2 Material und Methoden

2.1 Material    



2.1.1 Chemikalien, Puffer, Enzyme



Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden in pro analysi -Qualität von Amersham-Biosciences (Freiburg), Biomol (Hamburg), Biorad (München), Fluka (Neu-Ulm), Fresenius (Bad Homburg), GibcoLifetechnologies (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Roth (Darmstadt), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen. Die daraus hergestellten Lösungen und Puffer wurden nach Standard-protokollen hergestellt (Sambrook et al., 1989).

Es wurden DNA-modifizierende Enzyme von Eppendorf (Hamburg), Invitrogen (Groningen, NL), New England Biolabs (Frankfurt), Promega (mannheim), Roche (Mannheim) und Stratagene (Heidelberg) nach Herstellerangaben eingesetzt.



2.1.2 Kits 



Es wurden folgende Kits zur Herstellung, Aufreingung und Modifikation von Nukleinsäuren, Proteinen und Adenoviren verwendet: 

ApoAlert (BD Clontech, Heidelberg)

GeneSuppressor System (Biocarta, Hamburg)

Human Life Grid 1.0 Array System (Incyte, Heidelberg)

Oligotex mRNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)     

Omniscript RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden)

PCR-Purification Kit (Qiagen, Hilden)

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)

QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (stratagene, Heidelberg) 

RNase-Free DNase Set (Qiagen, Hilden)

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) 

Strip-EZ RT Kit (Ambion, Austin, TX, USA)

Super-Signal Dura West Extended Kit (Pierce, Bonn)

TNT T7 Quick coupled Transcription/Translation System (Promega, Mannheim)

TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Groningen, NL)

















2.1.3 Plasmidvektoren



Plasmid�Beschreibung��pAdEasy1�Plasmid aus Ad5 Genom; zur Verfügung gestellt von

B.Vogelstein, Baltimore, MD, USA; (He et al., 1998).��pAdTrack.CMV.KIAA0455       �Adenoviraler 'Shuttle'-Vektor nach Einführung der kompletten KIAA0455 kodierenden Gensequenz. Ursprungsplasmid AdTrackCMV zur Verfügung gestellt von B. Vogelstein, Baltimore, MD, USA; (He et al., 1998).��pAdTrack.CMV.KIAA0717        �Adenoviraler 'Shuttle'-Vektor nach Einführung der kompletten KIAA0717 kodierenden Gensequenz.��pAdTrack.CMV.KIAA0767/Dip                 �Adenoviraler 'Shuttle'-Vektor nach Einführung der kompletten KIAA0767/Dip kodierenden Gensequenz.��pBabeHA-ER-E2F1�Retroviraler CMV Expressionsvektor nach Einführung der HA-ER-E2F1 kodierenden Sequenz. Zur Verfügung gestellt von K. Helin, Mailand, Italien (Vigo et al., 1999).��pCDNA 3.1/ myc-His�CMV Expressionsvektor. Invitrogen, Groningen, nL.��pCDNA 3.1/ myc-His. KIAA0455�CMV Expressionsvektor nach Einführung der kompletten KIAA0455 kodierenden Gensequenz.��pCDNA 3.1/ myc-His. KIAA0717�CMV Expressionsvektor nach Einführung der kompletten KIAA0717 kodierenden Gensequenz.��pCDNA 3.1/ myc-His. KIAA0767/Dip�CMV Expressionsvektor nach Einführung der kompletten KIAA0767/Dip kodierenden Gensequenz.��pCR2.1-TOPO.KIAA0455�PCR2.1-TOPO PCR Fragment Klonierungsplasmid nach Einführung der kompletten KIAA0455 kodierenden Gensequenz.��pCR2.1-TOPO.KIAA0717�PCR2.1-TOPO PCR Fragment Klonierungsplasmid nach Einführung der kompletten KIAA0717 kodierenden Gensequenz.��pCR2.1-TOPO.KIAA0767/ Dip

�PCR2.1-TOPO PCR Fragment Klonierungsplasmid nach Einführung der kompletten KIAA0767/Dip kodierenden Gensequenz.��pGL3 basic�Luciferase Expressionsvektor ohne Promotor und Enhancer Sequenzen. Promega, Mannheim.  ��pGL3.7kB Promotor�Luciferase Expressionsvektor nach Einführung eines 7 kilobasen Promotorfragmentes des KIAA0767 Promotors. ��pGL3.-98bp Promotor�Luciferase Expressionsvektor nach Einführung eines 98 bp Promotorfragmentes des KIAA0767 Promotors.��pGL3.-206bp Promotor�Luciferase Expressionsvektor nach Einführung eines 206 bp Promotorfragmentes des KIAA0767 Promotors.��pGL3.-358bp Promotor�Luciferase Expressionsvektor nach Einführung eines 358 bp Promotorfragmentes des KIAA0767 Promotors.��pCMV.E2F1�CMV Expressionsvektor; exprimiert E2F1. Konstrukt war in der Arbeitsgruppe vorhanden; (Stiewe und Pützer, 2000).��Alle hier beschriebenen Vektoren wurden, wenn nicht anders angegeben, im Rahmen dieser Arbeit generiert. 



2.1.4 Adenoviren 



Virus�Beschreibung��Ad.CMV.GFP�Adenoviraler Erstgenerationsvektor, exprimiert das grün fluoreszierende Protein (GFP) als Fusionsprotein GFP-Spektrin unter CMV-Promotor-Kontrolle. Konstrukt war in der Arbeitsgruppe vorhanden; (Pützer et al., 2000).��Ad.CMV.p53wt�Adenoviraler Erstgenerationsvektor, exprimiert das humane p53 Wildtyp-Protein unter CMV-Promotor-Kontrolle. Konstrukt war in der Arbeitsgruppe vorhanden; (Pützer et al., 2000).��Ad.CMV.KIAA0455�Adenoviraler Erstgenerationsvektor, exprimiert das humane KIAA0455-Protein unter CMV-Promotor-Kontrolle. ��Ad.CMV.KIAA0717�Adenoviraler Erstgenerationsvektor, exprimiert das humane KIAA0717-Protein unter CMV-Promotor-Kontrolle. ��Ad.CMV.KIAA0767/Dip�Adenoviraler Erstgenerationsvektor, exprimiert das humane KIAA0767/Dip-Protein unter CMV-Prom.-Kontrolle.��Ad.CMV.KIAA0767/Dip His tag �Adenoviraler Erstgenerationsvektor, exprimiert das humane KIAA0767/Dip-Protein inklusive eines His 'tags' unter CMV-Promotor-Kontrolle.��Ad.CMV.ER-E2F1�Adenoviraler Erstgenerationsvektor exprimiert, das Fusionsprotein ER-E2F1 unter CMV-Promotor-Kontrolle. Konstrukt war in der Arbeitsgruppe vorhanden; (Stanelle et al., 2003).��Ad.CMV.p73(�Adenoviraler Erstgenerationsvektor, exprimiert das humane p73(-Protein unter CMV-Promotor-Kontrolle.

Konstrukt war in der Arbeitsgruppe vorhanden; (Stiewe et al., 2002).��

Ad.CMV.p73(�

Adenoviraler Erstgenerationsvektor, exprimiert das humane p73(-Protein unter CMV-Promotor-Kontrolle.

