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2 MATERIAL

Die hier nicht aufgeführten Chemikalien und andere Materialien wurden in p. A. Qualität von den Firmen Sigma, Merck oder Roche bezogen.

2.1 Chemikalien

Die aufgeführten Chemikalien hatten p. A.-Qualität.

	Acrylamid
	BioRad, München

	Agarose
	FMC Bioproducts, Dänemark, über Biozym, Hameln

	Ammoniumpersulfat
	Sigma, Deisenhofen

	Ampicillin (Binotal)
	Bayer, Leverkusen

	ATP
	Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

	Bacto Peptone
	Difco, Detroit, USA

	Bacto Tryptone
	Difco, Detroit, USA

	Bacto-Agar
	Difco, Detroit, USA

	Bacto-Hefeextrakt
	Difco, Detroit, USA

	Bromphenolblau
	Sigma, Deisenhofen

	BSA
	Sigma, Deisenhofen

	Coomassie Brilliant Blue G250
	Serva, Heidelberg

	Desoxynukleotide
	Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

	Doxorubicin
	Pharmacia, Freiburg

	DTT
	Sigma, Deisenhofen

	EDTA
	Sigma, Deisenhofen

	EGTA
	Sigma, Deisenhofen

	Ethidiumbromid
	Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

	Gelatine
	Merck, Darmstadt

	Glutathion, reduziert
	Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

	Glycerin
	Fluka, Neu-Ulm

	Hepes
	Merck, Darmstadt

	Lithiumacetat
	Sigma, Deisenhofen

	Matrigel
	Becton Dickinson, Bedford, USA

	Methanol
	Sigma, Deisenhofen

	Mineralöl
	Sigma, Deisenhofen

	MOPS
	Sigma, Deisenhofen

	N,N`-Methylen-Bisacrylamid
	Sigma, Deisenhofen

	NP-40
	Sigma, Deisenhofen

	Platinex-Lösung
	Bristol, München

	PMSF
	Sigma, Deisenhofen

	SDS
	BioRad, München

	TEMED
	Sigma, Deisenhofen

	Tris
	Sigma, Deisenhofen

	Triton-X-100
	BioRad, München

	Tween-20
	Sigma, Deisenhofen


2.2 Enzyme und Peptide

	Alkalische Phosphatase (CIAP, 1 U/µl)
	Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

	Aprotinin (Rinderlunge, 4 TIU/mg)
	Sigma, Deisenhofen

	Leupeptin
	Sigma, Deisenhofen

	Proteinase K
	Serva, Heidelberg

	Restriktionsenzyme (10 - 50 U/µl)
	Life Technologies, Eggenstein

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

	RNase A
	Sigma, Deisenhofen

	SuperScriptTM II Reverse Transkriptase (200 U/µl)
	Life Technologies, Eggenstein

	T4 DNA Ligase (1 U/µl)
	Amersham, Braunschweig

	Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl)
	Perkin Elmer, Norwalk, USA; Sigma, Deisenhofen

	Trypsin (Rinderpankreas, 110 U/ml)
	Roche Molecular Biochemicals, Mannheim


2.3 Antikörper

	Anti-E1A monoklonaler Maus-IgG-Antikörper (M73, Best. Nr. sc-25)
	Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

	Anti-Hsp70 polyklonaler Ziege-Antikörper K-20, Best. Nr. sc-1060)
	Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

	Anti-Uvomorulin (E-Cadherin) monoklonaler Ratten-Antikörper (DECMA-1, Best. Nr. U3254)
	Sigma, Deisenhofen

	Anti-KAI 1 polyklonaler Kaninchen-Antikörper (Best. Nr. sc-1087)
	Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

	Anti-Vimentin monoklonaler Maus- Antikörper (V9, Best. Nr. sc6260)
	Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

	Anti-Neu polyklonaler Kaninchen-Antikörper (C-18, Best. Nr. sc-284)
	Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

	PKA/cat polyklonaler Kaninchen-Anitkörper (C-20)
	Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

