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5. Material und Methoden

5.1 Lösungen

Acrylamidlösung:
38%
w/v
Acrylamid

2%
w/v
N,N‘-Methylenbisacrylamid

100x Denhardts:
2%
w/v
Ficoll 400

2%
w/v
BSA

2%
w/v
Polyvinylpyrrolidon

Ethidiumbromidlösung:
10
mg/ml
Ethidiumbromid in TE

Puffer P1:
10
mM
EDTA

50
mM
Tris-HCl, pH 8,0


100
µg/ml
RNase A

Puffer P2:
0,2
M
NaOH

1%
w/v
SDS

Puffer P3:
3
M
Kaliumacetat, pH 5,5



mit Essigsäure einstellen

50x MOPS:
1
M
MOPS

250
mM
Natriumacetat

5
mM
EDTA

10x PBS:
1,3
M
NaCl

0,07
M
NaH2PO4

0,03
M
Na2HPO4

5x Probenpuffer:
20%
w/v
Ficoll 400

0,025%
w/v
Bromphenolblau

0,025%
w/v
Xylencyanol

100
mM
EDTA


2x SDS-Probenpuffer:
100
mM
Tris-HCl, pH 6,8

3%
w/v
SDS

15%
v/v
Glycerin

100
mM
DTT

0,025%
w/v
Bromphenolblau
 
20x SSC:
3
M
NaCl

0,3
M
Natriumcitrat

STE:
100
mM
NaCl

10
mM
Tris-HCl

1
mM
EDTA ,pH 8,0



mit HCl einstellen

TAE:
40
mM
Tris-Acetat, pH 7,8

2
mM
EDTA

TE:
10
mM
Tris-HCl, pH 8,0

1
mM
EDTA


TBE:
90
mM
Tris-Borat, pH 8,3

2
mM
EDTA

Prähybridisierungslösung:
2x 
SSC

(Southern Blot)
1%
w/v
SDS


0,5%
w/v
Magermilchpulver


0,75
mg/ml
denaturierte Heringssperma DNA

Hybridisierungslösung:
2x 
SSC

(Southern Blot)
1%
w/v
SDS


0,5%
w/v
Magermilchpulver


0,5
mg/ml
denaturierte Heringssperma DNA


10%
w/v
Dextransulfat

Denaturierungspuffer:
1,65x

MOPS
(Northern Blot)
19%
v/v
Formamid

20%
v/v
Formaldehyd

RNA-Probenpuffer:
30%
v/v
Glycerin
(Northern Blot)
0,25%
w/v
Xylencyanol

0,25%
w/v
Bromphenolblau

Gelsystem:
1x

MOPS
(Northern Blot)
2,2
M
Formaldehyd

1%
w/v
Agarose


Hybridisierungslösung:
7%
w/v
SDS

(Northern Blot)
1%
w/v
BSA


15%
v/v
Formamid


0,2
M
Na2HPO4/NaH2PO4, pH 7,2


2
mM
EDTA


1
ml
denaturierte Heringssperma DNA 





(10 mg/ml)


ad 100 ml (DEPC-H2O)

Proteaseinhibitoren
0,2
mM
Phenylmethylsulfonylfluorid


0,7
µg/ml
Pepstatin


1
µg/ml
Leupeptin


0,1%
w/v
Aprotenin


1
mM
DTT

5.2 Medien
5.2.1 Bakterienmedien

Ampicillin
80
mg/ml
Endkonzentration 80 µg/ml




(Merck)

Kanamycin
25
mg/ml
Endkonzentration 25 µg/ml




(Sigma)

LB-Medium:
10
g/l
NaCl

10
g/l
Casein-Hydrolysat

5
g/l
Hefe-Extrakt



pH 7,2 mit NaOH einstellen

LB-Agar:
15
g/l
Bacto-Agar in LB-Medium

5.2.2 Hefemedien

5.2.2.1 Vollmedien


YPD:
10
g/l
Yeast extract


20
g/l
Peptone

ad 900
ml
Millipore Wasser und




autoklavieren

100
ml
20% Glucoselösung (separat




autoklaviert)


4x YPD:
40
g/l
Yeast extract


80
g/l
Peptone

ad 900
ml
Millipore Wasser und




autoklavieren

100
ml
80% Glucoselösung (separat




autoklaviert)

Einfriermedium:
100
ml
4x YPD

(2x YPD /50% Glycerol)
100
ml
Glycerin (autoklaviert)


YPAD:
10
g/l
Yeast extract


20
g/l
Peptone

ad 900
ml
Millipore Wasser und




autoklavieren

100
ml
20% Glucoselösung (separat




autoklaviert)

10
ml
L-Adeninlösung (500 mg/100 ml)

5.2.2.2 Mangelmedien


YC:
20
g/l
Glucose
bei Platten
18
g/l
Agar (Difco)


ad 900
ml
Millipore Wasser und




autoklavieren

10
g/l
Bernsteinsäure (Succinat)


6
g/l
NaOH

ad 50
ml
Millipore Wasser und durch




0.2µ Filter sterilisieren


1,7
g/l
Yeast nitrogen base (Difco)


5
g/l
Ammoniumsulfat

20
ml
Aminosäuremix

x
ml
Selektive Aminosäuren


ad 50
ml
Millipore Wasser und durch




0.2µ Filter sterilisieren

SD-Medium:
20
g/l
Glucose
bei Platten
18
g/l
Agar (Difco)


ad 900
ml
Millipore Wasser und




autoklavieren

1,7
g/l
Yeast nitrogen base (Difco)


5
g/l
Ammoniumsulfat

20
ml
Aminosäuremix

x
ml
Selektive Aminosäuren


ad 100
ml
Millipore Wasser und durch




0.2µ Filter sterilfiltriert


SR-Medium:
30
g/l
Raffinose
bei Platten
18
g/l
Agar (Difco)


ad 900
ml
Millipore Wasser und




autoklavieren

1,7
g/l
Yeast nitrogen base (Difco)


5
g/l
Ammoniumsulfat

20
ml
Aminosäuremix

x
ml
Selektive Aminosäuren


ad 100
ml
Millipore Wasser und durch




0.2µ Filter sterilfiltriert


5.2.2.3 Aminosäurestocklösungen


Aminosäuremix :
10
ml
L-Arginin (HCl)
240
mg/100 ml

(400 ml)
50
ml
L-Aspartat
1200
mg/100 ml


50
ml
L-Glutamat
1200
mg/100 ml


20
ml
L-Isoleucin
240
mg/100 ml


25
ml
L-Phenylalanin
600
mg/100 ml


25
ml
L-Serin
4500
mg/100 ml


25
ml
L-Threonin
2400
mg/100 ml


100
ml
L-Tyrosin
180
mg/100 ml


25
ml
L-Valin
1800
mg/100 ml


10
ml
L-Methionin
240
mg/100 ml




(nicht bei Plasmiden mit




MET 25 Promotor)


ad 400
ml
Millipore Wasser und durch




0.2µ Filter sterilfiltriert


Selektive Aminosäuren:
10
ml
L-Adenin
500
mg/100 ml

(pro Liter 
10
ml
Uracil
240
mg/100 ml

Mangelmedium)
3
ml
L-Leucin
720
mg/100 ml


3
ml
L-Lysin
360
mg/100 ml


2
ml
L-Histidin
240
mg/100 ml


2
ml
L-Tryptophan
480
mg/100 ml




durch 0.2µ Filter




sterilfiltriert

5.2.3 Zellkulturmedien

DMEM:


Dulbeccos modified Eagle‘s




Medium mit 4,5 g/l Glucose


FCS:


Fetal calve serum (Gibco Life




Technologies)

IL-6:
10
ng/ml
humanes rekombinantes Inter-




leukin 6 (Strathmann Bioscience)

Epo:
7
U/ml
humanes rekombinantes Erythropoetin 




(NeoRecormon, Boehringer)

Penicillin/
10000
U
(Biochrom)

Streptomycin
10000
mg/ml

5.3 Bakterienstämme
DH5( F´
F´,endA1, hsdR17, (rk-mk+), supE44, thi-1, recA1, gyrA, 



(Nalr), relA1, D(lacIZYA-argF), U169, deoR, 



(80dlacD(lacZ)M15)

GM2163
F-, ara-14, leuB6, fhuA31, lacY1, tsx-78, supE44, galK2, 



galT22 hiG4, rpsL136,(Strr), xyl-5, mtl-1, thi-1, dam-13,



Tn9, (CmR), dcm-6, hsdR2, mcrA, mcrB1

5.4 Hefestämme

Es wurden ausschließlich Hefestämme vom Typ S. cerevisiae verwendet:

L40
MAT a, his3D200, trp1-901, leu2-3,112, ade2, 


LYS::(lexAop)4-HIS3, URA3::(lexAop)8-LacZ, 


gal4??, gal80??

5.5 Zellinien
HepG2
humane hepatozelluläre KarzinomaZellinie


(ATCC HB 8064)

NIH 3T3
murine Fibroblasten Zellinie


(ATCC 6442)

293
humane transformierte embryonale NierenZellinie


(ATCC CRL 1573)

5.6 Arbeiten mit DNA und RNA

5.6.1 Isolierung von Plasmid-DNA in kleinen Mengen (Mini-Präp)
Zur Gewinnung von kleineren Mengen Plasmid-DNA aus Bakterien wurde das Protokoll der alkalischen Lyse angewandt (Qiagen, „Plasmid Maxi Kit"). Dazu wurde eine 3 ml Kultur LB-Medium mit Antibiotikum angeimpft. Nach Wachstum ü. N. wurden 1.5 ml Bakteriensuspension pelletiert (4´, 6.000 upm) und in 300 ml Puffer P1 resuspendiert. Anschließend wurden 300 ml Puffer P2 zugefügt und nach 4´ 300 ml eiskalter Puffer P3. Nach einer Inkubationszeit von 15´ wurde der Niederschlag abzentrifugiert (30´, 13.000 upm). Aus dem Überstand wurde mit 0.7x V Isopropanol die Plasmid-DNA gefällt und pelletiert (30´, 13.000 upm). Das Pellet ist mit 70% Ethanol gewaschen und abschließend in 20 µl H20 aufgenommen worden. 

5.6.2 Isolierung von Plasmid-DNA in großen Mengen (Maxi-Präp)

Zur Gewinnung großer Mengen sauberer Plasmid-DNA wurde eine 100 ml Kultur aus einer 3 ml Vorkultur in LB-Medium mit Antibiotikum angeimpft. Nach Wachstum ü. N. bis (OD600= 0.6 - 0.8) wurde die Bakteriensuspension pelletiert (5´, 6.000 upm) und in 4 ml Puffer P1 resuspendiert. Anschließend wurden 8 ml Puffer P2 zugefügt und nach 5´ 6 ml eiskalter Puffer P3. Nach einer Inkubationszeit von 15´ wurde der Niederschlag abzentrifugiert (15´, 5.000 upm). Der Überstand wurde mit 0.7x V Isopropanol versetzt und 5´ auf Eis inkubiert. Danach ist der Niederschlag pelletiert worden (20´, 5.000 upm) und nach Waschen mit 70% Ethanol in 500 µl H20 resuspendiert worden. Nach Zugabe von 0.1x V 4 M Ammoniumacetatlösung pH 5.5 wurde der Ansatz 10´ auf Eis inkubiert und danach der Niederschlag abzentrifugiert (30´, 13.000 upm). Der Überstand wurde mit 2,5x V Ethanol versetzt, 10´ auf Eis inkubiert, und anschließend pelletiert (30´, 13.000 upm). Nach Waschen in 70% Ethanol wurde das Pellet in 200 ml TE / RNase A (6 µg/ml) resuspendiert und ein RNA Verdau durchgeführt (1 h, 37°C). Nach zweimaliger Phenol-Chloroform-Extraktion und abschließender Chloroform-Extraktion wird der Überstand auf eine Konzentration von 0.4 M LiCl eingestellt, mit 2,5x V Ethanol versetzt und 30´ bei -20°C präzipitiert. Nun wurde der Niederschlag pelletiert (30´, 13.000 upm) und nach Waschen in 70% Ethanol in 100 µl H20 aufgenommen.

5.6.3 Isolierung von Plasmid-DNA für Transfektionen (Qiagen-System)

Zur Gewinnung großer Mengen sauberer Plasmid-DNA für Transfektionen wurde eine 300 ml Kultur aus einer 3 ml Vorkultur in LB-Medium mit Antibiotikum angeimpft. Alle weiteren Schritte wurden nach den Angaben des Herstellers für das „Plasmid Maxi Kit“ durchgeführt (Qiagen).

5.6.4 Isolierung von RNA

Die Isolierung von größeren Mengen RNA aus adhärent wachsenden Zellen bzw. aus Gewebe erfolgte im Prinzip durch die Guanidiniumthiocyanatmethode. Es wurde dabei das Verfahren nach dem „Ultraspec RNA Isolation System“ (Biotecx Laboratories, Inc.) entsprechend der Vorschrift des Herstellers verwendet. Zur Isolierung kleinerer Mengen bzw. für eine zusätzliche Reinigung kleinerer Mengen (< 100 µg) wurde das „RNeasy Mini Kit“ (Qiagen) verwendet.

5.6.5 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA in Lösung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA- und RNA-Molekülen in wäßriger Lösung geschah photometrisch. Für einen Ansatz wurden in der Regel zwei Verdünnungen 1:500 bzw. 1:250 in H20 hergestellt und die OD260 gegenüber H20 als Referenz bestimmt. Die Konzentration errechnete sich nach folgender Gleichung:


c[mg/ml]=OD260*V*K
;bei
V = Verdünnungsfaktor


               1000

(500/250)
 

K = spezifischer Koeffizient:



DNA = 50



RNA = 40



Oligonukleotide = 20

5.6.6 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur Auftrennung von DNA wurden 0,8% - 2,0% Agarosegele (0,2 µg/ml w/v Ethidiumbromid) mit 1x TAE als Laufpuffer verwendet. Die Proben wurden mit der entsprechenden Menge an 5x Auftragspuffer versehen und bei 90 - 120 V 1 h - 2 h aufgetrennt. Das Gel wurde unter UV-Licht photographiert.

