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2.
Material 

Hier nicht gesondert aufgeführte Chemikalien (mindestens mit dem Reinheitsgrad „zur Analyse“) und nicht erwähnter allgemeiner Laborbedarf wurden von unterschiedlichen Firmen bezogen.

2.1
Chemikalien 

Acetyl-CoA (Coenzym A)
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Acrylamid
BioRad, München

Agarose
FMC Bioproducts, Dänemark, über Biozym, Hameln

Ampicillin
Bayer, Leverkusen

Amplify
Amersham, Braunschweig

Bacto yeast extract
Difco, Detroit, USA

Bacto-Agar
Difco, Detroit, USA

Bacto-Peptone
Difco, Detroit, USA

Bacto-Tryptone 
Difco, Detroit, USA

Bicine
Sigma, Deisenhofen

BSA (Bovine Serum Albumin)
Sigma, Deisenhofen

Coomassie Brilliant Blue G250
Sigma, Deisenhofen

CSM-Ura-Leu Drop-out Aminosäure-Mix
Bio 101, über Serva, Heidelberg

Deoxycholat (als Natriumsalz)
Sigma, Deisenhofen

Desoxyribonukleotide
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

DMSO (Dimethylsulfoxid)
Fluka, Neu-Ulm

DTT (Dithiothreitol)
Sigma, Deisenhofen

EDTA 

(Ethylendiamin-N,N,N‘,N‘-tetraacetat)
Sigma, Deisenhofen

Ethidiumbromid
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Ethylacetat
Fluka, Neu-Ulm

Galaktose
Difco, Detroit, USA

Glucose
Sigma, Deisenhofen

Glycerin
Fluka, Neu-Ulm

H-89 (Isoquinolinesulfonamid-Derivat)
Biomol, Hamburg

HEPES 

(Hydroxyethylpiperazinethansulfonsäure)
Sigma, Deisenhofen

IPTG (Isopropyl--D-thiogalaktosid)
Biomol, Hamburg

N,N‘-Methylen-bisacrylamid
Sigma, Deisenhofen

Natriumbutyrat
Sigma, Deisenhofen

Natriumdodecylsulfat (SDS)
BioRad, München

Natriumfluorid
Sigma, Deisenhof

Natriumorthovanadat
Sigma, Deisenhofen

Nonidet P-40 (NP-40)
Fluka, Neu-Ulm

Pefabloc
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Polyethylenglykol (PEG) 1000
Merck, Darmstadt

Raffinose
Difco, Detroit, USA

Roscovitine
Calbiochem, Heidelberg

TEMED 

(N,N,N‘,N‘,-Tetramethylethylendiamin)
Sigma, Deisenhofen

Tris (Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan)
Sigma, Deisenhofen

Tween 20
Sigma, Deisenhofen

YNB (Yeast Nitrogen Base)
Difco, Detroit, USA

2.2
Enzyme 

Alkalische Phosphatase (1 U/µl)


Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Diverse Restriktionsenzyme (2-50 U/µl)


Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Life Technologies, Eggenstein

Promega, Heidelberg

Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase I (2 U/µl)


Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Lysozym (23000 U/mg)


Biomol, Hamburg

Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl)


Sigma, Deisenhofen

Trypsin (Rinderpankreas, 110 U/mg)


Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

T4-DNA-Ligase (1 U/µl)


Life Technologies, Eggenstein

Proteinase K (20 U/mg)
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

2.3
Peptide und Proteine

Biotinyliertes H4-Peptid

(enthält die ersten 24 As des Histons H4:

Biotin-[GSGS-Spacer]-SGRGKGGKGLGK

GGAKRHRKVLR; Ait-Si-Ali et al., 1998)


Metabion, Martinsried

Kalbsthymus-Histone (Typ IIA)
Sigma, Deisenhofen

2.4
Antikörper


E: bezeichnet das Epitop, gegen den der Antikörper (AK) gerichtet ist.

