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Materialien und Methoden

Molekularbiologische Standardtechniken zur Modifikation und Rekombination von DNA sowie zur Detektion und Isolierung von cDNA-Sequenzen aus Lambda-Phagen-Bänken mittels Filterhybridisierungen und dazu notwendige Lösungen und Rezepte wurden entweder bekannten Methodensammlungen  ANGEBEN "(Sambrook et al., 1989)" 
(Sambrook et al., 1989
,  ANGEBEN "(Ausubel et al., 1991)" 
Ausubel et al., 1991)
 oder unverändert der zitierten Literatur entnommen und werden im weiteren nicht beschrieben.

1 Chemikalien und Enzyme

Eingesetzt wurden Chemikalien und Enzyme folgender Bezugsquellen: Amersham-Pharmacia  (Freiburg), Bio-Rad (München), Biozym (Hameln), Roche (Mannheim), Difco Laboratories (Detroit, USA), Eurogentec (Seraing, Belgien), Fluka (Neu-Ulm), GeneCraft (Münster), Gibco BRL (Eggenstein), Invitrogen (Leek, Niederlande), MBI Fermentas (Vilnius, Litauen), Merck (Darmstadt), Pierce (Oud Beijerland, Niederlande) Promega (Madison, USA), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (München) und Stratagene (La Jolla, USA).

2 Bakterien und Bakterienkultur

Für die Amplifizierung rekombinanter DNA wurde der Bakterienstämme E. coli RRI (F-, hsd20 (rB-, mB-), supE44, ara 14, gal-2, lac Y1, pro A2, rec A+) und inv(F´ (Clontech) verwendet.

Für die Expression von Fusionsproteinen wurden die E. coli Stämme RRI und BL21 DE3 plysS (CMr) verwendet.

Die Anzucht der Bakterien erfolgte auf LB-Agar bzw. in LB-Medium unter Zugabe des für die Selektion benötigten Antibiotikums (Ampicillin, Kanamycin, Zeocin).

2.1 Transformation von E. coli

Die Transformation einer Suspension von 40 µl elektrokompetenter E. coli RRI erfolgte nach Mischen mit 1 µl Ligationsansatz bzw. Plasmid-DNA durch Elektroporation in vorgekühlten 1 mm Küvetten mit 1,5 kV, 25 mA, 50 µF, 150 (. Im Anschluß an den Strompuls wurden die Bakterien in 1 ml SOC- oder LB-Medium für 15 - 60 min bei 37°C inkubiert und auf Selektivmedien ausplattiert.

Für die Transformation von BL21 DE3 plysS wurden 100 µl Calcium kompetenter Zellsuspension mit 100 ng Plasmid-DNA gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock für 30 s bei 42°C, 2 min Inkubation auf Eis und die Zugabe von 
400 µl LB-Medium. Nach 15 - 60 min Inkubation bei 37°C wurden 200 µl auf Selektivmedium ausplattiert.

Die Transformation von E. coli inv(F´ wurde nach Herstellerangaben durchgeführt.

2.2 Präparation von Plasmid-DNA

Die Präparation von Plasmid-DNA in kleinem Maßstab aus 2 ml Bakterienkulturen erfolgte nach der Methode der alkalischen Lyse von Birnboim und Doly (1979) wie von Ausubel et al. 1991 beschrieben.

Die Gewinnung von Plasmid-DNA in größerem Maßstab (30 - 250 ml Bakterienkultur) wurde mit Hilfe von Affinitätssäulen (Tip100 und Tip500, QIAGEN) nach Herstellerangaben durchgeführt.

