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B. Material und Methoden

1. Molekularbiologisches Arbeiten

1.1 Vektoren

Folgende Vektoren wurden für die Transfektion der Connexingene in Chorion​karzi​nom​zellen verwendet:

1. Kommerziell erhältliche Vektoren (Basisvektoren)

pSG-5:

Eukaryotischer Expressionsvektor mit dem SV40 Early Promotor




und einem Polyadenylierungssignal;



Vektorgröße: 4,1 kb



(Stratagene)


pSV.SPORT1:
Expressionsvektor mit dem SV40 Early Promotor und einem




Polyadenylierungssignal;



Vektorgröße: 3,16 kb



(Gibco BRL)

Die Karten der Vektoren befinden sich im Anhang.

2. Expressionsplasmide für Connexine
Die für die Transfektion verwendeten Expressionsplasmide wurden von Peter Hellmann (Hellmann, 1995) konstruiert. Im Einzelnen wurden folgende Plasmide verwendet:


pPH9:

In den pSV.SPORT1-Vektor wurde ein 1,2 kb großes EcoR1 




cDNA-Fragment, welches den kodierenden Bereich des Ratten 




Cx26 enthält (Zhang und Nicholson, 1989), einkloniert.


pPH17:

Der offene Leserahmen des humanen Cx43 wurde mittels Poly-




merasekettenreaktion (PCR) amplifiziert und das 1,14 kb große




PCR-Produkt in die BamH1 Schnittstelle des pSG-5-Vektor 




einkloniert (Hellmann, 1995)


pPH18:

Der offene Leserahmen des humanen Cx40 wurde mittels Poly-




merasekettenreaktion (PCR) amplifiziert und das 1,16 kb große




PCR-Produkt in die EcoR1 Schnittstelle des pSG-5-Vektor ein-




​​klo​​​niert (Hellmann, 1995)

3. Zur Verfügung gestellte Vektoren

pBEH-pac18:
Puromycin-Selektionsvektor, der für die Co-Transfektion verwen-
det wurde; Enthält einen etwa 1 kb großen Genabschnitt (pac-Gen), der die Puromycin-N-acetyltransferase kodiert. Von Prof. Dr. K. Willecke (Universität Bonn) zur Verfügung gestellt;





Vektorgröße: 4,8 kb

1.2 DNA

1.2.1 Vermehrung und Isolierung der Expressionsplasmide und Basisvektoren

1.2.1.1 Transformation von E. coli

Für die Transformation wurde der Stamm XL1-Blue verwendet, der vom Sicherheitsstamm E. coli K12 abgeleitet wurde.

XL1-Blue: supE44, hsdR17, rec A1, gyr A46, thi, relA1, lac(  F’(proAB+lacIqlacZ(M15


 Tn10(tetr))

Die Bakterien wurden nach dem Protokoll von Sambrook et al., 1989 , mit CaCl2 behandelt, um auf diese Weise kompetente Zellen herzustellen, die somit befähigt waren, Plasmid-DNA aufzunehmen.

In jeweils 1,5 ml Reaktionsgefäßen wurden nun ca. 5 (g  Plasmid-DNA zu 100 (l kompeten-ten Zellen gegeben.

Die Methode der Transformation und die anschließende Kultivierung des transformierten E.coli-Stammes wurde angewendet, um die Expressionsplasmide mit den cDNA-Fragmenten von Ratten Cx26, humanem Cx40 und humanem Cx43 sowie die beiden Basisvektoren pSG-5 und pSV.SPORT1 zu vermehren und anschließend zu isolieren.

Nach Gabe der jeweiligen Plasmid-DNA zu den kompetenten Zellen wurde das Gemisch für 30 Min auf Eis belassen und im Anschluß für 30 S bei 42°C inkubiert.

Danach wurden die transformierten Bakterien jeweils in ein Reagenzröhrchen überführt und mit 800 (l vorgewärmtes LB-Medium (siehe Anhang) aufgefüllt. Die Röhrchen wurden dann für 30 min in einen Rotationsschüttler (37°C, 190 Upm, Orbital Shaker, Scientific) inkubiert. Anschließend wurde der Inhalt erneut in jeweils 1,5 ml Reaktionsgefäße zurückgeführt und diese bei 10000 Upm für ca. 1 min zentrifugiert (Tischzentrifuge, Centrifuge 5415, Eppendorf).

Vom Überstand wurden 750 (l verworfen. Die restlichen 150 (l wurden schließlich mit dem Pellet resuspendiert und auf Ampicillin-Agarplatten (siehe Anhang) mit einem Drygalskispatel ausgestrichen.

Die ausgestrichenen Agarplatten wurden über Nacht in eine Wärmekammer (37°C) deponiert.

1.2.2 Minipräparation von Plasmid-DNA

Eine der durch die Transformation erhaltenen Bakterienkolonien wurde von der Agarplatte mit einer sterilen Pipettenspitze abgenommen und in ein 5 ml LB-Medium und 10 (l Ampicillin (100 (l/ml) enthaltenes Polypropylen-Röhrchen überführt.

Dieses wurde ü.N. bei 37°C und 190 Upm im Rotationsschüttler inkubiert.

Die Isolierung der Plasmid-DNA in Form der Minipräparation dient der Feststellung, ob das Bakterium auch das gewünschte Plasmid mit komplettem „Insert“ aufgenommen hat.

Zur Kontrolle der erfolgreichen Klonierung wurde die alkalische Lyse nach der Methode von Birnboim und Doly (1979) angewendet:

1,5 ml der ü.N.-Kultur wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert und für 1 min bei 14000 Upm in einer Tischzentrifuge beschleunigt. Der Überstand wurde verworfen und erneut 1,5 ml der ü.N.-Kultur zum Pellet gegeben und abermals abzentrifugiert.

Das Pellet wurde nun in 100 (l eiskalter GTE(()-Lösung (siehe Anhang) resuspendiert, für 2 min bei 37°C mit offenem Deckel im Wasserbad inkubiert und dann für weitere 3 min bei RT stehengelassen.

Anschließend wurden 200 (l frisch hergestellter Lösung (( (siehe Anhang) zugegeben, das Reaktionsgefäß mehrfach invertiert und für 5 min auf Eis belassen.

Nun wurde 150 (l einer eiskalten 3 M NaAcetat-Lösung (pH 5,2 ; siehe Anhang) zugeführt. Während des „Vortexen“ konnte man ein Ausflocken von genomischen DNA/Protein-Komplexen beobachten. Nach 5 minütiger Inkubation auf Eis wurden die Komplexe in der Tischzentrifuge bei 14000 Upm 12 min abzentrifugiert.

