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3. Material
3.1. DNA- und RNA-GrofBienstandards

1 kb DNA Marker 1 kb DNA ladder
Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

DNA-Mengenstandard Smart ladder

Eurogentec, Seraing, Belgien

RNA Marker 0,16-1,77 kb RNA ladder
Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

3.2. Primer und Linker

3.2.1. Primer fiir Standardsonden

Referenzsequenz Amplifikat
Primer 5°- 3" Sequenz Pos.
Acc.No./ Unigene Linge
TGA AAC CTT TCA GTA
ESTO04 plus 278-249
ACC TGC TTT TCA GTC AWO049631 / 264 b
P
, TTT GGT CAT GAC TCG | Mm. 296043
EST04 minus 15-41
ATA CAT ATT TGA
TCC AGC CTC AGG CCA
ESTO06 plus 397-369
CTT CAG TAC ACT CA BE952927 / 299 b
Y
, TCC GAC AGG CAG ATC| Mm. 35141
ESTO06 minus 106-132
CTC GGA ACC ACT
CTC ATG CCT AAG ACC
EST10 plus 480-454
TCA CCT AGC ATC AW209104 / 416 b
, GCT TGG TTC TGT GGC Mm. 28853 P
EST10 minus 65-91
TTC ATG CTG CTC
GGT AAT TTC AAT GAC
EST11 plus 63-90
CTA GACTCTTAG A AW046487 / 523
P
_ CTC TGA AGC AGA TAC | Mm. 43871
EST11 minus 585-559
ACA GCA AAC ATG
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CTA CAT TAC CCT TCC

EST12 plus 387-358
CTC AAC TAG AGT ATG |  AI839967 / 366 b
_ AGA ACA GAC ACT TTA Mm. 2050 P
EST12 minus 22-51
TTG TAC AGC AGG GTG
ACT TTG ACA GCC TGA
EST13 plus 61-90
AGA GGA TCT CAGTCA | AU080147/ 460 b
_ CGT ATG ATA CAA TAT | Mm. 214977 P
EST13 minus 491-520
TTA CAT TCC ATG GGT
GGA GCT CTC CAT CTG
EST14 plus 316-287
TAC TGA GTC TCC AAC | AWI105770 / 301h
, TTC TGC TTA AGT GCC Mm. 28955 P
EST14 minus 16-45
CAT AAC ACA GGT AAG
TGA CGC ACA CCT GAG
ESTOldown plus 183-204
AGA GAA G BE983674 / 274 bp
, CAG ATG TGT ATG GTC | Mm.139239
ESTO01down minus 456-434
TCA TTC AG
AAC TAG CAA GGA GGC
EST03down plus 324-295
CTG ACA TTA GTG CTG AI842500 / 308 b
P
| TAA ATG AGC AGA GAC| Mm. 20441
ESTO03down minus 17-33
GGT GAA TTC TT
GGG AGA GTG CTG TAC
EST04down plus 215-193
AAA GTC AA AW120732/ 200h
_ TTG AAG GTT GTT TAT Mm. 40363 P
EST04down minus 16-40
ATC AAG TCC T
CGT TTC GGT GAG CAG
ESTO05down plus 468-439
CTC CAG GAG ACG CTG |  AI553505 / 463 b
p
, CAG CTG TGA ACT ATT | Mm. 193097
EST05down minus 6-35
GGA TTT GAG ACA GGA
GAC CAA CAT GCT GAG
ESTO06down plus 43-67
TCT TTT CCA C AI840652 / 304h
p
_ CTT GCA GTT TCA ATG | Mm. 180937
EST06down minus 346-322
TGC ACA CTC C
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GCA GCT CCA GGA AGT
EST08down plus 100-121
TAG ATA C AI838905 / 205 b
_ TGC TAA GCA TGA GTA | Mm. 40406 P
EST08down minus 304-283
GTCACAG
GGA AGA AAA GAA
EST09down plus 71-92
CAG GGG CCA G BE947522 / 234 b
P
. |CCC TAC CCT AAA GTG | Mm. 240607
EST09down minus 304-283
ACCTCGG
GAG AAC AAG GCG TGT
EST10/5end plus 24-48
ATG GACTACC AA033321/ 400b
, CAG GAA ACT CTG GAA| Mm. 28853 P
EST10/5end minus 423-399
CTG CACGATC
i ACC CAC ACT GTG CCC
B-Actin plus 557-577
ATCTA X03672/ 343 bp
o GCC ACA GGA TTC CAT Mm. 297
3-Actin minus 899-880
ACC CA
ATC CTG CAC CAC CAA
Gapdh plus 490-512
CTGCTT AG NMO008084 / 4395
. CAG GAA ATG AGC TTG Mm. 5289 P
Gapdh minus 978-955
ACA AAGTTG
3.2.2. SAGE-tag-spezifische SARA-PCR Primer
Primer 5°- 3" Sequenz
L1ESTO1 GCT TAA TAG GGA CAT GTC GCT GCT TTA
L1ESTO02 TAG GCT TAA TAG GGA CAT GAT ACT GAA CAT
L2ESTO05 TGT ACG GGG ACA TGG AAATAATAA A
L1ESTO06 TAG GCT TAA TAG GGA CAT GCC CTC CTC CAG
L1EST10 TAG GCT TAA TAG GGA CAT GAA GCC ACA GAA
LIEST11 TAG GCT TAA TAG GGA CAT GTT TGC TGT GTA
LIESTI12 GCT TAA TAG GGA CAT GAG GCA TTG TCA
L1ESTI13 GCT TAA TAG GGA CAT GGA ATG TAA ATA
LI1EST14 TAG GCT TAA TAG GGA CAT GGG CCC AAG GCC
LINMO1 GCT TAA TAG GGA CAT GTG GCA GTC TGC
LINMO3 GCT TAA TAG GGA CAT GCA GGA TTC CTA
L2NMO04 TGT ACG GGG ACA TGG TAT AAAGTTT
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L2NMO5