	Anti-Maus IgG-Antikörper Peroxidase-konjugiert
	Calbiochem, Heidelberg

	Anti-Kaninchen IgG-Antikörper Peroxidase-konjugiert
	Amersham, Braunschweig

	Anti-Ziege IgG-Antikörper Peroxidase-konjugiert
	Roche Molecular Biochemicals, Mannheim


Radiochemikalien

	-(32P)-dCTP (>220 TBq/mmol bzw. 370 MBq/ml)
	NEN, Bad Homburg


2.4 Kits und Reagenzien

	ExpressHybTM Hybridization Solution
	Clontech, Heidelberg

	ExSiteTM PCR-Based Site-Directed Mutagenesis Kit
	Stratagene, Heidelberg

	Luciferase Assay System
	Promega, Heidelberg

	Nucleobond AX-500 Plasmid Präparations-Kit
	Machery & Nagel, Düren

	QIAamp Blood and Tissue Kit
	Qiagen, Hilden

	QIAquick Gel Extraction Kit
	Qiagen, Hilden

	QIAquick PCR Purification Kit
	Qiagen, Hilden

	Ready-To-Go DNA Labelling Beads
	Pharmacia, Freiburg

	SuperSignal ULTRA Chemiluminescent Substrate
	Pierce, Rockford, USA; über KMF Laborchemie, St. Augustin

	TriZOL-Reagenz
	Life Technologies, Eggenstein


2.5 Molekulargewichtstandards

	100 bp DNA-Ladder
	Life Technologies, Eggenstein

	-DNA-Marker
	Life Technologies, Eggenstein

	
	

	RNA Ladder
	New England Biolabs

	
	

	Full Range Rainbow Marker
	Amersham, Braunschweig

	Prestainend SDS-PAGE Standards, High Range
	BioRad, München


Lösungen und Materialien für die Zellkultur

	100 x nicht-essentielle Aminosäuren
	Life Technologies, Eggenstein

	DMSO
	Riedel-de-Haen, Seelze

	DOSPERTM Transfektionsreagenz
	Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

	Dulbecco`s Modified Eagle Medium
	Life Technologies, Eggenstein

	Fötales Kälberserum
	PAA, Marburg

	G418
	PAA, Marburg

	Glutamin
	Merck, Darmstadt

	Kryoröhrchen
	Nunc, Wiesbaden

	Penicillin G
	Hoechst, Frankfurt

	RPMI1640
	Life Technologies, Eggenstein

	Streptomycinsulfat
	Sigma, Deisenhofen

	Transwell-Einsätze
	Becton Dickinson, New York, USA

	Zellkulturschalen, -flaschen, -platten 

(6er-Zellkulturschalen mit 3,5 cm Ø Vertiefungen;

24er-Zellkulturschalen mit 1,5 cm Ø Vertiefungen)
	Greiner GmbH, Solingen;