Der Überstand enthielt die Plasmid-DNA und wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Um noch vorhandene Proteinbestandteile in der Plasmid-DNA zu entfernen, erfolgte eine Phenolextraktion. Dazu wurden 400 (l aus Tris-gesättigtem Phenol und Chloroform-Isoamylalkohol im Verhältnis 1:1 zugegeben, der Ansatz vermischt und anschließend für 2 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation beobachtete man eine Phasentrennung in eine untere organische und obere wäßrige Phase, die die aufgereinigte Plasmid-DNA enthielt.

Der wäßrige Überstand mit der Plasmid-DNA wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und zur Fällung der DNA mit 1 ml 100% Ethanol versetzt. Nach fünfminütiger Inkubation bei RT wurde der Ansatz 20 min zentrifugiert. Dann wurde der Ethanolüberstand abgesaugt und das DNA-Pellet mit 100 (l 80% Ethanol gewaschen. 

Nach kurzem „Vortexen“ und erneuter Zentrifugation wurde das Pellet unter Vakuum im Exsikator 5 min getrocknet. Das getrocknete DNA-Pellet wurde dann in 20 (l/ml RNase- haltigem H2O bid. aufgenommen.

Der DNA-Gehalt der Probe wurde in Quarzküvetten photometrisch bestimmt (1 ml H2O als Referenz und 995 (l H2O mit 5 (l der Probe). Die Extinktion wurde bei 260 nm und 280 nm gemessen. Der Reinheitsgrad wurde nach dem Quotienten E260/E280 kontrolliert und die Konzentration nach der Formel E260 x 200 x 50 / 100 ((g/(l( berechnet.

Die so gewonnene Plasmid-DNA konnte nun durch Restriktionsanalyse charakterisiert werden.

1.2.3 Spaltung der Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen (Spaltansatz für 



Elektrophorese)

Die eingesetzten Restriktionsenzyme EcoR( und BamH( wurden von AGS (Heidelberg) geliefert. Die entsprechenden Pufferbedingungen für die verwendeten Enzyme wurden nach mitgelieferten Tabellen des Herstellers gewählt.

Folgender Ansatz für die Restriktion wurde vorbereitet:


20 (l Gesamtvolumen:


ca. 5 (g Plasmid-DNA


2 (l Puffer


1 (l Enzym


Restmenge H2O bid.

Der Spaltansatz wurde 1 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

1.2.4 Elektrophorese

Mit der Elektrophorese lassen sich Nukleinsäuren aufgrund ihrer negativen Nettoladung in einem elektrischen Spannungsfeld der Größe nach auftrennen. Die Größenauftrennung erfolgt durch Molekularsiebeigenschaften der Matrix. 

Als Matrix diente ein Agarose-Gel. In diesem Fall wurde 0,8% Agarose in TAE-Puffer zur Auftrennung angewandt. Durch Zusatz von 4 (l Ethidiumbromidlösung zum Gel, konnte  später die Auftrennung der DNA unter UV-Durchlicht sichtbar gemacht werden, da Ethidiumbromid in die DNA eingebaut wird.

Als Laufpuffer kam TAE-Puffer zur Anwendung. Die durch Restriktionsverdau behandelten Proben wurden mit 0,1 Vol 6x Probenpuffer (loading buffer mit den Farbstoffen
Bromphenolblau und Xylencyanol, welche als Farbstoffbanden während der Elektropho-
rese sichtbar werden; s. Anhang) versetzt und in die Geltaschen aufgetragen.

Die erste Tasche wurde mit einem DNA-Molekulargewichtsmarker (DNA Molecular Weight Marker (((; Größenstandard für DNA-Fragmente; Boehringer) versehen. Anschließend wurde eine Spannung von 80-90 V angelegt.

Nach erfolgter Auftrennung der DNA-Fragmente wurden die DNA-Banden unter dem Transilluminator dokumentiert und analysiert. Durch Vergleich mit dem mitgelaufenen DNA Molekulargewichtsmarker ließen sich die Basisvektoren und die verschiedenen cDNA-Fragmente der Connexine, je nach Gewicht, nachweisen.

1.2.5 Maxipräparation von Plasmid-DNA
Nachdem durch die Minipräparation und den Restriktionsverdau mit anschließender Elektrophorese nachgewiesen wurde, daß die gepickte Bakterienkolonie auch tatsächlich das jeweilige Plasmid aufgenommen hatte, wurde von den entsprechenden Bakterienkolonien eine erneute Übernacht-Kultur zur Vermehrung in sterilen 1 Liter-Kolben angesetzt. Folgende Ansätze wurden vorbereitet:


250 ml LB-Medium


500 (l Ampicillin (100 (g/ml)


20 (l Bakterien

Anschließend erfolgte eine Inkubation im Schüttler (37°C, 190 Upm) über Nacht.

Vom Rest wurde eine Glycerinkultur zur dauerhaften Lagerung angefertigt. Dazu wurden 850 (l Bakteriensuspension mit 150 (l 87%igem Glycerin vermischt und nach kräftigem „Vortexen“ bei -80°C eingefroren.

Die nachfolgende Maxipräparation zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde mit dem „Maxiprep-Kit“ (Qiagen) vorgenommen. Sie sollte dazu dienen, Plasmid-DNA in größerer Menge und hoher Qualität zu gewinnen, was für eine effiziente Transfektion notwendig ist.

Die 250 ml Lösung der Übernacht-Kultur wurde am nächsten Tag in Zentrifugenkolben überführt und für 15 min bei 4 °C abzentrifugiert (GSA-Rotor, 4000 Upm; Sorvall( RC 28S).

Der Überstand wurde verworfen und das Pellet entsprechend dem mitgelieferten Protokoll weiterbehandelt.

Am Ende wurde die gewonnene Plasmid-DNA in 1 ml H2O bid. aufgenommen.

Wie nach der Minipräparation wurde von der gewonnenen Plasmid-DNA die Konzentration UV-spektrophotometrisch bestimmt und ein Restriktionsverdau (Gesamtvolumen 10 (l: 1 (l Plasmid-DNA; 1 (l Puffer; 0,5 (l Enzym; 7,5 (l H2O) mit anschließender Elektrophorese angesetzt ( siehe Abs. 1.2.3 - 1.2.4).

Ein Polaroidfoto mit dem erbrachten Nachweis der cDNA-Fragmente der Connexine sowie der Puromycin-Klone wurde erstellt.