2.3 Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli

Für die Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli wurden die Stämme RRI oder BL21 DE3 pLys mit dem entsprechenden Expressionsplasmid transformiert. Ausgehend von einer einzelnen Kolonie wurde eine Kultur bei 37°C zunächst in 5 ml LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin über Nacht und folgend in 50-1000 ml bis zu einer OD600 von 0,6 -1,0 aufgezogen. Die Induktion der rekombinaten Proteine erfolgte 2 Stunden bei 30-37°C mit 0,1 mM IPTG. Nach Ernte durch Zentrifugation wurden die Bakterien in 5-20 ml NETN-Puffer resuspendiert, die Suspension mit Proteaseinhibitoren (PMSF, Benzamidin, Leupeptin), mit DTT zu 5mM und mit Lysozym zu 1mg/ml versetzt und für 30 min auf Eis inkubiert. Der Aufschluß der Zellen erfolgte durch Sonifizierung für 1 min. Durch Zentrifugation (12000 g, 15 min) wurde unlösliches Material sedimentiert und der Überstand für 1 Stunde bei 4°C mit äquilibrierter Glutathion-Sepharose 4B (Pharmacia, 100 – 500 µl der ursprünglichen Suspension) inkubiert. Nach Sedimentation der Sepharose (2 min, 1000 g) folgten zwei Waschschritte mit 5 - 20 ml NETN-Puffer und drei weitere mit 5 - 20 ml NET-Puffer. Für GST-Fusionsprotein Interaktionsanalysen wurde die Sepharose zu ihrem ursprünglichen Volumen mit NET-Puffer äquilibriert, in Trockeneis schockgefroren und bei -20°C für kürzere, bei -74°C für längere Zeit gelagert.

Die Elution der Proteine erfolgte durch dreimalige Inkubation der Sepharose mit 1 ml Glutathion-Elutionspuffer für 10 min.

NET-Puffer:
20 mM Tris/HCl pH 8


100 mM NaCl


1 mM EDTA

NETN-Puffer:
NET-Puffer + 0,5% NP40

Glutathion-Elutionspuffer:
50 mM Tris/HCl pH 8


10 mM reduziertes Glutathion

3 Zellinien und Zellkultur

Für die Analysen wurden folgende Zellinien eingesetzt: HeLa (humane Cervix Carcinomzellen), HeLa3B2 (stabil mit PRB transfizierte HeLa-Zellen, s. Kahmann et al. 1998 ANGEBEN "{Kahmann, Vassen, et al. 1998 ID: 68}" ), COS7 (Affennierentumorzellen), MCF7 (humane Brustcarcinomzellen), T47D (humane Brustcarcinomzellen) und RCC1 (humane Nierencarcinomzellen). Für T47D-Zellen wurde RPMI-Medium mit 10% Hitze inaktiviertem, fötalem Kälberserum (FCS, Gibco BRL), 100 units/ml Penicillin/Streptomycin, 1 mM Glutamin und Insulin verwendet. Die übrigen Zellinien wurden in Dulbecco´s modifiziertem Eagles-Medium (DMEM) mit 10% FCS, 100 units/ml Penicillin/Streptomycin und 1 mM Glutamin  kultiviert.

Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37°C, 7 - 7,8 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit.

3.1 Transiente Transfektionen

Transiente Transfektionen dienten der Expression von Proteinen für Reportergen- oder Western-Analysen. Für die Transfektion wurden 3-5x105 Zellen in 1,5 cm Zellkulturschalen ausgesät und am folgenden Tag transfiziert. 

Die Transfektion von 2 µg Plasmid-DNA mit den Liposomen Lipofectin (GibcoBRL, Eggenstein) und DAC30 (Eurogentec) erfolgte nach den jeweiligen Herstellerangaben.

Für die Transfektion mit DEAE-Dextran wurden die Zellen zuvor einmal mit 1 ml PBS und einmal mit 1ml TBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Zugabe von 1 ml der Lösung von 0,4 - 1,5 µg DNA mit 0,375 - 0,5 mg/ml DEAE-Dextran in TBS und 30 min Inkubation bei 37°C inkubiert. Nach Entfernen der DNA-Lösung wurden die Zellen mit 1 ml Nährmedium + 20% DMSO für 2 min inkubiert und  wieder mit 1 ml PBS gewaschen. T47D-Zellen wurden vor der Ernte 24 - 48 Stunden in Nährmedium kultiviert, während andere Zellinien (HeLa, HeLa3B2, RCC1) zunächst noch für 5 Stunden mit 100 µM Chloroquine im Nährmedium behandelt wurden.

Eine Hormonbehandlung der Zellen erfolgte durch Zugabe eines hundertstel Volumens der Nährflüssigkeit des entsprechenden, in 10% Ethanol gelösten Hormons oder nur mit 10% Ethanol als Kontrolle für die angegebenen Zeiten.