Becton Dickinson, New York, USA


2.6 Besondere Verbrauchsmaterialien

	BioRad Protein Assay
	BioRad, München

	Elektroporationsküvetten, 0,4 mm
	BioRad, München

	Sephadex G-50-Säulen
	Pharmacia, Freiburg

	Hybond-C-plus Blotting Membran
	Amersham, Braunschweig

	Hybond-N Blotting Membran
	Amersham, Braunschweig

	Ionenaustauscher AG 501X8
	BioRad, München

	Polaroidfilme
	Kodak, Stuttgart

	Röntgenfilme (X-omat AR5, BIOMAX)
	Kodak, Stuttgart

	Sterivex-GS, 0,22 µm Filter Größe
	Millipore, Eschborn

	Whatman-Filterpapier
	Whatman, Maidstone, England


2.7 Spezielle Geräte

	Bakterienschüttler G25
	New Brunswick Scientific, Edison, USA

	CO2 Begasungsinkubator
	Heraeus, Düsseldorf

	DNA-Trio-Thermoblock für die PCR
	Biometra, Göttingen

	Gene Pulser II
	BioRad, München

	Gene Quant, DNA/RNA Calculator
	Pharmacia, Freiburg

	Hybridisierungsofen
	Biometra, Göttigen

	Laser Densitometer Ultroscan XL
	LKB, Pharmacia, Freiburg

	Luminometer
	Berthold, Overrath

	Mini-Protean-II-Cell
	BioRad, München

	Novaspec II Photometer
	Pharmacia, Freiburg

	Phasenkontrastmikroskop
	Leitz, Wetzlar

	Ultraschalldesintegrator
	Branson, USA

	Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
	BioRad, München

	Transilluminator (UV, 302 nm)
	Bachhofer, Reutlingen


2.8 Verwendete Puffer und Lösungen

Hier nicht aufgeführte Puffer und Lösungen wurden dem Handbuch für molekularbiologische Methoden „Current Protocols in Molecular Biology“ (Ausubel et al., 1997) entnommen.

	Acrylamid-Lösung
	29,2 g Acrylamid

0,8 g N, N`-Bisacrylamid

auf 100 A. bidest

(Lagerung bei 4°C)

	Ampicillin-Lösung
	50 mg/ml in A. bidest

(Lagerung bei –20°C)

	Aprotinin-Lösung
	1 mg/ml Aprotinin

10 mM Hepes/KOH pH 7,5

(Lagerung bei –20°C)

	APS-Lösung (10%)
	0,1 g/ml in A. bidest

(Lagerung bei –20°C)

	CIAP-Puffer (10 x)
	0,5 M Tris/HCl pH 8,5

1 mM EDTA

1 mM ZnCl2

(Lagerung bei –20°C)

	Zytomix (für die Elektroporation)
	120 mM KCl

0,15 mM CaCl2
10 mM K2HPO4/KH2PO4, pH 7,6

25 mM Hepes, pH, 7,6

2 mM EGTA

5 mM MgCl2
2 mM ATP

5 mM Glutathion

10% (v/v) FKS

	Denaturierungslösung
	1,5 M NaCl

0,5 M NaOH

	Denhardts-Lösung (100 x)
	2% (w/v) BSA

2% (w/v) Ficoll

2% (w/v) Polyvinylpyrollidon

(Lagerung bei –20°C)

	DNA-Probenpuffer (6 x)
	150 mM EDTA

0,25% (w/V) Bromphenolblau

0,25% (W/V) Xylencyanol FF

30% Glycerin


	dNTP-Mix
	1,25 mM dATP

1,25 mM dCTP

1,25 mM dGTP

1,25 mM dTTP

in A. bidest

(Lagerung bei –20°C)

	E1A-Lyse-Puffer
	250 mM KCl

50 mM Hepes/KOH pH 7,9

0,1% NP-40

1 mM EDTA

1 mM DTT

10 µg/ml Aprotinin

10 µg/ml Leupeptin

	Entwicklungspuffer
	0,1 M Glycin/NaOH, pH 10

	Ethidiumbromid-Lösung
	10 mg/ml in A. bidest

	First Strand-Puffer (5 x) für die reverse PCR
	250 mM Tris/HCl pH 8,3

375 mM KCl

15 mM MgCl2

(Lagerung bei –20°C)