1.2.6 Isolierung von cDNA aus Agarosegelen
Zur Gewinnung von cDNA, die als Sonde für die „Northern Blot“-Analyse (siehe Abs.1.3.1) eingesetzt wurde, wurde von der durch die Maxipräparation erhaltenen Plasmid-DNA, welche die Connexine 26, 40 und 43 enthielt, erneut ein Restriktionsverdau mit anschließender Elektrophorese angesetzt. Ein entsprechendes Volumen von 12 (g Plasmid-DNA, 2 (l Puffer und 1 (l Restriktionsenzym wurde in H2O bidest zu einem Gesamtvolumen von 20 (l aufgenommen und 1 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Anschließend erfolgte die Auftrennung der DNA durch Elektrophorese (wie unter Abs. 1.2.4 geschildert). Als Agarosegel wurde Gold Agarose (FMC) verwendet, da diese Agarose weniger Verunreinigungen enthält.

Nach erfolgter Auftrennung wurden unter UV-Licht-Kontrolle die sichtbaren Banden der Cx-cDNA-Fragmente mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnittten.

Zur Isolierung von DNA aus der Agarose wurde ein PCR-Reaktionsgefäß mit einer Kanüle am Boden durchbohrt und mit Kunststoffwatte gefüllt, auf welche das ausgeschnittene Gelstück plaziert wurde. Dieses PCR-Röhrchen wurde nun in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß gelegt und anschließend 10 min bei 6000 Upm zentrifugiert.

Durch diesen Versuchsaufbau konnte die cDNA im 1,5 ml Reaktionsgefäß aufgefangen werden, während die Agarose in der Watte zurückblieb.

Zur Kontrolle der Isolierung sowie  zur Abschätzung der Konzentration wurde mit einem Aliquot von 5 (l der gewonnenen cDNA eine erneute Elektrophorese durchgeführt.

Die Konzentration wurde durch Vergleich mit bekannten Konzentrationen der Marker-banden des mitgelaufenen DNA-Molecular-Weight-Marker ((( (0,12 - 21,2 kb) abgeschätzt.

1.3 RNA

1.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Zur Isolierung von Gesamt-RNA für die „Northern Blot“-Analyse wurde die „RNA-Clean TM-Method“ (AGS) angewendet.

Zu Beginn der RNA-Extraktion wurde 1 ml des mitgelieferten RNA-Clean-Puffer auf die Zellen einer zu ca. 70% konfluenten Schräghals-Kulturflasche (25 cm2; Falcon) gegeben und die Zellen mit einem Zellschaber (Cell Scraper; TRP 9902) homogenisiert, nachdem zuvor das Medium abgesaugt und die Zellen mit Moskona-Lsg. (s. Anhang) gewaschen worden waren. Die homogenisierten Zellen wurden dann in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und nach Zugabe von 100 (l Chloroform für 15 s kräftig geschüttelt und auf Eis gestellt. Nach fünfminütiger Inkubation auf Eis wurden die Reaktionsgefäße 15 min bei 12000 Upm in einer Eppendorf-Tischzentifuge bei 4°C zentrifugiert.

Das Homogenat bildete danach drei Schichten: Eine untere gelbliche Phenol-Chloroform enthaltene Schicht, eine mittlere organische Schicht, welche mit DNA und Proteinen versehen war und eine obere farblose wäßrige Phase, in der die RNA gelöst war.

Als nächstes wurde die obere wäßrige Schicht unter dem Abzug vorsichtig in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß übertragen und zur Präzipitation der RNA das gleiche Volumen an Isopropanol zugeführt. Nach Mischung und 15-minütiger Inkubation auf Eis, wurden die Proben für 15 min bei 12000 Upm (4°C) abzentrifugiert. Nach Abschluß der Zentrifugation konnte das RNA-Präzipitat als weißliches Pellet beobachtet werden. Es folgten zwei Waschschritte mit 70%igem Ethanol. Der Überstand wurde verworfen und zum RNA-Pellet 1 ml 70% Ethanol gegeben, gevortext und die Probe schließlich bei 7500 Upm (4°C) für 8 min abzentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet unter Vakuum im Exsikator 5 min getrocknet und in 20 (l RNase freiem H2O bidest gelöst. Zur besseren Auflösung wurde eine Inkubation bei 60°C für 10 min durchgeführt.

Der RNA-Gehalt wurde photometrisch in Quarzküvetten bestimmt und die Exstinktion der Proben bei 260 nm und 280 nm (995 (l H2O bid. + 5 (l RNA) gegen die Referenzprobe (1 ml H2O bid.) gemessen. Der Reinheitsgrad wurde mit dem Quotienten E260/E280 kontolliert und die Konzentration in ((g/(l( berechnet.

1.3.2 Fällung von RNA
Zur Vorbereitung auf die Gelelektrophorese wurde die RNA am Vortag in der gewünschten Menge und Konzentration gefällt (3(l Probe sollte ca. 5 (g RNA enthalten).

Zur Fällung der RNA wurde dem Volumen RNA, welches ca. 5 (g RNA entsprach, 1/10 Vol 3 M NaAcetat-Lsg. (pH 5,2) und 2 Vol 100%iger Ethanol in 1,5 ml Reaktionsgefäßen zugeführt. Die Mischung wurde gevortext und ü.N. bei -20°C inkubiert.

Am nächsten Tag wurden die Proben 10 min bei 14000 Upm zentrifugiert, der Überstand dekantiert, das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen und nach erneuter Zentrifugation das Pellet im Exsikator unter Vakuum 5 min getrocknet. Anschließend wurde das RNA-Pellet in 3 (l Volumen H2O bidest aufgenommen.

1.3.3 Auftrennung von RNA durch Gelelektrophorese
Der Gelaufbau zur Auftrennung der RNA unterscheidet sich von dem für DNA-Agarosegele in der Hinsicht, daß RNA zur Vermeidung von Sekundärstrukturen in denaturierenden Agarosegelen aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekulargröße elektrophoretisch aufgetrennt werden.

Dazu wurde ein 1,6%iges Agarosegel verwendet, das zur Denaturierung von Sekundäratrukturen in der RNA 2,2 M Formaldehyd enthielt. Als Laufpuffer diente  MOPS-Puffer (s. Anhang). 

Die 3 (l Proben, die nach Fällung 5 (g RNA enthielten, wurden mit Formamid (50% Vol./Vol.) und ebenfalls Formaldehyd (2,2 M) versetzt und durch Erhitzen bei 55°C im Wasserbad für 15 min denaturiert. Anschließend wurde 1,5 (l RNA-Laufpuffer und 1,5 (l Ethidiumbromid zugegeben und die Proben in die Geltaschen aufgetragen.

