3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Geréte

Gerét:

Brutschrénke
Eismaschine
Entwicklermaschine
Expositionskassetten
Feinwaage

Fotokamera

Gelelektrophorese-Horizontal system H5

Geltrockner Drygel SR
Hybridisierungsofen
Inkubationsrotor
Kuhlschranke

Kuhlzentrifuge 3K12
LaminairR HB2448
Lyohille AlphaRVC, 1-4
Magnetruhrer

Microplate Reader 3550
Microtiter Plate Luminometer
Mikroskope

Mikrowelle

Monitor fur Radioaktivitétsmessungen
Neubauer Z&hlkammer
pH-Mef3gerét
Phosphorlmager

Pipetten

Material

Firma

Memmert

Scotsman

Agfa

Amersham

Satorius

Polaroid

Life Technologies
Hoefer Scientific Instruments
Bachofer

Applied Biosystems
Liebherr

Sigma

Hereaus Instruments
Christ

IKA Labortechnik
Biorad

Dynex Technologies
Zeiss

Bosch

Berthold

Neolab

Knick

Molecular Dynamics
Eppendorf, Gilson



Power Supply PS500 XT
Proteinsequenzer ABI477
Schiittelinkubator

Sequenzer ABI 373A
Szintillationszahl er

Thermal Cycler 480
Thermocycler 9600
Thermomixer 5436
Tischzentrifuge 5415C
Transilluminator UVT 2035
Ultrazentrifuge L7-55

UV Stratalinker 1800
UV/VIS-Spektrophotometer Lambda2
Varifuge 3.2 RS
Videodukumentationssystem
Vortexer REAX 2000
Waagen PM 400, PM 3000
Woasserbad (16°C)
Wasserbad

Zentrifuge RC5C

3.1.2 Laborchemikalien

Material

Hoefer Scientific Instruments
Applied Biosystems
Infors

Applied Biosystems
Packard

Perkin Elmer

Perkin Elmer
Eppendorf
Eppendorf

Herolab

Beckmann
Stratagene

Perkin Elmer
Hereaus Instruments
Appligene

Heidolph

Mettler

LKB Bromma
Julabo

Sorvall Instruments

Chemikalien wurden in analytischem Reinheitsgrad von Merck (Darmstadt), Sigma
(St.Louis,USA), Serva (Heidelberg), Boehringer (Mannheim) und Gibco BRL (Paisley.
Schottland) bezogen. Radionukleotide wurden von Amersham-Buchler erworben. Chemikalien
fur die SDS-PAGE wurden von Biorad (Richmond, Ca., USA) verwendet. DNA Grol3en-

Marker wurden von Boehringer und Protein-M ol ekul argewi chtsstandards von Amersham Life

Science geliefert.



3.1.3 Chemikalien in der Zdlkultur

Ampicillin

fotales K&l berserum
Bacto Agar

Bacto Y east

Bacto Trypton

Bacto Pepton

Y east Nitrogen Base
Opti-MEM
Trypsin/EDTA
PBS-Dulbecco’s
Penicillin/Streptomycin
L-Glutamin
Dulbecco’'s MEM-Medium (w/o Phenolrot)

3.1.4 Verbrauchsmaterialien

3MM-Papier

96-well Immunoplatten

96-well Zellkulturplatten
Amberlite lonenaustauscher
Autoradiographiefilme

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Reaction Kit
CentrisepSpin Colums
Cryorohrchen
Einmalhandschuhe

Einmal pi petten 1/5/10/50 ml
Einweg-Inokul ationsschlingen
Gel Extraction Kit

Hybond PVDF-Membran
Luer-Injektionsspritzen (2-20 ml)
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Boehringer

Gibco

Difco Laboratories
Difco Laboratories
Difco Laboratories
Difco Laboratories
Difco Laboratories
Gibco BRL

Gibco BRL

Gibco BRL

Gibco BRL

Gibco BRL

Gibco BRL

Schleicher & Schuell
Nunc

Difco Laboratories
Serva

Kodak

Applied Biosystems
Princeton Separations
Nunc

Safe Skin

Becton Dickinson
Pharmacia LKB Biotechnology
Qiagen

Schleicher & Schuell

Becton Dickinson



Multiple Human Tissue Northern Blots
NAP™5-Saulen

Objekttréger Super Frost Plus
OPC-Saulen

Pasteurpipetten

Petrischalen

Pipettenspitzen
Pipettenspitzen

Plasmid Maxi Prap Kit
Plasmid Mini Prap Kit
Plastikklvetten
Reaktionsgefal3e 0,6/1,5/2 ml
sterile Kulturréhrchen (15 ml)
sterile Plastikrohrchen (15 und 50 ml)
Sterilfilteraufsétze
Sterilfilterflaschen
Sterilpipetten (1-25 ml)
TSA-Kit

X-OMAT AR-Rontgenfilme
Zdlkulturplatten

Zéellschaber

ECL™ Detection Reagent
TNT-T7-Quick Kit

3.1.5 Enzyme

alkalische Phosphatase
Restriktionsendonukleasen
Tag-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T4-Polynukleotid Kinase
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Clontech

Pharmacia LK B Biotechnology

Menzel -Gl aser

Perkin EImer Cetus
WU Mainz

Greiner

Eppendorf

Falcon

Qiagen

Qiagen

Sarstedt

Eppendorf

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Nalgene

Nalgene

Greiner

NEN Life Science
Eppendorf

Boehringer Mannheim
Corning
Amersham-Life Science

Promega

Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
Perkin-Elmer
Stratagene

Boehringer Mannheim
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3.1.6 Zelen
Name Genotyp Referenz
XL-2-Blue |recAlendAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl |Bullock et al.(1987)

lac[F* proAB laclqZ"M15 Tn10(Tetr) Amy
Canr]

XPORT A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 endAl | Alting-Meeset dl.
SUPE44 thi-l recA1 gyrA96 relAl lac (F'proAB | (1994)
lacl ZAM 15)

XLOLR A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl | Alting-Meeset dl.
thi-l recA1 gyrA96 relA1 lac [F proAB lacl® (1994)
ZAM15 Tn10 (Tet')]Su’, A

BL21 E.coli B F dcm ompT hsd(rg'mg’) gal Stratagene

Tab. 1: Ubersicht der verwendeten Bakterienstamme (Escherichia coli)

gal4-542, gal80-538,
URA3::GAL1-lacZ

Name Genotyp Reporter/ Marker Referenz
Y 187 MATa, ura2-52, his3-200, |lacZ Harper et al.
trp1-901, ade2-101, leu2-3, |trpl, leu2 (1993)

Tab. 2: Ubersicht des verwendeten Hefestammes (Saccharomyces cerevisiag), Clontech

Name Herkunft Quelle Referenz
BHK Hamster, Niere ATCC M acpherson und
Stoker (1962)

HelLa humanes ATCC Puck et al. (1956)
Adenocarcinom

Cv-1 Afrikanische grine |ATCC Jensen et al. (1964)
Meerkatze, Niere

P19 Maus, ATCC McBurney und
Teratocarcinom Rogers (1982)

Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Zelllinien
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3.1.7 Oligonukleotide

Fir die PCR oder Sequenzierungsreaktionen wurden folgende Oligonukleotide verwendet.
Eingefligte Restriktionsschnittstellen sind fett hervorgehoben. Die Oligonukleotide #1-8 (siehe
GCNF-Primer) sind degeneriert.

Name Herkunft Sequenz

M13Rev Eurogentec 5-CAG GAA ACA GCT ATGAC-3

T3 Eurogentec 5-AAT TAA CCCTCA CTA AAG GG-3

T7 Eurogentec 5-GTA ATA CGA CTCACT ATA GGG C-3

3168 MWG 5-GGT ACCGCCACCATGAAGCTACTGTC-Z
3169 MWG 5-GGT ACCCGA TACAGT CAACTGTCT TT-3

Tab. 4: Ubersicht aller verwendeten allgemeinen Primer und ihrer Sequenz

NCoR-Primer

Name Herkunft | Sequenz

3142 MWG 5-GCT AGC TCA GTCATCACT ATCCGA CA-3
3143 MWG 5-GGA TCC AAG CAT GAA GCT GCCAGG TT-3
3144 MWG 5-GGA TCCCTA AGCATGAAGCTGCCA GGT T-3
3145 MWG 5-GTC GAC TCA GTCATCACT ATCCGA CA-3
3146 MWG 5-GGA AAG ATA AAGGGC CTC-3

3147 MWG 5-CTCGGGTCCTTA GCT CTT-3

3148 MWG 5-TGA GGT GAT AAGTCCTGC-3

3149 MWG 5-AGT CAG AGG GAA TGG GGC-3

3150 MWG 5-CAT CAA ACCGTT ACA GCC-3

3151 MWG 5-GCA TGA GAA ACA GGA CAG-3

3152 MWG 5-AGC TGC TCA GCC AGG AAC-3

3153 MWG 5-CTCAGT TGT GAC CAG TGG-3

3154 MWG 5-GGA AGA CAGGCCCTCTTC-Z
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3156 MWG 5-TGA TAGGTCTGCAGT TTC-3

3161 MWG 5-GGA TCCATG GTT AAA TCA AAGAAG CAGGAG-3
3162 MWG 5-GGA TCCCTA TGG TTA AAT CAA AGA AGC AGG AG-3
3180 MWG 5-CCT TACAACCCT TTGACCAT-3