5.6.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die DNA-Fragmente wurden mit einem Skalpell unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und extrahiert. Hierbei wurde das „QIAquick Gel Extraction Kit“ (Qiagen) entsprechend der Anleitung des Herstellers benutzt.

5.6.8 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsverdaue wurden i. d. R. in einem Endvolumen von 20 ml entsprechend den Vorschriften des Herstellers (Gibco Life Technologies, Boehringer Mannheim, New England Biolabs) ca. 2 h lang durchgeführt. Im allgemeinen wurde ein mehrfacher Überschuß an Restriktionsenzym (1 µl/Ansatz) verwendet. Für präparative Verdaue wurden - wenn möglich - konzentrierte Enzyme (1 µl/Ansatz) in einem Endvolumen von 50 µl verwendet.

5.6.9 Auffüllen überhängender 3´-Enden

Nach Restriktionsverdau überhängende 3´-Enden wurden - wenn nötig - mit T4 Polymerase (New England Biolabs) im Restriktionsverdauansatz entsprechend den Herstellervorgaben aufgefüllt.

5.6.10 Auffüllen überhängender 5´-Enden

Nach Restriktionsverdau überhängende 5´-Enden wurden - wenn nötig - mit Klenow (Gibco Life Technologies) im Restriktionsverdauansatz aufgefüllt.

5.6.11 Dephosphorylieren von DNA-Fragmenten an den 5´-Enden

Nach dem Restriktionsverdau wurde bei DNA-Fragmenten, die als Vektor dienen sollten, der Phosphatrest am 5´-Ende entfernt. Dazu wurde dem Restriktionsansatz 1 µl CIP (Calf Instestine Phosphatase, New England Biolabs) 5´ vor Ende des Restriktionsverdaus zugefügt.

5.6.12 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde in einem Volumen von 20 ml mit T4-DNA-Ligase (Gibco Life Technologies) 4h - 12h bei RT bzw. 4°C durchgeführt.

5.6.13.Herstellung kompetenter Bakterien

Kompetente Bakterien wurden nach der CaCl2-Methode hergestellt, aliquotiert und für den späteren Gebrauch weggefroren. Eine 300 ml Kultur wurde aus einer 5 ml ü. N. Kultur in LB-Medium angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,4 - 0,6 wachsen gelassen. Alle Lösungen wurden aus 1 M CaCl2-Stocklösung hergestellt. Danach wurden die Bakterien 30´ auf Eis inkubiert, in 6 50 ml Falcons bei 4°C pelletiert.(<3.000 upm, 5´) und in vorgekühlter 0,1 M CaCl2-Lösung (25 ml/Falcon) resuspendiert. Nach einer Inkubation von 1 h auf Eis wurden die Bakterien wieder bei 4°C pelletiert.(<3.000 upm, 5´) und in vorgekühlter 0,1 M CaCl2-Lösung (2 ml/Falcon) resupendiert. Alle Suspensionen wurden vereinigt. Nach einer Inkubation von 2 h auf Eis wurde zu den Bakterien Glycerol in einer Endkonzentration von 20% gegeben (3 ml/Falcon) und die Bakterien wurden aliquotiert bei -80°C weggefroren.

5.6.14 Transformation von kompetenten Bakterien

Zur Transformation von kompetenten Bakterien wurden jeweils 100 µl aufgetauter kompetenter Bakterien mit 5-100 ng Plasmid DNA 45´ auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (45´´ bei 42°C, 1´ auf Eis) wurden die Bakterien 1 h bei 37°C in 900 µl LB-Medium wachsen gelassen. Danach sind die Bakterien pelletiert und in 200 µl resupendiert worden. Von dieser Suspension wurden 50-100 µl auf LB-Platten mit Antibiotikum ausgestrichen und ü. N. bei 37°C wachsen gelassen.

5.6.15 Einfrieren und Auftauen von Bakterienzellen

Aliquots einer Bakterienkultur wurden aufbewahrt, indem unter sterilen Bedingungen 500 µl Kultur mit 500 µl Glycerol gemischt und bei -70°C weggefroren wurden. Zum Auftauen wurde mit einer sterilen Spitze etwas Bakterienmasse von der Oberfläche abgekratzt und in 5 ml LB-Medium mit Antibiotikum gegeben.

5.6.16 Sequenzierung von DNA

DNA wurde nach dem Kettenabbruchverfahren mit dem „Sequenase-Kit 2.0“ oder dem „Deaza-Kit“ (USB) nach den Vorgaben des Herstellers sequenziert. Als radioaktiv markiertes Nukleotid diente (-35S-dATP.

Die Sequenzierproben wurden gelelektrophoretisch in einem denaturierenden Polyacrylamidgel (6% Polyacrylamid / 7 M Harnstoff) unter Benutzung einer Modell-S2-Apparatur (Gibco Life Technologies) aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde bei ca. 50°C mit einer Leistung von 65 W für 2 - 5 h durchgeführt. Als Elektrophoresepuffer diente 1x bzw. 3x TBE. Anschließend wurde das Gel 30´ in 15% Essigsäure geschüttelt und bei 70°C getrocknet. Die Autoradiographie erfolgte für 1 - 7 Tage bei RT.

5.6.17 Herstellung von radioaktiv markierten DNA-Sonden

Radioaktiv markierte DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des „Megaprime-Kits“ (Amersham) durch random priming und anschließenden Einbau von (-32P-dCTP hergestellt. Entsprechend den Angaben des Herstellers wurden 50 ng des zu markierenden Fragmentes, 50 µCi (-32P-dCTP und 5 U Klenow-Fragment hinzugefügt (1 h bei 37°C). Nicht eingebaute Nukleotide und kleine Oligonukleotide wurden durch Gelfiltration mit „Nunc Trap Push-Column“ (Stratagene) abgetrennt. Die spezifische Aktivität (ermittelt durch Cerenkov-Zählung) betrug i. d. R. 2*105 bis 2*106 cpm/µl. Direkt vor der Hybridisierung wurde die markierte Sonde 5´ bei 95°C denaturiert.

5.6.18 Herstellung von radioaktiv markierten DNA-Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurden durch Auffüllen des überhängenden 5´-Endes radioaktiv mit dem Klenowfragment markiert. Als radioaktives Substrat der Polymerase diente (-32P-dCTP bzw. ATP, es wurden die Enzyme und Puffer von Gibco Life Technologies entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. Nach der Inkubation von 1h bei 37°C wurden nicht eingebaute Nukleotide durch Gelfiltration mit Hilfe des „Oligonucleotid Removal Kits“ (Qiagen) entfernt.

5.6.19 Transfer von DNA auf Nylonmembranen (Southern Blot)

Der Transfer von DNA auf Nylonmembranen geschah nach der „gravity-aided alkali“ Transfermethode. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der DNA in Agarosegelen wurde bei DNA, die größer ist als 800 bp, das Gel für 15´ in 0,25 N HCl zum Fragmentieren der DNA geschüttelt. Das Gel wurde anschließend für 5 - 12 h auf eine geladene Nylonmembran („N+“, Amersham) mit 0.4 N NaOH transferiert. Nach kurzem Neutralisieren in 2x SSC wurde die Membran hybridisiert.

