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11.1 Plasmidkarten
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11.2 Genspezifische BP-Rekombinationsprimer

Oligonukleotide fiir die BP-Rekombination. Primer fiir die Klonierung der ZKS-Gene mittels der BP-Rekombination. Die
fiir die BP-Rekombination benétigten Sequenzen sind in eckige Klammern gesetzt.

Oligonukleotid Sequenz (5" — 37)

AHK1-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]AgAAgAgCTgAAgCTTC
AHK1-attB2 [AgAAAgCTgggTAITCAAgCggACAATgAAg
AHK2-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]AAAgCTCgTgCTgAggCC
AHK?2-attB2 [AgAAAgCTgggTAITTAACAAggTTCAAAGAATC

AHK2-Domainel-attB2

[AgAAAgCTggeTA]TTAgACTACAACATCAggAAC

AHK2-Domiéne2-attB1

[AAAAAgCAggCTTglggTgATCCgAgTCggTTC

AHK2-Domaine2-attB2

[AgAAAgCTgge TA]TTATTTCCCgAAAACTCCAg

AHK2-Domine3-attB1

[AAAAAgCAgeCTTglgCAgAAACAAATACETCg

AHK2-Domaéne3-attB2

[AgAAAgCTggeTA]TTATTCTCTTAgCAATETC

AHK2-Domiéne4-attB1

[AAAAAgCAgeCTTg]AAACAGATTCTgeTTeTg

AHK3-attB1 [AAAAAgCAggCTTglgCTgAAgCAgCAgATg
AHK3-attB2 [AgAAAgCTgggTA|TTATgGATTCTETATCTgAAg
AHK4-attB1 [AAAAAgCAggCTTg|gTTCgAgCAgAAgCTgC
AHK4-attB2 [AgAAAgCTgggTAITTACgACgAAggTgAg

ETR1-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]CgAgAAgCAgAAACAgCAATCC
ETRI1-attB2 [AgAAAgCTgggTAITTACATgCCCTCgTACAgTACC
AHPI1-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]ATggATTTgeTTCAgAAg
AHP1-attB2 [AgAAAgCTgggTAITCAAAATCCgAgTTCg
AHP2-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]ATggACgCTCTCATTg
AHP2-attB2 [AgAAAgCTggeTA|ITTAgTTAATATCCACTTg
AHP4-attB1 [AAAAAgCAggCTTg] ATGACTAATATAGGAAAATG
AHP4-attB2 [AgAAAgCTgggTAITTATTGGCTCGCCTGGAAATAA
AHP5-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]ATgAACACCATCgTCgTTg
AHP5-attB2 [AgAAAgCTgggTAJCTAATTTATATCCACTTg

AHPS5-Domaénel-attB2

[AgAAAgCTggeTA]TTATTCCTTgAAAZATATg

AHPS5-Domiéne2-attB1

[AAAAAgCAggCTTg]CTggAgCggCCAgATAATg

ARRI1-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]ATgATgAATCCgAgTC
ARRI1-attB2 [AgAAAgCTgggTAITCAAACCTgCTTAAgAAg
ARR2-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]ATggTAAATCCgggTC
ARR2-attB2 [AgAAAgCTgggTAITCAgACCTggATATTATC
ARR3-attB1 [AAAAAgCAgeCTTg]ATggCCAAAgACggTgg
ARR3-attB2 [AgAAAgCTggeTAJCTAAgCTAATCCgggAC
ARR4-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]ATggCCAgAgACCgTgg
ARR4-attB2 [AgAAAgCTgggTAJCTAATCTAATCCgggAC

ARR4-Doménel-attB2

[AgAAAgCTggeTA]TTATCTCAGACETTTCAC

ARR4-Doméne2-attB1

[AAAAAgCAggCTTg]AgTCATTTAACTAAAGAC

ARRG6-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]ATggCTgAAgTTATgC
ARRG6-attB2 [AgAAAgCTggeTAITCAgATCTTTgCgCgTTTg
ARR7-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]ATggCggTTggTgAggTC
ARR7-attB2 [AgAAAgCTgeggTAITCAAAgTAgAgAAAAAAgg
ARR12-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]ATgACTgTTgAACAAAATTTAg
ARR12-attB2 [AgAAAgCTgggTAITCACACCTgCTTCATCgTgg
ARR14-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]ATgCCgATCAACgATCAg
ARR14-attB2 [AgAAAgCTgggTAJCTATCTTTETCTTgAAgATC

ARR14-Doménel-attB2

[AgAAAgCTgeeTA]TTACCAAATETTCTTAAg

ARR14-Doméine2-attB1

[AAAAAgCAgeCTTg]CAACATETTeTTAgAAg

ARR18-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]|ATggAgTTTggAAgCACTgAAg
ARR18-attB2 [AgAAAgCTgggTA|CTAAggTggAgeAAATEAATC
ARR22-attB1 [AAAAAgCAggCTTg]ATggCAACAAAATCCACC
ARR22-attB2 [AgAAAgCTgggTAITCAAgCATCgAAgAggTggs

