Material 29

2 Material

2.1 Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders angegeben, wurden Standardchemikalien der Firmen BIORAD
(Hercules, USA), FLUKA (Neu-Ulm), MERCK (Darmstadt), RIEDEL DE HAEN
(Seelze), ROTH (Karlsruhe), SERVA (Heidelberg) und SIGMA (Deisenhofen) in der
Qualitdt reinst oder p.A. verwendet. Restriktionsenzyme wurden von NEW
ENGLAND BIOLABS (Beverly, USA) und MBI FERMENTAS (Vilnius, Litauen)
bezogen. Radiochemikalien stammten von den Firmen AMERSHAM BUCHLER
(Braunschweig) oder DU PONT (Boston, USA). Oligonukleotide wurden von
MWG-BIOTECH (Ebersberg) oder METABION (Martinsried) synthetisiert.

2.2 Filmmaterialien und bildgebende Verfahren

Zur Autoradiographie wurden Kodak X-Omat AR Rontgenfilme (KODAK,
Frankfurt a. M.) verwendet oder der Bio-Image-Analyser BAS-1500 in
Verbindung mit der Auswertungssoftware Tina 2.x (FUJI/RAYTEST),
Straubenhardt. Fiir die Chemilumineszenz kamen die Filme Reflection NEF-485
(NEN, Bad Homburg) zum Einsatz. Agarosegele wurden mit einem Digital-Video-
Imagingsystem (INTAS, Géttingen) aufgenommen.

Die Dokumentation der Immunzytochemie erfolgte am Axiophot Photomikroskop
(ZEISS) oder am Leica TCS (LEICA, Oberkochen) einem konfokalem Laser-
mikroskop. Am Axiophot Photomikroskop wurde entweder mit einer Spiegel-
reflexkamera fotografiert oder eine angeschlossene Videodokumentationsanlage
(VISTRON SYSTEMS, Puchheim) benutzt, bei der die Verarbeitung der Bilddaten

mit dem Programm MetaMorph (UNIVERSAL IMAGING CORP.) erfolgte.

2.3 Puffer und Losungen

Barths Losung: 88mM NaCl; 24mM NaHCO;; 1,0mM KCI;
0,4lmM CaCl,; 0,33mM Ca(NOs);  0,82mM
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Blocklosung

(Immunfluoreszenz)

10x DNA-Auftragspuffer:

Lysispuffer (Zellen):

EGTA; (Immunprizipitation)

Glycerin; 1mM PMSF

Lysispuffer (Oozyten):

Methanol-Transferpuffer:

ND96-Losung:

Northern-

Hybridisierungslosung:

Northern-Waschlosung I:

Northern-Waschlosung II:

PBS

MgSQOy4; 10mM HEPES pH 7,6; 100U/ml Penicillin
(GiBcO BRL); 100pug/ml Streptomycin (GIBCO
BRL).

10% (v/v) Serum (Ziege, SIGMA); 0,2% (w/v) BSA;
0,3% (w/v) Triton X-100.

0,5mg/ml Bromphenolblau; 0,5mg/ml Xylencyanol
FF; 10mg/ml Ficoll (Type 400); 30% (w/v) Glycerol

120mM NaCl; 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 1mM
SmM DTT; 0,5% NP-40, 10 %

I1x Complete (BOEHRINGER).
SmM Pefabloc (BOEHRINGER); 1mM NaEDTA;
10pg/ml Leupeptin (SIGMA); 10pg/ml Pepstatin

(SIGMA); 10pg/ml Aprotinin (SIGMA) in 1x PBS.

3,03¢g/1 Tris/HCI; 14,4g/1 Glycin, pH 8,3;
20% (v/v) Methanol.

96mM NaCl; 2mM KCl; 1,8mM CaCl,; 1mM MgCl,.

5SmM HEPES, pH 7,4.

7% SDS; 10% PEG 6000; 1,5x SSPE; 0,12mg/ml

Lachs-Sperma-DNA.

2x SSC; 0,05% SDS.

0,1x SSC; 0,1% SDS.

137mM NaCl; 2,7mM KCIl; 7,4mM Na,HPOy,,
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1,5mM KH,PO4, pH 7.4.

3x SDS-Probenpuftfer: 150mM Tris/HCL, pH 6,8; 6% (w/v) SDS; 30%
Glycerol; 0,3% (w/v) Bromphenolblau. Bei Proben,
die unter reduzierenden Bedingungen behandelt

wurden, wurde 5% (v/v) B-Mercaptoethanol

zugefiigt.

SDS-Transferpufter: 25mM Tris/HCI, pH 8.,4; 0,5mM DTT; 0,02% (w/v)
SDS

SOC-Medium: 20g/1 Bacto Pepton; 5g/l Bacto Hefeextrakt; 0,5g/1

NaCl, 2,5mM KCI, pH 7,0 mit NaOH; 10mM
MgCly; 20mM Glukose.

20x SSC: 3M NaCl; 0,3M Natriumcitrat pH 7,0.