	G418-Stammlösung
	400 mg/ml in A. bidest

	Gelfixier-Lösung 
	500 ml Methanol

50 ml Eisessig

auf 1 l mit A. bidest

	HBS-Puffer
	20 mM Hepes, pH 7,4

150 mM NaCl

	Hybridisierungslösung (für den Southern Blot)
	6 x SSC

5 x Denhardts-Lösung

0,5% SDS

20 µg/ml Heringsperma-DNA


	Kernextrakt-Puffer A
	10 mM Hepes/KOH pH 7,9

1,5 mM MgCl2
10 mM KCl

0,1 mM EDTA pH 8,0

1,0 mM DTT

0,5 mM PMSF

	Kernextrakt-Puffer C
	20 mM Hepes/KOH pH 7,9

1,5 mM MgCl2
420 mM KCl

1,0 mM EDTA pH 8,0

1,0 mM DTT

1,0 mM PMSF

0,01 mg/ml Aprotinin

0,01 mg/ml Leupeptin

25% (v/v) Glycerin

	Kollagenase-Lösung
	0,1 U/ml in PBS=

	Laemmli-Puffer (6 x)
	0,3 M Tris/HCl pH 6,8

0,6 M DTT

12% (w/v) SDS 

60% (v/v) Glycerin 

0,6% (w/v) Bromphenolblau 

	Laurylsarkosyl-Puffer
	50 mM Tris/HCl, pH 7,5

50 mM EDTA

1% (v/v) Na-Lauryl-Sarcosyl

1 mg/ml RNAse A

0,1 U/ml Proteinase K



	LB-Agar
	15 g Agar in 1 l LB Medium

	LB-Medium
	10 g Bacto-Tryptone

10 g NaCl

5 g Hefeextrakt

auf 1 l mit A. bidest

autoklavieren, (Lagerung bei 4°C)

	Leupeptin-Stammlösung
	1 mg/ml in A. bidest

(Lagerung bei –20°C)

	Ligase-Puffer (10 x)
	0,66 M Tris/HCl pH 7,6

66 mM MgCl2

100 mM DTT

0,66 mM ATP

(Lagerung bei –20°C)

	Luciferase Lyse-Puffer
	25 mM Tris/HCl, pH 7,8

2 mM DTT

2 mM 1,2-diaminocyclohexan N,N,N`,N`-tetraessigsäure

10% (v/v) Glycerin

1% Triton X-100

	MOPS (10 x)
	0,2 M MOPS

0,05 M NaAc

0,01 M EDTA

pH 7,0

	MTT-Stammlösung
	5 mg/ml in PBS

	Neutralisierungslösung
	1,5 M NaCl

0,5 M Tris/HCl pH 7,2

1 mM EDTA

	P1-Puffer (für die Plasmidpräparation)
	50 mM Tris/HCl pH 8,0

10 mM EDTA

100 µg/ml RNase A

	P2-Puffer (für die Plasmidpräparation)
	200 mM NaOH

1% (w/v) SDS

	P3-Puffer (für die Plasmidpräparation)
	3 M KAc pH 5,5

	PBS
	137 mM NaCl

2,7 mM KCl

1,4 mM KH2PO4
6,5 mM Na2HPO4
0,4 mM MgSO4
0,7 mM CaCl2

	PBS=
	Wie PBS, ohne MgSO4 und CaCl2


	PCR-Reaktionspuffer (10 x)
	100 mM Tris/HCl, pH 8,4

500 mM KCl

15 mM MgCl2

(Lagerung bei –20°C)

	Penicillin/Streptomycin-Lösung
	1,5 g Penicillin

2,5 g Streptomycin

2 g NaCl

0,1 g KCl

0,25 g NaHCO3

pH 7,2 einstellen, auf 250 ml mit A. bidest 

(Lagerung bei –20°C)

	PMSF-Lösung
	10 mg/ml in 96% Ethanol

(Lagerung bei –20°C)

