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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerite

Kiihl- und Tiefkiihlschrank (-20°C)
Zentrifugen:

Tischzentrifuge 5415C

Avanti J20

Avanti J25

Sigma 4K15C

Elektroporator (Gene Pulser II)
Elektroporationskiivetten

(Gene Pulser Cuvette, 0.2 cm)
Tiefkiihlschrank, -80°C

Gel-Dokumentation (Ethidiumbromid-Gele)
Inkubator BBD 6220

Schiittelinkubator 37°C
Schiittelinkubator Tritramax

PCR-Maschinen PTC100, 200, 225

Power Supply

Q-Fill II-Maschine und Zubehor
Maschine zum Einbdndeln von Mikrotiter-
plattenblocken

Maschine zum Einschweillen von
Mikrotiterplattenblocken

Wasserbad

Vakuumpumpe

Elektrophoresekammern

Schiittler fiir Filter

Multiple Gel Caster fiir SDS Polyacrylamid
Gele, Hoefer SE 215

Vortex Genie 2-Mixer

Photometer Ultrospec 3100 pro

Blot-Apparatur, TransBlot SD transfer cell
Laserscanner fiir Filter: ,, luminescent image
analyser”’; Modell LAS-1000 CH
Laserscanner fiir Slides/ ScanArray 4000
Roboter fiir Picking und Spotting
Spot-Roboter fiir Slides/ Q-Array

Robert Bosch GmbH, Stuttgart

Eppendorf AG, Hamburg
Beckman,

Beckman,

Sigma, Deisenhofen

BioRad Laboratories, Miinchen
BioRad Laboratories, Miinchen

Forma, ThermoQuest Analytische Systeme
GmbH, Egelsbach

Herolab GmbH, Wiesloch

Heraeus Instruments Laboratory Products
GmbH, USA

New Brunswick Scientific GmbH, Niirtingen
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

MJ Research Inc., Watertown, USA

BioRad Laboratories, Miinchen

Genetix, Christchurch, Dorset, GB

Tippy Pack (binding machine), Spot,
Manfred Piitz GmbH, Kerpen

Lady Pack (shrink wrap), Pactur Bologna,
Italien

Koéttermann GmbH + CoKG, Uetze/ Hérigsen
Millipore, Schwalbach

Eigenbau im Haus

Rocky, Frobel Labortechnik, Wasserburg
Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

Bender und Hobein AG Ziirich, Switzerland
Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

BioRad Laboratories, Miinchen

Fujifilm, USA

Packard Bioscience, Meriden CT, USA
entwickelt am MPI fiir molekulare Genetik
Genetix, Christchurch, Dorset, GB
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BioRobot 8000 fiir Protein- und DNA-
Aufreinigung

Magnetriihrer

Thermoblock Digi-Block
Prazisionswaage PB1501

Schiittler waagerecht KS 250 basic
Roti fiir Blots RM5

2.1.2 Chemikalien und Enzyme

BenchMark Pre-Stained Protein Ladder
29% Acrylamid, 0.8% Bisacrylamid
Rotiphorese Gel 30

2 YT Broth

2 YT Broth Agar
Ammoniumpersulfat

Ampicillin

Attophos

Bovine Serum Albumin Fraction V
Coomassie brilliant blau R-250
3-Mercatoethanol

D-+-Glukose monohydrate

DTT

Ethidiumbromid (10 mg/ ml)

Fotales Rinderserum, Hitze-inaktiviert
GeneRuler 1kb DNA ladder ready-to-use,
0,1 mg/ ml

Glycerin

Guanidinium Hydrochloride
Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid
Kanamycin

Oligonukleotide

rainbow markers RPN756
Restriktionsenzyme

NiNTA-Agarose

Sigma Fast 5 Bromo-4-chloro-3-Indolyl
Phosphate/ Nitro Blue Tetrazolium Tablets
(BCIP/ NBT Alkaline Phosphatase Substrate)
Natrium Pyrophosphat

T4-DNA-Ligase

Taq DNA Polymerase
TEMED

Triton X-100
Trockenmilchpulver
Tryptone, Bacto
Tween 20

Harnstoff

Qiagen GmbH, Hilden

Stuart Scientific, GB

Vertrieb durch NeoLab, Heidelberg

Mettler Toledo, Schweiz

IKA Labortechnik GmbH + CoKG, Staufen
Ingenieurbiiro CAT Zipperer GmbH, Staufen

Invitrogen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

BIO 101,Vista, CA, USA

BIO 101,Vista, CA, USA

BioRad Laboratories, Miinchen
Sigma, Deisenhofen

JBL Scientific, San Luis Obispo, USA
PAA Laboratories GmbH, Linz, Osterreich
Pierce, Rockford Illinois USA

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Gibco, Karlsruhe

MBI Fermentas, St.Leon-Rot

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
BioVectradcl PE Canada

Sigma, Deisenhofen
MWG-Biotech, Ebersberg
Amersham Life Science, Freiburg
New England Biolabs GmbH,
Schwalbach/Taunus

Qiagen GmbH, Hilden

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs GmbH
Schwalbach/Taunus

Herstellung im Haus

Life Technologies GmbH, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

BioRad Laboratories, Miinchen
Difco Laboratories, Detroit, USA
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
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Hefe-Extrakt
Diethanolamine
Glycin

Tween 20

Triton X-100
EDTA

Agarose
Bromphenolblau

Difco Laboratories, Detroit, USA
Sigma, Deisenhofen

Merk, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merk, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Anorganische Salze, Sduren, Basen und Alkohol waren pro analysis Qualitit von Merck,
Darmstadt. Alle Puffer, Losungen und Nahrmedien wurden mit doppelt destilliertem Wasser

(Aqua dest.) angesetzt.