Als Positivkontrollen wurden RNA von Ratten-Leberzellen (für Cx26) und Ratten-Herz-zellen (für Cx40 und Cx43) verwendet.

Es wurde eine Spannung von 90 V angelegt und die Elektophorese für 1-2 h durchgeführt.

Nach erfolgter Auftrennung wurde das Gel auf der UV-Bank begutachtet und zusammen mit einem angelegten Lineal zur späteren Lokalisierung der Banden photographiert.

1.3.4 „Northern Blot“-Analyse von RNA

1.3.4.1 Kapillarblot
Zum Nachweis spezifischer Transkripte durch Hybridisierung mit radioaktiv-markierten cDNA-Sonden mußte die RNA zunächst aus dem Agarosegel auf eine Membran übertragen werden. Dieser Transfer von RNA auf eine Nylonmembran (HybondTM N; Amersham; Life Science) wurde durch Kapillarkräfte unter Verwendung von 20x SSC (s. Anhang) gewährleistet.

Kapillartechnik und Blotaufbau entsprach der Beschreibung von Sambrook et al., 1989. Der Transfer der RNA auf die Nylonmembran dauerte etwa 16-20 h.

Nach dem Transfer wurde die Nylonmembran zur Fixierung der RNA bei 80°C für 2 h gebacken. Der erfolgte Transfer konnte durch abschließende Begutachtung des Gels unter UV-Licht kontrolliert werden.

1.3.4.2 Radioaktive Markierung von cDNA-Sonden
Zur radioaktiven Markierung der cDNA-Sonden (Gewinnung s. Abs.1.2.6) für die Hybridisie-rung wurde das „Multiprime DNA labelling system“ (Amersham, Braunschweig) eingesetzt. Dieses System beruht auf der Methode von Feinberg und Vogelstein, 1983.

Mit Hexanukleotid-Primern, welche zufällig an die DNA binden, wurde unter Einsatz der DNA-Polymerase ( neue DNA von der Matrix synthetisiert, wobei durch Zugabe von (32-P-dCTP im Reaktionsansatz auch radioaktiv markierte Nukleotide eingesetzt wurden.

25 ng cDNA wurden nach den Angaben des Herstellers mit (-32P-dCTP (10(Ci/(l, 3000 Ci/mmol, ICN, Meckenheim) radioaktiv markiert.

Nachdem freie, nicht inkorporierte Nukleotide über eine Sephadex G-50-Säule abgefangen wurden, stand nun die radioaktiv markierte cDNA zur Hybridisierung zur Verfügung. Die Proben wurden zur Denaturierung noch im Wasserbad 5 min gekocht und danach direkt auf Eis gestellt, bevor sie für die Hybridisierung verwendet wurden.

1.3.4.3 Hybridisierung
Zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nylonmembran zunächst durch Zugabe von 10 ml Vorhybridisierungslösung (s. Anhang) in einen verschließbaren Kunststoffmeßzylinder mindestens 3 h bei 42°C vorhybridisiert.

Anschließend wurde die radioaktiv-markierte cDNA-Sonde zugeführt und der Meßzylinder zur Hybridisierung ü.N. bei 42°C in einem Hybridisierungsofen (Typ 400 HY, Backofer GmbH, Reutlingen) gehalten.

Um unspezifisch gebundene Sonde vom Blot zu entfernen, wurde nach Abschluß der Hybridisierung der Blot bei 65°C mit Lösungen abnehmender Salzkonzentration und damit steigender Stringenz gewaschen.

Das Waschen erfolgte zuerst für 15 min in 2x SSC/1% SDS, dann für 1 h in 1x SSC/0,1% SDS und zuletzt für 30 min in 0,5x SSC/0,1% SDS.

Zur Darstellung der Hybridisierungssignale erfolgte eine Autoradiographie durch Auflegen eines Röntgenfilmes (Kodak, X-OMAT AR) auf den Blot und eine Exposition mit Verstär-kerfolie bei -80°C.

Je nach Signalstärke wurde der Röntgenfilm nach 1-14 Tagen entwickelt.

Um den Blot einer erneuten Hybridisierung unterziehen zu können, wurde die alte Sonde durch Zugabe von kochendem H2O und Schütteln bei 80°C für die Dauer von 1 h von der Membran entfernt.

Zur Überprüfung, ob die einzelnen Spuren des Blots die gleiche Menge an RNA enthielten, wurden alle Blots mit ß-Aktin rehybridisiert.

Nun war ein semiquantitativer Nachweis von mRNA möglich.

2. Zellen und Zellkultur

2.1 Zellinie

Bewo:

Diese humane Chorionkarzinomzellinie wurde von der American Type
 


Culture Collection CATCC (Rockville, Maryland, USA) bezogen.




Die maligne Trophoblastzellinie wurde 1966 als erste menschliche



hormon​produzierende, permanent wachsende Zellinie etabliert (Pattilo



und Gey, 1968).




Als Ausgangsmaterial diente ein Chorionkarzinom der fötalen Plazenta.



Die Zellen wurden zunächst in Hamsterbackentaschen transplantiert und 



über einen Zeitraum von acht Jahren 304 mal transferiert (Hertz, 1995).

2.2 Kultivierung von Zellen

2.2.1 Allgemeines und Kulturmedium

Die Zellinie wurde bei 37°C und 5% CO2 / 95% O2  in einem befeuchteten Begasungs-brutschrank (Nuaire) kultiviert. Als Kultivierungsgefäße dienten 10 cm Petrischalen oder Schräghals-Kulturflaschen mit 25 cm2 und 75 cm2 Wachstumsfläche (Falcon).

Als Kulturmedium wurde verwendet:

HAM`s F12 ohne Glutamin; 17% FCS; 0,17% Glutamin; Pen/Strep

Das Medium wurde dreimal pro Woche mit einer Pasteurpipette aus den Kulturflaschen abgesaugt und je nach Größe der Flaschen 5 - 10 ml frisches bei 37°C im Wasserbad aufgewärmtes Medium zugeführt.

Die Beobachtung der Kulturen erfolgte mit einem inversen Mikroskop mit Phasenkon-trasteinrichtung (Wild Leitz).

Zum Passagieren der Zellen wurde zunächst das Kulturmedium abgesaugt und die Monolayer mit Moskona-Lsg. (s. Anhang) gewaschen. Nach erneutem Absaugen wurden die Zellen durch Zufuhr von 1-2 ml einer 0,05%igen Trypsin / 0,02%igen EDTA-Lösung und anschließender zehnminütiger Inkubation bei 37°C vom Flaschenboden abgelöst. Sie wurden dann in 5 bzw. 10 ml frischem Kulturmedium resuspendiert und in unterschiedlicher Verdünnung in neue Kulturflaschen überführt.