TGT ACG GGG ACA TGC CGA CGG GCG C

LINMO6 TAG GCT TAA TAG GGA CAT GAT AAT TAC ATA
LINMO7 TAG GCT TAA TAG GGA CAT GAA AAT TAT TGG
LINu6M TAG GCT TAA TAG GGA CAT GTC ATT GGT CGC

L1ESTOldown

TAG GCT TAA TAG GGA CAT GAT GGG GTT GGC

L1EST02down

TAG GCT TAA TAG GGA CAT GTT GGC TCA CAA

L1EST03down

TAG GCT TAA TAG GGA CAT GGG ATA CGT TTG

L1EST04down

TAG GCT TAA TAG GGA CAT GAC CTT GTG AAT

L1EST05down

TAG GCT TAA TAG GGA CAT GCT CCC ATC CTC

L1ESTO06down

TAG GCT TAA TAG GGA CAT GTT GGT CAA ACA

L1ESTO08down

TAG GCT TAA TAG GGA CAT GTT GTT GGG GTT

L1EST09down

TAG GCT TAA TAG GGA CAT GGC TGC CCT GCA

L1EST11down

TAG GCT TAA TAG GGA CAT GAG AGA GGC CAA

L1EST12down

TAG GCT TAA TAG GGA CAT GAG GTA TGT ACA

L1EST13down

TAG GCT TAA TAG GGA CAT GCC CTG GGA GCT

L1EST15down

TAG GCT TAA TAG GGA CAT GGG GGA GGT TGT

L1EST16down TAG GCT TAA TAG GGA CAT GTG GCT TTT CTG
L1EST17down TAG GCT TAA TAG GGA CAT GGT GAT GCA AGA
L1EST18down TAG GCT TAA TAG GGA CAT GGG GTT GGC CGT
L1EST19down CTT AAT AGG GAC ATG AAT GGA TGC AG
L1Hsp70 GCT TAA TAG GGA CAT GTC TAC ACT GCC
L2Cath TGT ACG GGG ACA TGG GTT AAATGT T