Konstrukt war in der Arbeitsgruppe vorhanden; (Stiewe et al., 2002).��Ad.siGFP�Adenoviraler Erstgenerationsvektor exprimiert 'small interfering' RNAs (siRNAs) gegen GFP.��Ad.siKIAA0767/Dip�Adenoviraler Erstgenerationsvektor exprimiert siRNA gegen Exon 12 von KIAA0767/Dip.��Alle hier beschriebenen Viren wurden, wenn nicht anders angegeben, im Rahmen dieser Arbeit generiert.



2.1.5 Antikörper 

Name �Bezeichnung�Zielsequenz�Herkunft��Actin�I-19 / sc-1616�Carboxyterminus�Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg��Cleaved PARP�9541�Asp 214;

89 kD Fragment�Cell Signaling Technology, Frankfurt��Cox 4�S2207�unbekannt�BD Clontech, Heidelberg��Cytochrome c �S2050�unbekannt�BD Clontech, Heidelberg��Dip �#49 (benutzt)�Epitop aa 2-16�Eurogentec, Seraing, Belgien��Dip �#50�Epitop aa  496-511�Eurogentec, Seraing, Belgien��E2F1�KH95 / sc-251�Rb-Bindungs-domäne v. E2F1�Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg��E2F1�C-20 / sc-193�Carboxyterminus�Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg��HA tag�F-7 / sc-7392�Internes Epitop�Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg��His tag�R930-25�6  x His�Invitrogen, Groningen, NL��p53�FL-393/sc-6243�Internes Epitop zwischen aa 1-393�Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg��p73�Ab-2/ER-15�Internes Epitop zwischen aa 380-495 �Oncogene Research, Schwalbach��PARP�9542�Asp 214; 24, 89, 116 kD Fragment�Cell Signaling Technology, Frankfurt��







2.1.6 Oligonukleotide

Primer für die RT-PCR:



Primer�Sequenz��ARHGAP4 sense�5'-gggctgcaggctgagtatga-3'��ARHGAP4 antisense�5'-aatgtgactcaggcgctggg-3'��Bad sense�5'-acggaggacgacgaagggat-3'��Bad antisense�5'-gagcttcccctgcccaagtt-3'��BAK1 sense�5'-gcttctgaggagcaggtagc-3'��BAK1 antisense�5'-aagcccagaagagccaccac-3'��Bid sense�5'-tcgccactgggacactgtga-3'��Bid antisense�5'-ggtgcctggcaatattccgg-3'��Cyclin E sense�5'-CAACATACAGACCCACAGAG-3'��Cyclin E antisense�5'-cctttaggtcaagtagcacc-3'��E2F1 sense�5’-ggtgaggtccccaaagtcac-3’��E2F1 antisense�5’-gccaccatagtgtcaccacc-3��FGF-2 sense�5'-ggccacttcaaggaccccaa-3'��FGF-2 antisense�5'-gcccagttcgtttcagtgcc-3'��GAPDH sense�5'-CACAGTCCATGCCATCAC-3'��GAPDH antisense�5'-CACCACCCTGTTGCTGTA -3'��IFNA2 sense�5'-tgtgatctgcctcaaaccca-3'��IFNA2 antisense�5'-aggtcattcagctgctggta-3'��KIAA0455 sense�5'-actgtcttcttgaaatcaac-3'��KIAA0455 antisense�5'-ttgcaagatacattcagaga-3’��KIAA0717 sense�5'-tgtggtttttgtctcccgcc-3'��KIAA0717 antisense�5'-aacattggtgtccctgtccc-3'��KIAA0767/Dip sense �5'-gtctgtagctggggaccagt-3'��KIAA0767/Dip antisense�5'-tcaggacaagctgagggagc-3'��MAP3K14 sense�5'-accgagaagaagtccactgg-3'��MAP3K14 antisense�5'-ggccatcaggttgaagacac-3'��MMP16 sense�5'-tccttacccacccggagact-3'��MMP16 antisense�5'-tcagtcggtggaag0gtagcc-3'��p73 sense�5'-gacggaattcaccaccatcct-3'��p73 antisense�5'-ccaggctctctttcagcttca-3'��PAWR sense�5'-cagcttcggcacacttggga-3'��PAWR antisense�5'-aggaagtctgtggtgctgcc-3'��RAD52 sense�5'-ggcgcaggtcaaccagaatc-3'��RAD52 antisense�5'-tgctgcgtgatggagtgtgc-3'��RFC3 sense�5'-cgagctgccatgagcctctg-3'��RFC3 antisense�5'-ctgggagcaggcacacgaac-3'��STK15 sense�5'-gagcattggcctctggctgg-3'��STK15 antisense�5'-atctggcccaggggaagaCC-3'��VEGF-B sense�5'-cctggccaccagaggaaagt-3'��VEGF-B antisense�5'-atctcccccagctgactgct-3'��

Oligonukleotide für die Vollängenamplifikation:



Oligonukleotid�Sequenz��KIAA0455 sense�5'-atgaatatgtttgatgctgacaca-3'��KIAA0455 antisense�5'-atccttataagcccgtgtgg-3'��KIAA0717 sense�5'-atggattctgacatggattatgaaagg-3'��KIAA0717 antisense�5'-gaccacagccgaggaggaag-3'��KIAA0767/Dip sense�5'-atgctaaggaggttggacaaaatc-3'��KIAA0767/Dip antisense�5'-gctgtccccgccagacg-3'��

Oligonukleotide für die Promotor-Klonierung:



Oligonukleotid�Sequenz��Promotor sense�5'-gcgaggtccgcggtaccttc-3'��Promotor antisense�5'-cccagctggcaggactgagg-3'��+358 Promotor�5'-gagaaccctggcttccttct-3'��+206 Promotor�5'-tctttggaaagctggaccgg-3'��+98 Promotor�5'-tctttggaaagctggaccgg-3'��-21 Promotor�5'-ctaacatgacgctcgggttc-3'��

Oligonukleotide für die siRNA Technologie:



Oligonukleotid�Sequenz��XhoI Primer�     Xho I                                                 Cla I

5'-tcgaggactctatgctggtatcaatcgat tgataccagcatagagtcc-3'��XbaI Primer�     Xba I                                                 Cla I

5'-ctagggactctatgctggtatcaatcgat tgataccagcatagagtcc-3'��



























2.1.7 Zellinien

Zellinie�Herkunft��HEK 293 �Humane embryonale Nierenzellen mit Ad5-E1A stabil transformiert; (Graham et. al., 1977).��AsPC-1�Humane Pankreaskarzinomzellen. Zur Verfügung gestellt von D.I. Smith, Mayo Clinic, Rochester, MN, USA.��H1299�Humane kleinzellige Bronchialkarzinomzellen; zur Verfügung gestellt von B. Opalka; Innere Tumorklinik, Universitätsklinikum Essen. ��H1299 ER-E2F1�Humane kleinzellige Bronchialkarzinomzellen; stabil transfiziert mit pBabeHA-ER-E2F1; exprimiert Fusionsprotein HA-ER-E2F1. ��HCT -/-�Humane p53 negative Colonkarzinomzellen. Zur Verfügung gestellt von B. Vogelstein, Baltimore, MD, USA.��HCT +/+�Humane p53 positive Colonkarzinomzellen. Zur Verfügung gestellt von B. Vogelstein, Baltimore, MD, USA.��HeLa�Humane Cervixkarzinomzellen. ATCC, Rockville, MD, USA.��HepG2�Humane Hepatocelluläre Karzinomzellen. ATCC, Rockville, MD, USA.��K562�Humane chronische myeloische Leukämiezellen. DSMZ, Braunschweig.��MCF-7�Humane Brustadenokarzinomzellen. ATCC, Rockville, MD, USA.��Saos-2�Humane osteogenische Sarkomzellen. DSMZ, Braunschweig.��Saos-2 ER-E2F1�Humane osteogenische Sarkomzellen; retroviral stabil transfiziert; 

exprimiert Fusionsprotein HA-ER-E2F1. Zellinie war in der Arbeitsgruppe vorhanden; (Stiewe und Pützer, 2000).��Sk-OV-3�Humane ovariale Adenokarzinomzellen. ATCC, Rockville, MD, USA.��VH6�Humane Vorhautfibroblasten. Zur Verfügung gestellt von M. Roggendorf, Institut für Virologie, Universitätsklinikum Essen.��





















