5.6.20 Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA

Sollte die nach 5.6.4 präparierte RNA zur späteren Analyse mit radioaktiv markierten Sonden auf Nitrozellulosemembran transferiert werden, erfolgte die Auftrennung der RNA in de-naturierenden Formaldehyd-Agarosegelen. Hierzu wurden 10 - 20 µg RNA-Lösung in 30 ml Denaturierungspuffer gelöst. Nach der Denaturierung (15´, 56°C) wurden die Proben sofort auf Eis abgekühlt und 6 µl RNA-Auftragspuffer hinzugefügt. Die Proben wurden anschließend in denaturierenden Formaldehyd-Agarosegelen (1%) elektrophoretisch ü. N. bei 25 V aufgetrennt. Als Elektrophoresepuffer diente 1x MOPS. Danach wurde das Gel 30´ in 20x SSC geschüttelt und daraufhin die RNA auf eine Membran transferiert (5.6.21).

5.6.21 Transfer von RNA auf Nylonmembranen (Northern Blot)

Der Transfer der RNA auf eine Nylonmembran geschah im Prinzip nach dem gleichen Verfahren, wie der Transfer von DNA (5.6.19). Als Transferpuffer wurde 20x SSC benutzt. Nach dem Transfer (6 h - 8 h) wurde die Membran zum Fixieren der RNA mit UV-Licht behandelt (UV-Crosslinker, Stratagene).

5.6.22 Hybridisierung und Autoradiographie von geladenen Nylonmembranen (Southern Blot 


& Northern Blot)

Alle Schritte der Hybridisierung von DNA liefen in einem Hybridisierungsröhrchen ab. Um eine unspezifische Bindung der radioaktiven DNA-Sonde zu verhindern, wurde der Blot zuerst mit 10 ml Prähybridisierungslösung 2 h bei 68°C inkubiert. Danach erfolgte ü. N. die Hybridisierung mit 10 ml Hybridisierungslösung, die die radioaktiv markierte Sonde (1.000.000 cpm/ml) enthielt. Vor der Zugabe der Sonde in die Hybridisierunglösung wurde die Sonde denaturiert (5´ bei 95°C). Nach der Hybridisierung wurde von der Membran unspezifisch gebundene Sonden-DNA durch Waschen in Waschlösungen mit verschiedenen Salzkonzentrationen (2x SSC / 0,1% SDS bis 0,5x SSC / 0,1% SDS) bei 68°C entfernt. Schließlich wurde für die Autoradiographie ein Film und eine Verstärkerfolie aufgelegt und 1 d - 14 d belichtet.

Alle Schritte der Hybridisierung von RNA liefen in einem Kunstoffbehälter ab, in dem die Membran eingeschweißt worden war. Um eine unspezifische Bindung der radioaktiven DNA-Sonde zu verhindern, wurde die Membran zuerst mit 10 ml Hybridisierungslösung 2 h bei 42°C inkubiert. Danach erfolgte ü. N. die Hybridisierung mit 10 ml Hybridisierungslösung, die die radioaktiv markierte Sonde (1.000.000 cpm/ml) enthielt. Vor der Zugabe der Sonde in die Hybridisierunglösung wurde die Sonde denaturiert (5´ bei 95°C). Nach der Hybridisierung wurde von der Membran unspezifisch gebundene Sonden-DNA durch Waschen in 2x SSC / 0,1% SDS bei Temperaturen von 55°C - 60°C entfernt. Schließlich wurde für die Autoradio-graphie ein Film und eine Verstärkerfolie aufgelegt und 1 d - 14 d belichtet.

5.6.23 Hybridisierung und Autoradiographie von geladenen Nitrozellulosemembranen
Die Membran wurde zum Fixieren der DNA für 2 h unter Vakuum bei 80°C gebacken und anschließend nach Angaben des Herstellers der Genbibliotheken (Stratagene) hybridisiert.

5.6.24 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR-Reaktion wurde zum Nachweis von cDNA mit Taq-Polymerase (Boehringer) oder zu Klonierungszwecken mit Vent-Polymerase (New England Biolabs) in einem Thermocycler der Firma Techne bzw. Biometra nach Angaben der Hersteller in 50 (l Volumen durchgeführt. Der Ansatz wurde mit 100 (l Siliconöl überschichtet und i. d. R. 30 Zyklen lang amplifiziert (45´´ bei 95°C, 45´´ bei ca. 55°C, 1´ bei 72°C). Die verschiedenen Anlagerungstemperaturen wurden aus dem G/C Gehalt und der Länge der Primer abgeschätzt.

5.6.25 Reverse Transkription (cDNA Synthese)

Die reverse Transkription wurde mit MMLV-RT zu Nachweiszwecken bzw. Superscript-RT (beide von Gibco Life Technologies) zu Klonierungszwecken entsprechend den Angaben des Herstellers durchgeführt.

5.6.26 DNase I Verdau von RNA

Zur Vermeidung von DNA Kontaminationen bei der cDNA Synthese wurde die RNA vorher mit DNase I („Amplification Grade“, Gibco Life Technologies) im Reversen Transkriptionspuffer verdaut, um die enthaltene DNA zu entfernen. Die so erhaltene RNA wurde direkt für eine cDNA-Synthese eingesetzt.

5.6.27 Rapid Amplification of cDNA ends (RACE-PCR)

Für die Isolierung von 5´ bzw. 3´-Enden einer cDNA ist folgendes Protkoll angewendet worden. Zuerst wurde mit 1 - 5 µg total oder Poly A+ RNA und 0,15 µg Primer (genspezifisch für die Isolierung des 5´-Endes bzw. 3´-RACE Primer für die des 3´-Endes) eine cDNA Synthese durchgeführt (6.25). Nach Hitzeinaktivierung der Reversen Transkriptase wurde die verbleibende RNA mit RNAse H (2 Units, Gibco Life Technologies) degradiert (37°C, 20´) und über Säulen aufgereinigt (6.7). Für die Amplifikation der 5´-Enden mit dem 3´-RACE Primer mußte an das 5´-Ende der cDNA mit Terminaler Desoxyribonucleotidyl Transferase (TdT, Promega) ein PolyA-Schwanz gehängt werden (37°C, 30´). Die TdT kann durch Hitze inaktiviert werden (70°C, 10´) und der gesamte Ansatz wurde mit TE auf ein Endvolumen von 100 µl aufgefüllt. Für die anschließenden PCR Reaktionen mit versetzt liegenden Primern (5.6.24) wurden jeweils 1 µl des RACE-Ansatzes eingesetzt.

5.6.28 Absuchen einer cDNA Genbibliothek

Zur Isolierung einer vollständigen cDNA wurden mehrere cDNA Genbibliotheken des Typs „Lambda ZAP Express“ (Statagene) verwendet. Dabei ist das Protokoll des Herstellers zur Anwendung gekommen. Als Filter sind „Optitran BA-S85 Reinforced NC“ (Schleicher & Schüll) benutzt worden.