L1Spi2 TAG GCT TAA TAG GGA CAT GGG GCC TGT GGG
LIMt2 TAG GCT TAA TAG GGA CAT GTA ACT GAC AA
L1Moesin GCT TAA TAG GGA CAT GTG TGA AGT AGC
L1Gapdh TAG GCT TAA TAG GGA CAT GGC CTC CAA GGA
L1B-Act TAG GCT TAA TAG GGA CAT GCC CTG ATG CCA

3.2.3. Unmarkierte M13-Primer

Pos. im pCRR2.1-

Primer 5°- 3" Sequenz R
TOPO™-Vektor
M13FWD CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC 433-410
MI13REV GTG AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG 182-208
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Biotin-M13(dT),; |CTA GTT GTA AAA CGA CGG CCA G(T)a4

M13-20nt CTA GTT GTA AAA CGA CGG CCAG

3.2.4. Cy5-markierte M13-Primer

Pos. im pCR®2.1-
Primer 5°- 3" Sequenz R
TOPO™-Vektor
M13FWD Cy5 Cy5 CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC 433-410
MI13REV Cy5 Cy5 AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA 185-210

3.2.5. Sequenzierprimer EST10

Primer 5°- 3" Sequenz
EST10Cy5/1 Cy5 CAC CAC AGG CAG GAG ACA TTC CTG
EST10CyS5/2 Cy5 CGG AAA TGA AGT CAA GAC ATG ATG
EST10Cy5/3 Cy5 GTT GGG TCA TTA TGG ATA GAG ATA
EST10Cy5/4 Cy5 CTC TCT GTA AAT TGA GTT CCG CTC
EST10CyS5/5 Cy5 GTG GCC TCT TGG AAG GCA CTG TC
EST10Cy5/6 Cy5 ATT CAG AGC TCA AGT TTC CCA CAG
EST10Cy5/7 Cy5 GTA TCA TGG AGG ATG AAC AGC ATC
EST10Cy5/8 Cy5 GTG GTG GTC AGT TCT TGC CTT AAC
EST10Cy5/9 Cy5 GTA GGC TCC CTC ATG CCT AAG AC

3.2.6. Primer ESTO01

Primer 5°- 3" Sequenz
ESTO1RACE GTA GAA GGC AAG ATT TAA TAA AGC AGC G
VL30/3 plus CTG TAA AGA AAA TGA GCA CTG GGT G

VL30/3 minus

TGC TTC AAC AGG TAG GCC ACC GGA C

alle Primer MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland
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3.2.7. Linker

Linker-
Linker
duplex

5°- 3" Sequenz

Linker 1A
GGG ACA TG

TTT GGA TTT GCT GGT GCA GTA CAA CTA GGC TTA ATA

Linker 1B

TCC CTA TTA AGC CTA GTT GTA CTG CAC CAG CAA ATC
C(Aminogruppenmodifizierung an C7)

Linker 2A
GAC ATG

TTT CTG CTC GAA TTC AAG CTT CTA ACG ATG TAC GGG

Linker 2B

TCC CCG TAC ATC GTT AGA AGC TTG AAT TCG AGC
AG(Aminogruppenmodifizierung an C7)

Pharmacia, Buckinghamshire, GrofSbritannien

Lit.: Serial Analysis of Gene Expression, Detailed Protocol, Version 1.0d, K.W. Kinzler, 1999

3.3. Kommerzielle Reaktionssitze

cDNA Synthese System

DNA-Markierungssatz

DNA-Sequenzierungssatz

Gelextraktionssatz fur DNA

Klonierungssatz

Light Cycler-PCR Reaktionssatz

cDNA Synthesis System
Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Rediprime Il Random Prime Labelling System

Amersham Pharmacia, Braunschweig, Deutschland

Thermo Sequenase Fluorescent Labelled
Primer Cycle Sequencing Kit with 7-deaza-dGTP

Amersham Pharmacia, Braunschweig, Deutschland

QI Aquick Gel Extraction Kit
Qiagen, Hilden, Deutschland

TOPO TA Cloning Kit

Invitrogen, Groningen, Niederlande

LightCycler-Fast Start DNA Master SYBR Green |
Roche, Mannheim, Deutschland
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m-RNA Isolierungssatz

Plasmidisolierungssatz

RACE-PCR System

3.4. Enzyme

AmpliTaq DNA-Polymerase (5 U/ul)