2.1.8 Bakterienstämme



Bezeichnung�Genotyp��E. coli XL1-Blue�((mcra)183 ((mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 relA1 lac[F’ pro AB+ laclqZ(M15 Tn10 (tetr)] ��E. coli XL2-Blue�recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac[F' proAB+  

lacIqZ(M15 Tn10 (Tetr) Amy Camr]��E. coli XL10-Gold�Tetr( (mcrA) 183 ((mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F’ pro AB lacIqZ(M15 Tn10 (Tetr) Amy Camr]��E. coli Top10F’�F’ [lacIq Tn10 (Tetr)] mcrA ((mrr-hsdRMS-mcrBC) ( 80laclq Z(M15 (lacX74 recA1 araD139 ((ara-leu)7697 galU galK rspL (Strr) endA1 nupG��E. coli BJ5183�EndA1 sbcBC recBC galK met thi-1 bioT hsdR (Strr)��

XL-1 Blue, XL-2 Blue und XL-10 Gold wurden von Stratagene, Heidelberg und Top10F’ von Invitrogen, Groningen, NL bezogen.

Der Stamm BJ5183 wurde von B. Vogelstein, Baltimore, MD, USA zur Verfügung gestellt.





































2.2 Methoden    



2.2.1 Zellkultur und Transfektionen



2.2.1.1 Kultivierung von Zellen



Alle verwendeten Zellinien wurden in einer 37°C und 5% CO2-Atmosphäre in Kultur gehalten. Zum Passagieren wurden die Zellen nach Mediumentfernung mit 37°C warmem PBS= gespült, anschließend mit Trypsin (2,5 mg/ml Trypsin-Lsg.) benetzt und sodann von der beschichteten Zellkulturschale gelöst. Ein Aliquot dieser Zellen wurde auf eine frische Zellkulturschale mit Medium gegeben. Suspensionszellen wurden durch 10minütige Zentrifugation bei 300 x g und 4°C gesammelt und dann ein Aliquot hiervon in eine neue Zellkulturflasche überführt. Alle verwendeten Zellkulturmedien enthielten 10% fetales Kälberserum (FCS), 2 mM L-Glutamin, 100 (g/ml penicillin und 100 U/ml streptomycin. 



2.2.1.2 Zellzahlbestimmung



Die Anzahl der Zellen wurde durch Auszählen entsprechender Verdünnungen von Zellsuspensionen im Neubauer Hämatozytometer durchgeführt. Zur Unterscheidung vitaler von schadhaften Zellen wurde ein gleiches Volumen einer 0,5%igen Trypanblau Lösung zugegeben.



2.2.1.3 Calciumphosphattransfektion 



Die zu transfizierenden Zellen wurden auf einer Zellkulturschale mit 60 mm Durchmesser zu 80%iger Konfluenz wachsen gelassen. 2 (g der zu transfizierenden Plasmid-DNA wurden mit 24 (l steriler 2 M CaCl2-Lsg. und bidestilliertem Wasser zu 200 (l Gesamt-volumen gebracht. Diese Lösung wurde tropfenweise unter Vortexen zu 200 (l 2 x HBS gegeben. Dieser Mix wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Während der Inkubation wurde das Medium der Zellkulturschale bis auf 1 ml abgezogen, nun wurde tropfenweise der DNA/CaCl2/HBS-Mix auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden für 6-18 h in 37°C und 5% CO2-Atmosphäre mit dem Transfektionsansatz inkubiert, danach erfolgte ein Mediumwechsel.



2 x HBS:		50 mm HEPES, pH 7.05

10 mM KCl 

12 mM Dextrose 

280 mM NaCl

1.5 mM Na2HPO4  

pH ad 7.05 +/- 0.05  



2.2.1.4 Elektroporation 



Die zu transfizierenden Zellen wurden mit PBS=  gewaschen, trypsiniert und 10 Minuten bei 300 x g und 4°C pelletiert. Nach der Gesamtzellzahlbestimmung wurde eine Konzentration von 3 x 107 Zellen pro ml mit Cytomix (van den Hoff et al., 1992) eingestellt. Anschließend wurden 225 (l Cytomix zu 10 (g der zu transfizierenden Plasmid-DNA in 25 (l Gesamtvolumen Wasser gegeben und 10 Minuten auf Eis in einer vorgekühlten 4 mm Elektroporationsküvette inkubiert. Es folgte ein Elektroschock der Zell-Plasmid-Suspension bei 250 eV Spannung und 975 (F Kapazität, gefolgt von einer 10minütigen Inkubation bei 37°C. Der gesamte Ansatz wurde auf eine neue Zellkulturschale gebracht und unter den üblichen Bedingungen kultiviert.



Cytomix:		10% (v/v) FCS   

			2 mM AtP  

			5 mM reduziertes Glutathion

			120 mM KCl

					0,15 mM CaCl2

					10 mM K2HPO4/KH2PO4 pH 7,6

					25 mM HEPES pH 7,6

					2 mM EGTA pH 7,6

					1 mM MgCl2 pH7,6

					

2.2.1.5 Sonstige Transfektionsmethoden 



Teilweise wurden auch kommerzielle Transfektionsmethoden wie Effectene, Superfect oder Polyfect (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben eingesetzt.



2.2.2 DNA-Arbeitstechniken



2.2.2.1 Plasmidisolierung aus E. coli Bakterien (Mini-Präparation)



Zur Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien in kleinem Maßstab wurden 5 ml LB-Medium Kulturen mit entsprechendem Selektionsantibiotikum von einzelnen Bakterienklonen bei 37°C und 225 rpm über Nacht angezogen. 1,5 ml Kultur wurden 1 Minute bei 12000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt, 300 (l S1-Lösung hinzugegeben und resuspendiert. Die Bakterienlyse erfolgte durch Zufügen von 300 (l S2-Lösung und 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur (RT). Zelluläre Proteine wurden durch Zusatz von 300 (l S3-Lösung und 10minütiger Inkubation auf Eis ausgefällt. Nach Zentrifugation (15 Minuten bei 12000 x g und 4°C) wurde der Überstand mit 630 (l Isopropanol versetzt und 30 Minuten bei 14000 x g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 500 (l 70% Ethanol 10 Minuten bei 12000 x g und 4°C gewaschen. Das Pellet wurde bei 37°C getrocknet und anschließend in 50 (l H2O aufgenommen. Nun konnte die Plasmid-DNA mit Restriktionsanalysen überprüft werden.