3181 MWG 5-GTCTCA TACTGT GCT GAG AG-3

Tab. 5: Ubersicht aller verwendeten NCoR-Primer und ihrer Sequenz

GCNF-Primer

Name Herkunft Sequenz

1 Schering AG 5-TG(T/C) CTC ATC TG(T/C) GG(GI/T) GA(CIT) CG-3

2 Schering AG 5-TG(T/C) I(T/C)l ATC TG(T/C) GGI GA(C/T) CG-3

3 Schering AG 5-TG(CI/T) GA(G/IA) GGI TG(C/T) AA(G/A) GGI TT-3

4 Schering AG 5-GGI TG(C/T) AA(G/A) GGI TT(T/C) TT(CIT) AA-3

5 Schering AG 5-TGC AAG GGI TT(CIT) TT(CIT) AA(G/A) AG-3

6 Schering AG 5-CA(G/A) (AIC)GI AAI (AIC)GI TG(T/C) CAG TA-3

7 Schering AG 5-AA(CIT) (AIC)GI TG(T/C) CAG TAC TGC CG-3

8 Schering AG 5-CG GCA (G/A)TA (CIT)TG (AIG)CA IC(T/IG) ITT -3

2841 Schering AG 5-TTCCTCTGCTTCCGAGAC-3

2854 Schering AG 5-TGCAGTCGTGACAAGAAC-3

2855 Schering AG 5-TAGTGCAAGCCTGTAGCG-3

2868 Schering AG 5-AACTGAATGGATTCATGG-3

2869/3146 | Schering AG 5-CTGGTCTTGCAGGAATGC-3

2872 Schering AG 5-TCAACATGATGCACATGC-3

2889 Schering AG 5-TCATGGCGGAGCAACAAA-3

2890 Schering AG 5-AATTGGCAGAGCTTGACC-3

2891 Schering AG 5-TCCAGATATCGGAAGAAG-3

2892 Schering AG 5-GAGGACCTGGAACCATTG-3

2893 Schering AG 5-AACTACACAGATTTAGTG-3

2894 Schering AG 5-CCTGATCTCATGATGTGC-3

2895 Schering AG 5-TCCTGACAGAAACCGTTG-3

2896 Schering AG 5-TGAGGGCTGGTTGCTCTC-3

2897 Schering AG 5-AATCTGCCTAAAGAGCAG-3

2898 Schering AG 5-GCTTTCATGCAAGCATAC-3

2935 Schering AG 5-GCTCCTGACAACCTCCTC-3

2936 Schering AG 5-TTTGTTGCTCCGCCATGA-3

2939 Schering AG 5-GAGTCT GAATTC GCCACCATG GAGCGG GAC
GAA CCG CC-3

2940 Schering AG 5-GAGTCT AAGCTTTCA GTGATGGTGATGGTG
ATGTTCCTT GCC CACACT GGT CTT-3
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2941 Schering AG 5-GAG TCT GAA TTC GCC ACC ATG GGA GGT CAT
CAC CAT CACCAT CACATG GAG CGG GAC GAA
CCGCC-3

