ANHANG

9 Anhang

9.1 Allgemeines

Genetischer Code

2. Position im Codon

T C A G
TTT Phe TCT Ser TAT Tyr TGT Cys T
T TTC Phe TCC Ser TAC Tyr TGC Cys C
TTA Leu TCA Ser TAA Stop TGA Stop A
. TTG Leu TCG Ser TAG Stop TGG Trp G|
é CTT Leu CCT Pro CAT His CGT Arg T | o
g C CTC Leu CCC Pro CAC His CGC Arg C %_
E CTA Leu CCA Pro CAA GIn CGA Arg A |5
% CTG Leu CCG Pro CAG GIn CGG Arg G %
= ATT e ACT Thr AAT Asn AGT Ser T .'q\
2 A ATC e ACC Thr AAC Asn AGC Ser C |
'g ATA e ACA Thr AAA Lys AGA Arg A | B
R ATG MetY ACG Thr AAG Lys AGG Arg G é
- GTT Val GCT Ala GAT Asp GGT Gly T |~
G GTC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly C
GTA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly A
GTG Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly G
* ATG: Startcodon
Kurzbezeichnungen fiir Aminosiuren
Kurzformen® Bezeichnung Kurzformen Bezeichnung
A Ala Alanin M Met Methionin
C Cys Cystein N Asn Asparagin
D Asp Asparaginsiure P Pro Prolin
E Glu Glutaminsiure Q Gln Glutamin
F Phe Phenylalanin R Arg Arginin
G Gly Glycin S Ser Serin
H His Histidin T Thr Threonin
J Ile Isoleucin \" Val Valin
K Lys Lysin W Trp Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
* Kurzformen: entweder 1- oder 3-Buchstabencode
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Sequenzen der T7 und Sp6 Primer

T7 | TAATACGACTCACTATAGGG

Sp6 | CTATTTAGGTGACACTATAG

Sequenz des ,,Hepcidin-3‘‘-Inserts
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Vektor Insert
pcDNA3 pCR-Blunt II-TOPO Priprohepcidin

5°..gactcactatagggagacccaagcttggtaccgageteggatccactagtaacggecgecagtgtgctgg AATTCGCCCTTATGGCACT
GAGCTCCCAGATCTGGGCCGCTTGCCTCCTGCTCCTCCTCCTCCTCGCCAGCCTGACCAGTG
GCTCTGTTTTCCCACAACAGACGGGACAACTTGCAGAGCTGCAACCCCAGGACAGAGCTGGA
GCCAGGGCCAGCTGGATGCCCATGTTCCAGAGGCGAAGGAGGCGAGACACCCACTTCCCCA
TCTGCATTTTCTGCTGCGGCTGCTGTCATCGATCAAAGTGTGGGATGTGCTGCAAGACGTAG

AACCTACCTGCCCTGCCCCCGTCCCCTCCCTTCCTTATTTCTTCCTGCTGCC Caagggcgaattctgcagat..3”

Préprohepcidin-Insert pcDNA3

Insert Vektor

Schnittstelle

Eco RI-

Abb. 9.1: Das ,,Hepcidin“-3-Amplifikat (388 bp); fettgedruckt ist die einklonierte Sequenz der Priaprohepcidin-
cDNA (307 bp), wahrend die vektorspezifischen Sequenzen normal gedruckt sind; unterstrichen, kursiv und
kleingeschrieben ist die Sequenz, die dem Forward Primer ,,Hepcidin-3 F* entspricht; der zum Reverse Primer

komplementire Bereich wird dagegen unterstrichen, kursiv und groBgeschrieben.

148



ANHANG

Vektorkarten

M13 Reverse priming site SPS promoteripriming site |
Z0L CRACHCRGGERL ACRGCTATGR (CATGATTAC GCCRAGCIAT TTAGGTGACA CTATRGRLTR
GIGYTGICCTT TGTCGATACT JQETACTAATG CGGITCGATE ARTCCACTGT GATATOTTAT

NS.'I Hind 0l AspT161 Kpnl EcH3E IISE? SIE."TI-I Spe |
CRAGCT TGGTACCGAG CT CCGCCAGIGT
AGITCGL ACCATGEGCTC GAGCCTI GECGGETCLCA

EcoR | EcaRt | Pstl EcoRW

| | | |
GCTGGARTTC GCCCIT ALGGGOGAATTCT GCAGATA
CGACCTTRAG CGGGAL Blunt PCR Product TTCCCGCTTAAGL CGICTAT

Nat Xhal Nsl | Xhs Dral Apal T7 promoter/priming site
TCCATCACAC TGELECEECCGC TCGRGCATGC E_-UIEG.:LGIG:- CCCRATTCHC CCTATAGTIGAR
AGGETAGIGIG ACCGECICGECE AGCTCGTACG TAGATCTCCC GGEGTTAAGOS GGATATCACT

M13 Forward (-20) priming site
GICGTATTAC ARTTCHCTG: CCOGTICEITIT ACRACGETCSET GRACTGGGARA ACCCTGEECCT 474
CAGCATANTG TTRAGTGACC GGECAGCARAD TOITGECAGCA CTGACCCTIIT TGEGACCECA

N

pCR"-Blunt II-
TOPO"®

Comments for pCR®-Blunt I-TOPO®
3519 nucleotides 3519 bp

Uta fureueh

lac promoter/operator region: bases 95-216
M13 Reverse priming site: bases 205-221
LacZ-alpha ORF: bases 217-576
SPG promoter priming site: bases 239-256
Multiple Cloning Site: bases 269-399
TDPE)E-Clcning site: bases 336-337
T7 promoter priming site: bases 406-425
M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
Fusion joint: bases 577-585
ccdB lethal gene ORF: bases 586-588
kan gene: bases 1099-2031

kan promoter: basas 1099-1236

Kanamycin resistance gene ORF: bases 1237-2031
Zeocin resistance ORF: bases 2238-2612
pUC origin: bases 2724-3397

Abb. 9.2: pCR®-Blunt II-TOPO-Vektor; Plasmidkarte mit den wichtigsten Daten (Invitrogen ™).
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Comments for pcDNA3:
5446 nucleotides

Tth111] CMV promoter: bases 209-863

T7 promoter: bases 864-882

Polylinker: bases 889-394

Sp6 promoter: bases 999-1016

BGH poly A: bases 1018-1249

SV40 promoter: bases 1790-2115

SV40 origin of replication: bases 1984-2069
mycin ORF: bases 2151-2945
0 poly A: bases 3000-3372
=1 origin: bases 3632-4305

* There is an ATG upstream icilli - -
of the Xba | site. Bsml icillin ORF: bases 4450-5310

Abb. 9.3: Eukaryotischer Expressionsvektor pcDNA3; Plasmidkarte und die wichtigsten Daten (modifiziert

nach Invitrogen™).
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