2.1.3 Antikorper
anti-Ziege-AP

anti-Maus-AP
anti-armenischer-Hamster-AP

anti-Human-IgG

anti-Kaninchen-AP

anti-Ratte-AP

Ziege-anti-Maus-cy5

IFN-y (Hamster-anti-Maus), 200 pg/ ml
IL-12-R (Kaninchen-anti-Maus) 200 pg/ ml

MIP-1p (Ratte-anti-Maus), 0,5 mg/ ml
Anti-RGS His6, Maus monoclonal

2.1.4 Oligonukleotide

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Vertrieb durch Dianova, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Dako A/S, Danemark

Sigma, Deisenhofen

Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Vertrieb durch Dianova, Hamburg

Santa Cruz Biotechnology Santa Cruz CA,
USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA,
USA

PharMingen, San Diego, CA, USA
Qiagen GmbH, Hilden

pQE65: 5°-TGA GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG-3’; ,,Annealing“-Temperatur 65°C
pQE276: 5-GGC AAC CGA GCG TTC TGA AC-37; ,,Annealing“-Temperatur 65°C

2.1.5 Kits

QIAEX II Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Plasmid Mini-, Midi-, Maxi Kit

Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
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2.1.6 andere Materialien

3MM Blottingpapier

Adhesive Sealing Sheets
Agarplatten, 22.4 x 22.4 cm
Deckgldschen, 24 x 60 mm
Fast Slides™

Filterplatten, 96-well MADV N 65
Kryordhrchen
Mehrkanal-Pipetten
Mikrotiterplatten, 384 well
Mikrotiterplatten, 96 well
Mikrotiterplatten, 96 deep-well
Multiscreen-Filterplatten
Parafilm

Petrischalen, Bio Assay Dish
Pipetten (1000 pl, 200 pl, 20 pl, 10 pl, 2 pl)

Pipettier-Reservoire

Plastik-Boxen

Klebefolie

PVDF-Membranen, 22.2 x 22.2 cm
Immobilon P

ReaktionsgefaBle 50 ml, 15 ml
ReaktionsgefdBe”0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml
Replikatoren (384 pin)

Saranfolie

Schlauchfolie

Sterilfilter 0,2 um

Faltenfilter Nr. 595

2.1.7 Puffer und Medien

Attophos-Puffer

1 mM MgCI2
100 mM Tris-HCI, pH 9,5

Attophos-Stammldsung

2,4 M Diethanolamin

5 mM Attophos

0,23 mM MgClI2

pH 9,2 mit HCI einstellen

Whatman GmbH, Gottingen

ABgene, Hamburg

Genetix, Christchurch, Dorset, GB

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Schleicher und Schuell Bioscience, Dassel
Millipore GmbH, Eschborn

Greiner bio-one, Frickenhausen
Eppendorf AG, Hamburg

Genetix, Christchurch, Dorset, GB
Greiner bio-one, Frickenhausen

Qiagen GmbH, Hilden

Millipore GmbH, Eschborn

Pechiney Plastic Packaging , Neenah, WI,
USA

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Gilson, Frankreich, Vertrieb durch Abimed
Analysen Technik GmbH, Langenfeld
Costar, Wiesbaden

Stewart Company, GB

Bio-Stat Diagnostics, Stockport, GB
Millipore GmbH Eschborn

Greiner bio-one, Frickenhausen
Eppendorf AG, Hamburg

Genetix, Christchurch, Dorset, GB

Dow Chemical Company

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sarstedt, Niirnbrecht

Schleicher und Schiill Bioscience, Dassel
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Blotpuffer

20 mM Tris-Cl, pH 8
20% (v/v) Methanol
150 mM Glycin

Puffer A

6 M Guanidinium-Hydrochlorid
0,1 M NaH2PO4

10 mM Tris

pH 8,0 mit HCI einstellen

Puffer C

8 M Harnstoff

0,1 M NaH2PO4

10 mM Tris

pH 6,3 mit HCI einstellen

Puffer E

Wie Puffer C
pH 4,5 mit HCI einstellen

Coomassie Brillant Blau-Farbelosung

1,25 g Coomassie Brillant Blau R 250 werden in 225 ml technischem Ethanol aufgelost. 225 ml
Aqua dest. und 50 ml Eisessig werden zugegeben. Die Losung wird 2 h geriihrt und dann durch
einen Faltenfilter filtriert.

Denaturierungslosung

0,5 M NaOH
1,5 M NaCl

10x HMFM-Gefriermix

4 mM MgSO4

15 mM Na3-Citrat
68 mM (NH4)2S04
36% Glycerin

0,13 M KH2PO4
0,27 M K2HPO4
pH 7,0, autoklaviert

40% (w/v) Glukose
400 g D-+-Glukose Monohydrate werden in 1 1 Aqua dest. gelost und autoklaviert.

Neutralisierungslésung

1 M Tris-HCI, pH 7,4
1,5 M NaCl
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1x PBS

137 mM NaCl

27 mM KCl

12 mM Na2HPO4
1,76 mM KH2PO4
pH 7,5

10x PCR-Puffer

0,5 M KCl

1% (v/v) Tween 20

15 mM MgCl2

0,5 M Tris-HCI, pH 8,8

steril filtrieren durch einen Filter mit 0,2 um PorengroB3e

SB-Medium

12 g/l Bacto-Trypton
24 g/l Hefe Extrakt
0,4% (v/v) Glycerin
17 mM KH2PO4

72 mM K2HPO4

Eine 20 x Kaliumphosphat-Losung und eine 20/19 Losung der verbleibenden Zusétze werden
seperat autoklaviert und in einem Verhiltnis von 1:19 gemischt.

4 x SDS-Ladepuffer

0,2 M Tris-HCI pH 6,8

8% SDS

40% (w/v) Glycerin

0,4% Bromophenol blau

0,1 M DTT oder 20% B-Mercaptoethanol wurden separat zu den Proteinproben gegeben.