3.2 Präparation von Ganzzellextrakten

Für die Präparation von Ganzzellextrakten wurden Zellen einer 1,5 cm Zellkulturschale zweimal mit 3 ml PBS gewaschen und anschließend in 1 ml PBS vom Boden der Zellkulturschale abgeschabt. Nach Zentrifugation (Tischzentrifuge, 5 min, 2000 Upm) wurde das Zellpellet in 50 - 100 µl Extraktionspuffer resuspendiert und dreifach in Trockeneis eingefroren und in Eiswasser aufgetaut. Nach Sedimentation der festen Bestandteile (13.000 Upm, 10 min) wurde der Überstand abgenommen und in Trockeneis schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -20 oder -74°C.

Extraktionspuffer:
10% Glycerin


20 mM HEPES/KOH pH 7,9


1 mM EDTA


60 mM NaCl


1 mM DTT


100 µg/ml PMSF


1 µg/ml Leupeptin


1 µg/ml Benzamidin

3.3 in vivo Proteinmarkierung

Für die in vivo Proteinmarkierung wurden am Vortag 1x106 HeLa- bzw. HeLa3B2-Zellen in 1,5 cm Zellkulturschalen ausgesät. Die Zellen wurden zweimal mit DMEM ohne Supplemente (ohne FCS, Inositol, Phosphat, Leucin, Cystein, Glutamin und Methionin) gewaschen und darin für 30 - 45 min inkubiert. Anschließend wurde DMEM ohne FCS und ohne Methionin zugegeben und mit 160 µCi 35S-Methionin (in vivo labeling grade, Amersham) und gegebenenfalls Hormon versetzt. Es folgte eine Inkubation für 5 Stunden bei 37°C. Nach Entfernen des Mediums wurde zweimal mit PBS gewaschen und die Zellen in PBS abgeschabt. Die Lyse der sedimentierten Zellen (Tischzentrifuge, 2000 Upm, 5 min) erfolgte durch starkes Durchmischen in 50 µl Single-Det-Lysis-Puffer. Nach Zentrifugation (Tischzentrifuge, 13.000 Upm, 10 min) wurden die Extrakte in Trockeneis gefroren und bei -74°C gelagert.

Single-Det-Lysis-Puffer:
50mM Tris/HCl pH 8


150 mM NaCl


1% NP40


100 µg/ml PMSF


1 µg/ml Leupeptin


1 µg/ml Benzamidin

4 in vitro Transkription/Translation im Reticulocyten-Lysat

Die in vitro Transkription/Translation im Reticulocyten-Lysat diente der Darstellung sowohl 35S-markierter wie nicht markierter rekombinater Proteine. Verwendet wurde das TNT( Coupled Rabbit Reticulocyte Lysate System (Promega, Madison, USA) nach Herstellerangaben.

5 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte photometrisch nach der Methode von  ANGEBEN "(Bradford, 1976)" 
(Bradford, 1976)
 mit dem Protein-Assay-System (Bio-Rad, München) nach Herstellerangaben.

6 Gelelektrophorese

6.1 Native Agarosegelelektrophorese

Die Trennung doppelsträngiger Nukleinsäuren und ihrer Fragmente wurde in 0,8 - 2% Agarosegelen durchgeführt. Die Trennung erfolgte mit einer Spannung von 80 - 150 V in horizontalen Kammern mit TAE als Laufpuffer. Zur Detektion der Nukleinsäuren enthielt das Gel 0,5 µg/ml Ethidiumbromid.

6.2 Denaturierende Formaldehyd-Agarosegeleleektrophorese

Eine Trennung denaturierter Ribonukleinsäuren wurde in 0,8% Agarosegelen mit 0,67 M Formaldehyd in horizontalen Gelkammern erzielt. Zur Denaturierung der RNA wurden die Proben in 20 µl RNA-Probenpuffer 5 min auf 95°C erhitzt und sofort auf Eis abgekühlt. Die Elektrophorese erfolgte mit 1xMOPS als Laufpuffer bei 150 V, bis die Farbstoffbande etwa zwei Drittel des Gels durchwandert hatte.

Zur Inaktivierung von RNasen wurden alle Glasgeräte zuvor über Nacht bei 180°C gebacken und alle hitzeunbeständigen Geräte mit 1%iger SDS-Lösung mehrere Stunden gespült.

RNA-Probenpuffer:
50% Formamid


2,2 M Formaldehyd


5% Glycerin


0,125% Bromphenolblau

6.3 Native Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Trennung kleiner, doppelsträngiger Nukleinsäurefragmente oder nativer DNA/Protein-Komplexe aus Gelretardationsanalysen wurden 4-10% Polyacrylamidgele verwendet. Die Elektrophorese erfolgte in vertikalen Kammern mit TEB als Laufpuffer bei 70 - 200 V. Getrennte Nukleinsäuren wurden anschließend mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid in TEB 10 bis 30 min gefärbt.