Anti-ATF-1-AK (C41-5.1)

(polyklonaler Kaninchen IgG AK)

E: unbekannt


Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

Anti-acetyliertes Histon H4-AK

(polyklonaler Kaninchen IgG AK)

E: As 2-19 des Histons H4


Upstate Biotechnology, Waltham, USA über Biomol, Hamburg



Anti-Ad12 E1A-Antiserum

(polyklonales Schaf-Antiserum)

E: unbekannt


zur Verfügung gestellt von Phil Gallimore, University of Birmingham, England



Anti-ATF-1-AK (FI-1)

(monoklonaler Maus IgG AK)

E: unbekannt


Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

Anti-ATF-2-AK (C-19)

(polyklonaler Kaninchen IgG AK)

E: As 487-505 


Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

Anti-CBP-AK (A-22)

(polyklonaler Kaninchen IgG AK)

E: As 2-22 


Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

Anti-CBP-AK (C-20)

(polyklonaler Kaninchen IgG AK)

E: C-terminus


Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

Anti-c-Jun-AK (KM-1)

(monoklonaler Maus IgG AK)

E: As 56-69


Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

Anti-CREB-1-AK (C-21)

(polyklonaler Kaninchen IgG AK)

E: As 295-321, DNA-Bindedomäne


Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

Anti-CREB-1-AK (X-12)

(monoklonaler Maus IgG AK)

E: As 254-327, DNA-Bindedomäne


Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

Anti-CREB-Antiserum (Ab240)

(polyklonaler Kaninchen IgG AK)

-Domäne von CREB-1 

(Yamamoto et al., 1990)


zur Verfügung gestellt von Marc Montminy, Joslin Diabetes Center, 

Boston, Massachusetts, USA



Anti-FLAG-AK

(monoklonaler Maus IgG AK)

E: DYKDDDDK


Sigma, Deisenhofen

Anti-Kaninchen IgG-AK 

Peroxidase-konjugiert


Amersham, Braunschweig

Anti-Maus IgG-AK Peroxidase-konjugiert


Calbiochem, Heidelberg

Anti-myc-Epitop (9E10)-AK 

(monoklonaler Maus IgG AK)

E: EQKLISEEDLD


Invitrogen, Niederlande

Anti-p300-AK (C-20)

(polyklonaler Kaninchen IgG AK)

E: As 2395-2414 


Santa Cruz, California, USA

Anti-PKA-C-AK (C-20)

(polyklonaler Kaninchen IgG AK)

E: C-terminus


Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

Anti-RII

(monoklonaler Maus IgG AK)

E: N-terminus


zur Verfügung gestellt von Kjetil Taskén Institute of Medical Biochemistry, University of Oslo, Norwegen



Anti-RI(C-20)

(polyklonaler Kaninchen IgG AK)

E: C-terminus


Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg

Anti-Schaf IgG-AK Peroxidase-konjugiert
Pierce, Rockford, USA; über KMF Laborchemie, St. Augustin



Normales Kaninchen IgG-Antiserum
Santa Cruz Biochemicals, Heidelberg



2.5
Nukleinsäuren 

Poly [dI-dC]

(Polydeoxyinosindeoxycytidil-Säure)


Roche Molecular Biochemicals, Mannheim



Heringssperma-DNA
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim



2.6
Medien, Seren, Transfektionsreagenzien und Zellkulturplatten

100 x Nicht-essentielle Aminosäuren


Life Technologies, Eggenstein

6-Loch-Zellkulturschalen mit 3,5 cm Ø Vertiefungen für Transfektionen;

Zellkulturplatten, -flaschen, -schalen


Becton Dickinson, New York, USA, über Oehmen, Essen

DMEM
Life Technologies, Eggenstein



Fötales Kälberserum (FKS)
Life Technologies, Eggenstein

PAA, Marburg



L-Glutamin
Merck, Darmstadt



Lipofectamine

Life Technologies, Eggenstein

OPTI-MEM

Life Technologies, Eggenstein

Penicillin G (1000 U/ml)


Hoechst, Frankfurt

Polyfectin


Biontex, Martinsried

RPMI1640


Life Technologies, Eggenstein

Streptomycinsulfat
Sigma, Deisenhofen

2.7
Radioaktive Substanzen

[35S]-Methionin >37 TBq/mmol


ICN Biomedicals, Eschwege

D-Threo-[dichloracetyl-1-14C]-Chloramphenicol ~3,7 GBq/mmol


ICN Biomedicals, Eschwege

14C-Acetyl-CoA ~2,4 GBq/mmol


ICN Biomedicals, Eschwege

[32P]dCTP >111 TBq/mmol

(spez. Aktivität >3000 Ci/mmol)