2942 Schering AG 5-GAG TCT GAA TTC GCC ACC ATG GGA GGT CAT
CAC CAT CACCAT CACAACGGT TTCTGT CAG
GAT GAA-3

2943 Schering AG 5-GAGTCT AAGCTTTCATTCCTT GCC CACACT
GGT-3

2944 Schering AG 5-GAGTCT CCATGGCCTTCAGG GAA CAGT-3

2945 Schering AG 5-GAGTCT CCATGG GCACGCCCATGTTGATT-3

3054 Schering AG 5-TAA AGA GCT CAT TCT ACC-3

3055 Schering AG 5-ATT TACACT GCT AATTC-3

3059 Schering AG 5-ACA CTATTCAGA CTA GAC-Z

3102 Schering AG 5-GAG TCT GAG CTC TGA TCA GTG CCT CAC AGC-
3

3103 Schering AG 5-GAG TCT GGT ACCAGG TCA TTCCTT GCC CAC
AC-3

3104 Schering AG 5-GAGTCT GAG CTCTACGTG GCA GGA G-

3105 Schering AG 5-GAGTCT GGT ACCCAATTGTTCCAGCTGTGA
GG-3

3106 Schering AG 5-GAG TCT GCA TGC C GGG GAA CTG GCT GAT
GTCAC-3

3107 Schering AG 5-GAGTCT GGA TCCTCA GTGATG GTGATG GTG
ATGTTCCTT GCC CACACT GGT CTT-3

3108 Schering AG 5-GAG TCT GTC GAG C GGG GAA CTG GCT GAT
GTCAC-3

3109 Schering AG 5-GAG TCT CCA TGG GG GAA CTG GCT GAT GTC
AC-3

3110 Schering AG 5-GAG TCT ACC GGT G ACA AAA GCC GAT GAA
GAA CTACACAGATT-3

3111 Schering AG 5-GAG TCT GCG GCC GCT GAT GTC ACT GCC AAG
TA-3

3112 Eurogentec 5-GAG TCT GCA TGC CATT GGG CCA GTC CAG
ATA TCG-3

3113 Eurogentec 5-GAGTCT AAGCTTTCATTCCTT GCC CACACT
GGT CTT-3

3115 Eurogentec 5-GAGTCT TCT AGA TCA GTGATG GTGATG GTG
ATGTTCCTT GCC CACACT GGT CTT-3

3116 Eurogentec 5-GAGTCT TCT AGA TCA GTGATG GTGATG GTG
ATGTAGTTCTGCCTGTGT CACAGC-3

3117 MWG 5-GAGTCT GAA TTCATG AAC CGG AAG GCT ATC
AG-3

3118 MWG 5-GAGTCT CTCGAGTCA TTCCTT GCC CACACT
GG-3

3119 MWG 5-GAGTCT AAGCTT GCC ACC ATG GAG CGT GAT
GAA CCT CC-3

3125 MWG 5-GAGTCT AAGCTT TG GAG CGT GAT GAACTT
CC-3

3126 MWG 5-GAG TCT GCT AGC GCC ACC ATG GAG CGT GAT

GAA CCT CC-3
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3145 MWG 5-GAG TCT GAG CTC TGA CCA GGT CCT CAC AGC-
3

3163 MWG 5-CAT ATGATGAACCGGAAGGCT ATCAG-Z

3164 MWG 5 -CTGCAGTCATTCCTTGCCCACACTGG-3

3165 MWG 5-GAATTCATGGAGCGTGATGAACCTCCY

3166 MWG 5-CTGCAGGCT AGCTCATTCCTT GCC CACACT
GG3

3167 MWG 5-GAA TTCCTG CCC CAA CAA GCT CGCAGT

3170 MWG 5-CAT ATGGAA TTCATCAAG GAT TACACGTGC
CT-3

3173 MWG 5-GCTAGCTCA CAT CTT TCCTGC AAT ATATC-Z

3174 MWG 5-CTGCAGTCA CAT CTT TCCTGC AAT ATATC-Z

3175 MWG 5-GAATTCTTT ACT GAT GAA GGG ATGGA-3

3176 MWG 5-GCTAGCTCATCT GTGTAGTTCTTCATCGG-3

3177 MWG 5-GAATTCCAGATCTTT GGG GAA CTG GC-3

3182 MWG 5-GCT AGCTCA TTT CTT GAT CCA GGC AAT CT-3

3183 MWG 5-GCT AGCTCA GAA GTT AATTGC TTT CAT GC-
3

3184 MWG 5-GAATTCTCA CAGCTGGAA CAATTGAA-Z

Tab. 6: Ubersicht aller verwendeten GCNF-Primer und ihrer Sequenz

3.1.8 Plasmideund Vektoren

Name Referenz Beschreibung Herkunft
pGal-TK-Luc Hollenberg & PHSV-TK(-105/+51), U.Borgmeyer,
Evans (1988) 3xGal(17mer)-RE, Firefly (Universitéat
Luciferase, SV40 small tintron und | Hamburg)
polyA
pDRO2-TK-Luc PHSV-TK(-105/+51), 2xDRO-RE, |U.Borgmeyer,
Firefly Luciferase, SV40 small t (Universitéat
intron und polyA Hamburg)
pCl Behr et al. Pcmv, SV40 poly A, T7 Promotor, | Promega
(1989) amp'
pSl Behr et al. Psv, SV40 poly A, T7 Promotor, Promega
(1989) amp'
pCMX-Galpgp K. Umesono Galpsp, Pcmv, SV40 polyA, SV40 | H. Beekman
(1993) ori, amp' (Schering AG)
pCMX-PL2- K. Umesono VP16ap, Pcmv, SV40 polyA, SV40 |H. Beekman
VP16 (1990) ori, amp' (Schering AG)
pREP4 Chittenden et al. | Prsv, SV40 PolyA, amp', hyg' Invitrogen
(1989)
pCEP4 Chittenden et al. | Pcuv, SV40 PolyA, amp’ hyg' Invitrogen
(1989)
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pQE31 Qiagen Prs, ColEL ori, amp', 6xHistidin Qiagen
puUC19 Yanisch et al. PlacZ, amp' Gibco BRL
(1985)
pAS2 Harper et al. GAL4(1.147DNA-BD, TRP1, amp’, | Clontech
(1993) CYH2
pPEGFP-C1 Chafieet al. Pemv, EGFP, SV40 PolyA, amp', Clontech
(1994) Kan', Neo
pGAD424 Bartel et al. GAL476s-881) AD, Padhl, LEU2, Clontech
(1993) amp'
pGEX-2T Smith and Glutathion-S-transferase, Ptac, Pharmacia
Johnson (1988) |amp', lac |9
pCMV4- Cooney et al. GCNF; —VP16ap, Pcmv, SV40ori, | A. Cooney
GCNFVP16 (1998) amp' (Baylor College
of Medicine,
Houston)
PABgarTR Baniahmad et al. | Gal4pgp-I'TRc-1erm., Prsv, SV40 ori, | A. Baniahmad
(1992) amp' (Justus Liebig
Universitét,
Giessen)
pZL44 Artelt et al. EGFP-hER in pBEH, SV40 ori, L. Toschi
(1989) amp' (Schering AG)
PCR-Script SK(+) | Bauer et al. Plac, amp’, ColE1 ori, f1 (+) ori Stratagene
(1992)
pBluescript 11 SK | Short et al. Piac, amp', ColE1 ori, f1 (+) ori, f1 (- | Stratagene
(+/-) (1988) ) ori,
pY EP- diese Arbeit Pcupt, amp’, TRP1, hGCNF(AT), M. Husemann
hGCNF5(AT) AFII1/Kpnl (Schering AG)
pZL (46) diese Arbeit hER-EGFP in pBEH, SV40 ori, D. Zopf
amp’ (Schering AG)
pGEX-2T-NCoR pPGEX-2T: GST-mNCoR(ID-I und — | H.Beekman
I1), BamHI/EcoRI (Schering AG)
pCMX-Gal- diese Arbeit pCMX-Galpgp: Galdpgp-VP16- diese Arbeit
VP16-ERa ERa, EcoRI/Nhel
Klon#l diese Arbeit pBluescript:h\GCNFy, EcoRI/Xhol | diese Arbeit
Klon4.1 diese Arbeit pPCR-Script SK(+): hGCNF335.504 diese Arbeit
Klon#5 diese Arbeit pBluescript:h\GCNFy, EcoRI/Xhol | diese Arbeit
Klon#7 diese Arbeit pBluescript:nGCNF;s7.1507, diese Arbeit
EcoRlI/Xhol
Klon#10 diese Arbeit pBluescript:hGCNF300.537, diese Arbeit
EcoRlI/Xhol
Klon#12 diese Arbeit pBluescript:nGCNF;s7.1507, diese Arbeit
EcoRlI/Xhol
p15 diese Arbeit pUClg hGCN F(1181.1597)-Hi56, diese Arbeit
Sphl/BamH]I
p9.2 diese Arbeit PQE31: Hiss-hGCNFsgs-1597, diese Arbeit
Sphi/HindlI|
pll diese Arbeit pCMX-GaI DBD- GaI4DBD-hGCN Foe, diese Arbeit
EcoRI/(Xhol/Sall)
pl2a diese Arbeit pCEP: hGCNF(AT), Hindll1/Xhol | diese Arbeit
p12b diese Arbeit pREP: hGCNF(AT), Hindll1/Xhol | diese Arbeit
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pl4 diese Arbeit pPEGFP-C1: EGFP-hGCNF, diese Arbeit
Hindll1/(Xhol/Sall)

pl5a diese Arbeit pSl: hGCNF(AT), Nhel/Xhol diese Arbeit

p15b diese Arbeit pCl: hGCNF;(AT), Nhel/Xhol diese Arbeit

p20 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16-hNCoR | diese Arbeit
C-Term. BamHI/Nhel

p21 diese Arbeit pCMX-Galpgp: Galpgp-hNCoOR C- | diese Arbeit
Term BamHI/Nhel

p22 diese Arbeit pGAD424: Galap-hNCoR C-Term. | diese Arbeit
BamHI/Sall

p25 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16-hNCoR | diese Arbeit
(ID-1) 236 bp BamH!/Nhel

p26 diese Arbeit pPCMX-Galpgp: Galpgp-hNCoR (ID- | diese Arbeit
I) 236 bp BamHI/Nhel

p27 diese Arbeit pGAD424: Galap-hNCoR ID-1 236 | diese Arbeit
bp BamHI/Sall

p28 diese Arbeit pAS2: Galpgp-hGCNFpe Ndel/Pstl | diese Arbeit

p30 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16-hGCNFpg | diese Arbeit
EcoRI/Nhel

p31 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16-hGCNF |diese Arbeit
EcoRI/Nhel

pGal-31 diese Arbeit p33: Gal-VP16-hGCNFy diese Arbeit
EcoRI/Nhel

p32 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16-hGCNFg | diese Arbeit
EcoRI/Nhel

pGal-32 diese Arbeit p33: Gal-VP16-hGCNFg diese Arbeit
EcoRI/Nhel

p33 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: Galpgp-V P16 diese Arbeit
Kpnl

p34 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16- diese Arbeit
hGCN Feoia EcoRI/Nhel

pGal-34 diese Arbeit p33: Gal-VP16-hGCNFga;-3 diese Arbeit
EcoRI/Nhel

p36 diese Arbeit PCMX-PL2-VP16: VP16-hGCNF,;, | diese Arbeit
EcoRI/Nhel

pGal-36 diese Arbeit p33: Gal-VP16-hGCNFa12 diese Arbeit
EcoRI/Nhel

p37 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16- diese Arbeit
hGCNFga12 ECORI/Nhel

pGal-37 diese Arbeit p33: Gal-VP16-hGCNFga12 diese Arbeit
EcoRI/Nhel

p38 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16- diese Arbeit
hGCN Fear-aa10 EcoRI/Nhel

pGal-38 diese Arbeit p33: Gal-VP16-hGCNFga1-3a12 diese Arbeit
EcoRI/Nhel

p39 diese Arbeit PAS2: Galpgp-hGCNFa1» Ndel/Pstl | diese Arbeit

p4l diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16-hGCNF;. |diese Arbeit

12 EcoRI/Nhel
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pGal-41 diese Arbeit p33: Gal-VP16-hGCNF7.1» diese Arbeit
EcoRI/Nhel

p42 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16-hGCNFy.¢ | diese Arbeit
EcoRI/Nhel

pGal-42 diese Arbeit p33: Gal-VP16-hGCNF,.¢ diese Arbeit
EcoRI/Nhel

p43 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16- diese Arbeit
hGCNFgeet.6 ECORI/Nhel

p44 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16-hGCNF;. |diese Arbeit
10 ECORI/Nhel

p45 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16-hGCNF,¢ | diese Arbeit
EcoRI/Nhel

p46 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16-hGCNF,.3 | diese Arbeit
EcoRI/Nhel

p47 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16-hGCNF_g | diese Arbeit
EcoRI/Nhel

p48 diese Arbeit pCMX-PL2-VP16: VP16-hGCNFgy. |diese Arbeit
10 ECcoRI/Nhel

Tab. 7: Ubersicht aller bezogenen und selbst erstellten Plasmide und V ektoren

3.2 Methoden

3.2.1 Molekular- und mikrobiologische M ethoden

3.2.1.1 Praparation von Plasmid DNA aus Bakterienzellen mittels alkalischer Lyse

Plasmid Minipréparation aus E.coli mit dem Qiaprep Plasmid-Mini Kit

Zur Pr&paration von bis zu 20 pg Plasmid-DNA wurde ein Préparationskit der Firma Qiagen
verwendet. 3 ml einer Bakterientibernachtkultur wurden 3 Minuten mit 1900 RPM bei RT
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 250 pl P1-Puffer
resuspendiert. Nach Zugabe von 250 ul P2-Puffer wurde der Ansatz durch leichtes Schwenken
durchmischt und 5 Minuten bei RT inkubiert, so dal3 die Zellen lysierten. Zur Ausfalung der
unldslichen Bestandteile der Probe wurden 350 pl  N3-Neutralisationspuffer zugesetzt, der
Ansatz durch Umdrehen gemischt und dann zur Sedimentation 10 Minuten bel RT mit 14000
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RPM zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Qiaprep-Saulchen dekantiert und 1 Minute bei
gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. Die Sdulenmatrix, die die
Plasmid-DNA spezifisch gebunden hatte, wurde zur Abtrennung von unspezifisch gebundenen
Proteinen einmal mit 500 pl PB-Puffer und 750 pl PE-Puffer gewaschen. Zum vollstandigen
Entfernen des Waschpuffers wurde die Saule 1 Minute bel RT und 14000 RPM zentrifugiert
und in ein neues Eppendorfgefald tberfihrt. Die Elution der gereinigten Plasmid-DNA erfolgte
durch Zugabe von 50 pl H,O bzw. TE-Puffer und eine 1 minitige Zentrifugation bei RT und
14000 RPM. Die Plasmid-DNA hatte eine Konzentration von 100-200 ng/ul und wurde ohne
weitere Reinigung/Falung fur die Sequenzierung, fur Transformationen und Transfektionen

sowie fur Klonierungsreaktionen eingesetzt.

L 6sungen:
Die Puffer P1, P2, N3, PB und PE wurden dem QIAprep Plasmid-Mini Kit entnommen. Ihre

Zusammensetzung wurde vom Hersteller nicht angegeben.

TE-Puffer: 10 mMTris-HCI (pH 7,5)
1mM EDTA

Plasmid Maxipréparation aus E.coli mit dem QlAprep Plamid-Maxi Kit

Die Praparation von Plasmid-DNA im Mengenbereich von etwa 500 pg wurde mit Maxi-
Saulen (Qiagen 500) der Firma Qiagen durchgefihrt.