Dynazyme DNA-Polymerase I (2 U/ul)

Dynazyme EXT DNA-Polymerase
(1 U/ul)

T4-Ligase (1 U/ul)

RQI DNAse (1 U/pl)

RNAsin (40 U/ul)

M-MLV-RT (200 U/ul)

3.5. Restriktionsenzyme

EcoR V (GAT / ATC)

Hind III (A / AGCTT)

Nla III (CATG /)

Messagemaker Kit
Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Qiagen Plasmid Mini Kit
Qiagen, Hilden, Deutschland

GeneRacer Kit

Invitrogen, Groningen, Niederlande

Roche, Mannheim, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Promega, Madison, USA

Promega, Madison, USA

Promega, Madison, USA

New England BioLabs, Beverly, MA, USA

New England BioLabs, Beverly, MA, USA

New England BioLabs, Beverly, MA, USA
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3.6. Chemikalien / Reagenzien

Acrylamid

Deionisierer

Agar

Agarose

Ammoniumacetat

Ammoniumpersulfat

Ampicillin-Natriumsalz

Borsdure

Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)

Chloroform

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dimethylformamid

Dinatriumhydrogenphosphat

Dithiothreitol (DTT) 0,1 M

Rotiphorese Gel 30
Roth, Karlsruhe, Deutschland

AG 501-X8
BioRad, Miinchen, Deutschland

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland
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dNTPs

EDTA

Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid (10 mg/ml)

Glucose

Glycogen (20 mg/ml)

Glyoxal

Glycerol

Harnstoff

Hefeextrakt

Heringssperma

Isopropanol

Kaliumchlorid

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Mineralol

Natriumchlorid

Roche, Mannheim, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Promega, Madison, USA

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
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Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumcitrat

Phenol-Chloroform-Isoamyl-Alkohol
(24:25:1)

32p_dCTP (6000 Ci/mmol)
Salzséure

Hybridisierungspuffer
(fiir Northern Blots)

TEMED
(N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin)

Tris Base

(Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan)
Trizol
Tryptone

X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-
B-D-Galactosid)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Tautkirchen, Deutschland

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Amersham Pharmacia, Braunschweig, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

QuikHyb

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

-30 -



Material

3.7. Gerite

Horizontale Elektrophoresekammer fiir

Agarosegele

Vertikale Elektrophoreseapparatur fiir

PAGE-Gele

Gleichspannungsregler Typ 4210

Thermostat KH-3.1

Phosphoimager

Sequenzierautomat

Schiittel-Wasserbad 3047

Hybridisierungsofen und -schiittler

Thermomixer 5436

Magnetriihrer mit Heizung MR 3001

Mini-Schiittler MS 2

PCR-Thermocycler

BioRad, Miinchen, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

VEB Statron, Fiirstenwalde, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Typhoon
Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA

Alf Express TM DNA Sequencer

Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland

Kéttermann GmbH, Uetze-Hénigsen, Deutschland

Amersham Pharmacia, Braunschweig, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland

Trio-Thermocycler mit Thermoblock

Biometra, Gottingen, Deutschland

Hybaid Thermocycler PCR Express
Hybaid GmbH, Heidelberg, Deutschland

LightCycler
Roche, Mannheim, Deutschland
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Tischkiihlzentrifuge 3K30 Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode,
Deutschland
Gasbrenner Gasprofi 1 Wartewig Labor- und Dentaltechnik,

Gottingen, Deutschland

3.8. Sonstige Materialien

Nylonmembranen fiir Northern Blot Roche, Mannheim, Deutschland

Chromatographie-Papier Whatman 3MM
Whatman, Maidstone, England

Filtersdulen ProbeQuant G-50 Micro Columns

Amersham Pharmacia, Braunschweig, Deutschland
SpinX Tube
Corning Costar Europe, Badkoevedorf,

Niederlande

Paramagnetische Kiigelchen Dynabeads M-280 Streptavidin
Dynal, Oslo, Norwegen

3.9. Software

ImageQuant Software Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA
ALF win TM Software Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland
LightCycler Software Roche, Mannheim, Deutschland
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