ICN Biomedicals, Eschwege

2.8
Molekulargewichtstandards

100-bp DNA-Leiter
Life Technologies, Eggenstein



Vorgefärbte SDS-PAGE Standards,

(Molekulargewichtsbereich von 10 – 220 kDa)
BioRad, München

Amersham, Braunschweig

2.9
Kits

Plasmid-DNA-Maxipräparations-Kit Nucleobond AX 500


Macherey & Nagel, Düren

QIAquick Spin PCR Purification and Gelextraction Kit 


Qiagen, Hilden

Super-Signal-Ultra-Chemilumineszenz-Detektionssystems (für Western-Blot)
Pierce, Rockford, USA; über KMF Laborchemie, St. Augustin



TNT coupled Reticulocyte Lysate System 

(gekoppeltes in vitro Transkriptions/Trans-lations-System für die Produktion von Proteinen) 


Promega, Heidelberg

2.10
Filme, Filter, Membranen und besondere Verbrauchsmaterialien

BioRad Bradford-Reagenz


BioRad, München

Dünnschichtchromatographie-Platten, Kieselgel, 0,2 mm Schichtdicke


Riedel-de Haen, Seelze



Elektroporationsküvetten, 0,4 mm
BioRad, München



Glutathion-Sepharose 4B 
Pharmacia Biotech, Freiburg



Hybond-C-plus Nitrocellulose-Membran


Amersham, Braunschweig

Ni-NTA Agarose


Qiagen, Hilden

Poly-L-Lysin beschichtete Glasobjektträger 
Sigma, Deisenhofen



Protein-A Sepharose


Pharmacia Biotech, Freiburg

Protein-A/G Sepharose
Pierce, Rockford, USA; über KMF Laborchemie, St. Augustin



Replikaplatten ACCUTRAN


Schleicher & Schuell, Dassel

Röntgenfilme X-Omat AR


Kodak, Rochester, USA

Rotiszint eco plus Szintillationsflüssigkeit


Roth GmbH, Karlsruhe

Sephadex G-25-Säulen

(zur Aufreinigung radioaktiv markierter Oligonukleotide)


Pharmacia Biotech, Freiburg

Slide-A-Lyzer Dialyse-Cassetten
Pierce, Rockford, USA; über KMF Laborchemie, St. Augustin



Sterivex-GS 0,22 µm Filter Unit
Millipore, Bedford, Massachusetts, USA



Whatman Filterpapier


Whatman, Maidstone, England

2.11
Spezielle Laborgeräte 

Automatic TLC-Linear Analyzer
Berthold, Overrath



DNA Trio Thermoblock für PCR
Biometra, München



Gene Pulser Elektroporator
BioRad, München



Laser Densitometer Ultrascan XL
Pharmacia Biotech, Freiburg

2.12
Puffer und Lösungen

Hier nicht aufgeführte Zusammensetzungen von Puffern und Lösungen wurden den Laborhandbüchern „Molecular Cloning: a laboratory manual, second edition“ (Sambrook et al., 1989) und „Current Protocols in Molecular Biology“ (Ausubel et al., 1997) entnommen. 

Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung
29,2 g Acrylamid

0,8 g N,N‘-Methylen-Bisacrylamid

mit H2O ad 100 ml



Ampicillin
50 mg/ml in H2O



CHIP-Lyse-Puffer
50 mM HEPES/KOH pH 7,5

150 mM KCl

1 mM EDTA

0,5% NP-40

0,1% Natriumdeoxycholat



CREB/ATF-Bindungspuffer 
10 mM HEPES/KOH, pH 7,9

50 mM KCl

1 mM DTT

1 mM EDTA

5% Glycerin

1 µg poly(dI-dC)

1 µg Heringssperma-DNA)



dNTP-Mix (für PCR)
je 1,25 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP



Gelfixierer
50% 2-Propanol

7% Essigsäure



HAT-Puffer
50 mM Tris/HCl, pH 8,0

1 mM EDTA

10% Glycerin

0,05% Tween 20

10 mM Natriumbutyrat



HAT-Wasch-Puffer
50 mM Tris/HCl, pH 8,0

500 mM KCl

1 mM EDTA, pH 8,0 

0,1% NP-40

0,5% Natriumdeoxycholat



IP+150-Puffer
50 mM HEPES/KOH pH 7.5

150 mM KCl

1 mM EDTA

10 mM NaF

1 mM Na3VO4

10% Glycerin

0,1% NP-40

0,5 mM Pefabloc

10 µg/ml Aprotinin



IPTG-Lösung
1 M in H2O (bei –20 °C gelagert)



Kernextrakt-Puffer A
10 mM Tris/HCl, pH 7,5

1,5 mM MgCl2
10 mM KCl

0,5 mM DTT

0,5 mM Pefabloc



Kernextrakt-Puffer C
20 mM Tris/HCl, pH 7,5

1,5 mM MgCl2
420 mM NaCl

1 mM DTT

0,5 mM Pefabloc

0,2 mM EDTA

25% Glycerin

10 mM NaF

2 mM Na3VO4


Kernextrakt-Waschpuffer
10 mM Tris/HCl, pH 7,5

1,5 mM MgCl2
50 mM KCl

0,25 M Sucrose

0,5 mM DTT

0,5 mM Pefabloc



NB-Puffer
10 mM Bicine

150 mM NaCl



NETN-Puffer
20 mM Tris/HCl, pH 8,0

100 mM KCl

1 mM EDTA

0,5% NP-40



Ni-Elutions-Puffer 
8 M Harnstoff

100 mM NaH2PO4, pH 8,0

300 mM KCl

10% Glycerin

500 mM Imidazol



Ni-Lyse-Puffer
6 M Guanidinhydrochlorid

100 mM NaH2PO4, pH 8,0

300 mM KCl

10% Glycerin

0,5% NP-40

10 mM Imidazol



Ni-Wasch-Puffer
8 M Harnstoff

100 mM NaH2PO4, pH 8,0

300 mM KCl 

10% Glycerin

0,5% NP-40

20 mM Imidazol



PBS
4 mM MgSO4
7 mM CaCl2
1,4 mM KH2PO4
137 mM NaCl

2,7 mM KCl

6,5 mM Na2HPO4



PBS=
wie PBS, nur ohne MgSO4 und CaCl2 



PC+150-Puffer
20 mM HEPES/KOH, pH7,9

150 mM KCl

12,5 mM MgCl2

0,2 mM EDTA

0,05% NP-40

0,05% Tween 20

0,5 mM Pefabloc 

2 µg/µl BSA



PEG1000, 40%
4 g PEG1000

2 ml 1 M Bicine, pH 8,35

ad 10 ml mit H20 (bei –20 °C gelagert)



PS-Lösung
1,5 g Penicillin

2,5 g Streptomycinsulfat

2 g NaCl

0,1 g KCl

0,25 g Glucose

0,1 g NaHCO3
in H2O lösen, mit NaOH auf pH 7,2 einstellen, mit H2O ad 250 ml auffüllen und in 5 ml Aliquots abfüllen



Renaturierungs-Puffer 1
4 M Harnstoff

20 mM HEPES/KOH, pH 7,5

150 mM KCl

2 mM MgCl2

10% Glycerin

0,005% Tween 20



Renaturierungs-Puffer 2
20 mM HEPES/KOH, pH 7,5

150 mM KCl

2 mM MgCl2

10% Glycerin

0,005% Tween 20



SBEG-Puffer
1 M Sorbitol

10 mM Bicine, pH 8,35

3% (v/v) Ethylenglykol



SDS-PAGE-Sammelgelpuffer
0,5 M Tris/HCl, pH 6,8

0,4% SDS



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

0,4% SDS



SDS-PAGE-Laufpuffer (1 x)
25 mM Tris/HCl, pH 8,3

250 mM Glycin

0,1% SDS



SDS-Probenpuffer (6 x)
0,3 M Tris/HCl pH 6,8

0,6 M DTT

12% SDS 

60% Glycerin 

0,6% Bromphenolblau



TBS
10 mM Tris/HCl, pH 7,5

150 mM NaCl



TBS-T
TBS mit 0,1% Tween 20



Transferpuffer (für Western Blot)
48 mM Tris

39 mM Glycin

0,037% (w/v) SDS

20% Methanol



VT-Lösung


0,5 M EDTA

2,5 g/l Trypsin in PBS=



YNB-(-)-Galaktose
wie YNB-(+)-Galaktose, nur ohne Galaktose



YNB-(+)-Galaktose
0,85 g YNB (ohne As, ohne (NH4)2 SO4)