SOB

20 g/ 1 Tryptone

5 g/l Hefe-Extrakt
10 mM NaCl

10 mM KCI
autoklaviert

SOC

20 g/ 1 Tryptone

5 g/ 1 Hefe-Extrakt

10 mM NaCl

10 mM KCI

10 mM MgCl2

10 mM MgSO4

20 mM Glukose

sterilfiltrierte 40%ige Glukose nach Autoklavieren hinzugeben
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20x SSC

3 M NaCl
0,3 M Na3-Citrat
pH 7,0

TBE-Puffer

90 mM Tris-Borat, pH 8,0
1 mM EDTA

TBS

10 mM Tris-HCl, pH 7,5
150 mM NacCl

TBSTT

20 mM Tris-HCI, pH 7,5
0,5 M NaCl

0,1% (v/v) Tween 20
0,5% (v/v) Triton X-100

Tris-Glycin-Laufpuffer (5x)
0,125 M Tris-Base

1,25 M Glycin

0,5% (w/v) SDS

2YT-Agar
46 g 201YT-Broth-Agar-Gemisch (16 g Trypton, 10 g Hefe-Extrakt, 5g NaCl, 15g Agar)
werden in 1 1 Aqua dest. gelost und durch Autoklavieren fiir 20 min bei 120°C sterilisiert.

2YT-Fliissigmedium
31 g 2[1YT-Broth-Gemisch (16 g Trypton, 10 g Hefe-Extrakt, 5 g NaCl) werden in Aqua dest.

gelost und durch Autoklavieren fiir 20 min bei 120°C sterilisiert. Glukose und Antibiotika
werden nach dem Autoklavieren zugegeben.

2.1.8 Seren

Die humanen Serumproben wurden von Frau Dr. Geraldine McCarthy, Mater Misericordiae
Hospital, Dublin, Irland und von Frau Dr. Dorothee Hagemann, Berlin gesammelt.

Die murinen Serumproben wurden von Frau Tiina Humaljoki, Deutsches Rheuma-
forschungszentrum, gesammelt.

2.1.9 Stamme

SCS1, E.coli mit dem Hilfsplasmid pSE111 (entwickelt von Eberhard Scherzinger, Online unter
http://www.proteinstrukturfabrik.de/tp03page/vectors/psel11.pdf)
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2.1.10 cDNA

Die cDNA aus murinen T-Helferzellen Typ 1 (lang stimuliert) wurde von Bernd Korn, RZPD
Heidelberg synthetisiert.

2.1.11 Plasmide

1. pPQE30NAST

Fiir die Erstellung der cDNA-Expressions-Bibliothek wurde cDNA aus murinen TH1-Zellen in
den E. coli Expressionsvektor pQE30NAST unter Verwendung der Schnittstellen Sall und Notl
kloniert. Bei dem Vektor pQE30NAST handelt es sich um ein pQE30-Derivat (Qiagen). Dieser
Vektor enthilt zwei lac-Operatoren fiir eine durch IPTG induzierbare Proteinexpression. Durch
die Priasenz der zwei lac-Operatoren erhoht sich die Effektivitdit der Bindung der lacl-
Repressoren, so dass in Abwesenheit von dem Induktor IPTG die Repression des starken T5-
Promotors sichergestellt wird. Des Weiteren befindet sich im Vektor die Sequenz fiir das
RGSHIS6-Epitop, so dass die Proteine als RGSHis6-Fusionsproteine exprimiert werden und
iiber den Tag gereinigt werden konnen. Die multiple Klonierungsstelle (,, multiple cloning site
MCS) des Vektors pQE30 wurde so modifiziert, dass eine gerichtete Klonierung iiber die
Schnittstellen Sall/ Notl moglich ist (Biissow 1998).

2.pUCI8 Stratagene, La Jolla, CA, USA

2.1.12 Proteinfilter der Expressionsbibliothek aus humanem fotalen Hirngewebe (hEX1)

Die humanen Seren wurden auf Proteinfiltern einer cDNA-Expressionsbibliothek aus humanem
fotalen Hirngewebe (hEX1 800, Plattennummern 505-603) hybridisiert. Diese Bibliothek wurde
von Konrad Biissow (Biissow 1998) erstellt und enthdlt 37.830 Expressionklone. Die
verwendeten Proteinfilter wurden vom RZPD Berlin bezogen. Die hEX1-Bibliothek wurde in
einem 5 x 5 Pattern (vgl. Abb. 7) auf zwei 22,2 cm x 22,2 cm grole PVDF-Membranen
gespottet, die mit Set 8 (505-576) und Set 9 (577-603) bezeichnet sind.

2.1.13 Software

GenePixPro4.1, Axon instruments, Inc. Union City, Californien
Visual Grid®, Version 2.01 GPC Biotech AG, Martinsried
Visual Grid®, Version 3.4.1.921 GPC Biotech AG, Martinsried
Vector NTI 6; InforMax, Inc., Oxford, UK

2.1.14 Online Datenbanken DNA- und Protein-Analyse Tools
BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Swiss-Prot http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/swissfetch?
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2.2 Methoden

2.2.1 Plasmidisolation aus E. coli

Fiir Plasmidisolationen wurden die Qiagen Mini-, Midi- und Maxi-Kits verwendet. Fiir die
Vektorpraparation wurden die Bakterien in einem Volumen von 800 ml 2YT-Medium iiber
Nacht bei 37°C angezogen. Die Aufreinigung des Plasmids erfolgte nach Vorschrift, wobei die
DNA iiber vier Maxi-Saulen (je 200 ml) gegeben wurde. Je Sdule wurde die DNA in 200 ul EB-
Puffer oder Aqua dest. aufgenommen und bei —20°C gelagert.

Fiir die Isolation der DNA aus 96 Klonen wurde der Biorobot 8000 (Qiagen) eingesetzt und die
Klone hierfiir in 96-well Mikrotiterplatten in je 1 ml Medium (2YT, 100 pg/ ml Ampicillin,
15 mg/ ml Kanamycin, 2% (w/v Glukose) angezogen. Die Aufreinigung erfolgte nach Protokoll

des Roboters.