LB-Medium:		10 g Pepton 

5 g Hefeextrakt 

170 mM NaCl 

ad 1 l 

					pH 7,5 (autoklaviert)

                                                                                               

S1-Lösung: 		50 mM Tris-HCl 

					10 mM EDTA

			100 (g/ml RNase A

					pH 8,0

S2-Lösung:		200 mM NaOH

					1% (w/v) SDS



S3-Lösung:		2,8 M Kaliumacetat

pH 5,1





2.2.2.2 Plasmidisolierung aus E. coli Bakterien (Maxi-Präparation)



Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien in großem Maßstab wurden 500 ml SB-Medium Kulturen mit entsprechendem Selektionsantibiotikum von einzelnen positiven Mini-Präparationen bei 37°C und 225 rpm über Nacht vermehrt. Die Präparation erfolgte über sog. CsCl-Dichtegradientenzentrifugation. Die gesamte Kultur wurde 10 Minuten bei 4000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das Pellet in GTE-Puffer aufgenommen. Nach 20minütiger Inkubation bei RT erfolgte die Zugabe von 80 ml Lysepuffer. Die Bakterienlyse erfolgte für 10 Minuten auf Eis, zelluläre Proteine wurden durch Zusatz von 40 ml 3 M Kaliumacetat-Lsg. pH 5,5 und 20minütiger Inkubation auf Eis ausgefällt. Nach Zentrifugation (10 Minuten bei 4000 x g und 4°C) wurde der Überstand durch einen Nucleobond XL Faltenfilter zu 0,6 Volumen Isopropanol gegeben. Nach 30 Minuten Inkubation bei RT wurde 15 Minuten bei 4000 x g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde 30 - 60 Minuten luftgetrocknet und in 7 ml 0,1 x SSC aufgenommen. Das Volumen jeder DNA/0,1 x SSC-Lsg. wurde ermittelt und mit 1,0 g CsCl je ml Lösung versetzt und kräftig geschüttelt. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis und einer Zentrifugation (20 Minuten bei 4000 x g und 4°C) wurde der Überstand in ein Beckmann Quick Seal 16 x 76 mm Ultrazentrifugenröhrchen überführt. Es wurden 200 (l 10 mg/ml Ethidiumbromid zugesetzt, das Zentrifugenröhrchen bis zum Rand mit Mineralöl überschichtet und mit einem Beckmann Quick Sealer verschlossen. Nach 16stündiger Ultrazentrifugation bei 20°C und 55000 rpm im TI 75 Kontron-Rotor wurde die deutlich erkennbare Plasmidbande mit einer 18 Gauge Kanüle abgezogen und das Ethidiumbromid mehrmals mit TE gesättigtem Butanol extrahiert. Die Plasmid-DNA wurde mit 3fachem Volumen TE und 8fachem Volumen Ethanol versetzt und 30 Minuten bei 4000 x g und 4°C zentrifugiert.

Das Pellet wurde einmal mit 70% EtOH gewaschen und anschließend bei 65°C getrocknet. Die DNA wurde in 0,1 x SSC aufgenommen und stand nun für weitere Verwendung zur Verfügung.



SB-Medium:		80 g LB-Premix 

					88 g Trypton 

					60 g Hefeextract

 					5 mM Glucose 

 					5 mM NaOH 

			          		ad 4 l ddH2O

					

		GTE-Puffer:		50 mM Glucose

					25 mM Tris/HCl pH 8,0

					10 mM EDTA

					5 mg/ml Lysozym

Lysepuffer:		200 mM NaOH

					1% (w/v) SDS





		20 x SSC Puffer: 	3 M NaCl

					300 mM Natriumcitrat

					pH 7,0



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

					1 mM EDTA



2.2.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung



Zur photometrischen DNA-Konzentrationsbestimmung wurde die Extinktion einer DNA-Lösung bei 260 und 280 nm gemessen. 

Folgende Formel liegt der DNA-Konzentrationsbestimmung zugrunde:  

 		

	            Konzentration = 62,9 x OD260 – 36,0 x OD280 [(g/ml]



2.2.2.4 Elektrophoretische Trennung von DNA



Nukleinsäuren wurden mit Gelladepuffer versetzt und in 0,8 - 2,5%igen (w/v) horizontalen Agarosegelen nach ihrer Größe getrennt. Diese 1 x TAE - Puffer Gele mit 0,2 (g/ml Ethidiumbromid wurden bei 10-15 V/cm in 1 x TAE als Laufpuffer betrieben. 

Zur Trennung von PCR-Fragmenten wurden vertikale 0,05%ige Polyacrylamidgele in 0,5 x TBE - Puffer verwendet. Die Detektion der Fragmente erfolgte durch uV-Licht Anregung.



	50 x TAE Puffer:	2 M Tris-Acetat 

					50 mM EDTA, pH 8,0

					ad 1 l ddH2O

		

5 x TBE Puffer:		450 mM Borsäure

					450 mM Tris-HCl

					10 mM EDTA pH 8,0

					ad 1 l ddH2O



10 x Gelladepuffer:     	50% (v/v) Glycerin

	      	   	0,25% (w/v) Bromphenolblau

 			0,25% (w/v) Xylencyanol FF  



2.2.2.5 Elution von DNA aus Agarosegelen 



DNA-Fragmente wurden generell mit dem QIAquick Gel Extraction Kit oder MiniElute Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben aus Agarosegelen eluiert.



2.2.2.6 DNA-Transformation durch Hitzeschock



Chemisch kompetente Bakterien wurden mit 15-100 ng Plasmid-DNA oder 2 (l Ligationsansätzen transformiert. Hierzu wurden 30 (l Bakterien mit der DNA 30 Minuten auf Eis inkubiert bevor der Ansatz einem 30sekündigem Hitzeschock bei 42°C unterzogen wurde.  Die Bakterien wurden 2 Minuten auf Eis inkubiert und dann mit 500 (l SOC Medium 60 Minuten bei 37°C und 225 rpm inkubiert, bevor der Ansatz auf LB-Agar-Selektionsplatten ausgestrichen und bei 37°C über Nacht inkubiert wurde.

	

SOC-Medium:		2% (w/v) Pepton					

					0,5% (w/v) Hefeextrakt		

					10 mM	NaCl			

2,5 mM	KCl	

10 mM MgCl2

10 mM MgSO4		

20 mM Glucose	



2.2.2.7 DNA-Transformation durch Elektroporation



Elektrisch kompetente Bakterien wurden mit 15-100 ng Plasmid-DNA oder 2 (l Ligationsansätzen transformiert. Hierzu wurden 20 (l Bakterien mit der DNA in gekühlten 0,2 mm Elektroporationsküvetten 30 Minuten auf Eis inkubiert und bei 1,7 keV geschockt. Danach wurden 500 (l SOC Medium hinzugegeben und 60 Minuten bei 37°C und 225 rpm inkubiert, bevor der Ansatz auf LB-Agar-Selektionsplatten ausgestrichen und bei 37°C über Nacht inkubiert wurde.