	Renaturierungslösung 
	2,5% (v/v) Triton X-100

in A. bidest

	RNA-Probenpuffer (5 x)
	2,5% (w/v) Bromphenolblau

2,5% (w/v) Xylencyanol

1 mM EDTA

50% (v/v) Glycerin

	SDS-Gelentfärber
	100 ml Eisessig

125 ml Isopropanol

auf 1 l mit A. bidest

	SDS-Gelfärber
	450 ml Methanol

450 ml A. bidest

100 ml Eisessig

2,5 g Coomassie Blue

	SDS-PAGE-Laufpuffer
	25 mM Tris/HCl pH 8,3

250 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

	SDS-PAGE-Sammelgelpuffer
	0,5 M Tris/HCl, pH 8,8

0,4% (w/v) SDS

	SDS-PAGE-Trenngelpuffer
	1,5 M Tris/HCl, pH 6,8

0,4% (w/v) SDS

	SSC (20 x)
	3,0 M NaCl

0,3 M Na3-Citrat

	TAE-Puffer (50 x)
	2 M Tris Base 

1 M Na-Acetat

0,1 M EDTA, pH 7,4

	TBS-Blockierungspuffer
	1 x TBS

0,1% (v/v) Tween 20

10% (w/v) Magermilchpulver

	TBS-Puffer
	10 mM Tris/HCl, pH 8,0

150 mM NaCl

	TE-Puffer
	10 mM Tris/HCl, pH 8,0

1 mM EDTA

	TFP1-Lösung
	100 mM RbCl

50 mM MnCl2 x 4xH2O

30 mM KAc

10 mM CaCl2
15% (v/v) Glycerin

	TFP2-Lösung
	10 mM MOPS

10 mM RbCl

100 mM CaCl2
15% (v/v) Glycerin

	Transferpuffer (für den Western Blot)
	48 mM Tris, pH 7,5

39 mM Glycin

0,037% (w/v) SDS

20% Methanol

	Trypsin-Lösung
	0,5 M EDTA

2 g/l Trypsin

	Zymographie-Probenpuffer (2 x)
	0,125 M Tris/HCl, pH 6,8

4% (w/v) SDS

0,01% (w/v) Bromphenolblau

20% (v/v) Glycerin


2.9 Bakterienstämme (E. coli)

	DH5
	SupE44 lacU169 (80lacZ M15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 (Life Technologies, Eggenstein)

	JM109
	recA1 supE44 endA1 hsdM15 gyrA96 relA1 thi (lac-proAB) F’ [traD36 proAB+ lacIq lacZM15] (Promega, Heidelberg)


2.10 Zelllinien

	BLM
	Humane Melanomzelllinie, zur Verfügung gestellt von Guido Swart, Universität Njimegen, Niederlande (van Muijen et al., 1991)

	H1299
	Humane nicht-kleinzellige Lungenkarzinom Zelllinie, American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA (Gazdar et al., 1990, Takahashi et al., 1992)

	293
	Humane embryonale Nierenzelllinie mit Ad5 E1A und E1B transformiert, American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA (Graham et al., 1977)

	F9
	Embryonale Karzinomlinie der Maus, American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA (Bernstine et al., 1973)

	A549
	Humane Lungenkarzinom Zelllinie, American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA (Girad et al., 1973)

	MDA-MB 361
	Humane Mammakarzinom Zelllinie, American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA (Cailleau et al., 1978)

	MDA-MB-435
	Humane Mammakarzinom Zelllinie, American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA (Cailleau et al., 1978)

	MDA-MB-231
	Humane Mammakarzinom Zelllinie, American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA (Cailleau et al., 1978)


Vektoren

	pRc-RSV 
	Eukaryontischer Expressionsvektor, Invitrogen, Heidelberg

	pGL2
	Luciferase Reporter Vektor, Promega, Heidelberg

	pGL3B
	Luciferase Reporter Vektor, Promega, Heidelberg


2.11 Reporterplasmide

	pGL2-p53
	Enthält den humanen p53-Gen-Promotor (Nukleotidpositionen -317 – 

-65)

	pGL2-hsp70
	Enthält den minimalen hsp70-Gen-Promotor (zur Verfügung gestellt von C. Svensson, Universität Upsala, Schweden)

	pGL3B-TRTP
	Enthält den hTERT-Gen-Promotor (Nukleotidpositionen -1665 - +5, zur Verfügung gestellt von I. Horikawa und J. C. Barrett, National Institute of Environmental Health Science, North Carolina, USA)


2.12 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG (Ebersberg) oder Metabion (Martinsried) hergestellt.

	Name:
	5` ( 3`-Sequenz:



	E1A-5`
	Act aag ctt ctc cga gcc gct ccg aca ccg

	E1A-3`
	Tac gaa ttc ggt tta cac ctt atg gcc tgg ggc g

	E1A-RT
	Ggc gtt aac cac aca cgc aat cac agg

	P1 Mutagenese 
	Ggt gag gag ttt gtg tta gat tat g

	P2 Mutagenese
	Cac ctc cgg tac aag gtt tgg c

	P3 Mutagenese
	Cat ttt cag tcc cgg tgt cgg

	P4 Mutagenese
	Cct gtg tct gaa cct gag cc


