2.2.2 Restriktion

Es wurden 30 pg des Vektors pQE30NAST mit den Enzymen Sall (300 U), NotI (150 U) und
Bglll (70 U) nacheinander geschnitten. Fiir die Restriktion wurde die DNA mit Sall-Puffer,
1 x BSA und Aqua dest. zusammengegeben. Zunichst erfolgte die Restriktion mit Sall. Dabei
wurde die Enzymmenge geteilt und zu verschiedenen Inkubationszeiten zugegeben. Nach
Zugabe von einem Drittel der Menge des Enzyms Sall und Inkubation bei 37°C fiir drei Stunden
wurde ein weiteres Drittel zugegeben und der Ansatz iiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag
erfolgte die Zugabe des letzten Teils und eine Inkubation {iber 4 h. Dann folgte die Inkubation
mit dem Enzym Notl, wobei die gleichen Schritte durchgefiihrt wurden. Um sicherzustellen, dass
kein ungeschnittener Vektorrest verbleibt, wurde nach Sall und Notl noch mit BglII (70 U) iiber
Nacht geschnitten. Diese einzelne Schnittstelle liegt zwischen den Schnittstellen fiir Sall und
Notl. Nach der Restriktion wurde der geschnittene Vektor aus einem 0,8%igen Agarosegel mit

Hilfe des Qiagen Kits QTAEX II eluiert.
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2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Proben wurden horizontale Agarose-Gelelektrophoresen durch-
gefiihrt. Durch die negative Ladung der Nukleinsiuren ist eine Auftrennung im elektrischen Feld
moglich. Im Agarose-Gel werden die DNA-Fragmente aufgrund ihrer Grof3e aufgetrennt, wobei
die Geschwindigkeit der Fragmente umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer Grof3e ist.
Abhdngig von der Groe der aufzutrennenden DNA-Fragmente variierte die
Agarosekonzentration in den Gelen zwischen 0,8-2% (w/v) in 0,5% (v/v) TBE-Puffer (10 x
TBE-Puffer: 0,9 mM Tris-HCL pH 8,0, 0,9 mM Borsdure, 20 mM EDTA). Um die DNA zu
visualisieren, wurde den Gelen Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,5 ug/ ml zugefiigt,
welches sich in die DNA einlagert und durch Anregung mit UV-Licht leuchtet. Als Laufpuffer
diente 0,5% (v/v) TBE. Vor dem Auftragen wurden die DNA-Proben mit mit 1 x Ladepuffer
vermischt. Dieser Ladepuffer enthdlt Bromphenolblau zur Visualisierung der Lauffront bei etwa
400 bp sowie 15% (v/v) Ficoll, wodurch die Viskositidt der Probe erhoht wird. Parallel zu den
Proben wurden Marker-Losungen mit DNA-Fragmenten bekannter Gro3e und Masse geladen.
Es wurde eine Spannung von 80 V angelegt, und die Laufzeit betrug 20-30 min. Fotografiert

wurden die Gele bei UV-Licht von 254 nm Wellenlinge.

2.2.3.1 Elution von DNA aus Agarose-Gelen

Fiir die Elution von DNA aus Agarosegelen wurde ein Gelelutionskit (Qiaex II) von Qiagen nach
Vorschrift verwendet. Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA wurden die gewiinschten

Fragmente unter langwelligem UV-Licht (A=366 nm) mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten.

2.2.4 Ligation

Zur Verkniipfung von cDNA und Vektor-DNA iiber die Schnittstellen Sall und Notl wurde das
Enzym T4-DNA-Ligase eingesetzt. Dieses katalysiert die Ausbildung von Phosphodiester-
bindungen zwischen benachbarten freien 5'-Phosphat- und 3'-Hydroxylgruppen linearer,
doppelstrangiger DNA. 6ng cDNA wurde in einem 10 pul Ligationsansatz mit 50 ng
geschnittenem, aufgereinigtem Vektor und Aqua dest. vermischt und 45 s bei 70°C erhitzt. Auf
Eis erfolgte dann die Zugabe von 1 x T4-DNA-Ligase-Puffer und 200 U T4-DNA-Ligase. Es

wurde jeweils eine Religationskontrolle des Vektors zur Bestimmung des Vektorhintergrundes
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mit angesetzt, bei der die Menge der Insert-DNA durch Aqua dest. ersetzt wurde. Die Ansitze
wurden {iber Nacht bei 16°C inkubiert. Darauf folgend wurde die DNA mit 1/ 10 Volumen 3 M
Natriumacetat und 3 Volumen eiskaltem 100%igem Ethanol fiir 20 min bei —80°C gefillt. Nach
30-miniitiger Zentrifugation wurde das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen und 10 min

zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 10 pl Aqua dest. aufgenommen.

2.2.5 Transformation

2.2.5.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

Es wurden 50 ml LB-Medium (mit 30 pg/ ml Kanamycin) mit einer Kolonie E. coli des
Stammes SCS-1 angeimpft und iiber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert. Fiir die Hauptkultur
wurden 1,2 1 SOB-Medium mit 1% (v/v) Vorkultur beimpft und bis OD600= 0,4 - 0,5 bei 37°C
im Schiittler inkubiert. Die Kultur wurde dann 30 min auf Eis unter regelmiBigem Schiitteln
gekiihlt und anschlieBend bei 5000 rpm (Beckman, JLA-16250) 15 min bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets in je 200 ml eiskaltem 10%igen Glycerin
resuspendiert. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation fiir 15 min bei 4°C und 5000 rpm
(Beckman, JLA-16250). Die Pellets wurden mit je 100 ml eiskaltem 10%igen (v/v) Glycerin
gewaschen, wobei zwei resuspendierte Pellets vereinigt wurden. Nach 15-miniitiger
Zentrifugation bei 4°C, 5000 rpm (Beckman, JLA-16250) und Verwerfen des Uberstandes
erfolgte die Resuspendierung der Pellets in 2-5 ml eiskaltem Glycerin, Uberfiihrung in 50 ml
Greiner-Rohrchen, Auffiillen mit Glycerin auf 50 ml und Zentrifugation bei 4°C und 4000 rpm
(Sigma 11150/13350). Der Uberstand wurde nun vorsichtig abgegossen, die Pellets in der
zuriickflieBenden Fliissigkeit resuspendiert und in auf Trockeneis gekiihlte 0,5 ml
EppendorfgefiBle als 65 pl Aliquots iiberfiihrt, die dann in fliissigem Stickstoff eingefroren
wurden. Die Lagerung erfolgte bei —80°C.