Alle verwendeten Lösungen wurden vor Gebrauch durch Membranfilter (Porengröße 0,2 (m; VacuCap 60; Gelman Sciences) sterilisiert. Metall- und Glasgegenstände wurden durch Heißluft in einem Wärmeschrank bei 180°C 8 Stunden lang sterilisiert, Kunststoffteile sowie Agarlösungen durch Wasserdampf (120°C; 1,3 bar) autoklaviert.

Sämtliche an den Zellkulturen ausgeführten Arbeiten wurden auf einer zuvor desinfizierten (UV-Licht; 70% Ethanol) Arbeitsplatte einer Sterilarbeitsbank (Nuaire) durchgeführt.

2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Ein konfluenter Monolayer wurde, wie unter 2.2.1 beschrieben, trypsinisiert. Die abgelösten Zellen wurden in 10 ml Medium resuspendiert und in sterile Zentrifugenröhrchen (50 ml PP-Röhrchen; Greiner) überführt. Anschließend wurde für 10 min in einer Heraeus Labofuge M zentrifugiert (800 Upm), der Überstand abgesaugt, das Zellpellet mit 2 ml frischem Medium resuspendiert und in ein Kryogefäß überführt. Diesem wurde 100 (l (5%) DMSO (s. Anhang) zugegeben und das Gefäß nach drei- bis viermaligem Umschwenken sofort auf Eis gestellt.

Die Zellen wurden dann für einen Tag zunächst bei -80°C in der Gefriertruhe gelagert und dann in flüssigem Stickstoff aufbewahrt.

Das Auftauen der Zellen sollte schnell erfolgen, da das zugesetzte DMSO zytotoxisch ist. Das Kryogefäß wird direkt aus dem flüssigen Stickstoff genommen und im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Der aufgetaute Inhalt wird in ein steriles Zentrifugenröhrchen überführt, in dem sich 30 ml vorgewärmtes Kulturmedium befindet. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 800 Upm für 10 min.

Nach Verwerfen des Überstandes wird das Pellet in 5 ml Kulturmedium resuspendiert und in ein Kulturgefäß zur weiteren Kultivierung gegeben.

2.4 Stabile Transfektion von Zellen mit Plasmid DNA
Das Einbringen und Exprimieren von Plasmid-DNA erfolgte durch die Liposomen-Technik mit dem LipofectAmine-Reagent (Life Technologies, Gibco).

Zu beachten ist, daß es sich im folgenden um eine Co-Transfektion zweier Plasmidvektoren handelt (Cx-Expressionvektor bzw. Leervektor + Puromycin-Selektionsvektor). Hierbei ist das Resistenz vermittelnde Gen nicht auf dem gleichen Vektor wie die Cx-Expressionseinheit lokalisiert.

Folgende Ansätze zur Transfektion wurden vorbereitet (bezogen auf 10 cm Petrischalen):

1) Plasmid-DNA:


ca. 11 (g
(Cx-Expressionsvektor bzw. Leervektor + Puromycin-Selektions-



  
  vektor im Verhältnis 2:1)


+ Opti MEM
(Transfektionsmedium, welches kein FCS enthält; Gibco)


----------------


( 800 (l

2) LipofectAmine:


  50 (l 


+ 750 (l Opti MEM


------------------------



 800 (l

3) Opti MEM: 6,4 ml

Der Plasmid-DNA-Ansatz und der LipofectAmine-Ansatz wurde in ein 1,5 ml Reaktions-gefäß an der Sterilarbeitsbank zusammenpipettiert und dieses für 25 min bei RT  inkubiert. 

Während dieser Zeit konnten sich DNA-Liposomen-Komplexe bilden. Die mizellenartigen Fettemulsionen sind positiv geladen und verbinden sich mit der negativ geladenen DNA zu einem membrangängigen Komplex.

Danach wurde das 1,6 ml Gemisch in ein 10 ml Röhrchen überführt, welches 6,4 ml Opti MEM enthielt, so daß insgesamt 8 ml Transfektionsansatz zur Verfügung standen.

 Die BeWo-Zellen wurden in einer 10 cm Petrischale kultiviert, bis ein Konfluenzgrad von etwa 70% erreicht wurde. Das Kulturmedium wurde abgesaugt und die Zellen zweimal mit Moskona-Lsg. gewaschen. Dann wurde der Transfektionsansatz zu der Monolyer gegeben und die Zellen für 6 h im 37°C Brutschrank inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde der Transfektionsansatz abgesaugt, die Zellen mit Moskona gewaschen und neues Kulturmedium zugeführt.

Am dritten Tag nach der Transfektion wurde mit der Selektion auf Resistenz begonnen.

Die Resistenz wurde durch einen Vektor (pBEH-pac18) vermittelt, der ein Puromycin-Resistenzgen enthielt (pac-Gen). Dieses sog. „pac-Gen“ kodiert ein Enzym, die Puromycin-N-acetyltransferase, welches durch eine Acetylierungsreaktion das einwirkende Puromycin inaktiviert.

Für die Selektion war eine stufenweise Erhöhung der Puromycin-Konzentration notwendig, wobei mit einer Konzentration von 350 ng/ml begonnen wurde. Die Dosierung reichte gerade aus, um die als Kontrolle dienenden parentalen BeWo-Zellen absterben zu lassen. Dies wurde in einer Konzentrationsreihe an parentalen BeWo-Zellen zuvor ermittelt.

Nach fünf Tagen Kultivierung wurde der Selektionsdruck auf 500 ng/ml gesteigert und nach weiteren fünf Tagen schließlich die Endkonzentration von 750 ng/ml zugeführt.

Dabei wurde in einem Zeitraum von etwa drei Wochen das Absterben von Zellen und die Formation von Zellhaufen beobachtet. Diese charkteristische, klonale Zellhaufenbildung wurde dokumentiert (Photoautomat Wild MPS 46/52).

Nachdem sich schließlich deutliche Zellaggregate (mind. 100 Zellen) herausgebildet haben, begann die Selektion dieser Zellkone durch Aufsetzen von Borosilicatglasklonierungs-zylindern (Hilgenberg).

Das Medium in den Petrischalen wurde abgesaugt und die Zellhaufen mit Moskona-Lsg. gewaschen. Anschließend wurden einzelne Zellhaufen ausgewählt und diese mit den Borosilicatglasklonierungszylindern bestückt, deren unterer Rand zur Abdichtung mit dem Boden in Fett getaucht worden war. In die Zylinder wurden dann 100 (l Trypsin/EDTA-Lösung pipettiert und die Zellklone für 10 min im Brutschrank inkubiert.