6.4 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Einzelsträngige, radioaktiv markierte Ribonukleinsäuremoleküle wurden in 6% Polyacrylamid-/ 
8 M Harnstoffgelen in TEB mit einer Spannung von 1,2 - 1,5 kV getrennt. Im Anschluß an die Elektrophorese wurde das Gel mit 20% Methanol / 10% Essigsäure fixiert und im Membranpumpenvakuum bei 80°C getrocknet. Die Detektion der Signale erfolgte durch Autoradiographie oder Exposition einer Bildplatte des BioImagers BAS1500.

6.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung denaturierter Proteine erfolgte in diskontinuierlichen Gelen  ANGEBEN "(Laemmli, 1970)" 
(Laemmli, 1970)
. Der Gehalt an Acrylamid betrug zwischen 4 und 15%.

Die getrennten Proteine wurden zum einen mit Coomassie-Blau nach Ausubel et al. gefärbt, zum anderen wurden spezifische Proteine in Western-Analysen nachgewiesen und radioaktive Proteine mittels Autoradiographie bzw. Exposition einer Bildplatte des BioImagers BAS1500 detektiert. Die Größe der Proteine wurde anhand geeigneter Molekulargewichtsstandards bestimmt.

7 Detektion von Nukleinsäuren

7.1 Northern-Analysen

Zur Detektion und Größenbestimmung spezifischer Sequenzen einzelsträngiger, gesamtzellulärer RNA bzw. polyA+-RNA durch Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde wurde ein denaturierendes Formaldehyd-Agarosegel zweimal 20 min mit 10x SSC gewaschen. In einer Pressure-Blot Apparatur (Stratagene, La Jolla, USA) wurden die getrennten Ribonukleinsäuren nach Herstellerangaben über Nacht bei Raumtemperatur auf eine Nylon-Membran (Hybond N, Amersham-Pharmacia, Freiburg) transferiert und mit Hilfe eines UV-Crosslinkers (Stratagene, La Jolla, USA) mit 120 mJ/cm2 auf der Membran fixiert. Nach zweimaligem Waschen in 2xSSC wurde die Membran zur Sättigung unspezifischer Bindungsstellen 2,5 Stunden bei 65°C  mit SDS-Hybridisierungslösung vorhybridisiert. Die Hybridisierung mit spezifischen Sonden erfolgte über Nacht bei 65°C. Folgend wurde die Membran bei 68°C einmal mit 2x SSC; 0,2% SDS und einmal mit 0,1x SSC; 0,1% SDS je 30 min gewaschen. Die Detektion der Signale erfogte durch Autoradiographie oder Exposition einer Bildplatte des BioImagers BAS1500.

10xMOPS:
200 mM MOPS


50 mM Natriumacetat


10 mM EDTA


auf pH 7,0 eingestellt

7.2 Southern-Analysen

Für den Nachweis von spezifischen Sequenzen und der Größenbestimmung der sie enthaltenden DNA-Fragmente durch Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde wurde ein natives Agarosegel im Anschluß an die Elektrophorese jeweils 15-30 min zunächst mit 125 mM HCl, dann mit Denaturierungspuffer und Neutralisierungslösung, abschließend mit Wasser gespült. In einer Kapillarblotvorrichtung  ANGEBEN "(Sambrook et al., 1989)" 
(Sambrook et al., 1989)
 wurden die Nukleinsäuren mit 10xSSC über Nacht auf eine Nylon- Membran (Hybond N, Amersham-Pharmacia, Freiburg) transferiert und mit 120 mJ/cm2 mittels eines UV-Crosslinkers (Stratagene, La Jolla, USA) fixiert.

Die weiteren Schritte (Prähybridisierung, Hybridisierung, Detektion der Signale) entsprachen der Durchführung der Northern-Analyse.

7.3 RNase Protektionsanalysen

RNase Protektionsanalysen dientem dem exakten Nachweis spezifischer Sequenzen in RNA-Proben mit Hilfe einer in vitro markierten, komplementären RNA-Sonde.