2.2.2.8 Restriktion von DNA



Nukleinsäuren wurden mit 4 Einheiten Restriktionsenzym pro (g DNA 3 h in ent-sprechendem Puffer nach Herstellerangaben gespalten. Die Analyse der Fragmente erfolgte durch Agarosegele (2.2.2.4).



2.2.2.9 Auffüllen und Verdau von 5' bzw. 3'-überhängenden Enden



Sog. 5’-überhängende ’sticky ends’ von Nukleinsäuren wurden mit der Klenow Polymerase-Einheit aufgefüllt. Hierzu wurden 2 Einheiten Klenow (Roche, Mannheim)  und 10 (M dNTP mit DNA in Klenow-Puffer in einem Gesamtvolumen von 10 (l für 60 Minuten bei 37°C inkubiert.

3’-überhängende Enden dagegen wurden mit der Mungbohnen Nuklease (New England Biolabs, Frankfurt)  abgedaut und in glatte ’blunt ends’ umgewandelt. Hierzu wurden 10 Einheiten Nuklease in entsprechendem Puffer in einem 10 (l Gesamtansatz nach Herstellerangaben inkubiert.   



10 x Klenow-Puffer:	0,5 M Tris/HCl, pH 7,6

					0,1 M MgCl2 



2.2.2.10 DNA-Dephosphorylierung



Zur Unterdrückung sog. Religationen wurden 5’-Phosphatgruppen von linearisierten Klonierungsplasmiden durch Phosphatase-Reaktionen abgetrennt. Hierzu wurde linearisierte und aufgereinigte Plasmid-DNA mit 4 Einheiten alkalischer Phosphatase (Promega, Mannheim) in entsprechendem Puffer in einem Gesamtvolumen von 40 (l 120 Minuten bei 37°C inkubiert.

2.2.2.11 Ligation von DNA



DNA-Fragmente wurden in vorher linearisierte Plasmidvektoren eingbracht, indem          9-90 fmol DNa-'Insert' mit 3-30 fmol dephosphoryliertem und linearisiertem Plasmidvektor ligiert wurden. Hierbei wurden die Fragmente mit 1 Einheit T4-DNA ligase (Invitrogen, Groningen, NL) und entsprechendem Puffer in 10 (l Gesamtansatz bei 16°C über Nacht inkubiert.

Zur Klonierung von pCR Fragmenten in den pCR2.1-TOPO Vektor wurde das TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Groningen, NL) nach Herstellerangaben eingesetzt.



2.2.2.12 DNA-Amplifikation 



Die Amplifikation von DNA mit sequenzspezifischen Primern erfolgte mittels der sog. ’polymerase chain reaction’ (PCR) (Mullis et al., 1986). 

Ein typischer Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

10 ng DNA 'template' oder 2 (l reverse transkribierte cDNA 

0,2 (M je Primer

0,2 mM dNTP Mix

1 - 5 U Polymerase

Plus die entsprechende Menge 10 x Puffer in Ampuwa-PCR-Wasser (Fresenius, Bad Homburg). Bei semi-quantitativen radioaktiv markierten PCRs wurden zudem noch 0,3 nmol (32P-dCTP eingesetzt.

Die Schmelztemperatur der jeweiligen Primer wurde wie folgt berechnet:

TM = 69.3°C + 0.41 x (GC-Gehalt) - 650 / L (=Primerlänge)





Die Ansätze wurden in einer sog. 'touchdown' PCR mit einem 'hot start' (D'aquila et al., 1991) unter Verwendung der Hot-Start Master Taq Polymerase (eppendorf, Hamburg) nach folgendem Programm amplifiziert:

	      95°C,      300 Sek.

�      �EMBED Unknown���10 Zyklen je -0.5°C beim 'annealing'

95°C ,       15 Sek.

TM - 3°C,   30 Sek.

70°C,         60 Sek.

		      �EMBED Unknown���10-25 Zyklen je nach Amplifikat

			       70°C,       120 Sek.

Der Erfolg einer PCR wurde durch Agarose- bzw. bei semi-quantitativen PCRs durch Polyacrylamidgelelektrophorese kontrolliert (2.2.2.4).

Radioaktiv markierte PCRs wurden nach erfolgreicher Polyacrylamidgelelektrophorese auf einem Geltrockner getrocknet und anschließend wurde zur Autoradiographie in einer Biomax MS Röntgenfilmkassette ein Kodak Biomax Film exponiert.

Zur Amplifikation von Gen- bzw. Promotorfragmenten wurde in einer sog. ’high fidelity’ PCR-Reaktion mit der Triple Master Taq Polymerase (eppendorf, Hamburg) nach Herstellerangaben ein DNA-Fragment erzeugt und das Amplifikat in den pCR2.1-TOPO TA Vektor kloniert (vgl. 2.2.2.11). 



2.2.2.13 Zielgerichtete DNA-Mutagenese 



Zur Einführung bzw. Behebung von Mutationen in DNA Sequenzen wurde das QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (stratagene, Heidelberg) mit HPLC- aufgereinigten spezifischen Oligonukleotiden nach Herstellerangaben eingesetzt.



2.2.3 RNA-Arbeitstechniken



2.2.3.1 RNA-Präparation  



Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) aus zuvor pelletierten Zellen nach Herstellerangaben extrahiert. Die Qualität dieser RNA wurden sowohl elektrophoretisch (2.2.2.4), als auch photometrisch (2.2.3.2) bestimmt.  

Zur Aufreinigung von polyadenylierten mRNAs aus Gesamt-RNA wurde das Oligotex mRNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben verwendet.     



2.2.3.2 RNA-Konzentrationsbestimmung



Die RNA-Konzentration von verdünnten Lösungen wurde durch messen der Extinktion bei einer Wellenlänge von 260 nm ermittelt. Hierbei lag der Konzentrationsbestimmung folgende Formel zugrunde:



RNA Konzentration = OD260 x Verdünnungsfaktor x 40 [(g/ml]



2.2.3.3 Reverse Transkription



Zur Generierung von komplementärer cDNA aus Gesamt-RNA wurde das Omniscript RT-Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. 1 (g Gesamt-RNA wurde mit 1 (M oligo-dT (Applied Biosystems, Darmstadt), 1 mM dNTP, 40 Einheiten RNase Inhibitor (Promega, Mannheim) und 4 Einheiten Reverser Transkriptase (Qiagen, Hilden) in entsprechendem Puffer und einem Gesamtvolumen von 20 (l 60 Minuten bei 37°C nach Herstellerangaben inkubiert. Das Enzym wurde 5 Minuten bei 95°C inaktiviert, der Ansatz wurde abgekühlt und mit 30 (l Ampuwa-PCR-Wasser versetzt. Die cDNA stand nun für weitere Analysen z.B. für die PCR (vgl. 2.2.2.12) zur Verfügung.      