20x TAE: 0,8M Tris; 0,2M NaAcetat; 20mM NaEDTA, pH

mit Essigsédure ad 7,8.

10x TBS: 30g/1 Tris-HCI; 90g/1 NaCl; 2g/1 KCI, pH 7,4.
TE-Puffer: ImM NaEDTA; 10mM Tris-HCI, pH 8.
Western-Blockldsung: 5% Magermilchpulver; 0,1% (v/v) NP-40, 1xTBS.
Western-Waschlosung: 0,1% (v/v) NP-40, 1xTBS.

2.4 Bakterienkultur

2.4.1 Bakterienstamme

Zur Amplifikation von DNA im prokaryontischen System wurden folgende

Abkommlinge des Escherichia coli Sicherheitsstammes K12 verwendet.
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XL1-Blue: endAl, hsdR12(rg, mK+), supE44, gyrA46, thi-1,
relAl, lac’, F', proAB, lacl9, lacZAM15, tet', recAl
(Bullock et al., 1987).

DHS5ou: F', 980dlacZAM15, A(lacZY A-argF) U169, recAl,
endAl, N, hsdR12(r¢’,;mg’), supE44, thi'l, gyrA,
relA1 (Hanahan, 1983).

2.4.2 Medien

LB-Medium: 10g/l Bacto-Trypton; 5g/l Hefeextrakt; 10g/l NaCl;
pH 7,2.

LB-Agar: LB-Medium + 15g/1 Agar

LB/Amp-Medium: LB-Medium + 150ug/ml Ampicillin

LB/Amp-Agar: LB-Agar + 150ug/ml Ampicillin

2.5 Plasmidvektoren

PTLN:

PTLB:

PCl-neo:

PFROG:

Dieser Vektor ist ein Abkommling des Vektors pSP64T (Krieg et al.,
1984), der zur Expressionssteigerung die 5°- und 3'-untranslatierten
Regionen des B-Globingens aus Xenopus enthélt. Die Modifikationen
bestehen aus einem verdnderten Polylinkerbereich und weiteren
Restriktionsstellen zur Linearisierung hinter dem 3" -untranslatierten
Bereich (Lorenz et al., 1996).

Hierbei handelt es sich um eine Variante von pTLN, bei der die
Polylinkerregion die umgekehrte Orientierung hat.

Dieser Vektor der Firma PROMEGA (Madison, USA) wurde zur
Expression in Sdugerkulturzellen verwendet. Die klonierten Gene
stehen unter der Kontrolle des CMV-Promotors und Enhancers.

Dieser eukaryontische Expressionsvektor ist ein Derivat des Vektors
pCDNAIII der Firma INVITROGEN (NV Leek, Niederlande). Vor und
nach dem Polylinkerbereich wurden die untranslatierten Regionen des
B-Globingens aus Xenopus eingefiigt. Desweiteren wurden

Restriktionsstellen zur Linearisierung fiir die Herstellung von cRNA
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eingebaut (hergestellt von Dr. W. Giinther, AG Jentsch).

PGK-Hyg: Hierbei handelt es sich um den Vektor pBluescript SK II (+), in den
das Gen fiir die Hygromycin-Resistenz (hyg) kloniert wurde, das unter
Kontrolle des Phosphoglycerat-Kinase (PGK)-Promotors steht
(Mortensen et al., 1991).

2.6 Eukaryontische Kulturzellen

CHO-K1: (Chinese hamster ovary cells); Subklon einer CHO-Zellinie, die aus
Ovarzellen eines adulten Chinesischen Hamsters entwickelt wurde
und eine fibroblastendhnliche Morphologie aufweist.

COS-7: (CV1 origin SV40); von einer Affennieren-Zellinie abgeleitete
Fibroblasten-Zellinie, die durch Behandlung mit einer Mutante des
Affenvirus SV40 entstanden ist und das SV40 ,large T Antigen*
exprimiert. Hierdurch ist eine Replikation von Plasmiden mdoglich,

die den SV40 Replikationsursprung tragen.

2.7 Zellkulturmedien und Lésungen zur Arbeit mit eukaryontischen

Zellen

Dulbecco’s MEM (DMEM) mit Glutamax-I GIBCO BRL
Nutrient Mixture F-12 (HAM) GIBCO BRL
Hungermedium (MEM); ohne Methionin GIBCO BRL
Fotales Rinderserum (FBS) GIBCO BRL
Trypsin-EDTA-L6sung GIBCO BRL

Einfriermedium: 10% DMSO im jeweiligen Zellkulturmedium (sofort einfrieren

oder verbrauchen, da oxidiertes DMSO als Zellgift wirkt).

Antibiotika:  Geneticin (G418, Neomycin), 50ng/ml GIBCO BRL
Hygromycin B, 50ng/ml Boehringer Mannheim
Penicillin/Streptomycin,
10.000U/ml bzw. 10.000pg/ml GIBCO BRL

PBS (siehe Kapitel 2.3, fiir Zellkulturarbeiten wurde es autoklaviert).