200 ml einer Uber Nacht angeschittelten E.coli-Kultur (U=180 RPM, in LB Medium /
Antibiotika) wurde bei 4°C 6 Minuten mit 6000 RPM zentrifugiert und das Pellet in 10 ml P1
resuspendiert. Anschlief3end wurde die Suspension zur Zelllyse mit 10 ml P2-Puffer vermischt
und 5 Minuten bel RT inkubiert. Nach Zugabe von 10 ml gekthltem P3-Puffer und
vorsichtigem Mischen wurde der Ansatz in eine Qiagen-Kartusche dekantiert und 10 Minuten
bei RT inkubiert. Die Suspension wurde dann mit einem Stempel durch die Kartusche gepresst,
um die unl¢slichen Bestandteile der Probe zu entfernen. Das Filtrat wurde direkt tber eine mit
10 ml QBT-Puffer equilibrierte Qiagen 500-Saule gegeben und die DNA an die Saulenmatrix
gebunden. Zur Abtrennung von unspezifisch gebundenen Proteinen wurde die Saule zwei mal
mit je 30 ml QC-Puffer gewaschen. Die Elution der DNA erfolgte durch Zugabe von 15 ml
QF-Puffer. Die eluierte DNA wurde mit 0,7 Elutionsvolumen Isopropanol bei RT geféllt. Nach
30 mindtiger Zentrifugation bel 4°C und >15000 g wurde das Pellet mit 70 %-igem Ethanol
gewaschen und das Pellet in der Vakuumzentrifuge fur 5-10 Minuten getrocknet und in 200-
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500 pl HO bzw. TE-Puffer (s.0.) aufgenommen. Die Konzentrationss und
Reinheitsbestimmung erfolgte durch die Messung der Extinktion bei 260 nm und 280 nm. Die
Konzentration wurde nach der Formel ¢ = OD2gonm X 50 pg/ml berechnet und die Reinheit der
DNA-L6sung tber die Formel Q = OD 260nm/OD2sonm. Die tibliche Ausbeute betrug 0,5-1 pg/ml.
Die gereinigte Plasmid-DNA konnte wie bei der Plasmid Minipréparation beschrieben

eingesetzt werden.

L Gsungen:
Die Puffer P1, P2, P3, QB, QC und QF wurden dem QIAprep Plasmid-Maxi Kit entnommen.

Ihre Zusammensetzung wurde vom Hersteller nicht angegeben.

3.2.1.2 Spalten von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fur analytische Zwecke wurden 200-600 ng DNA, fur préparative Zwecke 1-3 pg DNA, in
einem Volumen von 30 pl mit einem kommerziell erhdtlichen Restriktionsendonuklease-
Puffer und einer der DNA-Menge angepal3ten Enzymmenge geschnitten. Die Spaltung wurde
bei der jeweils optimalen enzymspezifischen Temperatur fir 1-3 Stunden durchgefthrt.

Allgemein ist die notwendige Enzymmenge fir eine vollstandige Verdauung aus der Aktivitat
des Enzyms zu berechnen, wobei eine Einheit (U) as digjenige Menge Enzym definiert ist, die

1 pg A-DNA unter oprimalen Bedingungen in 60 Minuten vollstandig schneidet.

Spaltung: 10 x Inkubationspuffer 3ul
Plasmid DNA 1-5ul
Restriktionsenzym 0,5-1
Steriles , Millipore” H,O ad 30 pl

3.2.1.3 Dephosphorylierung von DNA mit alkalischer Phosphatase

Um inter- oder intramolekulare Reaktionen monoenzymatisch linearisierter Vektoren zu
verhindern, wurden die Gberhdngenden 5 -Enden mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert.
Der entsprechende Reaktionsansatz wurde vorher 5 Minuten bel 60°C inaktiviert. Die Reaktion
wurde bei 37°C fur 10 Minuten durchgefiihrt und anschlie?end durch Inkubation von 15
Minuten bel 60°C gestoppt.
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Dephosphorylierungsansatz: inaktivierter Spaltungsansatz 30 pl
10 x SP-Puffer 4 ul
alkalische Phosphatase (1U/ul) 1pl
steriles,, Millipore* H,O ad 40 pl

3.2.1.4 Reinigung von Oligonukleotiden

Kommerzielle Oligonukleotide der Firmen Eurogentec und Mwg konnten ohne Reinigung fir
die PCR verwendet werden. Die bel der Schering AG synthetisierten Oligonukleotide wurden
an ihre Synthesesaule gebunden geliefert. Vor der Reinigung wurden die Oligonukleotide mit
25%-iger Ammoniakldsung entweder fir 1,5 Stunden bei 70°C oder Uber Nacht bei 55°C von
der Matrix abgel 6st.

Reinigung Uber Gelfiltration

Das in 25%-igem Ammoniak geldste Oligonukleotid wurde unter Vakuum eingeengt und der
Niederschlag in 500 pl H,O aufgenommen, Uber eine mit 10 ml H,O/TE-Puffer equilibrierte
NAP5-Saule gdfiltriert und mit 1 ml Equilibrierungpuffer eluiert. Das Eluat wurde unter
Vakuum eingeengt, so dald eine konzentrierte Oligonukleotid-Losung resultierte. Die
Konzentration und die Reinheit des Oligos konnte mit einer Messung im Spektrophotometer
ermittelt werden. Dazu wurde die Extinktion bei 260 nm sowie bei 280 nm bestimmt. Uber die
Formel ¢ = ODgsonm X 20 pg/ml konnte die Konzentration und Uber den Quotienten aus der
Extinktion bel 260 nm und 280 nm konnte die Reinheitsgrad der Probe bestimmt werden, der
optimal rund 1.8 betrug.

Reinigung uber Affinitdtschromatographie

Zur Aufarbeitung von Oligonukleotiden mir mehr als 35 Basen wurden OPC-Saulen
verwendet. Die Saule wurde mit 5 ml Acetonitril und 5 ml 2 M Triethylammoniumacetat
equilibriert, das in 25%-igem Ammoniak geldste Oligo wurde in 3 Volumen H,0 verdinnt und
2x Uber die Saule gegeben. Der Durchlauf wurde aufgefangen und bei —20°C gelagert. Fir
Oligos, die aus mehr as 40 Basen bestanden, wurden die Waschschritte wiederholt. Zur

Abspaltung der Tritylgruppe wurden 5 ml 2%-ige Trifluoracetat-Ldsung in drei Schritten zu 2
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X 1 mlund 1x 3 ml mit jeweils 5 Minuten Inkubationszeit durch die Séule gedriickt. Nach
einem Waschschritt mit 5 ml H,O wurde das Oligo mit 1 ml 20%-iger Acetonitrillésung
eluiert. Das Eluat wurde unter Vakuum eingeengt und der Niederschlag in 100-500 pl TE-
Puffer oder H,O aufgenommen. Die Bestimmung der Konzentration und des Reinheitsgrades
der gereinigten Oligonukleotide erfol gte wie oben beschrieben.

3.21.5 DNA-Amplifikation durch PCR

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten, die nachfolgend kloniert werden sollten, wurden
Oligonukleotide verwendet, die zusétzlich zu ihrer (dem zu amplifizierenden DNA-Bereich
komplementéren) Sequenz Restriktionsschnittstellensequenzen enthielten. Das machte es
moglich, bestimmte Schnittstellen in DNA-Abschnitte einzuftihren und die DNA-Fagmente

nach Behandlung mit den entsprechenden Restriktionsenzymen zu klonieren.

PCR-Ansatz (préparativ): Plasmid-DNA (100 ng/pl)  1pl
forward primer 1l
reverse primer 1
10 x PCR Puffer 2,5ul

Tag Polymerase (5 U/ul) 0,3 ul
Steriles , Millipore” H,O ad 25 pl

Die Amplifikation erfolgte tUber 13-15 Zyklen, die 30 s bel 94°C zum Aufschmelzen der ds-
DNA, 45 s50-60 °C zur Anlagerung der Oligonukleotide an die komplementére DNA-Sequenz
und 1 Minute bel 72°C zur Synthese des neuen Stranges durch die Tag-Polymerase umfaliten.

Die PCR diente unter Anderem auch dem Nachweis vom bestimmten DNA-Inserten nach einer
Klonierung. Dazu wurden die Transformanten einer sogenannten analytischen Kolonie-PCR
unterzogen. Die Primer wurden dabei so gewdhlt, dal3 das amplifizierte Fragment im
Agarosegel eine eindeutige Grofle hatte und, da3 die PCR auch Aufschlul3 dber die

Orientierung des Inserts gab (wenn dies erforderlich war).
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PCR-Ansatz (analytisch): Template Einzelkolonie
forward primer 1pl
reverse primer 1l
10 x PCR Puffer 25ul

Taq Polymerase (5 U/ul) 0,3 ul
Steriles ,,Millipore* H,O ad 25 pl

Die Amplifikation erfolgte Uber 20-25 Zyklen, die 30 s zum Lysieren der Zellen und
Aufschmelzen der ds-DNA, 45 s 50-60 °C zur Anlagerung der Oligonukleotide an die
komplementare DNA-Sequenz und 1 Minute bel 72°C zur Synthese des neuen Stranges durch

die Tag-Polymerase umfaliten.