Mit einer Gilsonpipette wurden anschließend die Zellen durch Resuspendieren vom Boden eines jeden Zylinders abgelöst und in eine entsprechende Kammer einer 24-Well-Kulturplatte (Falcon) überführt. Diese enthielten ca. 2 ml frisches Medium mit der entsprechenden Selektionslösung von 750 ng/ml Puromycin.

In den darauf folgenden Tagen der Kultivierung konnte auf diese Weise in einigen Kammern das Anwachsen von resistenten Zellkonen beobachtet werden. Diese stabil transfizierten Zellen standen nun für die nähere Charakterisierung mittels Immunhistochemie zur Verfügung.

3. Immunhistochemie

Zur Identifizierung von Connexin-Proteinen an der Zellmembran der transfizierten BeWo-Klone sowie zum Nachweis ihrer entsprechenden Puromycin-Klone wurde die Methode der indirekten Immunhistochemie angewendet (Winterhager et al.;1993).

Diejenigen Kammern in der 24-Well-Kulturplatte, die unter dem gewählten Selektionsdruck ein konfluentes Wachstum von BeWo-Klonen zeigten, wurden trypsinisiert und jeweils in entsprechende Kammern zweier 12-Well-Kulturplatten (Falcon) transferiert. Eine der beiden Platten enthielt jeweils ein Deckgläschen in den Kammern, welches, nachdem sich auf diesem ein entsprechender Monolayer gebildet hatte, für die Immunhistochemie ein bis zwei Tage später zur Verfügung stand.

Die Zellen auf den Deckgläschen wurden zunächst 5 min mit PBS (s. Anhang) gewaschen. Anschließend erfolgte eine fünfminütige Fixierung der Zellen durch ein 1:1 Methanol/Aceton-Gemisch. Nach abermaliger PBS-Waschung (10 min) schloß sich in mehrfachen 5-10 minütigen Inkubationsschritten eine Waschung mit einer 0,5% BSA/PBS-Lösung (s. Anhang) zur Absätigung von unspezifischen Bindungsstellen an. 

Jetzt waren die Zellen für die Zugabe des Primärantikörpers vorbereitet.

Folgende Primärantikörper gegen die verschiedenen Connexine wurden in einer Verdünnung von 1:50 verwendet:

1) Anti Cx26, polyklonales affinitätsgereinigtes Antiserum aus Kaninchen (Traub et al., 1989)

2) Anti Cx40, polyklonales, affinitätsgereinigtes Antiserum aus Kaninchen gegen den C-
Terminus des Moleküls (Traub et al., 1994)

3) Anti Cx43, polyklonales, affinitätsgereinigtes Antiserum aus Kaninchen gegen den C-
Terminus des Moleküls (Traub et al., 1992)

Die Inkubation des Primärantikörpers wurde für 90 min bei RT angesetzt. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Antikörper auf den Deckgläschen in mehreren Waschschritten mit der BSA/PBS-Lösung ausgespült (1x 10 min, 2x 5 min auf dem Schüttler).

Es folgte die Zugabe des Sekundärantikörpers in einer Verdünnung von 1:40.

Folgender Sekundärantikörper wurde verwendet:

Anti-Kaninchen-IgG, FITC-konjugiert, polyklonales Antiserum vom Schwein (Dako, Code No. F205, Lot 113)

Da der Sekundärantikörper zur späteren Detektion mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist  (FITC = Fluoreszein Isothiocyanat Isomer), wurden während der 45-minütigen Inkubation und bei den nachfolgenden Waschschritten die Schalen in Alufolie verschlossen, um die Fluoreszenzmarkierung vor Licht zu schützen.

Nach erneuten Auswaschungsschritten auf dem Schüttler, wurden die Deckgläschen kurz in H2O bid. getaucht und auf Objektträgern mit einem käuflichen Eindeckmedium für die Immunfluoreszenz (Vectashield( Mounting Medium for Flourescence; H-1000; Vector) fixiert.

Die Immunfluoreszenz konnte nun durch ein Photomikroskop mit Auflichtfluoreszenz-einrichtung (Axiophot; Firma Zeiss) ausgewertet werden.

Die Anregung der FITC-Fluoreszenz erfolgte mit der Filterkombination ( 530-585, FT 600, LP 61500.

Als positiver spezifischer Nachweis von Gap-junction Connexinen wurden distinkte Fluoreszenzpunkte an den Zellgrenzen gewertet (perlschnurartige Plaqueformationen).

Mit Hilfe von Phasenkontrastumschaltung gelang es, eine bessere morphologische Zuordnung der Fluoreszenz herzustellen und ggf. cytoplasmatische Lokalisationen aufzuzeigen.

Die Ergebnisse wurden durch Photoaufnahmen (Neopan 1600 ASA; Fuji) dokumentiert. Je nach Fluoreszenzintensität wurde eine Belichtungszeit von 20-50 s gewählt. Es wurde je eine Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahme angefertigt.

Die Transfektanten mit der stärksten und homogensten Expression des Connexins und ihre entsprechend charakterisierten Negativkontrollen - die Puromycin-Klone, welche nur den Basisvektor ohne Cx-Insert und den Puromycin-Selektionsvektor enthielten - wurden aus den entsprechenden 12-Well-Kulturplatten in 25 cm2 Schräghals-Kulturflaschen überführt, weiterkultiviert und bei entsprechendem Bestand ein Anteil des Klons eingefroren (s. Abs. 2.3).

Die in Kultur gehaltenen Transfektanten standen nun für die weitere Charakterisierung mittels Immunhistochemie und Northern Blot sowie für die Proliferationsstudie  zur Verfügung.

4. Proliferationsrate

Um den Einfluß der exogen exprimierten Connexine auf das Proliferationsverhalten der Chorionkarzinomzellen zu testen, wurde zunächst folgende Versuchsreihe vorbereitet:

Je drei verschiedene Transfektanten eines Connexins wurden mit entsprechenden Puromycin-Klonen (Basisvektor ohne Insert + Puromycin-Selektionsvektor) als Negativkontrolle und der parentalen BeWo-Zellinie in getrennten Ansätzen im Wachstum verglichen.

Die Messung der Zellzahl erfolgte mit einem Zellzählgerät (Casy(1 Cell Counter + Analyser System Modell TT; Schärfe System GmbH), welches neben Zellzahl auch die Zellgröße ermitteln konnte. 