2.2.4 Protein-Arbeitstechniken



2.2.4.1 Gesamtzellextrakt-Generierung



Zur Herstellung von Gesamtproteinzellextrakten wurden Zellen durch Abschaben und anschließende Zentrifugation für 10 Minuten bei 300 x g und 4°C pelletiert. Abhängig von der Zellzahl wurde das Pellet in 50-300 (l RIPA-Puffer resuspendiert, 30 Minuten auf Eis inkubiert und dann 15 Minuten bei 12000 x g und 4°C zentrifugiert. Der von Zelltrümmern gereinigte Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

RIPA-Puffer:		50 mM Tris/HCl, pH 7,2

					150 mM NaCl

					0,1% (w/v) SDS

					1% (w/v) Na-Desoxycholat

					1% (v/v)Triton X-100 

		

2.2.4.2 Protein-Konzentrationsbestimmungen   

   

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von gesamtzellextrakten wurde der Bio-Rad Protein-Assay (BioRad, München) verwendet. 1 (l Gesamtzellextrakt wurden mit 99 (l PBS=, 700 (l H2O und 200 (l Bio-Rad Protein-Assay bei einer Wellenlänge von 595 nm im Photometer vermessen. Anhand einer BSA-Eichkurve bekannter Protein-konzentrationen  wurde die Proteinkonzentration in (g/(l ermittelt.  



2.2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese



Die Auftrennung von Proteinen wurde durch die sog. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) unter reduzierten bedingungen im diskontinuierlichen System durchgeführt (Laemmli, 1970). Die Acrylamidkonzentration der verwendeten Trenngele lag bei 6-15% mit jeweils 4%igem Sammelgel. Es wurden je 30-750 (g Gesamtproteinextrakt pro Gelspur eingesetzt, die zuvor mit SDS-Gelladepuffer 5 Minuten bei 95°C denaturiert wurden. Für die gelelektrophoretische Auftrennung wurde das PROTEAN III-System (Bio-Rad, München) in 1 x SDS-Laufpuffer verwendet.



5 x SDS-Laufpuffer:	125 mM Tris

				       	125 mM Glycin

				       	0,5% (w/v) SDS 

  

SDS-Gelladepuffer:	50 mM Tris/HCl, pH 6,8

				     	100 mM Dithiothreitol

					2% (w/v) SDS

					0,1% (w/v) Bromphenolblau

					10% (v/v) Glycerin



2.2.4.4 Western Blotting



Nach erfolgreicher Trennung wurden die Proteine auf eine Hybond-ECL Nitrocellulose-membran (Amersham-Biosciences, Freiburg) übertragen. Hierzu wurde das ’semi-dry blotting’ Verfahren in einer Trans Blot SD Zelle (Bio-Rad, München) angewendet. Der Transfer erfolgte, nachdem die Membran zuvor in Blotpuffer äquilibriert wurde, bei 1,5 mA/cm2 Membranfläche für 30-120 Minuten.

		5 x Blotpuffer:		970 mM Glycin

					125 mM Tris/HCl pH 8,3



2.2.4.5 Immundetektion



Die Nitrocellulosemembran wurde nach dem Elektrotransfer 1 h bei RT in 10% (w/v) Milchpulver in 0,1% (v/v) Tween-20 TBS-Puffer blockiert. Die Inkubation mit Primär-antikörpern erfolgte in Verdünnungen von 1:100 bis 1:5000 des Antikörpers in 5% (w/v) Milchpulver in 0,1% (v/v) Tween-20 TBS-Puffer über Nacht bei 4°C unter ständigem Schwenken der Membran. Die Membran wurde dreimal in 0,1% (v/v) Tween-20 TBS-Puffer gewaschen, bevor sie mit dem 'horse radish peroxidase' (HRP) gekoppelten Zweitantikörper nach Herstellerangaben in 5% (w/v) Milchpulver in 0,1% (v/v) Tween-20 TBS-Puffer 1 h bei RT unter ständigem schwenken inkubiert wurde.  Die Membran wurde erneut dreimal in 0,1% (v/v) Tween-20 TBS-Puffer gewaschen, bevor das Super-Signal Dura West Extended Kit (Pierce, Bonn) zur Detektion der Chemilumineszenz nach Herstellerangaben eingesetzt wurde. Mit der Membran wurde schließlich ein X-Omat Kodak Röntgenfilm exponiert.          

	

		10 x TBS-Puffer:	200 mM Tris

					1,35 M NaCl 

2.2.4.6 in vitro Translation



Je 0,5 (g Plasmid-DNA von vollängenklonierten Genen wurden von der T7 Primer- Bindungsstelle unter Verwendung von 35S-Methionin mit dem TNT T7 Quick coupled Transcription/Translation System (Promega, Mannheim) nach Herstellerangaben in vitro translatiert. Anschließend wurde ein 10 (l Aliquot durch SDS-PAGE aufgetrennt und nach Trocknen des Gels autoradiographisch ausgewertet. 



2.2.5 Mikroarraytechnologie



2.2.5.1 Herstellung von DNA-Hybridisierungssonden



Aus polyadenylierter mRNA wurde mit dem Strip-EZ RT Kit (Ambion, Austin, TX, USA) nach Herstellerangaben 33P-dATP-markierte cDNA generiert. Ein Aliquot dieser Hybridisierungssonde wurde im Tri-Carb 2100 TR Szintillationszähler (Canberra-Packard, Dreieich) vermessen und dann für die Hybridisierung eingesetzt.



2.2.5.2 Hybridisierung



Zwei identische Human LifeGrid 1.0 Nylon Membranen (Incyte Genomics, Heidelberg) wurden nach Herstellerangaben mit der jeweiligen cDNA Sonde (vgl. 2.2.5.1) über Nacht bei 68°C im Hybridisierungsofen unter ständigem Schwenken hybridisiert. Durch mehrmaliges Waschen der Membran in 2 x SSC / 0,1% (w/v) SDS bis 0,1 x SSC / 0,1% (w/v) SDS bei Temperaturen von 25°C bis 68°C für jeweils 10 Minuten nach Herstellerangaben wurden unspezifische Adsorbate an die Membran heruntergewaschen. Die Membranen wurden in Klarsichtfolie gelegt und waren nun für die Auswertung verwendbar. 



2.2.5.3 Detektion und Auswertung



Die  gewaschenen Membranen wurden unter Phosphorimagerplatten für 3 bis 16 h bei     -80°C exponiert und die hieraus resultierenden Bilder wurden auf dem Phosphoimager Fujifilm BAS-1500 scanner generiert. Die Analyse und Auswertung der zu vergleichenden Bilder wurde von Incyte Genomics mit deren ArrayVision Software durchgeführt.



2.2.6 Adenovirale arbeitstechniken

2.2.6.1 AdEasy-Technologie



Adenovirale Vektoren wurden mit Hilfe des sog. Adeasy Systems hergestellt (He et al., 1998). Dabei wurden Fremdgene in den AdTrack-CMV 'Shuttle' Vektor kloniert und dieser anschließend mit dem pAdeasy1 Plasmid rekombiniert. Das pAdeasy1 Plasmid enthält das Ad5 Genom mit Deletionen der E1 und E3 Regionen; daher entstehen durch Rekombination dieses Vektors mit dem 'Shuttle' Plasmid durch homologe Bereiche in beiden Plasmiden replikationsdefiziente Adenoviren. Die Rekombination der vektoren wurde in E. coli BJ 5183 Bakterien durchgeführt und das resultierende adenovirale Konstrukt nach Linearisierung durch Transfektion in HEK 293 Zellen propagiert.

Die Bestandteile dieses Systems wurden unserer Arbeitsgruppe von B. Vogelstein, Baltimore, MD, USA zur Verfügung gestellt.