2,5 g (NH4)2SO4
15 g Galaktose

10 g D(+)-Raffinose

10 g Glycerin

8 g Bacto-Agar

0,34 g CSM-Ura-Leu Drop-out Aminosäure-Mix

ad 500 ml mit H2O und 30 min bei 1 bar autoklavieren



YNB-(+)-Glucose
0,85 g YNB (ohne As, ohne (NH4)2 SO4)

2,5 g (NH4)2SO4
10 g D(+)-Glucose

10 g D(+)-Raffinose

8 g Bacto Agar 

0,34 g CSM-Ura-Leu Drop-out Aminosäure-Mix

ad 500 ml mit H2O und 30 min bei 1 bar autoklavieren



YPD-Medium
10 g Bacto-yeast extract

10 g Bacto-Peptone

20 g Glucose

ad 1 l mit H2O und 30 min bei 1 bar autoklavieren



2.13
Bakterienstämme

E. coli K12 DH5 [supE44, lacU169 (80lacZ M15) hsdR 17 recA1 endA1 gyrA96, thi1 relA1] ist ein rekombinationsdefekter Bakterienstamm zur Vermehrung von Derivaten der pUC-Plasmide (bezogen von Life Technologies, Eggenstein).



E. coli K12 BL21 (F-, ompT, hsdS (rB-, mB-), gal) ist ein Protease-defizienter Bakterienstamm zur Expression von Fusionsproteinen (bezogen von Pharmacia Biotech, Freiburg).



E. coli K12 M15[pREP4] (NalS, StrS, RifS, lac-, Ara-, Gal-, mtl-, F-, RecA+, Uvr+, Lon+) besitzt das pREP4-Plasmid, welches konstitutiv das lac-Repressorprotein exprimiert und hierdurch eine strikt IPTG-induzierbare Expression des rekombinanten Proteins von z. B. den pQE-Plasmiden ermöglicht (bezogen von Qiagen, Hilden).



2.14
Hefen

Cdc25-2 ist ein temperatursensitiver S. cerevisiae-Stamm. Dieser Hefestamm enthält eine Mutation im cdc25-2-Gen, das den G-Protein-Austauschfaktor SOS exprimiert (Aaronheim et al., 1997).

2.15
Zellinien

COS7-Zellen
etablierte SV40-transformierte Nierenzellinie der Grünen Meerkatze, American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA (Gluzman, 1981)



HEK-12
etablierte humane embryonale Nierenzellinie, mit dem Ad12 EcoRI-C-Fragment transformiert (Whittaker et al., 1984)



KB-Zellen
etablierte humane oral-epidermoide Karzinomzellinie; ATCC, Manassas, USA (Eagle, 1955)



2.16
Expressionsplasmide

pRc/RSV
eukaryontischer Expressionsvektor, Invitrogen, Niederlande



CMV-5-FLAG
eukaryontischer Expressionsvektor, der die klonierten cDNAs als Fusionsproteine mit einem C-terminalen FLAG-Epitop exprimiert, Sigma, Deisenhofen



pGEX-2T
bakterieller Expressionsvektor, der die klonierten cDNAs als Fusionsproteine mit einer N-terminalen GST-Proteindomäne exprimiert, Pharmacia Biotech, Freiburg



pQE-8
bakterieller Expressionsvektor, der die klonierten cDNAs als Fusionsproteine mit einem N-terminalen Histidinanteil exprimiert, Qiagen, Hilden



pYes2-MYR
Hefe-Expressionsvektor (Uracil [Ura]-Selektion), der die klonierten cDNAs als Fusionsproteine mit einer N-terminalen v-src Myristylierungssequenz exprimiert (Aaronheim et al., 1997), zur Verfügung gestellt von H. Hennemann, Institut für Zellbiologie, Uniklinikum Essen 



pADNS-SOS
Hefe-Expressionsvektor (Leucin [Leu]-Selektion), der die klonierten cDNAs als Fusionsproteine mit einem C-terminalen SOS-Anteil exprimiert (Aaronheim et al., 1997), zur Verfügung gestellt von H. Hennemann, Institut für Zellbiologie, Uniklinikum Essen 



pcDNA3.1-myc/his
eukaryontischer Expressionsvektor, der die klonierten cDNAs als Fusionsproteine mit einem C-terminalen myc- und his-Epitop exprimiert, Invitrogen, Niederlande 