Zur Vorbereitung einer Zellzahlbestimmung am Zählgerät wurde eine zu ca. 70% konfluente Schräghalskulturflasche (25 cm2) trypsinisiert, mit 10 ml Medium resuspendiert und die entsprechende Menge in ein steriles Becherglas überführt. Für die Messung  wurde ein Meßbecher mit 10 ml einer für das Gerät spezifischen Meßlösung aufgefüllt (Casy( ton; isotone Salzlösung zur Verdünnung von Zellproben; gebrauchsfertig für Arbeit mit Cellcounter). 

Entsprechend einer gewählten Verdünnung von 1:200 (Zellen/Casy-Lsg.), die am Gerät zuvor als Berechnungsgrundlage eingestellt wurde, wurden 50 (l resuspendierte Zellen aus dem Becherglas in die Meßbecher pipettiert.

Die Zellzahl konnte auf einem LCD-Display als Mittelwert zweier Messungen als absolute Zahl der in einer bestimmten Größenverteilung gezählten Partikel und rückgerechnet als Zahl pro ml Flüssigkeit abgelesen werden (Partikelkonzentration, die sich aufgrund der Partikel-zahl, des Verdünnungsfaktors und des Außenvolumens ergibt).

Da für die Proliferationsstudie 10000 Zellen ausgesät werden sollten, konnte nun die entsprechende Menge Zellösung errechnet werden, welche 10000 Zellen enthielten.

Die errechnete Menge mit etwa 10000 Zellen wurde danach in 12-Well-Kulturplatten (Falcon) ausgesät.

Um statistische Fehler zu vermeiden, ist es wichtig, daß die Zellen sowohl vor dem Transfer in die Meßbecher oder in die Kammern der Kulturplatten als auch in den Meßbechern vor jeder Messung mit dem Counter durch Auf- und Abpipettieren oder Schütteln immer resuspendiert vorliegen.

Die Proliferation wurde über einen Zeitraum von zehn Tagen verfolgt und das Medium (2ml pro Kammer) alle 2 Tage gewechselt. Am 2.,4.,6.,8. und 10. Tag wurde eine Messung der Zellzahl durchgeführt. An jedem der fünf Zähltage wurden zur Ermittlung von Mittelwert und Standardabweichung je drei Kontrollproben eines Connexins, des Puromycin-Klons und der parentalen BeWo-Zellinie ausgezählt.

Folgende Schritte wurden an jedem Zähltag durchlaufen:

Das Medium der zu zählenden Kammer wurde zur (-hCG-Bestimmung abgenommen (s.Abs. 5.), die Kammern mit PBS gewaschen und nach Zugabe von 0,5 ml Trypsin/EDTA-Lsg. 10 min im Brutschrank inkubiert.

Anschließend wurde die Kammer mit 0,5 ml Medium zu einem Gesamtvolumen von 1 ml aufgefüllt, resuspendiert und 50 (l in einen mit 10 ml Casy-Lsg. gefüllten Meßbecher überführt (Vorgabeverdünnung 1:200). In diesem wurde nun über das Zellzählgerät unter den genannten Vorgaben die Zellzahl pro ml Volumen errechnet. Die Angaben wurden auf vorgefertigten Protokollbögen notiert, der Mittelwert und die Standardabweichung aus den drei Kontrollproben berechnet und auf diese Weise eine Proliferationskurve für Connexin, Puromycin-Klon und parentale BeWo-Zellinie erstellt.

Im weiteren Verlauf wurde eine zweite Proliferationsreihe durchgeführt, bei der neben den drei Transfektanten eines Connexins und der parentalen BeWo-Zellinie nur noch einer der jeweiligen Puromycin-Klone zur Proliferation zu einem gemeinsamen Zeitpunkt ausgesät wurde.

Zudem wurden die Zähltage auf den 4., 7. und 10. Tag beschränkt.

5. (-hCG-Bestimmung

Chorionkarzinome produzieren wie Trophoblasten (-hCG (humanes Choriongonadotropin). Die (-hCG-Hormonproduktion kann als Differenzierungsparameter herangezogen werden (Pierce und Midgley, 1963; Kliman et al., 1986; Kohler et al., 1971).

An jedem Zähltag wurde das Medium der zu zählenden Kammer zu je 1 ml in 1,5 ml Reaktionsgefäßen überführt und bis zur Laborbestimmung bei -80°C verwahrt.

Die (-hCG-Analyse der entnommenen Medienproben wurde im Labor der Abteilung für Gynäkologie am Klinikum Essen durchgeführt.

Zum Vergleich der quantitativen Hormonproduktion bei Connexinen, Puromycin-Klonen und der BeWo-Zellinie wurden 1 ml Proben der jeweils am 10. Tag entnommenen Medien eingeschickt und das Ergebnis als milli-International Units pro 2 ml pro Zelle und pro 24 h graphisch als Säulendiagramm dargestellt.

Die Bestimmung der (-hCG-Konzentration erfolgte mit dem Clinical AssaysTM Gamma Dab( M (125I( (-hCG Radioimmunoassay Kit (Incstar Corporation - Stillwater, Minnesota, USA, Katalog-Nr. CA-1511). Es handelt sich um einen immunradiometrischen Assay (IRMA), in dem das gesamte hCG-Molekül sowie die freien hCG-(-Untereinheiten durch 125I-markierte Antikörper erkannt werden. Der Meßbereich reichte von 5 - 200 mU/ml (3. Internationaler Standard 75/537).

6. Nacktmäuse
Um das Proliferations- und Invasionsverhalten Cx-transfizierter BeWo-Zellklone mit parentalen BeWo-Zellen nicht nur in-vitro, sondern auch in-vivo zu vergleichen, wurden die Zellen subkutan in  Nacktmäuse (NMRI, nu/nu, Anzucht im Zentralen Tierlabor des Universitätsklinikums Essen) injiziert.

Die in der Studie verwendeten Mäuse waren alle männlichen Geschlechts und zu Versuchs-beginn 10-12 Wochen alt. Es wurden jeweils drei Tiere in Käfigen mit Filterhaube bei 22°C RT und 55% rel. Luftfeuchtigkeit gehalten. Als Einstreu wurde Weichholzfaser verwendet. Nacktmausfutter und Wasser stand jederzeit zur freien Verfügung. Ein Luftwechsel fand 10 mal pro Stunde statt, der Hell-Dunkel-Zyklus betrug 12 Stunden (Lichtwechsel 12:12 h).

Nacktmäuse sind durch die fehlende Anlage des Thymus immunsupprimiert, so daß sich exogen eingebrachte Tumorzellen, die subkutan in eine Gewebstasche der Flanken beidseits injiziert werden, in ihrem Wachstum beobachten lassen.

