 sec bei 8.000g zentrifugieren; Waschschritt 11

Durchfluss verwerfen;

250 ul Waschpuffer RA3 auf die Saule geben;

2 min bei 11.000g Saulchen trocken zentrifugieren; Waschschritt 111
Sdulchen auf neues, RNase-freies GefaR stellen
60 pl RNase-freies Wasser auf Séulchen geben Elution

1 min bei 11.000g zentrifugieren

21. Trennung von RNA unter denaturierenden Bedingungen im
Agarosegel:

Um RNA entsprechend ihrer GréRe im Agarosegel aufzutrennen, muss ein denaturierendes
Agenz zugesetzt werden, das die Ausbildung von RNA-Sekundérstrukturen verhindert.

- 1,3 g Agarose in 73 ml H,0 und 10 ml 10 x MOPS-Puffer auflésen (Mikrowelle, Heizpilz),
- der abgekuhlten Agarose 17 ml Formaldehyd zusetzen und sofort das Gel giel3en.

10 x MOPS-Puffer

41,9 g MOPS (200 mM)

8,2 g Na-Acetat x 3H20 (50 mM)

3,72 g EDTA (10 mM)

In 800 ml A. dest. Lésen und mit 10 N NaOH auf pH 7 einstellen
Auf 1 L auffillen und autoklavieren

Stopplosung fur RNA
95% Formamid mit 20 mM EDTA, 0,05% Brompehnolblau, 0,05% Xylencyanol

Denaturierung der Proben: Denaturierungslésung:
eine Probe (ul)  far 20 (ul)  fir 30 (ul)  fur 50 (ul)  fir 60 (ul)

10 X MOPS 2,5 50 75 125 150
Formamid 12,5 250 375 625 750
Formaldehyd 4,0 80 120 200 240
Ethidiumbromid 0,5 10 15 25 30
Stopplésung 1,5 30 45 75 90

6 ul RNA (gewinschte RNA-Menge entsprechend in H,O verdiinnen, z.B. 10 pg ) zu 21 pl
Denaturierungslosung geben, 10 min bei 68°C denaturieren, auf Eis stellen, erst dann auf Gel
auftragen.

Laufpuffer: 1 x MOPS-Puffer (ohne Formaldehyd): 160 ml 10 x MOPS + 1440 ml H,0.
Gel bei 60 - 80 V fiir 3-4 h laufen lassen; abbrechen, wenn BPB-Front etwa 8-9 cm weit ist.
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Gel vorsichtig vom Tréager auf den Transilluminator legen, fotografieren (mit Lineal) und
uberstehende Teile mit dem Skalpell entfernen.
Fir den Northern-Blot kann man das Gel direkt auf Filter blotten.

22. cDNA-Synthese
Erststrangsynthese:

1 pl Primer (z.B. oligo (dT) Primer oder genspezifischer Primer)
X Ul Gesamt-RNA (2,5 ug RNA)
X Ul RNase-freies Wasser (Gesamtvolumen soll 13 pl ergeben)

gut durch Vortex mixen

5 min bei 70°C inkubieren (RNA-Denaturierung)
danach sofort auf Eis stellen

Gemisch kurz anzentrifugieren

Zugabe von:

4 ul Erstrangsynthesepuffer (5x konzentriert)
2 pl dNTP-Gemisch (10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
- am besten als Pramix fur alle Proben vorbereiten!

vorsichtig mischen
5 min bei 37°C inkubieren

dann 1 pl M-MuLV (Moloney Murine Leukemia Virus) reverse Transcriptase (200 Units,
Fermentas) zusetzen

gut mischen

60 min bei 42°C inkubieren

Abstoppen der Reaktion durch 15 min Inkubation bei 70°C
1 min bei 13,000 Upm zentrifugieren, einfrieren

Fur eine anschlieBende PCR-Reaktion kann die cDNA-LAsung verdinnt (z.B. 1:50) werden.

5x Erststrangpuffer:
250 mM Tris-HCI
250 mM KClI

20 mM MgCl;

50 mM DTT

pH 8,3

23. Proteinuberexpression in E. coli (pBAD-His-System; Invitrogen)

Voraussetzung: Klonierung des codierenden Bereiches eines Proteins, das durch
Uberexpression gewonnen werden soll, in Plasmide der pBAD-His-Serie. Die Klonierung
muss so erfolgen, dass das Insert ,,in frame* mit dem His-Tag-Proteinfragment vorliegt. Fur
die vorausgegangenen Klonierungen ist vom Hersteller E. coli Stamm Top10 empfohlen.