5.7 Arbeiten mit Proteinen
5.7.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde in einer Minigelapparatur (8 cm Trenngel, 2 cm Sammelgel bei einer Dicke von 0,75 mm) durchgeführt. Alle Proteinproben wurden vorher 5´ bei 95°C in 2x SDS-Probenpuffer denaturiert und bei 20-30 mA ca. 2 h lang aufgetrennt. Zur Detektion von S35-Methionin markierten Proteinen wurde das Gel danach für 15´ in Fixierlösung fixiert, 30´ in Verstärkerlösung (1 M Natriumsalicylat) inkubiert, 2 h bei 80°C getrocknet und ü. N. mit einem Film exponiert.

5.7.2 Gesamtproteinextraktion aus Bakterien

Zur Gewinnung eines Proteinextraktes aus Bakterien wurde eine 5 ml Kultur ü.N. angeimpft und am nächsten Tag bei einer OD600 von 0,6 pelletiert (6.000 upm, 5´). Das Pellet wurde in 50 µl 2x SDS-Probenpuffer resuspendiert und 5´ bei 95°C aufgekocht. Nach dem Abzentrifugieren der Festbestandteile (13.000 upm, 5´) wurden aus dem Überstand 5 µl durch SDS-PAGE analysiert.

5.7.3 Gesamtproteinextraktion aus Hefen

Zur Gewinnung eines Proteinextraktes aus Hefen wurde eine 30 ml ü.N. Kultur angeimpft, am nächsten Tag bei Erreichen einer OD600 von 0,1 pelletiert (6.000 upm, 5´) und einmal mit bidest gewaschen. Das Pellet wurde daraufhin in 300 µl Proteinextraktionspuffer resuspendiert und 5´ bei 95°C aufgekocht. Nach dem Abzentrifugieren der Festbestandteile (13.000 upm, 5´) wurden aus dem Überstand 40 µl durch SDS-PAGE analysiert. 

Proteinextraktionspuffer:
60
mM
Tris-HCl ph 6,8



10%
v/v
Glycerol



2%
w/v
SDS



3.5%
v/v
-Mercaptoethanol



0.0025%
w/v
Bromphenolblau

5.7.5 Gesamtproteinextraktion aus Zellen

Zur Herstellung von einem Ganzzell-Proteinextrakt wurden adhärent konfluent gewachsene Zellen in einer 10 cm Zellkulturschale 2x mit eiskaltem PBS gewaschen, anschließend in 1 ml eiskaltem PBS mit einem Gummischaber von der Zellkulturschale abgelöst und in ein Eppendorfgefäß überführt. Die Zellkulturschale wurde noch einmal mit 0,5 ml eiskaltem PBS abgespült. Dieses Volumen wurde mit dem ersten vereinigt und die Zellen wurden pelletiert (2.000 upm, 2´). Das Pellet wurde in 50 µl WCE-Puffer / 1% v/v Nonidet-P40 resuspendiert und 5´ auf Eis inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren aller unlöslichen Zellbestandteile wurde aus dem Überstand mit 2 µl eine Proteinbestimmung durchgeführt. Der Überstand kann bei ‑20°C bzw. -70°C gelagert werden und sollte nicht öfter als einmal aufgetaut werden. Für eine Analyse durch SDS-PAGE wurden ca. 100 (g Protein (pro Spur) mit 2x SDS-Probenpuffer 5´ bei 95°C denaturiert und auf ein Gel aufgetragen.

WCE-Puffer:
50
mM
Hepes, pH 7,8


20
mM
NaF


1
mM
Na2VO4

1
mM
Na3MoO4

450
mM
NaCl


0,2
mM
EDTA


25%
v/v
Glycerol

Aliquotieren und bei -20°C lagern. Nach dem Auftauen folgendes zusetzen:


1
µg/ml
Aprotinin (10 mg/ml)


1
µg/ml
Leupeptin (10 mg/ml)


0,5
mM
PMSF (500 mM)


1
mM
DTT (100 mM)


1%
v/v
Nonidet-P40 (10% v/v)

5.7.5 In-vitro Translation von Proteinen

Zur in-vitroTranslation wurde das „TNT™Coupled Reticulocyte Lysate“-System (Promega) nach Vorschrift des Herstellers verwendet. Zur Kontrolle wurde vor Zugabe des Aminosäuregemisches ohne Cystein aus dem Gesamtansatz 9 µl entnommen und nach Zugabe von 1 µl S35-Methionin (10 mCi/ml) separat translatiert. Aus diesem Ansatz wurden dann 5 µl durch SDS-PAGE und anschließende Autoradiographie analysiert.

5.7.6 Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Lösung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Lösungen wurde das Verfahren nach Bradford angewandt. Es wurden jeweils 100 µl Proteinlösung in verschiedenen Verdünnungen mit 1 ml Bradford Reagenz versetzt, 15´ bei RT inkubiert und ihre Extinktion bei 595 nm im Photometer gemessen. Parallel wurde aus mehreren Eichlösungen (BSA in H20) auf gleiche Weise eine Eichkurve erstellt. An der Eichkurve konnte die Proteinkonzentration der unbekannten Lösung abgelesen werden.

Bradford Reagenz:
100
mg
Serva Blue G


50
ml
Ethanol


100
ml
Phosphorsäure




ad 1 l H2O

5.7.7 Transfer von Proteinen auf eine Nylonmembran (Western Blot)
Um Proteine auf Membranen zu immobilisieren, wurde das semi-dry Verfahren in einer Apparatur der Firma Keutz laut Anleitung des Herstellers mit einer Hybond C Membran (Amersham) verwendet:

Kathodenpuffer:
25
mM
Tris-HCl


40
mM
6-Aminohexansäure


20%
v/v
Methanol




auf pH 9,4 einstellen

Anodenpuffer 1:
25
mM
Tris-HCl


20%
v/v
Methanol




auf pH 10,4 einstellen

Anodenpuffer 2:
300
mM
Tris-HCl


20%
v/v
Methanol




auf pH 10,4 einstellen

Transferiert wurde 2 h lang bei 1.5 mA/cm2. Danach wurde die Membran zur Kontrolle des Transfers kurz mit Ponceau gefärbt, mit PBS entfärbt, 4 h in PBS / 0,1% Tween 20 / 3% Magermilchpulver geblockt und 4 h bei RT (oder ü. N. bei 4°C) mit dem 1. Antikörper (1:2.000 in PBS / 0,1% Tween 20 / 3% Magermilchpulver) inkubiert. Nach 6x Waschen in PBS / 0,1% Tween 20 wurde die Membran 90´ mit dem 2. Antikörper (Peroxidase gekoppelt) inkubiert. Nach 4x Waschen in PBS / 0,1% Tween 20 und 2x Waschen in PBS wurde die Membran mit dem „Lumi-Light Plus Western Blotting Substrate“ (Boehringer) entwickelt.