Zur Uberpriifung der Kompetenz der Zellen wurde eine Transformation mit einem
Kontrollplasmid (pUC18) in einer definierten Konzentration (1 pg/ Transformationsansatz)
durchgefiihrt. Die Kompetenz sollte bei 108-1010 KBE (Kolonie bildene Einheit)/ ng pUC 18

liegen.
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2.2.5.2 Transformation durch Elektroporation

Fiir die Transformation wurden 30 pl auf Eis leicht angetaute elektrokompetente Zellen mit 5 pl
gefdlltem Ligationsansatz auf Eis vermischt und in eine gekiihlte, sterile Elektroporationskiivette
gegeben (gap 0,1 cm). Der elektrische Puls erfolgte bei 1,67 kV, 25 uF und 200 Q. AnschlieBend
folgte die Regeneration der Zellen in 1 ml ebenfalls gekiihltem SOC-Medium bei 37°C im
Schiittler fiir 1h. Die Transformationsansitze wurden dann auf Selektivmedium (2YT,
100 mg/ ml Ampicillin, 15 pg/ ml Kanamycin, 2% (w/v) Glukose) ausplattiert und iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Fiir das Picking der Kolonien mittels eines Roboters sollte die Anzahl
zwischen 1000 und 2000 Kolonien pro 23 cm x 23 cm Agarplatte liegen.

2.2.6 ,,Polymerase-Chain-Reaction“ (PCR) und DNA-Sequenzierung

Das Prinzip der PCR ist die enzymatische Vermehrung eines DNA-Abschnittes, welches durch
Einsatz des aus dem thermophilen Bakterium (Thermus aquaticus) gewonnenen thermostabilen
Enzyms Tag-Polymerase moglich wird. Wihrend der PCR wird die DNA bei hohen
Temperaturen denaturiert, spezifische Oligonukleotide werden bei bestimmter Temperatur

hybridisiert und die Strangsynthese findet beim Temperaturoptimum der 7ag-Polymerase statt.

In einen Standardreaktionsansatz von 50 ul werden 1 x PCR-Puffer, 0,2 mM dNTP's (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 4-200 ng Template, 0,2 uM Oligo 1, 0,2 uM Oligo 2, 2,5u Tag-
Polymerase und Aqua dest. gegeben.

Nach erstmaliger Denaturierung (4 min/ 94°C) wurden 24-30 Standardzyklen gefahren. Nach
Beendigung der Synthese wurden die Proben auf Raumtemperatur abgekiihlt. Ein Standard-

zyklus setzte sich wie folgt zusammen:

1. Denaturierung 94°C/ 30 s
2. Hybridisierung 60°C/ 30 s
3. Strangsythese 72°C/ 1 min 20s

Die PCR-Produkte wurden auf 0,8-1%igen (w/v) Agarosegelen analysiert. Die Sequenzierungen

erfolgten vom 5'-Ende mit dem Primer pQE65 und wurden von der Firma AGOWA GmbH
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durchgefiihrt. Der Sequenzabgleich gegen bekannte Gene erfolgte {iber das BLAST-Programm
(Altschul 1997).

2.2.7 Picking von Kolonien

Nach der Transformation der cDNA-Bank wurden die Klone mit Hilfe eines Picking-Roboters in
mit Flissigmedium (2YT, 100 ug/ ml Ampicillin, 15 mg/ ml Kanamycin, 2% (w/v) Glukose,
1 x HMFM-Gefriermix) gefiillte 384-well Mikrotiterplatten {iberfiihrt. Der Roboter besitzt eine
Auflésung von 5 um, eine Schnelligkeit von 3 m/ s und ist in der Lage, 3600 Klone/ h zu picken.
Der Roboterkopf, an dem eine CCD Kamera und ein herausnehmbares 96-Pin-Gadget
angebracht sind, kann in X-, Y- und Z- Achse gesteuert werden. Das Gadget besteht aus einem
Kunstoftblock, in dem die Pins aus Edelstahl einzeln hydraulisch bewegt werden konnen. Die
Kamera teilt die Agarplatte (23 cm x 23 cm) in 54 Felder auf, um eine hohe Aufldsung jedes

einzelnen Bildes zu gewéhrleisten.

Nach Inkubation der Mikrotiterplatten wurden die Klone mit einem 384-Pin Replikator (Genetix)
zweimal kopiert und bei —80°C gelagert.

2.2.8 Hochdichte Filter fiir Proteindetektion

2.2.8.1 Spotting auf Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membranen

Fiir die Herstellung von hochdichten Proteinfiltern der cDNA-Bank wurden die gepickten Klone
mit Hilfe eines Roboters auf PVDF-Membranen gespottet. Der Roboter iibertragt die Kulturen
aus den Mikrotiterplatten mit einem 384-Pin-Gadget (Pin-& 0,4 mm, Pin-Abstand 4,5 mm) auf
die Membran, wobei jede Platte auf zwei verschiedene Koordinaten gespottet wurde, so dass
spater jeder Klon durch zwei Spots identifiziert werden konnte. Dabei wurde jede Kultur
zweimal auf ihre Position libertragen. Der Abstand zwischen den Spots betrug 1,4 mm. Das
Spotting der Platten auf die Membran erfolgte in einem bestimmten Muster (5 x 5-Pattern, wobei
ein ,,guide dot“ aus Tinte zentral in das Pattern gespottet wurde (vgl. Abb. 7). Der Filter wurde
in 6 Felder eingeteilt, in die jeweils 12 Platten gespottet wurden. Auf diese Weise konnten die
Klone in einer Dichte von 27.648 Spots auf einen 22,2 cm x 22,2 cm grof3en Filter {ibertragen

werden.
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Feld 2 Feld 6 Feld 3
8 32 56 8 14 12 36 60 12 18 9 33 57 9 15
2 56 20 62 68 6 60 24 66 72 3 57 21 63 69
50 32 0 38 56 54 36 0 42 60 51 33 0 39 57
38 44 62 14 26 42 48 66 18 30 39 45 63 15 27
2 26 50 20 44 6 30 54 24 48 3 27 5l 21 45
10 34 70 10 16 7 31 67 7 13 11 35 71 11 17
4 58 22 64 70 1 55 19 61 67 5 59 23 65 71
52 34 0 40 58 37 31 0 37 55 53 35 0 41 59
40 46 64 16 28 49 43 6l 13 25 41 47 65 17 29
4 28 52 22 46 1 25 49 19 43 5 29 53 23 47
Feld 4 Feld 1 Feld 5

Abb. 7: Anordnung der Mikrotiterplatten auf einem 22,2 cm x 22,2 cm groflen Proteinfilter.