PCR3.1
eukaryontischer Expressionsvektor, Invitrogen, Niederlande



2.17
Zur Verfügung gestellte Plasmide

pBL-CAT3 
basaler CAT-Reportergen-Vektor, Luckow und Schütz (1987)



G5-E1BTATA-CAT
enthält fünf Gal4-Bindestellen sowie die Ad2 E1B-TATA-Box vor dem CAT-Reportergen, zur Verfügung gestellt von R. Bernards, The Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, Niederlande



phc-jun(-1600/+740)-CAT
enthält den humanen c-jun-Promotor von nt-1600 bis +740, zur Verfügung gestellt von A. J. van der Eb, Laboratory for Molecular Carcinogenesis, Sylvius Laboratories, University of Leiden, Niederlande



pRc/RSV-CBP
kodiert für das CREB-Bindeprotein (CBP), zur Verfügung gestellt von R. Goodman, Vollum Institute, Oregon Health Sciences University, Portland, USA



pRc/CMV-A-CREB
kodiert für den dominant-negativen Inhibitor A-CREB, zur Verfügung gestellt von C. Vinson, Laboratory of Biochemistry, National Cancer Institute, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA



RSV-CHO-PKA-C(
exprimiert die katalytische Untereinheit Cder PKA, zur Verfügung gestellt von R. A. Maurer, Department of Cell and Developmental Biology, School of Medicine, Oregon Health Sciences University, Portland, USA



pRc/RSV-CREB
kodiert für das cAMP-Response-Element (CRE) Bindeprotein CREB (oder auch als CREB-1 bezeichnet), zur Verfügung gestellt von M. R. Montminy, Joslin Diabetes Center, Boston, Massachusetts, USA



pGEM-ATF-1
kodiert für den “Activating transcription factor 1”, CRE-Bindeprotein, zur Verfügung gestellt von G. Schuetz, Division Molecular Biology of the Cell 1, German Cancer Research Center, Heidelberg



pRc/RSV-PKI 
exprimiert den spezifischen Proteinkinase-Inhibitor (PKI) der PKA-C(, zur Verfügung gestellt von R. A. Maurer, Department of Cell and Developmental Biology, School of Medicine, Oregon Health Sciences University, Portland, USA



CMV(-p300
exprimiert p300, zur Verfügung gestellt von D. Livingston, Dana-Farber Institute and Harvard Medical School, Boston, USA



GST-CBP1-1890 und GST-CBP1-1690
kodieren für C-terminale CBP-Deletionsmutanten, zur Verfügung gestellt von A. Harel-Bellan, Laboratoire Oncogénèse, Différenciation et Transduction du Signal, Villejuif, Frankreich



pBS-RII
exprimiert die regulatorische Untereinheit RIIdes cAKII-Holoenzyms, zur Verfügung gestellt von K. Taskén, Institute of Medical Biochemistry, University of Oslo, Norwegen 



pBS-RI
exprimiert die regulatorische Untereinheit RIdes cAKI-Holoenzyms, zur Verfügung gestellt von K.  Taskén, Institute of Medical Biochemistry, University of Oslo, Norwegen 



pcDNA3.1-Ht31


exprimiert die As 418-718 des humanen Schilddrüsen-Verankerungsproteins Ht31 einschließlich der RII-Bindedomäne von As 493-515 (Lester et al, 1997), zur Verfügung gestellt von K. Taskén, Institute of Medical Biochemistry, University of Oslo, Norwegen 



pcDNA3.1-Ht31-P


Ht31-P enthält einen Aminosäureaustausch an Position 502 von Serin nach Prolin in der RII-Bindedomäne des humanen Schilddrüsen-Verankerungsproteins Ht31 (Lester et al., 1997), zur Verfügung gestellt von K. Taskén, Institute of Medical Biochemistry, University of Oslo, Norwegen 



pCMV-HA-HDAC-1
kodiert für die Histondeacetylase-1 (HDAC-1), zur Verfügung gestellt von A. Harel-Bellan, Laboratoire Oncogénèse, Différenciation et Transduction du Signal, Villejuif, Frankreich



pRc/RSV-AKAP149
exprimiert die RI- und RII-Interaktionsdomäne des dual-spezifischen AKAP149 von As 326-425, zur Verfügung gestellt von K. Taskén, Institute of Medical Biochemistry, University of Oslo, Norwegen 