Die Darstellung der komplementären RNA erfolgte mit Hilfe von 16 units der T3- bzw. T7-RNA-Polymerase (Roche Mannheim) durch 45 min Inkubation von 0,8 µg linearisierter Plasmid-DNA in 15 µl RNA-Synthese-Mix bei 37°C. Anschließend wurde die DNA durch Zugabe von 35 µl DNase Mix 45 min bei 30°C verdaut. Die neusynthetisierten RNAs wurden mit Spin-Affinitätssäulen (Roche Mannheim; QIAGEN, Hilden) gereinigt, mit Ethanol aus 2,5-3 M Ammoniumacetat gefällt und in 100 µl FA-Hybridisierungslösung aufgenommen.

In 30 µl FA-Hybridisierungslösung wurden 20 µg der RNA-Probe mit 500.000 cpm der RNA-Sonde 10 min bei 85°C denaturiert und über Nacht bei 40°C hybridisiert. Einzelsträngige Bereiche wurden mit 370 µl RNase-Verdau-Puffer 30 min bei 30°C entfernt, die RNasen anschließend durch Zugabe von 4µl 20% SDS und 3 µl 20 mg/ml Proteinase K 30 min bei 37°C inaktiviert. Nach Extraktion der Proteine durch Phenol/Chloroform und Ethanolfällung der RNAs mit 10 µg Hefe-tRNA als Fällungshilfe folgte eine Denaturierung der Proben bei 95°C für 5 min in 3-4 µl FA-Probenpuffer und die Trennung in einem 6% denaturierendem Polyacrylamidgel. Die Detektion der Signale erfogte durch Autoradiographie oder Exposition einer Bildplatte des BioImagers BAS1500 (Fuji).

RNA-Synthese-Mix:
1x Polymerase-Puffer (Roche Mannheim)


5 mM DTT


40 units RNase-Out (GibcoBRL)


 je 0,5 mM ATP,CTP,GTP


15 µM UTP


20 mCi/ml (-32P-UTP (800 Ci/mmol)

DNase Mix:
1x Polymerase-Puffer (Roche Mannheim)


5 mM DTT


40 units RNase-Out (Gibco BRL)


20 units DNase I (RNase frei; Roche Mannheim)

FA-Hybridisierungslösung:
80% Formamid


40 mM PIPES pH 6,4


400 mM NaCl


1 mM EDTA
FA-Probenpuffer: 
90% (v/v) Formamid


0,125% Xylencyanol


0,125% Bromphenolblau


in TEB

8 Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion

Für die Reverse Transkription wurden 3 pmol des Erststrang-Primers mit etwa 2 µg Gesamt- oder poly A+-RNA in 10 µl 1x RT-Puffer (Roche Mannheim) 5 min auf 65°C erhitzt. Anschließend wurden 10 µl 1x RT-Puffer mit 20 mM Na2P2O7, 1 mM dNTPs, 0,5 µg/µl BSA und 10 - 15 units AMV-Reverser Transkriptase (Roche Mannheim) zugegeben und 60 min bei 42°C inkubiert. Das Enzym wurde 10 min bei 65°C inaktiviert.

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde in programmierbaren Heizblöcken der Firma Perkin Elmer (Cetus, GeneAmp 2000) durchgeführt. Ein Reaktionsansatz enthielt in 50 - 100 µl PCR-Puffer je 5 - 50 pmol der spezifischen Primer, 0,2 mM dNTPs, ca. 1 ng DNA und 0,3 - 5 units Taq-Polymerase. Ein Reaktionszyklus begann nach einer einmaligen Denaturierung für 2 - 5 min bei 94 - 95°C  mit 30 s, 94 - 95°C, anschließend 30 s, 50 - 60°C („annealing“) und 30 s bis 5 min bei 68 - 72°C. Es wurden 15 bis 35 Zyklen durchlaufen. Abschließend erfolgte eine Inkubation für 7 - 10 min bei 72°C. Der PCR-Puffer entsprach in der Zusammensetzung den Angaben des Herstellers der jeweiligen Taq-Polymerase (GeneCraft, GibcoBRL, Perkin Elmer, AGS).

Gekoppelte Reverse Transkription mit Polymerase-Kettenreaktion wurde mit Hilfe des Titan-One-Tube-RT-PCR-Kits (Roche Mannheim) nach Herstellerangaben durchgeführt.