Die Platten werden als Duplikate in einem 5 x 5-Pattern in sechs Feldern auf den Filter gespottet. So konnen 72
Platten angeordnet werden. In die zentrale Position (0) jedes Feldes wird ein Tintenpunkt gespottet, der bei der
Auswertung als Bezugspunkt dient.

Die Membranen wurden zunidchst mit 100% Ethanol aktiviert und danach mit Aqua dest.
gewaschen. Danach liegen sie wihrend des Spottens auf zwei mit 1 x PBS getrinkten Whatman
(3MM)-Filtern, um Austrocknung zu vermeiden. Die Filter werden nach dem Spotting auf
23 cm x 23 cm groBen Agarplatten (2YT, 100 pg/ ml Ampicillin, 15 pg/ ml Kanamycin, 2 %
(w/v) Glukose) plaziert.

2.2.8.2 Proteininduktion und Prozessieren der Filter

Die Kolonien wuchsen iiber Nacht bei 37°C bis zu einer Grofe von ca. 1 mm Durchmesser.
Darauthin wurden die Filter auf Agarplatten mit Induktionsmedium (2YT, 100 pg/ ml
Ampicillin, 15 mg/ ml Kanamycin, 1 mM IPTG) transferiert und fiir 4h bei 37°C zur

Proteinexpression inkubiert.

Die Filter wurden anschlieBend unter denaturierenden Bedingungen prozessiert. Fiir die Lyse der
Kolonien wurden die Membranen auf getrinktem Whatmanpapier bei Raumtemperatur mit
folgenden Losungen inkubiert: fiir 10 min mit Denaturierungslosung, zweimal 5 min mit
Neutralisierungslosung und 15 min 2 x SSC. Dann wurden die Proteinfilter bei Raumtemperatur

getrocknet und gelagert.
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2.2.9 Screening auf Proteinfiltern

Nach Aktivierung der getrockneten Proteinfilter durch Behandlung mit 100% Ethanol und Aqua
dest. wurden die Kolonien mit Hilfe von in TBSTT getrinkten Zellstofftiichern vorsichtig
abgewischt. Danach folgten Waschschritte, zweimal flir 10 min mit TBSTT und einmal fiir
10 min mit TBS, wobei die Filter schiittelnd inkubiert wurden. Geblockt wurden die Filter mit
3% (w/v) Magermilchpulver in TBS (+0,1% (v/v) Tween20) fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur. Sowohl beim Screening mit Antikdrpern als auch mit Seren erfolgten die
Blocking- und Waschschritte schwenkend in Plastikboxen. Fiir die Inkubation mit Antikdrpern
und Seren wurden die Filter mit 10-20 ml der jeweiligen Losung in Plastikfolie eingeschweil3t

und schwenkend inkubiert. Alle Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

2.2.9.1 Antikorperscreening

Die Antikorper wurden in Blockinglosung (3% (w/v) Magermilchpulver in TBS + 0,1% (v/v)
Tween) verdiinnt (anti-IL-12-R, anti-IFN-y, anti-MIP-1f: 1/ 1000, anti-RGSHIS6: 1/ 2000) und
tiber Nacht inkubiert. Nach der Inkubation folgten drei Waschschritte fiir 20-30 min mit TBS
(+0,1% (v/v) Tween 20). Als sekundérer Antikorper wurde ein mit alkalischer Phosphatase
konjugierter verwendet, der ebenfalls in 10-20 ml Blockinglésung verdiinnt wurde (anti-Maus-
AP: 1/ 5000; anti-Ratte-AP: 1/ 2500; anti-Kaninchen-AP: 1/ 2500; anti-Ziege-AP: 1/ 5000, anti-
Hamster-AP: 1:2500). Nach zwei Waschschritten in TBST und einem in TBS wurden die Filter
fiir 10 min in alkalischem Attophospuffer und dann fiir 5 min im Dunkeln mit Attophoslésung
(0,125 mM in Attophospuffer) inkubiert. Dann konnten sie mittels einer CCD-Kamera unter UV-

Bestrahlung mit 470 nm fotografiert werden.

2.2.9.2 Serumscreening

Fiir das Hybridisieren von Seren auf Proteinfiltern der hEX1 Bibliothek (2.1.12) wurden jeweils
ein Filter von Set8 und einer von Set9 mit den Riickseiten aneinander zusammen mit
Serumldsung (1/ 20 in 2% (w/v) BSA in TBS + 0,1% (v/v) Tween 20) eingeschweif3t und tiber
Nacht schwenkend inkubiert. Die Waschschritte erfolgten wie beim Antikorperscreening. Als
zweiter Antikorper wurde ein anti-Human-IgG (Sigma) eingesetzt, der 1/ 5000 in 2% BSA
verdiinnt wurde. Nach drei weiteren Waschschritten wurde die Inkubation mit einem anti-mouse-

Antikérper (Sigma, 1/5000 in 2% BSA in TBS + 0,1% (v/v) Tween 20), konjugiert mit
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alkalischer Phosphatase, durchgefiihrt. Die folgenden Inkubationsschritte erfolgten wie beim

Screening mit Antikorpern.