A: Vortestung der Expressionsstamme:

15



o

wrhEO

D:

- Transformation von Konstrukten, deren Richtigkeit Uberpriift worden ist, in den
Uberexpressionsstamm E. coli LMG194 oder BL21 gold (DE3)

- Einzelkolonien in 1 ml LB-Flussigmedium (Zusatz von 50 pg/ml Ampicillin)
einimpfen

- Uber Nacht bei 37°C schitteln

- 50 pl Kultur in 1 ml LB-Flissigmedium ohne Ampicillin Gberfiihren

- 2 hbei 37°C schitteln

- 100 pl Kultur abnehmen, auf Eis lagern — Proben fir nichtinduzierte Zellen

- restliche Kultur mit Arabinose (Endkonzentration um 1 mM) versetzen, bei pET28a
mit IPTG (Endkonz. 1mM)

- 2 hbei 37°C schitteln

- Kultur auf Eis lagern

- 20 pl der nichtinduzierten bzw. der induzierten Zellen in neues Eppendorfgefal
pipettieren

- mit 10 pl 3xSB Puffer mit SDS versetzen

- Proben fir 5 min bei 95 °C kochen

- Proteintrennung im SDS-haltigen Polyacrylamidgel

: Proteinreinigung - Zellkultivierung

zweimal 3,5 ml Selektionsmedium (LB, mit 0,2% Glucose, 50 pg/ml Ampicillin) mit einer
einzelnen Bakterienkolonie beimpfen
uber Nacht bei 30°C kraftig schitteln
0,5 ml Ubernachtkultur (1:100 verdiinnt) in 50 ml Selektionsmedium (LB, 50 upg/ml
Ampicillin; 0,2 % Glucose) in vorgewarmten Flaschen 37°C geben
schiitteln bis OD s00 Von ca. 0,5 (nach ca. 2 h) erreicht ist
1. Probenahme: 1ml Zellen entnehmen
1 min abzentrifugieren, 14000 U/min
Pellet bei -20°C einfrieren
Zugabe von 50 pl Arabinose (Stammldsung 0,2%, Endkonzentration 0,0002%)
Inkubation fur 4 h Stunden bei 37°C
2. Probenahme: 1ml Zellen entnehmen
1 min abzentrifugieren
Pellet bei -20°C einfrieren

: Proteinreinigung - Proteinextraktion durch Ultraschallbehandlung (alles auf Eis!!)

Bakterien abzentrifugieren (z.B. 10 min GSA- Rotor Sorvall, 6000 U/min, 4°C)
Uberstand abgieRen, Reste des Medium absaugen (auf Eis), Pellet vortexen
Zugabe von 5 ml Homogenisationspuffer pro Ansatz, Bakterien vollstandig suspendieren
(Unterbrechung Uber Nacht mdglich, suspendierte Zellen auf Eis in 15 ml Rotdeckel-
rohrchen lagern)
Ultraschallbehandlung unter Eiskihlung in abgeschnittenem Zentrifugenbecher (dicke
Ultraschallspitze, Stellung auf high, 6 mal 10 sec bei 90 W mit je ca. 30 s Pause)
Homogenat in 15 ml Rotdeckelréhrchen Gberfiihren
30 min bei 14000 g und 4°C abzentrifugieren (Sigma Zentrifuge, Rotor vorgekhlt)

3. Probenahme: 100 pl Uberstand entnehmen

bei -20°C einfrieren

Proteinreinigung - Affinitatschromatographie

(Prinzip der Chromatographie: IMAC - ,,immobilized metal affinity chromatography*, Ni%*-
lonen der S&ule binden His-Schwanz des tiberexprimierten Proteins, Elution durch Imidazol)

1. mit 2 ml,,ProBond Slurry* die Sdulenmatrix herstellen
2. Equilibrierung der ProBond-S&ulchen mit 6 ml Homogenisationspuffer
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3. Uberstand der Zentrifugation auftragen
4. Probenahme: 100 pl Durchlauf entnehmen
bei -20°C einfrieren
4. Séule mit 6 ml Homogenisationspuffer waschen
5. Séule mit 6 ml Waschpuffer waschen
5. Probenahme: 100 pl Uberstand entnehmen
bei -20°C einfrieren
6. Protein mit 3 mal 1 ml Elutionspuffer eluieren, zweite Elution enthdlt Hauptmenge des
gewdlnschten Proteins
6.-8. Probenahme: je 20 pl Eluat 1, 2, bzw. 3
je bei -20°C einfrieren
7. Rest portionieren und bei -20°C aufbewahren

E: Proteinreinigung - Lésungen und Puffer
Homogenisationsp.: 20 mM Phosphatpuffer
500 mM NaCl
pH 7,8
Waschpuffer: 20 mM Phosphatpuffer
500 mM NaCl
75 mM Imidazol
pH 7,8
Elutionspuffer: 20 mM Phosphatpuffer
500 mM NaCl
300 mM Imidazol
pH 7,8
Arabinose: 0,2% in H20 (steril)

F: Proteintrennungen durch Polyacrylamidgelelektrophorese — Handschuhe!!!
1. Gielen eines Polyacrylamidgeles zur Kontrollelektrophorese