9 Primer Extensionsanalyse

Durch 10 units T4-Polynukleotidkinase wurden 25 pmol Oligodesoxyribonukleotid in 10 µl Kinasepuffer (Roche Mannheim) mit 20 µCi (32P-ATP eine Stunde bei 37°C phosphoryliert. Anschließend erfolgte 3 min die Inaktivierung der Kinase bei 95°C. Überschüssiges ATP wurde durch dreimalige Ethanolfällung aus 2 M Ammoniumacetat entfernt. Das markierte Oligonukleotid wurde in 100 µl 0,3 M Natriumacetat aufgenommen.

Für die Hybridisierung wurden zunächst 10 µg HeLa-polyA+-RNA (Kontrolle: 10 µg Hefe-tRNA) mit 5 µl des markierten Oligonukleotids versetzt und  zusammen aus 0,3 M Natriumacetat mit 2,5 Volumen Ethanol 30 min auf Trockeneis gefällt. Nach 15 min Zentrifugation (Tischzentrifuge, 14000 rpm) wurde das Sediment getrocknet und in 30 µl Hybridisierungspuffer gelöst. Die Hybridisierung erfolgte bei 30°C über Nacht.

Der Hybridisierungsansatz wurde mit 0,3 M Natriumacetat auf 200 µl aufgefüllt und mit 500 µl Ethanol 30 min auf Trockeneis gefällt. Nach Zentrifugation wurde das Sediment mit 75 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 12,5 µl RT-Reaktions-Mix aufgenommen. Die cDNA-Synthese erfolgte nach Zugabe von 50 units AMV Reverser Transkriptase (Roche Mannheim) bei 42°C für 90 min in insgesamt 25 µl. Gestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von 2,5 µl 0,2 M EDTA-Lösung und 1µg RNase A, gefolgt von 30 min Inkubation bei 37°C. Der Ansatz wurde mit 35 µl 7,5 M Ammoniumacetat aufgefüllt, mit Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol 30 min auf Trockeneis gefällt. Nach Zentrifugation wurde das Sediment abermals mit 75 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 3 µl TE aufgenommen. Nach Zugabe von 4 µl FA-Probenpuffer und Denaturierung bei 95°C erfolgte die Trennung der Produkte in einem 6 % Polyacryamid-/8 M Harnstoffgel. Die Detektion der Signale erfolgte durch Autoradiographie oder Exposition einer Bildplatte des BioImagers BAS1500 (Fuji).

Hybridisierungspuffer:
60% (v/v) Formamid


40mM PIPES pH 6,4


400 mM NaCl


1 mM EDTA

RT-Reaktions-Mix:
2x RT-Puffer (Roche Mannheim)


je 0,5 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP


2 units/µl RNase Inhibitor (Roche Mannheim)

FA-Probenpuffer:
90% (v/v) Formamid


0,125% Xylencyanol


0,125% Bromphenolblau


in TEB

10 GST-Fusionsprotein Interaktionsanalyse

Je Ansatz wurden 50 µl Glutathion-Sepharose Suspension mit bakteriell exprimierten, gekoppeltem Fusionsprotein zweifach mit je 500 µl frisch angesetztem PI-Puffer gewaschen und anschließend in 1 ml PI-Puffer mit 5 µl eines in vitro Transkription/Translationsansatzes 
1 bis 2 Stunden bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation  (Tischzentrifuge,1 min, 2000 Upm) wurde das Sediment fünfmal mit je 500µl PI-Puffer gewaschen, wobei einmal das Reaktionsgefäß gewechselt worden ist. Anschließend wurde die Probe mit 20-50 µl 2x SDS-Probenpuffer für 2-5 min auf 95°C erhitzt und in einer SDS-PAGE analysiert. Die Detektion der Signale erfolgte durch Autoradiographie oder Exposition und Scan einer Bildplatte des BioImagers BAS1500.

PI-Puffer:
10 mM Tris/HCl pH 7,5


150 mM NaCl; 0,2% (v/v) NP40

 
2,5 mM MgCl2

1,8 µg/µl BSA


100 µg/ml PMSF


1 µg/ml Leupeptin


1 µg/ml Benzamidin


0,1 mM EDTA


1 mM DTT

11 Immunchemische Methoden

11.1 Affinitätsreinigung von polyklonalen Antikörpern

Die Generierung polyklonaler Antiseren erfolgte durch Immunisierung von Kaninchen mit bakteriell oder Baculovirus exprimierten Proteinen von den Firmen Eurogentec (Seraing, Belgien) und BioScience (Göttingen).