3.2.1.6 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse der DNA wurde diese in Agarose-Gelen (1-1,5 %) in TAE-Puffer durch
Elektrophorese getrennt. Die DNA-LGsung wurde vor dem Beladen des Gels mit 1/6 VVolumen
Ladungspuffer gemischt. Das Gel wurde auf Tragerplatten gegossen und erkaltet. Nach
Auftragen der Proben wurde der entsprechende Trager in die Elektrophoresekammer gesetzt,
das Gel vollstandig mit Puffer Uberflutet, die Proben in die Geltaschen pipettiert und der Lauf
bei 100-130 V durchgefuihrt. Der Gellauf dauerte je nach erwlnschter Auflésung ca. 45-60
Minuten. Nach Abschlul® der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel 5 Minuten in
einer Ethidiumbromidldsung (5 pg/ml) gefarbt, kurz in H,O gesplilt und fotografiert.

L 6sungen:
Agarosegel (1-1,5%): 1-15¢ Agarose
2mi 50x TAE
ad 100 ml H.O
50 x TAE-Puffer: 242 g Tris
57.1ml Eisessig
100 ml 0,5M EDTA (pH 8)
6 x Ladungspuffer: 0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol

40 % (w/v)  Saccharose in H20
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3.2.1.7 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten von weniger als 200 bp Lénge, wurden
Polyacrylamidgele verwendet. Diese wurden durch Kopolymerisation von Acrylamid/N,N’-
M ethylenbisacrylamid-Ldsung in der Gegenwart von TEMED und Ammoniumpersulfat (APS)
hergestellt. Die Konzentration des Acrylamid/N,N"-Methylenbisacrylamids lag bel 6 %. Die
Proben wurden mit 1/6 Volumen Ladungspuffer vermischt und oben auf die senkrecht
stehenden Gele aufgetragen. Durch Anlegen einer konstanten Spannung wurden die
Oligonuklectide elektrophoretisch aufgetrennt. Anschlief3end wurden die DNA-Banden durch
Farbung des Gels fir 5 Minuten in einer Ethidiumbromidldsung (5 pg/ml) und Entféarbung in
H,O sichtbar gemacht und fotografiert.

Gel und Ldsungen:

Acrylamidgel (6 %): 5mi 10x TBE
10 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid-L6sung (29:1)

Polymerisation: 0,1%(v/iv) TEMED
0,1% (w/v) APS

3.2.1.8 Fragmentisolation aus dem Agarose-Gel mit dem Qiagen QlAquick-Gel-
Extraction Kit®

Zur Isolation von DNA-Fragmenten wurde der Restriktionsansatz auf einem der
Fragmentgrofie angepaldten Agarosegel (1-1,5 %) aufgetrennt. Dazu wurde in eine praparative
Tasche ca. 90 % des Ansatzes und in die direkt benachbarten Taschen die restlichen 10 %
sowie der Langen-Standard pipettiert. Nach Beendigung der gelelektrophoretischen
Auftrennung wurde der Gelbereich, der die 10 % des Ansatzes und den Marker enthielt,
abgetrennt und separat in Ethidiumbromid geféarbt. Unter UV-Licht wurde anschlief3end die
Lage der zu préparierenden Bande im Gel markiert. Durch Anlegen des Gelstreifens an die
praparative Tasche wurde ohne Anférbung die entsprechende Bande aus dem Gel geschnitten.
Der Agaroseblock wurde durch Zugabe des dreifachen Volumens an QX1-Puffer und
Inkubation for 10 Minuten bei 50°C aufgel6st, mit dem einfachen Volumen an Isopropanol
versetzt und der Ansatz auf eine QIAquick- Saule gegeben. Nach Zentrifugation mit 13000
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rom far 1 Minuten wurde die Saule unter gleichen Bedingungen mit 750 ul PE-Puffer
gewaschen und anschlief3end trocken zentrifugiert. Durch Zugabe von 30 ul H,O auf die Saule
und erneuter Zentrifugation wurde die DNA euiert und 5 pl des Eluats zur

Konzentrationsabschatzung auf ein Agarose Gel aufgetragen.

L Gsungen:
Die Puffer QX1 und PE wurden dem QIAquick Kit entnommen. Ihre Zusammensetzung wurde

vom Hersteller nicht angegeben.

3.2.1.9 Ligationisolierter DNA-Fragmente

Die durch Restriktionsspaltung entstandenen kohdsiven DNA-Enden der Vektoren und
Fragmente wurden durch die Ligation mit T4-DNA-Ligase verbunden. Vor der Reaktion war
eine Reinigung durch Fragmentisolation zur Beseitigung noch vorhandener Restriktaseaktivitéat
und nicht gewinschter DNA-Fragmente erforderlich. Fir die Ligation wurden Vektor und
Fragment in &guimolaren Mengen oder im molaren Verhdtnis 1:3 eingesetzt, wobei die

V ektormenge zwischen 20 und 50 ng variierte.

Ligationsansatz: DNA (Vektor, Fragment) 1-7 ul
10 x Ligase-Puffer 1l
T4 DNA-Ligase (1 U/pl) 1l
steriles,, Millipore*-H,O ad 10 pl

Die Reaktion fand Gber Nacht im 16°C Wasserbad statt. Als Kontrollansétze zur Untersuchung
der Dephosphorylierungs- und Ligationseffizienz wurden Ansétze ohne Fragment mitgefihrt,
die anschlief3end parallel zum Ligationsansatz in E.coli-Zellen transformiert wurden.
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3.2.1.10 Transformation von E.coli-Zdllen

Herstellung kompetenter Bakterienzellen:

Von einer Antibiotika-freien Ubernachtkultur E.coli Zellen in LB-Medium wurden 100 m
Antibiotika-freies LB-Medium zu 0,1 ODgoonm angeimpft und bei 37°C 2-3 Stunden
geschittelt, bis die Kultur 0,5-0,7 ODgoonm €rreicht hatte. Die Kultur wurde anschlief3end in
vorgekuhlte 50 ml Falcon-Réhrchen Uberfiihrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fur 5
Minuten bei 4°C und 1500 rpm pelletiert. Das Zellpellet wurde in 20 ml 100 mM CaCl,
resuspendiert und 1 h bei 4°C inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen durch Zentrifugation
mit 1500 rpm fur 10 Minuten pelletiert und in 2 ml 100 mM CaCl, resuspendiert. Die so

vorbereitete Zellsuspension wurde zur Transformation verwendet.

Transformation kompetenter Bakterienzellen:

Von den kompetenten Zellen wurden 100 pl fir die Transformation eingesetzt. In einem 15 ml
Falcon-Rohrchen wurden die Zellen mit 2 pl des Ligatiosansatzes oder mit 1 ng Plasmid-DNA
vermischt. Nach einer 30 Minuten Inkubation auf Eis, die der Anlagerung der DNA an die
Zelloberflache diente, folgten 30-45 Sekunden Hitzeschock im 42°C warmen Wasserbad und 2
Minuten Inkubation auf Eis, wobei die Aufnahme der DNA in die Zele stattfand.
Abschlief3end wurde der Ansatz mit vorgewarmten LB-Medium auf 900 ul aufgefllt und far
30 Minuten bel 37°C geschittelt, um das Wachstum der Zellen und die Expression der
plasmidkodierten Antibiotika-Resistenzgene zu induzieren. Der Ansatz wurde anschlief3end 3
Minuten mit 1500 RPM zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 200 pl LB-
Medium resuspendiert. Diese Suspension wurde auf Antibiotika-haltigen Platten ausplattiert
und bel 37°C 12 bis 16 Stunden bebrditet.

Medien und L ésungen:

LB-Medium: 1,0 % Bactotryptone
0,5 % Bactoyeast
0,5 % NaCl
(200 pg/ml Ampicillin)

LB-Agar: LB-Medium

2,0 % Bactoagar
(200 pg/ml Ampicillin)

42



Methoden

3.2.1.11 Automatische DNA-Sequenzierung mit dem ABI 373 A

Bel der automatischen Sequenzierung erfolgt der Einbau von fluoreszens-markierten
Didesoxynukleotiden Uber PCR. Dies fuhrt zu einem Kettenabbruch nach dem Sanger-
Verfahren (Sanger et al., 1977) und zu einer spezifischen Markierung des Abbruchs durch den
nukleotidabhéngigen  Fluoreszensfarbstoff.  Der dem  automatischen — Sequenzer
angeschlossenem Computer kann die Abfolge der Nukleotide in der Sequenz innerhab einer
Gelspur analysieren und die Daten in eine Sequenz umwandeln, was eine effiziente Analyse

von DNA-Sequenzen ermdglicht.

PCR-vermittelter Einbau von ddNTPs

600-800 ng Plasmid-DNA wurde in einem Ansatz mit 0,5 pM Primer und 9,5 pl Tagdyedeoxy
Reaktionsmix, der dNTPs, Reaktionspuffer, Enzym und die fluoreszenzmarkierten
Didesoxynukleotide enthielt, zu 20 ul pipettiert. Die PCR wurde in Perkin Elmer Cetus
(Modell 9600) durchgefiihrt. Das Programm setzte sich aus enem 1 Minuten
Denaturierungsschritt bei 96°C und 25 Zyklen, die 1 Minute bei 96°C zum Aufschmelzen der
dsDNA, 15 Sekunden bei 50°C zur Anlagerung der Oligonukleotide an die komplementére
DNA-Sequenz und 4 Minuten 60 °C zur Synthese des neuen Stranges durch die DNA-
Polymerase umfaliten, zusammen.