2.2.6.2 Klonierung und Generierung adenoviraler Vektoren 



Zur Generierung von Ad.CMV.KIAA0455, Ad.CMV.KIAA0717, Ad.CMV.KIAA0767/Dip und Ad.CMV.KIAA0767Dip His tag wurde das entsprechende Gen mit sequenzspezifischen Primern unter Ausschluß des jeweiligen Terminationscodons in einer PCR-Reaktion in Vollänge amplifiziert und in den pCR2.1 TOPO Vektor eingebracht. Für die Herstellung von Ad.CMV.KIAA0767/Dip His tag wurde die Vollängen-cDNA in den pCDNA 3.1/ myc-His zwischenkloniert, um das His-tag Signal anzuhängen. In einem gerichteten Klonierungsschritt wurde das jeweilige Gen in den pAdTrack.CMV 'Shuttle'-Vektor eingebracht und schließlich in E. coli BJ 5183 Bakterien mit dem pAdeasy1 Plasmid rekombiniert. Ein typischer Rekombinationsansatz setzte sich aus 1,5 (g Pme I linearisiertem pAdTrack.CMV Vektor, 100 ng pAdeasy1 und 20 (l elektrokompetenten BJ 5183 Bakterien zusammen (vgl. He et al., 1998). Nach Überprüfung von Rekombinationsklonen wurde die Plasmid-DNA in Xl2-Blue Bakterien retransformiert, mittels CsCl-Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt und nach linearisierung in HEK 293 Zellen transfiziert. In diesen Zellen werden die deletierten Genprodukte der Ad5 E1 Region zur Verfügung gestellt; somit wurde die Erzeugung von Adenoviren ermöglicht. Eine solche erste infektiöse Platte HEK 293 Zellen wurde nach 10 Tagen abgeschabt und zusammen mit dem Überstand durch dreimaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und Auftauen bei 37°C im Wasserbad ’lysiert’. Zur Generierung sog. ’high titer’ wurden acht Zellkulturschalen mit 150 mm Durchmesser mit diesem 'lysierten' Überstand infiziert und nach 2-3 Tagen vereinigt, wenn ein zytopathischer Effekt entstanden war. Nach 10minütiger Zentrifugation bei 4°C und 300 x g wurde das Pellet in 4 ml PBS+/+ 10% Glycerin (v/v) resuspendiert und dreimal zur Freisetzung der viralen Partikel wie zuvor 'lysiert'. Dieser ’high titer’ wurde für weitere in vitro Experimente bei -80°C gelagert.    



2.2.6.3 Titration adenoviraler Vektoren



Zur Titerbestimmung von Adenoviren wurde die in Zellkultur infektiöse Dosis 50 (TCID50) Methode durchgeführt. Hierzu wurden 96-Loch zellkulturplatten im Doppelansatz mit je  104 HEK 293 Zellen pro Loch ausgesät. Nach 16 h wurden virusverdünnungen von 10-5 bis 10-12 in 10fach Bestimmung zu den Zellen gegeben. Nach 10tägiger Inkubation wurde der zytopathische Effekt (CPE) in den Kavitäten gezählt und der Titer jeder Platte mit der statistischen KÄRBER-Methode berechnet:

				T = 101+d(S-0,5)  [TCID50/ml]

Hierbei entspricht d dem log 10 der Verdünnung (d=1 für eine 10fach Verdünnung). S ist die Summe aller Verhältnisse, wobei immer bei der ersten Verdünnung (=10-1) begonnen wird, auch wenn nur höhere Verdünnungen als 10-1 verwendet wurden.

TCID50/ml wurde in PFU/ml umgerechnet durch eine Korrektur von 0,7 log:

				10x TCID50/ml = 10x-0,7 PFU/ml



2.2.6.4 Adenovirale Infektion von Zellen



Zur effizienten Transduktion einer definierten Anzahl Zellen wurde das Medium von der zellkulturplatte abgezogen. Die entsprechende Virusmenge wurde in 20% Endvolumen Medium auf die Zellen gegeben und 30 Minuten bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Das restliche Volumen (80%) Medium wurde hinzugefügt und die zellen wurden bis zum gewünschten zeitpunkt inkubiert. Bei jeder Infektion wurde die für die Zellinie entsprechende Infektionsmutiplizität (moi) verwendet, bei der alle Zellen eine 100%ige Transduktion des Transgens aufweisen.































2.2.7 Zytotoxizitäts- und Apoptoseanalyseverfahren 



2.2.7.1 MTT-Assay



Zur Bestimmung des Einflusses der überexpression vollängenklonierter Gene auf die Zellvitalität verschiedener Zellen wurde auf 96-Loch Zellkulturplatten eine definierte Zellzahlen mit adenoviralen Vektoren von KIAA0455, KIAA0717 und KIAA0767/Dip in 3fach Bestimmung infiziert. Als positiv- und Negativkontrollen dienten Adenoviren, die das pro-apoptotische p53 in Wildtyp bzw. das grünfluoreszierende Protein (GFP) exprimierten. Über einen Zeitraum von 4 Tagen wurde alle 24 h die Zellvitalität mit dem CellTiter96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Mannheim) nach Hersteller-angaben gemessen.



2.2.7.2 Durchflusszytometrische DNA-Gehaltsbestimmung

 

Zur Analyse apoptotischer Zellen wurde die Detektion von fragmentierter DNA im Durchflusszytometer (FACS) (Ormerod, 1998) gemessen. 106 H1299 Zellen wurden mit Ad.CMV.KIAA0717, Ad.CMV.KIAA0767/Dip, Ad.CMV.GFP oder Ad.CMV.p53wt infiziert. Alle 24 h über 4 Tage wurden die Zellen mit Trypsin von der Zellkulturschale gelöst und mit dem Mediumüberstand 10 Minuten bei 4°C und 300 x g pelletiert. Die Zellen wurden einmal mit eiskaltem PBS= gewaschen, das Pellet in 500 (l PBS= aufgenommen und in  5 ml eiskaltem 70% (v/v) Ethanol unter Vortexen fixiert und bei -20°C aufbewahrt. Die fixierten zellen wurden nach Zentrifugation (10 Minuten bei 4°C und 500 x g) einmal mit PBS= gewaschen und in 2 ml Propidium-Iodid-PBS=-Lösung aufgenommen. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wurden die Zellen im FACSVantage Durchflusszytometer (Becton Dickinson, heidelberg) mit der CellQuest Software analysiert und ausgewertet.  



Propidium-Iodid-

Lösung:		100 (g/ml Propidium-Iodid

					100 (g/ml RNase A

					in PBS=



2.2.7.3 Kernfärbung apoptotischer Zellen



Um morphologische Veränderung von pro-apoptotischen Zellen wie z.B. Zellschrumpfung oder Aufblähen zellulärer Membranen zu identifizieren wurden 2 x 105 H1299 Zellen mit Ad.CMV.KIAA0717, Ad.CMV.KIAA0767/Dip, Ad.CMV.GFP oder Ad.CMV.p53wt infiziert. Alle 24 h über 4 Tage wurden die Zellen mit 5 (g/ml Hoechst 33342 und 5 (g/ml Propidium-Iodid durch 15 Minuten Inkubation bei 37°C gefärbt und anschließend im konfokalen Laser Scan Mikroskop LSM 510 (Zeiss, Oberkochem) analysiert.



