PhyB173-attB1

[AAAAAgCAggCTTg]|ATggTTTCCggAgTCg

PhyB173-attB2

[AgAAAgCTggeTA]TTAAATCgAgCTCgAAg
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11.3 Genspezifische TOPO-Rekombinationsprimer

Oligonukleotide fiir die TOPO-Rekombination. Primer fiir die Klonierung der ZKS-Gene mittels der TOPO-
Rekombination. Die fiir die TOPO-Rekombination bendtigten Sequenzen sind in eckige Klammern gesetzt.

Oligonukleotid Sequenz (5" — 37)

AHK2-TO sense [CACCJAAAgCTCgTgCTgAggCC
AHK2-TO antisense TTAACAAggTTCAAAgAATC
AHP3-TO sense [CACC]ATggACACACTCATTgCTC
AHP3-TO antisense TTATATATCCACTTgAggg
AHPS5-TO sense [CACCJATgAACACCATCgTCg
AHPS5-TO antisense CTAATTTATATCCACTTg

ARRS-TO sense

[CACC]ATggCTgAggTTTTgCgTC

ARRS5-TO antisense

TCAgATCTTTgCgCeTTTTAg

ARRS8-TO sense

[CACC]ATggTAATggAAACAgAg

ARRS-TO antisense

TCAgACCgAggTTgTg

ARR9-TO sense

[CACC]ATgggTATggCAgCAgAATCg

ARRO9-TO antisense

TCAgACAgCggTTgCgATACC

ARRI10-TO sense

[CACC]JATgACTATggAgCAAZAAATTg

ARR10-TO antisense

TCAAgCTgACAAAgAAAAggs

ARRI11-TO sense

[CACC]ATggAgAAAAgCggCTTCTC

ARR11-TO antisense

TCAAgCTTCTTCAgAATCgCC

ARRI12-TO sense

[CACC]ATgACTSTTgAACAAAATTTAg

ARR12-TO antisense

TCACACCTgCTTCATCgTggAg

ARR13-TO sense

[CACC]ATggCTTTTgCTCAATCTETC

ARR13-TO antisense

CTAAACTTCTAAACCCgAAAAC

ARR14-TO sense

[CACCJATgCCgATCAACEATCAGTTTC

ARR14-TO antisense

CTATCTTTgTCTTgAAgATCTTTC

ARRI15-TO sense

[CACC]ATggCTCTCAgAgATTTATC

ARR15-TO antisense

TTAACCCCTAgACTCTAATTTEATC

ARR16-TO sense

[CACC]JATgAACAZTTCAggAggTTC

ARR16-TO antisense

TTAgCTTCTgCAgTTCATgAg

ARRI17-TO sense

[CACCIATgAATAAggeCTgTggAAg

ARR17-TO antisense

TCAgCTTCTgCAATTTAAAAgATgg

ARR18-TO sense

[CACC]ATggAgTTTggAAgCACTgAAg

ARR18-TO antisense

CTAAggTggAggAAATSAATC

ARR19-TO sense

[CACC]ATgTTgegTggesAAAgATAAg

ARR19-TO antisense

CTAATTATAATTgTAgCCATTg

ARR20-TO sense

[CACCJATgTCAGTTTTTTCgAACATAC

ARR20-TO antisense

TCAATTgTgACCAATCTgATCg

ARR21-TO sense

[CACC]ATggCTTCTgCTCAATCTTTC

ARR21-TO antisense

TCAATTCATETCATTTTgAAC
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11.4 Proteinaufreinigungen

250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa

<«—GST-AHK2
(94 kDa)

50 kDa

37 kDa

25 kDa
20 kDa

Aufreinigung des GST-AHK2 Fusionsproteins. (1) Proteinmarker, (2) Abzentrifugiertes Pellet nach
Ultraschall-Aufschluss, (3) Uberstand nach der Immobilisierung an die Glutathion-Matrix aus dem ersten, (4)
zweiten, (5) dritten und (6) vierten Waschschritt, (7) erste, (8) zweite und (9) dritte spezifische Elution.

250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa

50 kDa
37 kDa

<+—GST-AHK3
(94 kDa)

25 kDa
20 kDa

Aufreinigung des GST-AHK3 Fusionsproteins. (1) Proteinmarker, (2) Abzentrifugiertes Pellet nach
Ultraschall-Aufschluss, (3) Uberstand nach der Immobilisierung an die Glutathion-Matrix aus dem ersten, (4)
zweiten, (5) dritten und (6) vierten Waschschritt, (7) erste, (8) zweite und (9) dritte spezifische Elution.