2.18
Oligonukleotide

Die hier aufgelisteten Oligonukleotide wurden von der MWG Biotech GmbH (Ebersberg) oder Metabion (Martinsried) synthetisiert, entsalzt und lyophylisiert. Die Oligonukleotide wurden in H2O aufgenommen (Endkonzentration der Stammlösung je 100 pmol/µl). Modifikationen oder zusätzlich synthetisierte Nukleotide (z. B. Restriktionsschnittstellen) in den aufgeführten Oligonukleotiden sind in Klammern gesetzt.

Oligonukleotid
Sequenz (5‘(3‘)

3‘ Ad12 E1A, Ad12-Genom nt 1374 ohne Stop


(CGGGATCC)ATTACATCTAGGGCGTTTCACTGAC

3‘ E2Ad12, Ad12-Genom nt 25481, pmTATA 

(Punktmutationen in der TATA-Box des E2Ad12(140bp)-Promotors)


(CGGGATCCT)GTTCAAAAAAAACTGCTCCCTCTC



3‘ E2Ad12, Ad12-Genom nt 25501 


(CGGGATCC)CTTGCAGGACGCAGAAGCTC

3‘ RII, nt 1404 Stop


(TTTCCCGGG)TCACTACTGCCCGAGGTTGCCCAG

3‘ RI, nt 1249, Stop


(TTTCCCGGG)TCATTATCAGACAGACAGTGACACAAAACTGTT



3‘Ad12 E1A, Ad12-Genom nt 1374, 2x Stop


(CCCAAGCTT)TTATCAATTACATCTAGGGCGTTTCACTG



5‘ Ad12 E1A, Ad12-Genom nt 502, DA16 

(Punktmutationen führen zum As-Austausch an Position 16 im E1A-Protein von Asp nach Ala)


(CCCAAGCTT)ATGAGAACTGAAATGACTCCCTTGGTCCTGTCGTATCAGGAAGCTGCCGACATATT

5‘ Ad12 E1A, Ad12-Genom nt 502, DA24 

(Punktmutationen führen zum As-Austausch an Position 24 im E1A-Protein von Asp nach Ala)


(CCCAAGCTT)ATGAGAACCGAAATGACTCCCTTGGTCCTGTCGTATCAGGAAGCTGACGACATATTGGAGCATTTGGTGGCCAACTTTTTT 

5‘ Ad12 E1A, Ad12-Genom nt 502, IP18 

(Punktmutationen führen zum As-Austausch an Position 18 im E1A-Protein von Ile nach Pro)


(CCCAAGCTT)ATGAGAACTGAAATGACTCCCTTGGTCCTGTCGTATCAGGAAGCTGACGACCCATTGGAGCATTTGAAC

5‘ Ad12 E1A, Ad12-Genom nt 502, LS19 

(Punktmutationen führen zum As-Austausch an Position 19 im E1A-Protein von Leu nach Ser)


(CCCAAGCTT)ATGAGAACTGAAATGACTCCCTTGGTCCTGTCGTATCAGGAAGCTGACGACATATCGGAGCATTTG 

5‘ Ad12 E1A, Ad12-Genom nt 502, RG2 

(Punktmutationen führen zum As-Austausch an Position 2 im E1A-Protein von Arg nach Gly)


(CCCAAGCTT)ATGGGCACTGAAATGACTCCCTTGGTC

5‘ Ad12 E1A, Ad12-Genom nt 502, wt 


(CCCAAGCTT)ATGAGAACTGAAATGACTCCCTTGGTC



5‘ Ad12 E1A, Ad12-Genom nt 589, N + ATG (führt zur Deletion der As 1-29 im E1A-Protein) 