2.2.7.4 Detektion von nukleosomalen DNA-Fragmenten



Die Detektion von nukleosomalen DNA-Fragmenten wurde durch die Infektion von   1,5 x 106 H1299 Zellen mit Ad.CMV.KIAA0767/Dip, Ad.CMV.GFP oder Ad.CMV.p53wt eröffnet. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden die Zellen nach Trypsinbehandlung zusammen mit dem medium 10 Minuten bei 300 x g und 4°C gesammelt, in 200 (l Fragmentierungspuffer resuspendiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden 100 (g RNase A hinzugefügt und 1 h bei 37°C inkubiert. Durch zweifache Phenol-Chloroform Extraktion wurde die DNa aufgereinigt und mit 2,5 Volumen Ethanol und 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat pH 4,8 präzipitiert und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20°C gelagert. Die DNA wurde durch 15minütige Zentrifugation bei 12000 x g und 4°C pelletiert, in 40 (l TE-Puffer (vgl. 2.2.2.2) resuspendiert und elektrophoretisch aufgetrennt (2.2.2.4). 



Fragmentierungs-

puffer: 			50 mM Tris/HCl pH7,8

					10 mM EDTA pH 8,0

					1% (w/v) SDS

					0,5 mg/ml Proteinase K



2.2.8 Immunfluoreszenzmikroskopie 



Zur subzellulären Lokalisation des KIAA0767/Dip Proteins wurden H1299 Zellen durch Elektroporation mit pCDNA 3.1/ myc-His Kontrollplasmid oder pCDNA 3.1/ myc-His. KIAA0767/Dip transfiziert, auf Deckgläschen ausgesät und unter normalen Zellkulturbedingungen inkubiert. 24 h nach Elektroporation wurden die Zellen 15 Minuten bei 37°C in 3,7% (v/v) Formaldehyd fixiert und 5 Minuten bei RT mit 0,2% (v/v) Triton X-100 PBS= permeabilisiert. His markiertes KIAA0767/Dip wurde detektiert, indem die Zellen 1 h bei RT mit anti-His Primärantikörpern (Invitrogen, Groningen, NL) in 1:500 Verdünnung in 1% (w/v) BSA in PBS= inkubiert wurden. Der murine erstantikörper wurde durch Alexa Fluor 546 gekoppelte anti-Maus Sekundärantikörper (Molecular Probes, Leiden, NL) in 1:300 Verdünnung in 1% (w/v) BSA in PBS= detektiert. Zellkerne wurden durch DAPI-Lösung für 15 Minuten bei RT gefärbt. Durch Inkubation mit MitoTracker-Lösung (Molecular Probes, Leiden, NL) für 30 Minuten bei RT wurden die Mitochondrien gefärbt. Nach jeder Inkubation wurden die Zellen dreimal mit PBS= gewaschen. Die Analyse der fixierten Zellen erfolgte im konfokalen Laser Scan Mikroskop LSM 510 (Zeiss, Oberkochem).



DAPI-Lösung:		10 mg/ml 4’,6’-Diamidino-2-pheny-indol Dilactat

in H2O



		MitoTracker-Lösung:	200 nM MitoTracker Green FM

					in PBS=

			



2.2.9 Reportergenanalyse



Zur Analyse eines möglichen KIAA0767/Dip-Promotors und dessen Aktivierung durch E2F1-Expression wurde der Bac Klon # RPCI-3-439F8 voni BACPAC Resources, Oakland, CA, USA verwendet. In einer Einschritt ’high fidelity’ PCR-Reaktion wurde mit den sequenzspezifischen Primern ’Promotor sense’ und ’Promotor antisense’ (vgl. 2.1.6) ein 7,8 kB Promotorfragment amplifiziert und in den PCR2.1-TOPO Vektor eingebracht. Ausgehend von diesem Konstrukt wurden außerdem drei weitere Promotorkonstrukte mit den Primern +358-Promotor/-21Promotor, +206Promotor/-21Promotor und +98 Promotor/-21 Promotor durch ’high fidelity’ PCR-Reaktionen amplifiziert und ebenfalls in den pCR 2.1-TOPO Vektor kloniert. Nach Sequenzierung der Konstrukte wurden diese Promotorfragmente durch gerichtete Klonierungen in den promotorlosen pGL3-Basic Vektor (Promega, Mannheim) kloniert. H1299 und Saos-2 Zellen wurden durch Elektroporation mit je 1 (g pGL3-Promotorkonstrukt bzw. pGL3-Basic als Negativ-kontrolle und 3 (g pCMV.E2F1 transfiziert. 48 h nach Elektroporation wurden Zellen geerntet, mit dem Luciferase Reporter Assay System (Promega, Mannheim) nach Herstellerangaben Zellextrakte generiert und im Luminometer Lumat LB 9501 (Berthold, Wildbad) auf ihre Luciferaseaktivität hin analysiert. 



2.2.10 siRNA-Technologie



Zur Unterdrückung der spezifischen Genexpression von KIAA0767/Dip durch 'small interfering' RNAs (siRNAs) wurden Oligonukleotide synthetisiert (vgl. 2.1.6). Mit dem GeneSuppressor System (Biocarta, Hamburg) wurden diese Oligos in den 'Shuttle' Vektor pSuppressorAdeno eingebracht und anschließend nach Rekombination mit Ad5 Plasmiden adenovirale Vektoren hergestellt. Alle hierbei angewendeten Methoden der Klonierung, Verifizierung, Rekombination, Propagierung der Viruspartikel und Titration wurden nach Herstellerangaben ausgeführt.  



2.2.11 Zellkompartimentfraktionierung



Zur Fraktionierung von verschiedenen Zellkompartimenten wurde das ApoAlert Kit (BD Clontech, Heidelberg) angewendet. 2,5 x 107 H1299 Zellen wurden adenoviral mit Ad.CMV.ER-E2F1 oder in Kombination mit Ad.CMV.ER-E2F1/Ad.siGFP oder Ad.CMV.ER-E2F1/Ad.siDip infiziert. 24 h nach Infektion wurde die ER-E2F1-Aktivität mit  1 (M 4-Hydroxy-Tamoxifen (4-OHT) induziert, die Zellen zum gewünschten Zeitpunkt geerntet und nach Herstellerangaben in Proteinextrakte der cytosolischen und mitochondrialen Fraktion getrennt. Die Proteinkonzentration wurde bestimmt (vgl. 2.2.4.2) und ein Aliquot für SDS-PAGE eingesetzt.











2.2.12 Colony Assay



Die Unterdrückung der KIAA0767/Dip-Expression und deren Einfluß auf die E2F1-vermittelte Apoptose wurde durch das Ermitteln von überlebenden Zellkolonien überprüft. H1299 ER-E2F1-Zellen wurden mit Ad.siDip und Ad.siGFP infiziert, 24 h nach Infektion mit 4-OHT induziert und nach 7 Tagen mit frischem 4-OHT-Medium versetzt. 2 Wochen nach der Infektion wurden die Zellen einmal mit PBS= gewaschen, mit 4°C kaltem Methanol/Essigsäure (1:1) (v/v) fixiert und getrocknet. Die überlebenden Zellkolonien wurden mit einer 1:20 verdünnten Giemsa-Färbe-Lösung (Sigma-Aldrich, Steinheim) sichtbar gemacht und ausgezählt.  

		2 Material und Methoden
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95°C ,       15 Sek.

TM +2°C,   30 Sek.       

70°C,        60 Sek. 