Nach Abschlu3 der PCR wurden die Proben zur Entfernung nicht eingebauter
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide Uber Centri-Sep Saulen gereinigt. Dazu wurden die
Saulen mit 800 ul H,O Uber 30 Minuten bis 1 Stunde bel RT equilibriert, Gberschiissiges H,0
entfernt und die Saulen 2 Minuten bei 3000 RPM in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der
Dyedesoxy-PCR Ansatz wurde auf die praparierten Saulen pipettiert und fir 2 Minuten bei
3000 RPM in ein neues Eppendorfgefa zentrifugiert. Das Filtrat wurde unter Vakuum 30
Minuten eingeengt, der verbleibende Niederschlag in 5 pl Probenpuffer aufgenommen und
nach einer 5 Minuten Inkubation bel 95°C auf das Sequenzgel aufgetragen.
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Gel el ektrophoretische Auftrennung der Sequenzi erungsreaktion:

Die Auftrennung der Sequenzierungsreaktionen erfolgte in einem 6 % Polyacrylamid/ 8 M
Harnstoff-Gel. Vor dem Gief3en des Gels mufdte durch sorgféltige Reinigung der Gelplatten
verhindert werden, dal? es zu einer Eigenfluoreszenz der Platten durch Verschmutzungen kam.
Nach 1 Stunde Polymerisation bei RT wurden die Platten grindlich gereinigt, der einstiindige
Vorlauf durchgeftihrt, und nach dem Spulen der Geltaschen die Proben aufgetragen. Der
Sequenzierunglauf wurde bei konstanter Leistung von 40 W, Temperatur von 40°C und 1100-
1300 V durchgefuhrt und die Daten mit einem Computer erfaldt. Der Lauf dauerte
durchschnittlich 14 Stunden.

Auswertung der Sequenzdaten:

Mit Hilfe des Programs , Data Analysis® wurden die vom ABI 373A (Applied Biosystems)
gesendeten Daten analysiert. Gelverlauf und Qualitdt der Sequenzierung konnten durch die
aufgezeichneten Elektropherogramme beurteilt werden. Nach der Bearbeitung der Rohdaten
mit dem Programm ,Factura® wurden Uberlappende Teilsequenzen mit dem Programm
»Autoassembler zu einer zusammenhéangenden Sequenz verknipft und anschlief3end mit dem

Program ,,Mac Vector” weiter bearbeitet.

Puffer und Gel:
10 x TBE-Puffer: 2169 Tris
110g Borsaure
100 ml 0,5M EDTA (pH 8,0)
ad 2| H.O
Probenpuffer: 5ml Formamid
1ml 50 mM EDTA (pH 8,0)
Sequenziergell6sung: 509 Harnstoff
15 ml 40 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (19:1)
10ml 10 x TBE-Puffer
500 pl 10 % APS (w/v)
45 ul TEMED



Methoden

3.2.1.12 Northern Blot

Die Northern Blots wurden von der Firma Clontech bezogen (Multiple Tissue Northern Blots)

und mit [*?P]-markierten Sonden hybridisiert.

PCR-vermittelte Markierung von DNA mit a[*’P]-dCTP

Die Herstellung der Sonde erfolgte iiber den Einbau von a[**P]-dCTP mittels PCR. Dazu
wurde der folgende PCR-Ansatz pipettiert.

PCR-Ansatz: DNA-Template 20—-70ng
forward primer 1uM
reverse primer 1uM
dNTP-Mix 2uUM(A, G, T) /1,3 uM (C)
a[**P]-dCTP 100 pCi
Tag-Polymerase 25U

steriles,, Millipore* H,O ad 50 pl

Die Amplifikation erfolgte fir 15-20 Zyklen mit je 30 s bei 96°C zur Denaturierung der DNA,
1 min bei 55 °C zur Anlagerung der Primer und 1 min bei 72 °C zur Synthese des neuen DNA-
Stranges. Nach der Amplifikation wurde die Probe Uber eine QIAquick-Saule gereinigt und
abschlief?end mit 50 pl H,O eluiert. Der radioaktive Einbau wurde durch Messung der
Cerenkov-Strahlung (cpm) von 1 ul Eluat, dasin einer 1:10 Verdinnung auf GF/C-Filterpapier
gebracht wurde, bestimmt und die Gesamtcounts der Probe ermittelt. Die Sonde hatte
durchschnittlich eine Spezifitat von 10 cpm/pg.

Northern-Hybridisierung:

Der Northern Blot wurde zunéchst kurz in sterilem H,O angefeuchtet und direkt in die
vorgewarmte (68°C) Préhybridiserungsosung (QuickHyb®) gelegt. Es folgte eine
Préhybridisierung far 20 min—2 h bei 42°C im Hybridisierungsofen. Dabei betrug das
Volumen der Lésung mindestens 33 pl/cm?®. Fir die Hybridisierung wurde der Lésung dann
die markierte Sonde, die zuvor mit 100 pl einer 10 mg/ml konzentrierten Heringssperma-DNA

vermischt und 5 min erhitzt wurde, zugesetzt. Die Aktivitét der markierten Sonde betrug dabei

45



Methoden

ca 10° cpm/ml. Die Hybridisierung erfolgte bei 42°C fiir mindestens 1 h oder maximal tber
Nacht. Nach der Hybridisierung wurde der Northern Blot 2 x in 200 ml 2 x SSC/0,1% SDS-
Puffer bei RT und 2 x in 200 ml 0,1 x SSC/0,1 % SDS bei 60 °C gewaschen. Anschlief3end
wurde die Testaktivitdt des Blots abgeschatzt (Zahlrohr-Messung). War diese noch aufféllig
hoch, wurde der letzte Waschschritt gegebebenenfalls bel einer hoheren Temperatur
wiederholt. Der feuchte Blot wurde in Folie eingeschwei (3t und auf einem Film zwischen 1-2
Verstarkerfolien bei -80°C exponiert. Die Expositionszeit richtete sich nach der Stérke des
Signals.

Stripping des Northern Blot:

Nach der Hybridisierung mit einer radioaktiv-markierten Sonde war es moglich, den Northern
Blot wieder zu verwenden, wenn die Sonde vollstandig entfernt wurde. Dazu wurde der
radioaktive Blot fur 10 min in sterilem H,0/0,5% SDS abgekocht. Nachdem die Waschldsung
10 min abgekihlt war, wurde der Blot herausgenommen und konnte danach fir eine weitere
Hybridisierung eingesetzt oder fur 1 h bei RT getrocknet und bel —20 °C gelagert werden.

3.2.1.13 Durchmusterung einer humanen Testis cDNA-Bank

Um eine volle Lange cDNA von hGCNF zu erhaten, wurde eine humane Testis Lambda-
Phagenbank durchmustert. Dazu wurde eine Ubernachtkultur von XL-1 MRF Zédllen in
LB/MgSO4/Maltose mit 10 mM MgSO, gewaschen und 25 ml der Bakteriensuspension auf 0,5
OD600nm mit 10 mM MgSO, eingestellt. 25 ml dieser XL-1 MRF Zellen wurden mit
1.000.000 Phagen gemischt und fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann wurden 32 ml NZY -
Top Agar zugegeben, vorsichtig vermischt, die Suspension auf NZY-bottom agar Platten
ausgegossen und fir 56 h be 37°C inkubiert, so da3 sich Plaques bilden konnten.
Anschlief3end wurde jeweils ein Nitrozellulosefilter (PAL) fur 1 Minute auf die Platten gelegt
(die Position markiert), damit sich die Phagen anheften konnten und danach fir 5 Minuten in
High-Salt-Denaturation Buffer inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation fir 5 Minuten in
Neutralising Buffer wurde die nun auf dem Filter freiliegende DNA im Crosslinker durch UV-
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Licht an die Membran gebunden. Schliefdlich wurden die Filter in 1x SSC fur 2 Minuten
gewaschen und dann auf 3M Papier getrocknet.

L 6sungen:

High-Salt Denaturation Buffer: 0,5M NaOH
15M NaCl

Neutralising Solution: 05M TrisHCl pH 7,4
15M NaCl

20 x SSC: 3M NaCl
0,3M Na-Citrat

NZY: 210g NZY-Broth
Ad 101 HO

Bottom-agar: 12 g Agar
Ad 800 ml NZY

Top-agar: 7 g Agarose
Ad1lNzY

Markierung von DNA mit [a-*?P] dCTP:

Die Herstellung der Sonde erfolgte iiber den Einbau von a[**P]-dCTP mittels PCR. Dazu
wurde der folgende PCR-Ansatz pipettiert.

PCR-Ansatz: DNA-Template 20—-70ng
Primer 1uM
10 x PCR-Puffer 10 ul
dNTP-Mix 2uM (A, G, T)
a[**P]-dCTP 150 uCi
Tag-Polymerase 25U

steriles,, Millipore* H,O ad 100 pl

Die Amplifikation erfolgte fir 8 Zyklen mit je 1 min 30 s bei 94°C zur Denaturierung der
DNA, 1 min 30 s bei 43 °C zur Anlagerung des Primers und 6 min bei 72 °C zur Synthese des
neuen DNA-Stranges. Nach der Amplifikation wurde die Probe tber eine QIAquick-Saule
gereinigt und abschlief3end mit 500 ul TE-Puffer eluiert. Der radioaktive Einbau wurde durch
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Messung der Cerenkov-Strahlung (cpm) von 1 pl Eluat, das in einer 1:10 Verdinnung auf
GF/C-Filterpapier gebracht wurde, bestimmt und die Gesamtcounts der Probe ermittelt. Die
Sonde hatte durchschnittlich eine Spezifitat von 107 cpm/g.