(CGGGATCC)ATGGTACCCAGTGATGATGATCTTT

5‘ Ad12 E1A, Ad12-Genom nt 739, 1-79 

(führt zur Deletion der As 1-79 im E1A-Protein)


(CCCAAGCTT)ATGCCGGAGCCTCCTGTACTTTCTCCT

5‘ E2Ad12, Ad12-Genom nt 25598,E2F 

(Deletion der E2-E2F-Sequenz im E2Ad12(140bp)-Promotor)
(CGGGATCC)TGACGTCATGTTGAAAGTCGCGCGCGGGCTTT

5‘ E2Ad12, Ad12-Genom nt 25608, CRE 

(Deletion des E2-CREs im E2Ad12(140bp)-Promotors)


(CGGGATCC)CTTTTCCCGCCTGTTGAAA

5‘ E2Ad12, Ad12-Genom nt 25641, 

(für E2Ad12(140bp)-Promotor)


(CGGGATCC)GTAAGGCGTGGGAATATCTTT

5‘ E2Ad12, Ad12-Genom nt 25641, pmCRE (Punktmutationen im E2-CRE des E2Ad12(140bp)-Promotors)


(CGGGATCC)GTAAGGCGTGGGAATATCTTTACTTCATCTTGTTGTGAATTCACTTTTCC

5‘ E2Ad12, Ad12-Genom nt 25641, pmE2F (Punktmutationen in der E2-E2F-Sequenz des E2Ad12(140bp)-Promotors)


(CGGGATCC)CGTAAGGCGTGGGAATATCTTTACTTCATCTTGTTGTGACGTCACTTTTCCATACTGTTGAA

5‘ E2Ad12, Ad12-Genom nt 25716 

(für E2Ad12(215bp)-Promotor)


(CCGGGATCC)GCTTAACCAATTCATTTTGCTAGA

5‘ E2Ad12, Ad12-Genom nt 25825 

(für E2Ad12(324bp)-Promotor)


(CGGGATCC)TGATATATCAGGGCAGCTGGCCAAG

5‘ E2Ad12, Ad12-Genom nt 25890 

(für E2Ad12(389bp)-Promotor)


(CGGGATCC)GGCGTCGCGAGGCAAAAGTACA

5‘ E2Ad12, Ad12-Genom nt 25927 

(für E2Ad12(420bp)-Promotor)


(CGGGATCC)CCGCAAGCTGTGCCCCAGCGT

5‘ RII, nt 190, ATG der RII-Untereinheit


(TTTCCCGGG)ATGAGCCACATCCAGATCCCG

5‘ RII, nt 463, As 1-91 

(führt zur Deletion der As 1-91 in der RII-Untereinheit)


(TTTCCCGGG)AGCAGATTTAATAGACGAGTA

5‘ RI, nt 104, ATG der RI-Untereinheit


(TTTCCCGGG)ATGGAGTCTGGCAGTACCGCCGCC



5‘ RI, nt 377, As 1-91 

(führt zur Deletion der As 1-91 in der RI-Untereinheit)


(TTTCCCGGG)AAAGGTAGGAGGCGACGAGGT

c-jun2-TRE des humanen c-jun-Promotors 

(nt –194 bis nt –178), van Dam et al., 1993


AGCATTACCTCATCCCG

CRE-Som, CRE-Element des Ratten-Somatostatin-Promotors (nt –60 bis nt –29), Montminy et al., 1986


CGCCTCCTTGGCTGACGTCAGAGAGAGAGTTT

E2-CRE des E2Ad12(140bp)-Promotors 

(nt –105 bis nt –84)


(GGG)TTGTTGTGACGTCACTTTTCCC

E2-CRE-Element des E2Ad12(140bp)-Promotors

(nt -113 bis nt –80), mit Biotin und C24-Spacer


(Biotin-C24-)TACTCATCTTGTTGTGACGTCACT TTTCCCGCC-3‘.

Mut-CRE-Som, punktmutiertes CRE-Element des Ratten-Somatostatin-Promotors (nt –60 bis nt –29),

Montminy et al., 1986

CGCCTCCTTGGCTGAATTCAGAGAGAGAGTTT
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