11.1.1 Beseitigung von Kreuzreaktivitäten

Kreuzreaktionen des Antiserums wurden durch Inkubation mit dem immobilisierten, kreuzreagierenden Protein (hauptsächlich GST) entfernt.

Eine 9 cm2 große Nitrocellulose Membran  wurde zunächst mit 1 ml PBS angefeuchtet, bevor für 1 Stunde bei 4°C die Adsorption von 100 µg Protein erfolgte. Nach Dekantieren des Überstandes wurde die Membran mit 2 ml 1% Blocking-Reagenz (Roche Mannheim) für eine weitere Stunde bei 4°C gesättigt. Nach kurzem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation der Membran mit 200 µl des Antiserums in 2ml 1% Blocking-Reagenz bei 4°C über Nacht. Der Überstand wurde dekantiert und für die Affinitätsreinigung eingesetzt.

11.1.2 Affinitätsreinigung

Für die Affinitätsreinigung eines Antiserums wurden die spezifischen Antikörper an das immobilisierte Antigen adsorbiert und nach Entfernung der ungebundenen, unspezifischen Bestandteile eluiert.

Entsprechend der Beseitigung von Kreuzreaktivitäten wurde das Antigen auf eine Nitrocellulose Membran transferiert und die unspezifischen Bindungsstellen gesättigt. Mit dem vorgereinigten Serum wurde die Membran über Nacht bei 4°C inkubiert und anschließend mehrfach intensiv mit mindestens je 5 ml PBS gewaschen. Die Gewinnung der spezifischen Antikörper erfolgte durch zweimalige Elution mit je 500 µl AK-Elutionspuffer für 1 min auf dem Reagenzglasmischer und sofortiger Neutralisierung mit 125 µl 1 M Tris/HCl pH 7,9.

AK-Elutionspuffer:
0,2 M Glycin pH 2,5


150 mM NaCl


0,1% BSA

11.2 Western-Analysen

Für den Nachweis und zur Größenbestimmung von denaturierten Proteinen in Extrakten aus Zellinien oder Geweben mit Hilfe spezifischer Antikörper wurden die Proteine einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese mit Transferpuffer in einer TransBlot SD-Transferkammer (Bio-Rad, München) mit 2 mA/cm2 für eine Stunde auf Nitrocellulose übertragen. Anschließend wurden die unspezifischen Bindungsstellen der  Membran nach kurzem Waschen in PBS mit 1% Blocking Reagenz (Roche, Mannheim) für eine Stunde bei RT gesättigt, bevor eine Inkubation bei 4°C über Nacht mit dem spezifischen Antikörper in geeigneter Verdünnung (1:4 bis 1:5000) in 1% Blocking Reagenz erfolgte. Nach kurzem Waschen der Membran mit PBS erfolgte eine Inkubation bei RT mit dem geeigneten Sekundärantikörper-Peroxidase-Konjugat in PBS (1:5000 bis 1: 100.000). Die Membran wurde intensiv vier- bis fünfmal mit PBS gewaschen. Der Nachweis der Proteine erfolgte mit den Chemilumiszenzsubstraten der Firmen Amersham (ECL) oder Pierce (SuperSignal Ultra) nach Herstellerangaben. 

11.3 Immunfluoreszenzanalysen

Für die Immunfluoreszenzanalyse wurde in Zellinien entweder das endogene Protein mittels affinitätsgereinigtem polyklonalen Antikörper oder transient exprimiertes Protein mittels monoklonalem Antikörper markiert und mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes (Cy3, FITC) gekoppelten Sekundärantikörpers nachgewiesen.

Deckgläser für die Mikroskopie wurden für 2-4h in 20% EtOH, 3% Essigsäure geätzt und anschließend hitzesterilisiert. Auf die geätzten Deckgläser wurden etwa 4x105 Zellen (HeLa, HeLa3B2, cos7) in 1,5 cm Zellkulturschalen ausgesät und zum Anheften über Nacht im entsprechenden Medium inkubiert. Entweder wurden die Zellen zunächst transfiziert oder direkt nach einer Hormonbehandlung mit 500 µl kaltem Methanol/Aceton-Gemisch (1:1) für 5 min fixiert. Es folgten zwei Waschschritte mit je 500 µl PBS für 5 min, sowie die Sättigung unspezifischer Bindungsstellen mit 0,5 % BSA in PBS für 10 min bei 37°C. Pro Deckglas wurden 25 µl des affinitätsgereinigten polyklonalen Antikörpers bzw. des monoklonalen Antikörpers anti-myc 9E10 (1:4 mit PBS + 0,5 % BSA verdünnt) aufgegeben. Nach 90 min Inkubation bei 37°C folgten drei Waschschritte mit je 500 µl PBS + 0,5% BSA für 10 min. Anschließend wurden die Deckgläser mit je 25 µl des Fluoreszenzfarbstoff (FITC,CY3) konjugiertem, dem Erstantikörper entsprechenden Sekundärantikörper benetzt und weitere 45 min bei 37°C inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte mit je 500 µl PBS + 0,5% BSA für 10 min, bevor die Präparate mit Aquamount konserviert wurden. Die Lokalisation erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops (Zeiss Axiophot).