2.2.10 Auswertung der gescreenten Proteinfilter

Die Auswertung der Proteinfilter nach Hybridisierung mit Antikdrpern oder Serum erfolgte mit
der Software ,,Visual Grid“ (entwickelt im Haus). Hierbei wird ein Grid tiber den Filter gelegt,
wobei die Ecktintenpunkte als Bezugspunkte dienen. In jedem Késtchen des Grids befinden sich
beim 5 x 5 Pattern (vgl. Abb. 8) 25 Spots. Darunter sind zwolf verschiedene Klone in Duplikaten
und ein zentraler Tintenpunkt. Um einen Klon als positiv zu werten, miissen in dem jeweiligen
Feld zwei leuchtende Spots in einer durch das Pattern vorgegebenen Anordnung auftreten. Nach
visueller Auswahl der positiven Klone durch den Benutzer wird mittels der Software eine Liste

mit den Plattenkoordinaten erstellt.

2 6 2
10 11
9 6 e« 7 10
7 8 11 5
o 9 8

Abb. 8: 5 x 5§ Pattern mit Anordnung der Klone um den zentralen Tintenpunkt.

Die Zahlen stehen fiir die jeweiligen Mikrotiterplatten, wobei 12 Platten in Duplikaten um einen Punkt angeordnet
sind.

2.2.11 Herstellung eines Expressionssubsets

Die Expressionsklone wurden auf PVDF-Membranen durch Hybridisierung eines gegen den
RGSHis6-Tag gerichteten Antikorpers (anti-RGSHis6, Qiagen) detektiert. Zur Herstellung des
Expressionssubsets wurden diese Klone mittels eines Roboters neu in 384-well Mikrotiterplatten,
mit Gefriermedium (2YT+ 100 pg/ ml Ampicillin, 15 pg/ ml Kanamycin, 2% (w/v) Glukose, 1 x
HMFM-Gefriermix) angeordnet. Nach Inkubation iiber Nacht bei 37°C wurden die Platten unter
Zuhilfenahme von 384-Pin Replikatoren dreimal repliziert. Die Platten wurden auf Trockeneis

eingefroren und bei —80°C gelagert.
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2.2.12 Proteinexpression und Aufreinigung in Mikrotiterplatten

Fiir die Proteinexpression in 96-well Mikrotiterplatten wurden die Klone in 200 pl Medium
(2YT+ 100 pg/ ml Ampicillin; 15 pg/ ml Kanamycin; 2% (w/v) Glukose) angeimpft. Nach
Inkubation iiber Nacht bei 37°C im Schiittler wurden die Kulturen 1/ 10 in Induktionsmedium
(SB+ 100 pg/ ml Ampicillin, 15 pg/ ml Kanamycin, 1 x KBP-Puffer, 20 pg/ ml Thiamin)
verdiinnt und bis zu einer OD600 von 0,4 - 0,6 schiittelnd bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von
1 mM IPTG wurden die Kulturen weitere 4 h bei 37°C schiittelnd inkubiert, dann bei 4000 rpm
(Sigma 09100/ 09158) 15 min bei 4°C zentrifugiert und bei —20°C bis zur Proteinaufreinigung
gelagert.

Bei der denaturierenden Proteinaufreinigung in 96-well Mikrotiterplatten erfolgten alle
Inkubationsschritte schiittelnd bei Raumtemperatur. Zunédchst wurden die aufgetauten Pellets mit
150 pl Qiagen-Puffer A durch Vortexen resuspendiert und fiir die Lyse 30 min inkubiert. Nach
30-miniitiger Zentrifugation 4000 rpm (Sigma 09100/ 09158) wurde der Uberstand vorsichtig
abgenommen und in Filterplatten {berfithrt (Millipore Multiscreen MADVN6550) Der
Durchfluss wurde darauthin direkt in neue Filterplatten vakuumfiltriert. Zum Lysat wurden dann
30 pul einer 50%igen (v/w) NiNTA-Agaroselosung (in Puffer A verdiinnt) zugegeben und eine
Stunde inkubiert. Durch Filtration wurde die Fliissigkeit entfernt. Es folgten drei 5-miniitige
Waschschritte mit jeweils 100 pl Qiagen-Puffer C, bei denen die Fliissigkeit ebenfalls jedesmal
durch Filtration entfernt wurde. Fiir die Elution wurden 60-100 pl Qiagen-Puffer D zugegeben

und fiir 15 min inkubiert. Danach wurde das Eluat in eine Mikrotiterplatte filtriert.

2.2.13 SDS-Page

Fiir die Analyse der Proteine wurden SDS-Gelelektrophoresen durchgefiihrt, bei denen ein
Protein-SDS-Komplex im elektrischen Feld wandert. Fiir die Elektrophorese wurde das
diskontinuierliche Ldmmli-System mit Tris-HCL-Puffern verwendet, bei dem ein Trenngel von
einem Sammelgel iiberschichtet wird. Abhédngig von der Grofe der aufzutrennenden Proteine
variierte die Polyacrylamidkonzentration in den Gelen zwischen 12,5-15 % (w/v). Die Gele

bestanden aus folgenden Komponenten:



Material und Methoden 41

Trenngel Sammelgel

0,1% (w/v) SDS 0,1% (w/v) SDS

12,5% (v/v) Acrylamid 4% (v/v) Acrylamid

0,38 M Tris-HCI, pH 8,8 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8
0,1% (w/v) Amoniumpersulfat 0,1% (w/v) Amoniumpersulfat

Die Polymerisation des Trenngels wurde durch die Zugabe von 0,03% (v/v) und die des
Sammelgels von 0,1% (v/v) Temed gestartet. Die Proteinproben wurden mit % Volumen vom
4 x Ladepuffer (0,2 M Tris-HC1 pH 6,8, 8% (w/v) SDS, 40% (w/v) Glycerin, 0,4% (w/v)
Bromophenolblau) vermischt. Zur Reduktion wurde separat 0,1 M DTT oder 20% (v/v) B-
Mercaptoethanol zu den Proben gegeben. Vor dem Auftragen auf das polymerisierte Gel wurden
die Proben 5-10 min bei 100°C denaturiert. Als Laufpuffer wurde 1 x Tris-Glycin-Laufpuffer
verwendet. Fiir die Elektrophorese wurde eine Spannung von 80 V angelegt, bis die Lauffront
die Trenngelgrenze erreichte. Die Spannung wurde dann auf 120 V-180 V erhoht. Bei Erreichen
der Lauffront an der unteren Gelgrenze wurde der Lauf gestoppt. Die Proteinbanden wurden
durch Farbung mit Coomassie Brilant Blau Fiarbelosung fiir 30 min visualisiert. Entfarbt wurden

die Gele mit 20% (v/v) Ethanol/ 10% (v/v) Eisessig.