5.7.8 Rekombinante Expression von Proteinen in Bakterien

Zur Expression rekombinanter Proteine wurde entweder das Glutathion-S-Transferase System (Pharmacia) oder das „His-Tag“ System (Qiagen) verwendet. Nachdem das gewünschte Gen in den Expressionsvektor ligiert wurde, sind für die Induktion, Expression und Aufreinigung der rekombinanten Proteine die Angaben der Hersteller benutzt worden. Für die Renaturierung unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigter Proteine wurde folgendes Protokoll verwendet (Qiagen). Die Proteine wurden in Harnstofflösung gegen den Renaturierungspuffer jeweils 12 h bei 4º C so dialysiert, daß die Harnstoffkonzentration um ein Mol/Liter abgenommen hat. Nach dem letzten Schritt wurden die Proteine gegenüber einem Lösungspuffer dialysiert, dann aliquotiert und weggefroren.

Renaturierungspuffer:
20
mM
HEPES, pH 7,9 (mit KOH einstellen)


50
mM
Glycin


10%
v/v
Glycerol


0,1%
v/v
Nonidet-P40 


300
mM
NaCl


2
mM
MgCl2

1:1000

Proteaseinhibitoren/DTT

Lösungspuffer: 
20
mM
HEPES, pH 7,9 (mit KOH einstellen)


25
mM
Glycin


300
mM
NaCl


2
mM
MgCl2
5.7.9 Kopräzipitation von Proteinen in-vitro

Für die Kopräzipitation von Proteinen wurde ein Bindungspartner rekombinant „RGS His“ Epitop exprimiert (5.7.8) und sein möglicher Interaktionspartner durch in-vitro Translation in Gegenwart von S35 Methionin hergestellt (5.7.5). Zunächst wurde das rekombinante Protein in NP40-Puffer 30´ bei Raumtemperatur an eine magnetische NTA-Matrix gekoppelt ("His-Beads", Qiagen) und danach mit 10 µl in-vitro Translatat weitere 4 h bei Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit IP-Puffer sind die gebundenen Proteine danach mit NP40-Puffer / 500 mM Imidazol von den "His-Beads" eluiert und durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Autoradiographie (5.7.1) analysiert worden.

NP40-Puffer: 
50
mM
Tris, pH 8,0


150
mM
NaCl


1%
v/v
Nonidet-P40 


1:1000

Proteaseinhibitoren/DTT


25
mM
Imidazol

5.7.10 Kopräzipitation von Proteinen in-vivo

Für die Kopräzipitation wurden NIH 3T3 Zellen mit der entsprechenden Plasmid-DNA transfiziert (5.9.3) und am nächsten Tag nach zweimaligem Waschen in PBS mit IP-Lysis-Puffer lysiert. Das Lysat wurde durch Zentrifugation (30´, 14.000 upm 4°C) von festen Bestandteilen getrennt und anschließend einer Proteinkonzentrationsbestimmung unterworfen (5.7.6). Nach einem Test auf die Expression der gewünschten Proteine (5.7.1 und 5.7.7) wurden gleiche Mengen Lysat ü. N. bei 4º C mit 10 µl vorher äquilibrierten "His-Beads" auf einem Schüttler inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die "His-Beads" mehrmals mit IP-Puffer gewaschen und die gebundenen Proteinkomplexe mit IP-Puffer / 500 mM Imidazol eluiert. Das Eluat wurde daraufhin weiter analysiert (5.7.1 und 5.7.7).

IP-Lysis-Puffer: 
10
mM
HEPES, pH 7,2


142,5
mM
KCl


1
mM
EGTA (Kaliumsalz)


0,2%
v/v
Nonidet-P40 


1:1000

Proteaseinhibitoren/DTT

IP- Puffer: 
10
mM
HEPES, pH 7,2


142,5
mM
KCl


1
mM
EGTA (Kaliumsalz)


0,2%
v/v
Nonidet-P40 


1:1000

Proteaseinhibitoren/DTT


25
mM
Imidazol

5.8 Arbeiten mit Hefe

5.8.1 Transformation von Hefezellen

Hefezellen wurden mit der Lithiumacetatmethode chemisch transformiert. Dabei wurde eine ü. N. Vorkultur in 30 ml YPD verdünnt und bis zu einer OD600 von 0,6 wachsen gelassen. Die Hefen wurden pelletiert (2.000 upm, 5´), einmal mit H20 gewaschen und dann in 1 ml H20 aufgenommen. Alle verwendeten Lösungen wurden frisch aus Stocklösungen hergestellt. Nun wurden die Hefen erneut pelletiert (2.000 upm, 5´), in 1 TE / LiAc gewaschen und in 1 ml TE / LiAc resuspendiert.

Ein Transformationsansatz bestand aus:


50
µl
Hefesuspension in TE / LiAc


50
µg
Heringssperma-DNA (10 mg/ml)


1
µg
Plasmid-DNA


300
µl
TE / LiAc / 40% PEG 4000

Dieser Ansatz wurde zuerst 30´ bei 30°C und nachfolgend weitere 15´ bei 42°C inkubiert. Danach wurden die Hefen pelletiert (2.000 upm, 5´) und in 300 µl H20 aufgenommen, wovon 200 µl auf den entsprechenden Platten ausgestrichen wurden, welche danach mehrere Tage bei 30°C im Wärmeschrank zum Hochwachsen der Hefekolonien inkubiert worden sind.

10x TE:
100
mM
Tris-HCl, pH 7,5


10
mM
EDTA, pH 7,5




steril filtriert

10x LiAc:
1
M
LiAc, pH 7,5




steril filtriert

50% PEG 4000:
50%
w/v
PEG 4000




autoklavieren

5.8.3 Etablieren von Hefeklonen

Die Hefeklone wurden mit sterilen „Inoculationloops“ (Nunc) auf entsprechenden Platten ausgestrichen (8 Klone pro Platte) und wachsen gelassen. Die Platten konnten bis zu 3 Monate bei 4°C gelagert werden.

5.8.4 Einfrieren und Auftauen von Hefezellen
Ein Hefeklon wurde ü. N. in 10 ml YPD wachsen gelassen, pelletiert und in 1 ml 2x YPD / 50% Glycerol resuspendiert. Die Suspension wurde 1 h auf Eis inkubiert und dann bei -80°C weggefroren. Durch Abkratzen einer kleinen Menge von der Oberfläche der gefrorenen Kultur und Ausstreichen auf einer entsprechenden Platte konnten die Hefen wieder aufgetaut werden.

5.8.5 Induktion und Repression von Hefepromotoren durch selektive Medien

Zur Induktion / Repression des Gal4-Promotors wurden die Hefen in 2 ml SR-Selektivmedium angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,6 kultiviert. Danach wurden 100 - 200 ml der Kultur in 2 ml SR-Selektivmedium / 3% Glucose zur Repression des Gal4-Promotors bzw. in 2 ml SR-Selektivmedium / 3% Galaktose zur Induktion des Gal4-Promotors angeimpft. In der Regel wurde diese Kultur bei einer OD600 von 0,4 in einem Assay eingesetzt.

Zur Induktion des Met25-Promotors wurden die Hefen entweder in Abwesenheit von Methionin in dem entsprechenden Selektivmedium kultiviert, oder nach Repression durch 1 mM Methionin bei einer OD600 von 0,6 pelletiert, 2x mit H20 gewaschen und dann in dem entsprechenden Selektivmedium ohne Methionin 5 h kultiviert.