Hybridisierung:

Jeweils zwei Filter wurden kurz in 2x SSC eingeweicht, in ein Hybridisierungsréhrchen
geschoben, mit 20 ml Préhybridisierungslosung versetzt und 3 h bei 52°C inkubiert. Danach
wurde die Prahybridisierungsl6sung verworfen und die Filter mit 20 ml Hybridisierungspuffer,
dem vorher 65 ul der radioaktiv markierten Sonde zugesetzt worden war, tber Nacht bei 65°C
inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Filter zundchst zwel mal mit 6 x SSC 1% SDS, dann
der Reihe nach in Schalen mit 54°C warmen 6 x SSC 1% SDS, 2 x SSC 1% SDS und
schliefdlich mit kaltem 2 x SSC gewaschen. Schliefdlich wurden die Filter auf einem Kodak X-
OMAT AR Film exponiert. Die Plaques bei denen sich ein radioaktives Signal zeigte, wurden
ausgestochen und die Phagen mit SM-Puffer durch Schwenken tber Nacht eluiert. Mittels PCR
wurde die Insertlange der Phagen bestimmt. Positive Phagenklone wurden einem
Sekundérscreening unterzogen und erneut ausplattiert. Dazu wurden ca. 1,5 pl (1:1000
Verdinnung) des Eluats mit 200 pul XL1-MRF" Zellen inkubiert und ausplattiert (siehe oben).
Mit den Phagen, die sowohl beim Primérscreening als auch beim Sekundérscreening und der

anschlieffenden Kontroll-PCR positiv waren, wurde weiter gearbeitet.

L 6sungen:
Prahybridisierungspuffer
Hybridisierungspuffer: 6 x SSC
1 x Denhardt
1% SDS
100 pg/ml sailmon-DNA
SM-Puffer: 58g NaCl
29 MgSO4x 7 H20
50ml 1M Trig/Cl (pH 7,5)
5ml (2% Gelatine-Ldsung)
adll H20
2X SSC, TE

bendtigte Puffer: 6 x SSC 1% SDS, 2 x SSC 1% SDS, 2 x SSC
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Exzision

Nach der Durchmusterung der humanen Testis cDNA-Bank wurden die Phagenklone durch in
vivo Excision in Plasmidvektoren (pBlueskript®) konvertiert (Stratagene Rapid Excision Kit).
Wahrend der Koreplikation von A-Phage und 704 Helfer-Phage in XPORT-Zellen wird durch
das Helfer-Phagen kodierte pll-Protein ein Phagemid aus der A-DNA excisiert, das dann als
filamenttses Phagenpartikel verpackt wird und seinerseits XLOLR-Zellen infiziert. Aus diesen
infizierten Zellen kann dann durch Plasmid-Préparation das Insert tragende pBluescript-
Plasmid prépariert werden.

Dazu wurden die ausgestochenen Phagenklone mit 500 pl SM-Puffer und 20 pl Chloroform
durch Agitation eluiert. 1 pl der Phagenlsung wurde dann mit 50 ul frischer XPORT-Z€llen,
10 pl 704 Helfer-Phagen und 5 pl XLOLR-Zellenin 5 ml NZY vermischt und auf NZY -Agar
Platten plattiert. Nach Inkubation bei 37°C Uber Nacht wurden mit einzeln sichtbaren Plagues 3
ml Ubernachtkulturen inokuliert und tags darauf die DNA prapariert. Diese wurde nachfolgend

durch Restriktionsanal yse untersucht.

3.2.1.14 Kultivierung von Hefe-Zellen

Die Methoden zum Umgang mit Hefekulturen wurden in abgednderter Form Rose et al. (1990)
entnommen. Die Kultivierung von Hefe-Zellen erfolgte auf Agarplatten im 30°C Inkubator
bzw. im Huissigmedium im Schiittler bei 160 RPM und 30°C. Nicht transformierte Zellen
wurden in Vollmedium (YPD) kultiviert, das die zum Wachstum nétigen Nahrstoffe komplett
enthielt. Transformierte Hefen wurden unter Selektiondruck, d.h. in Minimalmedium (SC),
kultiviert. Hefeplasmide tragen zur Selektion sogenannte Auxotrophiemarker (siehe Tab. 8),
die es den mutagenisierten Hefezellen ermdglichen auf bzw. in Medien zu wachsen, denen eine
essentielle Aminosaure (His, Leu, Trp) bzw. Base (Ura) fehlt (positive Selektion).
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Gen Enzym Selektion
His3 Imidazol glycerinphosphatdehydratase Histidin
Leu2 [3-Isopropylmal atdehydrogenase Leucin
TRP1 N-(5'-Phophoribosyl)-anthranil atisomerase Tryptophan
URA3 Orotidine-5' -phosphatdecarboxylase Uracil

Tab. 8: Ubersicht der Selektionsmarker bei Hefen

Medien:
Y PD-Medium:

YPD-Agar:

SC-Medium:

10 x BAS:

1,0 % Bactoyeast
2,0 % Bactopeptone
2,0 % Glukose autoklaviert

Y PD-Medium
2,0 % Bactoagar
autoklavieren

2,0 % Bactoyeast nitrogene base
2,0 % Glukose autoklavieren

1x BAS

(30 mg/l Uracil-HCI)

(80 mg/l Tryptophan)

(60 mg/l Histidin-HCI)

(80 mg/l Leucin)

0,06 % Adeninsulfat
0,02 % Arginin-HCI
0,02 % Methionin
0,03% Tyrosin
0,03 % Isoleucin
0,03% Lysin-HCI
0,05 % Phenylalanin
0,10 % Glutaminsaure
0,10 % Asparaginsaure
0,15% Valin

0,20 % Threonin

0,40 % Serin
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3.2.1.15 Transformation von Hefe-Zellen

Gewinnung kompetenter Hefe-Zellen:

Eine Einzelkolonie Hefe-Zellen wurde Gber Nacht in 20 ml Medium (Vollmedium bei noch
nicht transfizierten Zellen, Minimalmedium bei bereits transformierten Zellen) bei 30°C und
220 RPM angezogen. Am nachsten Morgen wurde die Zelldichte durch photometrische
Messung bei 600 nm bestimmt und die Zellen zu 0,2 OD in 300 ml Medium verdinnt. Nach
einer 3 Stunden Inkubation bei 30°C und 220 RPM wurden die Zellen bei RT und 2200 RPM
geerntet. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und das Zellpellet in 25-50 ml sterilem
H,O gewaschen. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt unter den oben genannten
Bedingungen und Dekantieren des Uberstandes wurde das Zellpellet in 1,5 ml steriler
TE/LiIAC-L6sung resuspendiert. Die so préaparierten kompetenten Zellen wurden anschlief3end
mit aufgereinigter Plasmid-DNA transformiert.

Transformation kompetenter Hefe-Zel len:

Fur die Transformation von Hefe-Zellen (modifiziert nach Gietz et al. 1992) wurde ca. 0,1 ug
Plasmid-DNA (Miniprep-DNA bzw. Maxiprep-DNA) und 50 pg hitzedenaturierte
Heringssperma-DNA in ein Eppendorf-Gefd3 pipettiert. Anschliel?end wurde die DNA-
Mischung mit 100 pl kompetenten Zellen gemischt. Nach der Zugabe von 600 pl steriler
PEG/LiAc-Ldsung und kraftigem Mischen wurde der Ansatz fur 30 Minuten bei 30°C und 220
RPM inkubiert. Nach Zusatz von 70 pl DMSO (100 %) und einem Hitzeschock fur 15
Minuten bei 42°C wurden die Zellen auf Selektionplatten, die zusétzlich noch 1 M Sorbitol
(zur Verringerung des osmotischen Stref3es durch die Transformation) enthielten, zu 10 % und
90 % ausplattiert und die Platten fur 3-4 Tage bel 30°C inkubiert.

L 6sungen:

TE/LiAC-Puffer: 10 mM Tris-HCI
1mM EDTA
100 mM Lithiumacetat
(pH 7,5 mit Essigsdure einstellen)
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PEG/LIAC-L6sung: 10 mM Tris-HCI
1mM EDTA
100 mM Lithiumacetat
(pH 7,5 mit Essigsdure einstellen)
40 % PEG 4000

3.2.1.16 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Die Kultivierung der Baby Hamster Kidney-Zellen (BHK-Zellen) und der P19 Zellen erfolgte
in einer kontrollierten Umgebung mit einer Temperatur von 37°C, einem CO,-Gehalt von 5 %
und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % in Brutschrénken. Die zur Zellkultur verwendeten
Plastikgefal3e besal3en eine chemisch vorbehandelte Oberflache, die den Zellen das Anhaften
und die Bildung von Monoschichten erleichterte. Bei einer Konfluenz von 80-90 % wurden die
Zellen vereinzelt. Dazu wurde die Zellschicht mit PBS gewaschen und dann mit
Trypsin/EDTA 0,05 %/0,02 % (w/v) 3-5 Minuten inkubiert. Durch das so erreichte
Anverdauen von Zelloberflachenproteinen |6sten sich die Zellen von der Plastikoberfl&ache ab.
Die zur Inaktivierung des Trypsins mit FKS-haltigem Medium resuspendierten Zellen wurden

1:100 verdinnt auf einer neuen Kulturschal e subkultiviert.