2.2.14 Western-Blot

Fiir die Detektion von Proteinen mittels spezifischer Antikorper wurden die Proteine eines SDS-
Gels mittels Western-Blot elektrophoretisch auf eine Membran {ibertragen. Verwendet wurden
hydrophobe PVDF-Membranen und eine Blotapparatur fiir halbtrockene Western-Blots. Die fiir
verwendeten Filterpapiere und die Membran wurden in Gelgrofle zugeschnitten. Auf drei Lagen
in Blotpuffer getranktem Filterpapier lag die mit Ethanol und Wasser aktivierte und in Blotpuffer
geschwenkte Membran. Auf die Membran wurde das Gel gelegt und auf das Gel wiederum drei
Lagen getrankten Filterpapiers. Vor dem Anlegen des Stroms wurden Luftblasen entfernt. Die
Menge des angelegten Stroms errechnete sich aus der Grofle des Gels: x mA= Gelldnge*

Gelbreite*0,8.

Der Strom wurde fiir eine Stunde angelegt. Danach konnte der Blot getrocknet oder direkt mit

Antikorpern hybridisiert werden.
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Vor der Reaktion eines Blots mit Antikorpern wurden die restlichen Bindungsstellen durch
Inkubation fiir 2h in einer Blockinglosung (2% (w/v) BSA in TBS + 0,1% (v/v) Tween 20 oder
3% (w/v) Milchpulver in TBS + 0,1% (v/v) Tween 20)) abgesittigt. Die Inkubation des ersten in
Blockinglosung verdiinnten Antikorpers (RGSHis6: 1/2000) erfolgte fiir 1h. Nach drei
Waschschritten mit TBS (+0,1% Tween) erfolgte die Inkubation mit dem zweiten markierten
Antikorper, der ebenfalls in Blockinglosung verdiinnt wurde (gleiche Verdiinnungen wie in

2.2.9.1). Detektiert wurde mit BCIP/ NBT Alkalischer Phosphatase Substrat.

2.2.15 Proteinchips

2.2.15.1 Spotting von aufgereinigten Proteinen auf FASTTMslides

Fiir die Herstellung der Proteinchips wurden die Proteine denaturierend aufgereinigt. Jedes
Protein wurde in drei Verdiinnungsstufen (unverdiinnt, 1:2 und 1:5; in Puffer A verdiinnt) mit
dem Roboter Qarray (Genetix) in Duplikaten auf Nitrocellulose beschichtete FASTTMslides
(Schleicher & Schuell) gespottet. Dabei wurden die Proteine in einem 8 x 8 Pattern (vgl. Abb. 9)

angeordnet. Es wurden zwei identische Felder auf jeden Chip gespottet.

32 28 24 20 16 12
32 28 24 20 16 12
31 27 23 19 15 11
31 27 23 19 15 11
30 26 22 18 14 10
30 26 22 18 14 10
29 25 21 17 13 9
29 25 21 17 13 9

g1 o O ~N N 00
RPFEPNMNNOWWAD

ul

Abb. 9: 8x8 Pattern, das zum Spotting der Proteine auf Glaschips verwendet wurde.
Durch die Verwendung dieses Pattern ist es moglich mit 16 Pins 1024 Klone zu spotten.

2.2.15.2 Screening von Antikorpern und Seren

Vor der Hybridisierung von Seren und Antikérpern wurden die Slides nach dem Spotting fiir 2h
mit 3% (w/v) Milchpulver in TBS + 0,1% (v/v) Tween 20 bei Raumtemperatur schiittelnd
blockiert. Fiir die Inkubation mit Seren und Antikdrpern wurden die Slides auf feuchte Tiicher
gelegt. Sowohl Seren als auch Antikorper wurden in Blockinglosung (3% (w/v) Milchpulver in
TBS + 0,1% (v/v) Tween 20) verdiinnt eingesetzt. Die Seren wurden 1:20 und der Antikdrper
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gegen den RGSHis6-Tag 1:800 verdiinnt je 200 pl pro Chip auf die Oberfldche pipettiert und mit
einem Deckgldschen abgedeckt. Nach Inkubation bei 4°C iiber Nacht folgten drei Waschschritte
fiir 20 min mit 3% Milchpulver/ TBST (0,1% (w/v) Tween 20). Die folgenden Inkubationen der
Antikdrper erfolgten bei Raumtemperatur jeweils fiir 1 h. Als zweiter Antikorper wurde ein anti-
Human-IgG (Sigma) 1/ 5000 verdiinnt eingesetzt. Nach drei weiteren Waschschritten mit TBST
(0,1% (v/v) Tween 20) fiir jeweils 20 min wurde die Inkubation mit einem anti-Maus (1/ 800
verdiinnt) konjugiert mit Cy5 durchgefiihrt. Sowohl dieser als auch alle folgenden
Inkubationsschritte wurden im Dunkeln durchgefiihrt. Nach drei weiteren Waschschritten mit
TBST (0,1% (v/v) Tween 20) fiir jeweils 20 min folgten zwei 15-miniitige Waschschritte mit
1 x PBS (0,1% (v/v) Tween 20) und zweimaliges kurzes Abspiilen mit Aqua bidest. Daraufhin
wurden die Slides getrocknet und mit einem Laserscanner (Packard Bioscience) bei 649 nm

eingescannt.

Die Auswertung der Spots erfolgte mit dem Programm GenePix Pro 4.1 (Axon Laboratories),

welches die Moglichkeit bietet, die Signalstirke der Spots zu bestimmen.