250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa

50 kDa
37 kDa

<«—GST-ETRI
(70 kDa)

25 kDa
20 kDa

Aufreinigung des GST-ETRI Fusionsproteins. (1) Proteinmarker, (2) Abzentrifugiertes Pellet nach Ultraschall-
Aufschluss, (3) Uberstand nach der Immobilisierung an die Glutathion-Matrix aus dem ersten, (4) zweiten, (5)
dritten und (6) vierten Waschschritt, (7) erste, (8) zweite, (9) dritte und (10) vierte spezifische Elution.
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250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa

50 kDa

<+—GST-AHP1

37 kDa (44 kDa)

25 kDa
20 kDa

Aufreinigung des GST-AHP1 Fusionsproteins. (1) Proteinmarker, (2) Abzentrifugiertes Pellet nach
Ultraschall-Aufschluss, (3) Uberstand nach der Immobilisierung an die Glutathion-Matrix aus dem ersten, (4)
zweiten und (5) dritten Waschschritt, (6) erste, (7) zweite, (8) dritte und (9) vierte spezifische Elution.

250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa

50 kDa
<+—GST-AHP2

37 kDa (44 kDa)

25 kDa
20 kDa

Aufreinigung des GST-AHP2 Fusionsproteins. (1) Proteinmarker, (2) Abzentrifugiertes Pellet nach
Ultraschall-Aufschluss, (3) Uberstand nach der Immobilisierung an die Glutathion-Matrix aus dem ersten, (4)
zweiten und (5) dritten Waschschritt, (6) erste, (7) zweite, (8) dritte und (9) vierte spezifische Elution.

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa
25 kDa

<«— GST-AHP3
(43 kDa)

Aufreinigung des GST-AHP3 Fusionsproteins. (1) Proteinmarker, (2) Abzentrifugiertes Pellet nach
Ultraschall-Aufschluss, (3) Uberstand nach der Immobilisierung an die Glutathion-Matrix aus dem ersten, (4)
zweiten und (5) dritten Waschschritt, (6) erste, (7) zweite, (8) dritte und (9) vierte spezifische Elution.
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250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa

50 kDa

<+— GST-AHP5

37 kDa (44 kDa)

25 kDa
20 kDa

Aufreinigung des GST-AHPS Fusionsproteins. (1) Proteinmarker, (2) Abzentrifugiertes Pellet nach
Ultraschall-Aufschluss, (3) Uberstand nach der Immobilisierung an die Glutathion-Matrix aus dem ersten, (4)
zweiten und (5) dritten Waschschritt, (6) erste, (7) zweite, (8) dritte und (9) vierte spezifische Elution.

250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa

50 kDa

37 kDa <+— GST-AHP5

HS3K
25 kDa (44 kDa)

20 kDa

Aufreinigung des GST-AHPS (H83K) Fusionsproteins. (1) Proteinmarker, (2) Abzentrifugiertes Pellet nach
Ultraschall-Aufschluss, (3) Uberstand nach der Immobilisierung an die Glutathion-Matrix aus dem ersten, (4)
zweiten, (5) dritten und (6) vierten Waschschritt, (7) erste, (8) zweite, (9) dritte und (10) vierte spezifische
Elution.

250 kDa |
130 kDa
9 kBa
2‘7’ g: <— GST-AHP5
HS3A
(44 kDa)

25 kDa
20 kDa j

Aufreinigung des GST-AHP5 (H83A) Fusionsproteins. (1) Proteinmarker, (2) Abzentrifugiertes Pellet nach
Ultraschall-Aufschluss, (3) Uberstand nach der Immobilisierung an die Glutathion-Matrix aus dem ersten, (4)
zweiten, (5) dritten und (6) vierten Waschschritt, (7) erste, (8) zweite, (9) dritte und (10) vierte spezifische
Elution.
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<«—GST-ARR14
(72 kDa)

Aufreinigung des GST-ARR14 Fusionsproteins. (1) Proteinmarker, (2) Abzentrifugiertes Pellet nach
Ultraschall-Aufschluss, (3) Uberstand nach der Immobilisierung an die Glutathion-Matrix aus dem ersten, (4)
zweiten, (5) dritten und (6) vierten Waschschritt, (7) erste, (8) zweite und (9) dritte spezifische Elution.

250 kDa
150 kDa
100 kDa

75 kDa
50 kDa

37 kDa

<+— GST

25 kDa (26 kDa)

20 kDa

Aufreinigung des GST Proteins. (1) Proteinmarker, (2) Abzentrifugiertes Pellet nach Ultraschall-Aufschluss, (3)
Uberstand nach der Immobilisierung an die Glutathion-Matrix aus dem ersten, (4) zweiten, (5) dritten und (6)
vierten Waschschritt, (7) erste, (8) zweite, (9) dritte und (10) vierte spezifische Elution.
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