Es standen je drei Nacktmäuse für die Applikation eines Klons der drei Connexine und der parentalen BeWo-Zellinie zur Verfügung. Es sollten jeweils 106 Zellen beidseits subkutan in die Flanke injiziert werden. 

Mit einem Casy(1 Cell Counter (siehe Abs.4) wurde die Zellsuspensionsmenge für 106 Zellen berechnet, diese in 10 ml Zentrifugenröhrchen überführt, mit Medium aufgefüllt und bei 800 Upm 10 min zentrifugiert (Heraeus Labofuge M). Der Überstand wurde dekantiert, das Pellet in 250 (l Medium resuspendiert und schließlich mit einer Insulinspritze (1 ml Einmalspritze, Braun) aufgenommen. 

Der Inhalt von 250 (l Medium mit 106 Zellen der Einmalspritze wurde nun in die Flanken der Nacktmaus injiziert und die Nacktmaus regelmäßig auf eine Tumorentwicklung hin beobachtet und abgetastet.

7. Anhang 

7.1 Karten der Vektoren
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Abb. 1:  Cx26-Expressionsvektor (Größe: 4,36 kb) 


   Basisvektor: pSV.SPORT1 (Größe: 3,16 kb; Referenz: GibcoBRL)


   Insert: 1,2 kb großes EcoR1 cDNA-Fragment des Ratten Cx26 Gens (Referenz: Hellmann, 1995)
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Abb. 2:  Cx43-Expressionsvektor (Größe: 5,24 kb)


   Basisvektor: pSG-5 (Größe: 4,1 kb; Referenz: Stratagene)


   Insert: 1,14 kb großes BamH1 cDNA-Fragment des humanen Cx43 Gens (Referenz: Hellmann, 1995)
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Abb. 3:  Cx40-Expressionsvektor (Größe: 5,26 kb)


   Basisvektor: pSG-5 (Größe: 4,1 kb; Referenz: Stratagene)


   Insert: 1,16 kb großes EcoR1 cDNA-Fragment des humanen Cx40-Gens (Referenz: Hellmann, 1995)
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Abb. 4:  Puromycin-Selektionsvektor (Größe: 4,8 kb)


Der Vektor enthält ein etwa 1 kb großes Puromycin-Resistenzgen (pac-Gen = Puromycin-N- acetyltransferase-Gen) (Referenz: Willecke, 1994)

7.2 Zusammensetzung verwendeter Lösungen und Kulturmedien
LB-Medium:
Komplettmedium Laura-Bertani (LB), welches zur Anzucht
 


von Bakterien verwendet wurde (Sambrook et al., 1989);




10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto Yeast-Extract, 10 g NaCl, ad  



1 l H2O

Agarplatten:
1 l LB-Medium, 15 g Agar, Ampicillin 0,1 mg/ml;




Das LB-Medium wurde mit 1,5% Agar versetzt und 20 min 



autoklaviert (120°C; 1,7 bar). Nach Abkühlung auf ca. 50°C 



wurden ca. 10 ml in 10 cm Petrischalen gegossen. Nach dem 



Erstarren wurden die Platten bei 4°C gelagert.




Zur Selektion von transformierten Bakterien wurde kurz vor 



dem Gießen der Agarplatten Ampicillin (0,1 mg/ml) zuge-



führt.

GTE-Lösung (Lösung ():
50 mM Glukose, 10 mM EDTA, 25 mM TrisCl pH 8,0, 



1 mg/ml RNAse A, 1 Spatelspitze Lysozym

Lösung ((:
0,2 N NaOH, 1% SDS

Lösung (((:
3 M NaAcetat, pH 5,2

TAE-Puffer:
0,04 M Tris-Acetat, 1 mM EDTA

MOPS-Puffer:
4,2 % w/v Morpholinopropansulfonsäure, 2 M Na-Acetat 



(pH8,5),0,5 M EDTA (pH 7,5), pH 7,0 einstellen

20 x SSC:
3 M NaCl, 0,3 M NaCitrat, pH 7,0

Vorhybridisierungs-Hybridisierungslösung:




10 % Dextransulfat, 50 % deionisiertes Formamid, 0,8 % 



SDS, 1 M NaCl, 100 (g/ml Heringssperma-DNA

PBS:

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10,1 mM Na2HPO4, 1,8 mM 



KH2PO4, pH 7,4

Moskona-Lösung:

0,8 % NaCl, 0,2 % Glukose, 0,1 % NaHCO3 , 0,03 % KCL, 




0,005 Na2HPO4, 0,0025 % KH2PO4

DNA-Ladepuffer (6 x):

0,25 % w/v Bromphenolblau, 0,25 % w/v Xylencyanol, 15




w/v Ficoll Typ 400

RNA-Ladepuffer:

50 % Glycerol, 1 mM EDTA, 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 
% Xylencyanol FF

7.3 Liste der Chemikalien
7.3.1 Molekularbiologie

von Boehringer: 
DNA Längenstandard (((, Heringssperma-DNA

von Pharmacia:
Sephadex G-50

von Promega:

dTTP,dCTP, dATP, dGTP

von Fluka:

Na-Dodecylsulfat (SDS)

von Sigma:

Ethylendiamin-tetraessigsäure (EDTA), Lysozym, Agarose, 





MOPS, Ficoll Typ 400, Dextransulfat, Formamid

von Serva:

Bromphenolblau, Xylencyanol FF, Ethidiumbromid, Ampicillin

von Merck:

NaCl, NaOH, NaHCO3, Na2HPO4, KH2PO4, Na- Citrat, Na-





Acetat, Agar-Agar, Glycerin, Methanol, Ethanol, Chloroform, 





Aceton, Isopropanol, Glukose

7.3.2 Zellkultur

Ham’s F 12 (10 mg/l Phenol Red, 1,176 g/l NaHCO3):
Biochrom, Nr. F 0815) 

Penicillin (50000 IU/ml), Streptomycin (50 mg/ml):
Boehringer, Nr. 1074440

L-Glutamin, 200 mM:




Gibco, Nr. 25030-024

Fötales Kälberserum (FCS):




Gibco, Nr. 10106-078

Trypsin/EDTA-Lösung (2,5 %):



Gibco, Nr. 25090-028

Puromycin:






Sigma, Nr. P 7255

Dimethylsulfoxid (DMSO):




Merck, Nr. 2950

PBS Dulbecco w/o Ca2+, Mg+:



Seromed, Nr. L 182-50

Albumin Bovine (BSA):




Sigma, Nr. A 8022

Lipofect Amine:





Gibco Nr. 18324-012

Opti MEM 1:






Gibco Nr. 51985-026
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