Zur Repression des Met25-Promotors wurden die Hefen in Anwesenheit von 1 mM Methionin in dem entprechenden Selektivmedium kultiviert und bei einer OD600 von 0,4 in einem Assay eingesetzt.

Stammlösungen:


30%
w/v
Glucose


30%
w/v
Galaktose


16
mM
Methionin

5.8.6 (-Galaktosidase-Assay

Für eine Messung der (-Galaktosidaseaktivität in Hefen wurde eine 2 ml Kultur in dem entsprechenden Selektivmedium unter gewünschten Bedingungen (5.8.5) angeimpft und bei einer OD600 von 0,6 umgeimpft (100 - 200 µl in 3 ml). Bei einer OD600 von 0,4 - 0,5 wurden die Hefen pelletiert und in 1,2 ml Z-Puffer resuspendiert. Aus dieser Suspension wurden 100 – 150 µl (= Volumen VE) in Z-Puffer ad 1 ml verdünnt (in einem Eppendorfgefäß); der Rest wurde zur Messung der Kulturdichte (OD600) verwandt. Nach Zugabe von 15 µl Chloroform und 10 µl SDS-Lösung (0,1% w/v) wurden die Hefen durch verwirbeln (5´´) aufgeschlossen. Nach Äquilibrieren bei 30°C und Zugabe von 200 µl ONPG-Lösung (vorher bei 30°C äquilibriert) wurde die Reaktion gestartet. Bei einer deutlich sichtbaren Gelbfärbung bzw. spätestens nach 3 h wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 µl 1 M Na2CO4 gestoppt (Messung der Reaktionsdauer tR). Nach Abzentrifugieren der unlöslichen Bestandteile (13.000 upm, 5´) wurde bei jedem Reaktionsansatz die OD420 bestimmt. Zur Kontrolle des letzten Zentrifugations-schrittes wurde stichprobenartig bei einigen Ansätzen die OD550 bestimmt, welche i. d. R. den Wert Null hatte. Zur Kalibrierung des Photometers wurde ein kompletter Blindansatz ohne Hefesuspension benutzt. Der Wert für die (-Galaktosidaseaktivität errechnete sich aus folgender Gleichung:


Aktivität (U) =
1000* OD420 (-1750* OD550)


OD600*VE*tR

Z-Puffer:
60
mM
NaH2PO4 x7 H2O


40
mM
Na2HPO4 xH2O


10
mM
KCl


1
mM
MgSO4 x7 H2O


50
mM
(-Mercaptoethanol




auf pH 7,0 einstellen

ONPG:
4
mg/ml
o-Nitrophenol Galaktose


in 0,1
M
KPO4, pH 7,0




sterilfiltriert und als Aliquots bei -20°C 




gelagert

5.8.7 Absuchen einer Genbibliothek durch Selektion in Hefe („Two-Hybrid“ System)

Für das Absuchen einer cDNA Genbibliothek durch Histidinselektion der Hefen im „Two-Hybrid“ System wurde ein modifiziertes Transformationsprotokoll nach 5.8.1 verwendet. Der Hefeklon, der bereits das LexA-Gfi Konstrukt besaß, wurde in entsprechendem YC Minimalmedium angeimpft und dann auf 500 ml mit YPAD verdünnt. Die Hefezellen wurden dann analog zu 8.1 weiterbehandelt und schließlich in 10 ml TE / LiAC mit 50 µg Genbibliothekplasmid in 1ml Carrier DNA und 70 ml TE / LiAC / 40% PEG 4000 transformiert. Nach dem Hitzeschock in Anwesenheit von 8,5 ml DMSO (42°C, 6´) wurde der Ansatz mit 100 ml kaltem YEP gekühlt, mit 200 ml YEP gewaschen, und in 500 ml YPAD eine Stunde wachsen gelassen. Nun wurde ein Aliquot unter nicht histidinselektiven Bedingungen zur Bestimmung der primären Transformationsrate ausplattiert. Der Transformationsansatz konnte dann 8 - 10 h unter nicht histindinselektiven Bedingungen in YC-Medium wachsen. Danach wurde ein zweites Aliquot zur Bestimmung der sekundären Transformationsrate unter nicht histidinselektiven Bedingungen ausplattiert. Der Rest der Transformation wurde unter selektiven Bedingungen auf 14 cm Ø YC-Platten ausplattiert. Die Histidinselektion fand für ca. 3 ‑ 4 d statt. 

[image: image1..pict]

5.9 Arbeiten mit Zellen

5.9.1 Passagieren von Zellen

Um adhärent wachsende Zellen von einer Zellkulturschale auf andere zu verteilen, wurden diese zunächst 1x mit PBS gewaschen und danach mit 0,5% Trypsin / 0,2% EDTA (Biochrom) bei 37°C inkubiert. Nachdem sich die Zellen vom Schalenboden gelöst hatten, wurde durch Zugabe von 5 Volumenanteilen Medium der Prozeß gestoppt, und die Zellsuspension sofort auf die anderen Zellkulturschalen verteilt.

5.9.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die adhärent wachsenden Zellen wurden nach 5.9.1 vom Schalenboden gelöst und pelletiert (2.000 upm, 5´). Das Pellet wurde in 500 µl Einfriermedium E1 resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in einem „Cryo Tub“ (Nunc) zu 500 µl Einfriermedium E2 gegeben, gemischt und sofort bei -70°C weggefroren. Die langfristige Lagerung geschah in flüssigem Stickstoff. Zum Auftauen der Zellen wurde ein „Cryo Tub“ im Wasserbad (37°C) erwärmt, bis der Inhalt fast komplett aufgetaut gewesen ist. Nach Pelletieren der Zellen (2.000 upm, 5´) wurde der Überstand abgesaugt, das Zellpellet in entsprechendem Medium resuspendiert und auf einer 10 cm Ø Zellkulturschale ausgesät.

Einfriermedium E1:


50%
v/v
FCS


50%
v/v
DMEM

Einfriermedium E2:


22%
v/v
DMSO


in

DMEM

5.9.3 Transfektion von Zellen

Für die Transfektion von DNA in eukaryontische Zellen für Reportergenassays oder Immunfluoreszenzstudien wurde die Calciumphosphatpräzipitationsmethode gewählt. Dafür wurde Plasmid-DNA mit Ethanol gefällt und in sterilem H20 aufgenommen. Anschließend wurde für Reportergenassays eine Lösung von 132 µl Plasmid DNA in H2O (=2 Dreifachansätze) mit 18µl 2 M CalCl2 versetzt und unter Verwirbeln (Vortex) tröpfchenweise zu 150 µl 2x HBS-Phosphat hinzugefügt. Der Niederschlag wurde in einer Schale mit 24 Vertiefungen auf die Zellen gegeben. Nach 16 h wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit Medium versetzt. Für Immunfluoreszenzstudien in 6 cm Ø Schalen wurden ein Volumen von 264 µl Plasmid-DNA in H2O, 36 µl 2 M CaCl2, und 300 µl 2x HBS-Phosphat verwendet.