- Vorbereiten der kleinen Gelkammer, Einspannen der Platten in das GieR3gestell
- GieRen des Trenngeles: 2,5 ml TRIS-Puffer (pH 8,0)
3,5 ml A. dest.
4,0 ml Acrylamidldsung
0,1 ml SDS-Ldésung
11 ul TEMED
50 ul APS
ausreichend fur 2 Gele
- ein ca. 5 cm hohes Trenngel gieRen, vorsichtig mit A. dest. Uberschichten
(Polyacrylamid polymerisiert nur unter Luftabschluss)
- ca. 1 h auspolymerisieren lassen (Wasser trennt sich als mittlere Phase ab)
- SammelgelgieRen: 1,0 ml TRIS-Puffer (pH 6,8)
3,85 ml A. dest.
1,7 ml Acrylamidlésung
50 pl SDS-Stammlésung
12,5 ul TEMED
12,5 ul APS
ausreichend fir 2 Gele
- Sammelgel bis zur Oberkante der Scheibe gieRRen, den Kamm einstecken, bis er
auf den Spacern aufliegt und ca. 30 min auspolymerisieren lassen
- Gel in die Kammer tberfuhren und Puffer einfillen
2. Probenvorbereitung
- zu den Proben 1/3 VVolumen 3x SB-Puffer zugeben, 5 min auf 100°C erhitzen
3. Proben auftragen und bei konstanter Spannung trennen
- bis Bromphenolblaubande an den unteren Gelrand gelaufen ist
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4. Gel aus den Tragern nehmen: 30 min fixieren
30 min féarben
30 min entfarben (mind. zweimal wiederholen)
alternativ: Zum Entférben 10 min in A. dest. kochen
5. Gel auf Filterpapier bei 80°C im Vakuum trocknen oder in Folie einschwei3en

24. Herstellung von ,.blunt ends*

Mung Bean Nuclease
Ansatz:

20pl: 2 ul - 10xBuffer (special buffer or NEBuffers 1, 2 or 4)
17 ul  eluted DNA (Macherey Nagel Kit)
1l Mung Bean Nuclease

- Inkubation 30-60 Minuten bei 30°C

- Aufreinigung des Ansatzes mittels Gelelution oder Phenol/Chloroform-Behandlung (keine
Hitze-Inaktivierung)

25. « blunt ends » mit Klenow-Fragment/ T4 DNA-polymerase

(Protocol for Fill-in Recessed 3"-termini of double-stranded DNA)
! geht nur bei 3’ Uberhiingen!!

20 pl:

Digested DNA 10-15 ul (0,1-4 ng)

10x reaction buffer 2 ul

Klenow Fragment 0,1-0,5 ul (1-5 U)

dNTP Mix, 2 mM each 0,5 ul (0,05 mM final concentration)
Water, nuclease free to 20 pl

- Incubate the mixture at 15-37°C for 15-30 minutes
- Stop the reaction by heating at 75°C for 10 minutes

(Protocoll for Removal of 3 -overhangs by exonuclease reaction of T4 DNA-polymerase)

Digested DNA (aqueous sultion) 10-15 pl (0,1-4 ng)

10x reaction buffer 2 ul

T4 DNA-polymerase 0,1-0,5 ul (1-5 V)

dNTP Mix, 2 mM each 0,5 ul (0,05 mM final concentration)
Water, nuclease free to 20 pl

- Incubate the mixture at 15-37°C for 15-30 minutes
- Stop the reaction by heating at 75°C for 10 minutes

Das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | ist in der Lage, Uberstehende Enden von DNA-
Fragmenten aufzufullen oder sie zu polieren. Dies ist zurlickzufiihren auf eine 5°-3"-
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Polymerase- bzw. 3°-5"-Exonuleaseaktivitat. Ausgenutzt wird dies zur Ligation nicht
kompatibler Enden von Vektor-und Insert-DNA.

Klenow . fillin*“ direkt im Restriktionsansatz

20 pl Restriktionsansatz (inaktiviert)
+ 5 pl 10x Fermentas Klenow Puffer
+ 2 ul dNTPs

+ 0,5 ul Klenow

+ 22,5 ul A. bidest.

Inkubieren fir

10 min 37°C

10 min 75°C
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DNA- und Protein-GrolRenstandards

1kb DNA Marker 100 bp Ladder Unstained Protein Marker
(NEB: N3232L) (NEB: N3231S) (Thermo: 26610)
Kilot())a;es M:ss (ng) Base Pairs  Mass (ng)
R 4
— 80 p- -1517 45 kDa
N ¢ 0 50
P — 5.0 42 - 1,200 35 -116.0
— R 33
-1,000 95
L J 30 125 - 900 a ; - 662
- 800 24
= 700 21 - 450
— > ( 48 - 600 18
- 500/517 97 - 350
e — 15 36
- 400 38 _ 250
-1.0 42 - 300 28
w— - 18.4
- 200 25 w—— 14.4
Gel |
- 100 48
- 05 42
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