11.4 Immunpräzipitationen

In 1,5 ml PI-Puffer wurde der gewünschte epitopgereinigte Antikörper an 40 µl äquilibrierte Protein A-Agarose-Suspension (Roche Mannheim) eine Stunde bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation (Tischzentrifuge, 1000 rpm, 1 min) wurde der Überstand vorsichtig entfernt. Das Sediment aus gekoppeltem Antikörper wurde in 0,5 - 1,5 ml PI-Puffer resuspendiert. 

Zur Vorreinigung wurden 50 - 100 µl Zellextrakt einer in vivo Markierung mit 20 µl äquilibrierter Protein A-Agarose-Suspension eine Stunde bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde die Protein A-Agarose durch Zentrifugation (Tischzentrifuge, 14000 rpm, 10 min) sedimentiert. Mit dem Überstand wurde die Suspension des gekoppelten Antikörpers in PI-Puffer versetzt. Im Anschluß wurden die Ansätze - gegebenenfalls in Anwesenheit von 10-6 M Hormon 12 - 16 Stunden bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation (Tischzentrifuge, 2000 rpm, 1 min) wurde das Sediment fünfmal mit 500 µl PI-Puffer ohne BSA gegebenenfalls mit 10-6 M Hormon gewaschen, wobei einmal das Reaktionsgefäß gewechselt wurde. Anschließend wurde die Probe mit 20-50 µl 2x SDS-Probenpuffer für 2-5 min auf 95°C erhitzt und in einer SDS-PAGE analysiert. Die Detektion der Signale erfolgte durch Autoradiographie oder Exposition und Scan einer Bildplatte des BioImagers BAS1500.

PI-Puffer:
10 mM Tris/HCl pH 7,5


150 mM NaCl; 0,2% (v/v) NP40

 
2,5 mM MgCl2

1,8 µg/µl BSA


100 µg/ml PMSF


1 µg/ml Leupeptin


1 µg/ml Benzamidin


0,1 mM EDTA


1 mM DTT

12 Gelretardationsanalysen

Gelretardationsanalysen dienten der Untersuchung der hormonabhängigen DNA-Bindung des Progesteronrezeptors und der Ausbildung ternärer und quarternärer Komplexe mit weiteren Proteinen und spezifischen Antikörpern.

Für die Gelretardation wurde ein doppelsträngiges Oligdesoxyribonukleotid, das eine singuläre Bindestelle des Progesteronrezeptors enthielt, entweder mit T4-Polynukleotid-Kinase und (-32P-ATP 5´-endmarkiert oder unmarkiert eingesetzt, wenn 35S-markierte Proteine untersucht werden sollten.

Ganzzellextrakte wurden eine Stunde bei 4°C mit 10-6M Hormon behandelt, bevor ein 10 µl Ansatz mit 1,6 µl Ganzzellextrakt, 4,2 µl 2xBS-Mix, 1,6 µl eines Transkriptions/Translations-ansatzes, 200 ng poly-dI/dC und 120.000 cpm des markierten oder die entsprechende Menge des unmarkierten Oligonukleotids für eine Stunde bei 4°C inkubiert wurde. Die Trennung der entstandenen Komplexe erfolgte in nativen 4% Polyacrylamidgelen, die im Anschluß an die Elektrophorese mit 20% Methanol/ 10% Essigsäure fixiert wurden. Die Detektion der Signale erfogte durch Autoradiographie oder Exposition einer Bildplatte des BioImagers BAS1500.

2xBS-Mix:
50 mM HEPES/KOH pH 7,9


0,2 mM EGTA


2 mM MgCl2


2mM DTT;


10%Glycerin


5% Ficoll