2x HBS-Phosphat:
10
g/l
HEPES, pH 7,05


16
g/l
NaCl

0,74
g/l
KCl

2
g/l
Dextrose




Aliquotieren und bei - 20°C




lagern

Für die Transfektion von DNA in eukaryontische Zellen für Expressionsstudien wurde die Elektorporationsmethode gewählt. 5*106 NIH 3T3 Zellen in 180 µl DMEM wurden pro 10 Ø cm Schale mit bis zu 20 µg Plasmid DNA bei 240 V und 500 µF elektroporiert (Biorad Elektorporator) und 1 - 2 Tage später geerntet (5.7.4).

5.9.4 Reportergen-Assay

Um den Einfluß von Proteinen auf die Aktivierung eines Promotors zu messen, wurde Plasmide benutzt, in denen der zu untersuchende Promotor die Transkription eines Luciferase-Gens initiiert (pGL Luciferase-Reporter, Promega). Für ein Experiment wurden 40.000 Zellen / Loch einer 24 Loch Schale ausgesät. Am nächsten Tag wurden die Zellen nach 9.3 mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert. 6 - 8 Stunden vor dem Ernten am nächsten Tag sind die Zellen u. a. mit Zytokinen oder Wachstumsfaktoren stimuliert worden. Vor dem Ernten ist jede Schale 2x mit PBS gewaschen worden und danach mit 300 µl Lysis-Puffer versetzt worden. Die Zelllysate wurden in Eppendorfgefäße überführt und zentrifugiert (5‘, 14.000 upm, 4ºC). 50µl des Überstandes sind anschließend in einem Luminometer (Berthold) mit 400 µl Assay-Puffer und 100 µl Reaktionsgemisch 15´´ vermessen worden.

Lysis-Puffer:
1
ml
Triton X-100


25
ml
0,1
M
Glycylglycin, pH 7,8 (Kaliumsalz)


1,5
ml
1
M
MgSO4

0,8
ml
0,5
M
EGTA (Kaliumsalz)


0,1
ml
1
M
DTT (frisch zum Ansatz geben)


ad 100
ml
mit H20 auffüllen

Assay-Puffer:
1,5
ml
1
M
KPO4, pH 7,8


1,5
ml
1
M
MgSO4

0,8
ml
0,5
M
EGTA (Kaliumsalz)


2
ml
0,1
M
ATP


0,1
ml
1
M
DTT (frisch zum Ansatz geben)


ad 100
ml
mit H20 auffüllen

Reaktionsgemisch:
3,75
ml
0,1
M
Glycylglycin, pH 7,8 (Kaliumsalz)


1,4
ml
1
M
Luziferin in H2O


0,007
ml
1
M
DTT (frisch zum Ansatz geben)


ad 7
ml
mit H20 auffüllen

5.9.5 Immunfluoreszenz

Für Immunfluoreszenzstudien wurden 100.000 Zellen pro 6 cm Ø Schale auf zwei Objekträgergläschen (22 mm x 22 mm) ausgesät und am darauffolgenden Tag mit bis zu 10 µg DNA nach 5.9.4 transfiziert. Am nächsten Tag wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen, teilweise 3 - 4 h in DMEM gehungert und vor dem Fixieren u. a. mit Zytokinen oder Wachstumsfaktoren stimuliert:


-2x mit PBS waschen


-10´ mit Methanol fixieren


-1x mit PBS waschen


-(eventuell Zellkern mit Propidiumiodidlösung färben)


-1x mit Immunfluoreszenzpuffer waschen


-30 ´mit Blocklösung blockieren


-1 h mit 1. Antikörper inkubieren


-2x 5´ mit Immunfluoreszenzpuffer waschen


-30´ mit 2. Antikörper inkubieren


-2x 5´ mit Immunfluoreszenzpuffer waschen


-auf Objekträgern mit Aquamount (BDH Laboratories) eindecken

Immunfluoreszenzpuffer:
10
mM


Tris pH 7,5


300
mM


NaCl


0,05%
v/v


Tween 20

Blocklösung:


1% BSA in Immunfluoreszenzpuffer

Propidiumiodidlösung:


1:1000 Propidiumiodid (in Zitratpuffer) in PBS


10µg/ml RNAse A

5.10 Verwendete Antikörper und Oligonukleotide

5.10.1 Antikörper und ihre Hersteller

Anti-Flag Epitop M2
Maus
Stratagene

Anti-Maus F(ab)2 TRITC gekoppelt
Ziege
Dianova

Anti-Maus Peroxidase gekoppelt 
Ziege
Dianova

Anti-Phospho Stat3
Rabbit
NEB

Anti-Rabbit F(ab)2 TRITC gekoppelt
Ziege
Dianova

Anti-Rabbit Peroxidase gekoppelt 
Ziege
Dianova

Anti-RGS His Epitop
Maus
Qiagen

5.10.2. Oligonukleotide und ihre Sequenz

Gfi-A
5´-CGGGATCCATGCCGCGCTCATTCCTGG-3

Gfi-A(H)
5´-CCCAAGCTTACCACCATGCCGCGCTCATTCC-3

Gfi-B
5´-CGGAATTCTTACTCGAGGGTGCAAAGCAGCTCCGA-3

Gfi-CII
5´-CGGAATTCTTACTCGAGTTTGAGTCCATGCTGAGT-3

Gfi-D
5´-CGGGATCCATGTGCATCAAATGCAGCA-3

Gfi-D(Koz)
5´-CGGGATCCACCATGTGCATCAAATGCAGCA-3

Gfi-E
5´-GGAATTCTTACTCGAGAGACCGCGGCTGGTG-3

Gfi-F
5´-CGGGATCCATGCCGGGGCCGGACTACTC-3

Ba-3
5´-TCGATGGTCAAGTCAATGAC-3

Ba-24
5´-GGGAAGGGCTGGAATGGCCG-3

Ba-B(Xho)
5´-CCCGCTCGAGGTCCAAGGAAATGACGTCTGACC-3

Ba-5´
5´-GACTCGAGTCGACATCGAT-T16-3

His(K)
5´-ACGCGTCGACCACCATGAGAGGATCGCATCACC-3

5.11 Verwendete Geräte und Computerprogramme

5.11.1 Liste der verwendeten Spezialgeräte und ihre Hersteller

Bioimmager FujiBAS 1500
Raytest

Computer & Drucker
Apple

Elektroporationsgerät Gene pulser II
Biorad

konfokales Laser Scanning 
Zeiss

Microscope (LSM)

Luminometer LB 9507
Berthold

Photometer Ultrospec 2000
Pharmacia

Szintillationsmeßgerät Wallac 1410
Pharmacia

5.11.2 Liste der verwendeten Computerprogramme und ihre Hersteller

Bildanalyse AIDA
Raytest

Bildanalyse Photoshop 5.0
Adobe

Datenbankanalyse Blast 2.0
NCBI

Proteinanalyse PROSITE
EBI

Grafikdesign Freehand 7.0
Macromedia

Sequenzanalyse Lasergene Package
DNAstar

Textverarbeitung Office 98 (Macintosh)
Microsoft

Tabellenkalkulation Cricket Graph III
Computer Associates

Abb. 22: Karte der ver-


wendeten Hefeplasmide


links: Genbibliotheksplasmid


rechts: Expressionsplasmid


für die LexA Fusionsproteine
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