3.2.1.17 Transfektion eukaryontischer Zellen

Als Transfektion wird das Einschleusen von Fremd-DNA in eukaryontische Zellen bezeichnet.
Bel der Transfektion werden negativ geladene Nukleinsduren mit Hilfe positiv bzw. nicht
geladener Liposomen in die Zelle transferiert (Felgner & Holm, 1989; Felgner et al., 1987).
Die Transfektion mittels Liposomen ist fir eine Reihe von Zelltypen geeignet und erlaubt das
Einschleusen von DNA-Molekilen bis zu einer Grof3e von 130 kb.

Die transiente Transfektion der BHK-Zellen erfolgte in 96-Loch- bzw. sechs-Loch-Platten bel
einer Konfluenz von 70-80 % mit Fugene®. In Polystyrol-Rohrchen wurde jewells die DNA-
Losung vorgelegt bzw. die dreifache Menge der DNA (in pg) an Fugene (in ul) in serumfreies-
Opti-MEM-Medium zur Micellen-Bildung fir 5 Minuten vorinkubiert. Beide Ansétze wurden
anschlief3end vereinigt und 15 Minuten bei RT inkubiert. Danach wurde das DNA/Fugene
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Gemisch direkt in das Medium der Zellen pipettiert. Die Transfektion erfolgte unter den oben
genannten Kultivierungsbedingungen fir 14-16 Stunden.

3.2.2 Biochemische und immunologische M ethoden

3.22.1 B-Galaktosidase-Flussigassay

Der Fussigassay wurde in 96-Loch Mikrotiterplatten durchgefihrt. Von jeder Kolonie wurden
Dreifachwerte gemessen. Eine Einzelkolonie frisch transformierter Hefe-Zellen wurde Gber
Nacht in 200 pl Minimalmedium bei 30°C und 300 RPM angeschittelt. Am nachsten Tag
wurden 3 x 25 pl dieser Ubernachtkultur in je 200 pl frisches Minimalmedium tberfuhrt und
bei 30°C und 300 RPM Uber Nacht geschuittelt. Die Kulturen hatten am nachsten Morgen die
exponentielle Wachstumphase erreicht und konnten fir den Assay direkt verwendet werden.
Dazu wurden 100 ul Zellsuspension in eine frische 96-Lochplatte tberfihrt und die ODsgs nm
im ELISA-Reader (BIORAD) gemessen. Anschlief3end wurden 25 pl oNPG-Assaymix zu den
Zéellen pipettiert und die Platte zur Durchmischung vorsichtig geschwenkt und fir 1-2 Stunden
bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl 1 M NaCOj3; abgestoppt. Die
Platte wurde danach zur Pelletierung von unléslichen Zellbestandteilen 10 Minuten bei RT und
2000 RPM zentrifugiert. Im ELISA-Reader wurden 100 pl Uberstand, die zuvor in eine frische
96-Lochplatte Uberfuhrt wurden, bei 415 nm gemessen. Die Aktivitét der [(3-Galaktosidase
wurde Uber die folgende Formel berechnet: B-Gal (U) = (OD415 nm X 1000)/(t X V' X ODsgs nm),
wobei t fur die Inkubationszeit in Stunden und V fir das eingesetzte Kulturvolumen in ml
steht.

Puffer:

ONPG-Assaymix: 1,2ml 59% Triton X-100 in Z-Puffer
7,5ml 0,1 M Na-Phosphat-Puffer (ph 7,0)
75mg oNPG

225 pl B-Mercaptoethanol
750 pl 1M Tris-Cl (pH 7,5)
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3.2.2.2 Aufschlul® von Bakterien-Zelen

Zur Herstellung von Lysaten aus Bakterienzellen, die nachfolgend in der SDS-PAGE bzw. im
Western-Blot analysiert werden sollten, wurden eine definierte OD von Zellen durch
Zentrifugation sedimentiert, der Uberstand verworfen und das Pellet zu 0,2-0,5 OD in
Probenpuffer resuspendiert. Die Suspension wurde fur 5 Minuten bel 95°C inkubiert.

Puffer:
Lysepuffer: 100 mM Tris-HCIl (pH6,8)
(Probenpuffer) 2% SDS
10% Glycerin
5% [3-Mercaptoethanol
0,1 % Bromphenolblau

ad 10 ml Hzo

3.2.2.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Proteinmengen wurden nach der Bradford-Methode (Bradford, 1976) bestimmt. Dazu wurde
ein Proteinstandard (Lysozym) bekannter Konzentration in verschiedenen Verdinnungen zur
Aufnahme einer Eichkurve eingesetzt. Kommerziell erworbenes Bradford-Reagenz (BIORAD)
wurde in einer 1:.5-Verdinnung mit H,O eingesetzt. Maximal 10 pl der Probe oder des
Standards wurden mit 1 ml des verdiinnten Reagenz vermischt und bel RT fir 5 Minuten bis 1
Stunde inkubiert. Danach wurde die Extinktion der Proben bei einer Wellenldnge von 595 nm
gegen einen Leerwert (Reagenz allein oder mit Verdinnungspuffer des Standards) gemessen.

Die Proteinkonzentrationen der Proben wurde anhand der Eichkurve berechnet.

3.2.2.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-Polyacrylamidgele  wurden  durch  Kopolymerisation von  Acrylamid/N,N’-
M ethylenbisacrylamid-Ldsung in der Gegenwart von TEMED und Ammoniumpersulfat (APS)
hergestellt. Dabei war der Gehalt von von Acrylamid/N,N"-Methylenbisacrylamid vom
berechneten Molekulargewicht der zu trennenden Proteine abhangig und variierte zwischen 10-
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15 %. Die in Probenpuffer aufgenommenen Proben wurden nach Abschlul? der Polymerisation
auf den oberen Tell des Gels (Sammelgel), das dem Aufkonzentrieren der Proteine im Gel
diente (Lammli, 1970), aufgetragen. Als Referenz zur Bestimmung der Molekulargewichte der
Proteine wurde auf3erdem ein sogenannter Marker aufgetragen, der aus einer Mischung von
Proteien definierter Grof3e bestand. Nach dem Auftragen der Proben wurde der Lauf bei
konstantem Strom (40 mA fir Minigele) gestartet. Die Dauer eines Laufes betrug in
Abhangigkeit von dem Gehalt an Acrylamid/N,N"-Methylenbisacrylamid 1-2 Stunden. Zum
Nachweis der Proteinbanden wurde das Gel anschlief3end 30-60 Minuten in einer Comassie
Blue-Féarbel 6sung inkubiert und anschlief3end entférbt.

Puffer und Gele:
10 x PAGE-Puffer: 3lg Tris
144 g Glycin
10g SDS
ad 1l H.O
Sammelgel (5 %): 5ml Acrylamid/Bisacrylamid-L 6sung (30:0,8)
7,5ml 0,5M Tris(pH 6,8)
300 pul 10 % SDS
ad 30 ml H.O
Trenngel (10 %): 10 ml Acrylamid/Bisacrylamid-L 6sung (30:0,8)
75ml 1,5M Tris(pH 8,8)
300 pl 10 % SDS
Trenngel (12,5 %): 10 ml Acrylamid/Bisacrylamid-L 6sung (30:0,8)
75ml 1,5M Tris(pH 8,8)
300 pl 10 % SDS
Polymerisation: 0,1% (v/iv) TEMED
0,1% (w/iv) APS
Farbel 6sung: 275 ml Methanol
50 ml Eisessig
0,5g CoomassieBlueG 250
Entféarber-L 6sung: 30% Methanal

7%  Eisessig
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3.2.25 Western Blot

Transfer auf PV DF-Membran:

Nach der gelelektophoretischen Auftrennung der Proteine in der PAGE wurden die
Proteinbanden mittels Nal3blotting auf eine Polyvinyldifluorid (PVDF) Membran transferiert.
Dazu wurde ein mehrlagiges, luftblasenfreies Transfersandwich bestehend aus Rahmen,
Schwamm, 3 MM-Papier, Gel, PVDF-Membran, 3 MM-Papier, Schwamm, Rahmen (von
Anode zu Kathode) aufgebaut. Alle Komponenten waren in Transferpuffer getrankt. Der
Aufbau wurde unter Beachtung der Orientierung in eine Kammer mit Transferpuffer
eingesetzt. Der Transfer erfolgte Uber 2 Stunden bei 150 mA und 4°C. Nach Beendigung des
Transfers wurde der Filter mit Ponceau S-Losung angeférbt, um so die Vollstandigkeit des

Transfers einschatzen zu kdnnen.

Immunologischer Nachwelis

Der Blot wurde 5-10 Minuten bel RT in PBST-Puffer gewaschen und dann fir 30 Minuten bei
RT in PBB-Puffer geblockt. Anschlief3end folgte eine 1-4 stindige Inkubation mit dem
1. AntikOrper in entsprechender Verdinnung mit PBST. Vor der Inkubation mit dem
2.Antikorper wurde der Blot 4 x 5 Minuten mit PBST-Puffer gewaschen. Anschlief3end wurde
fr 30-60 Minuten mit dem 2. Antikdrper (anti-Maus-HRP oder anti-Kaninchen-HRP), der
1:5000 in PBST verdunnt wurde, inkubiert. Danach wurde der Blot erneut 4 x 5 Minuten mit
PBST gewaschen und in PBS uberfuhrt. Zur Entwicklung wurde der Blot 5 Minuten in
ECL ™-Reaktionsl8sungen (Amerscham) inkubiert und mit Folie umhiillt. Die Exposition auf
Kodak X-OMAT™AR-Film erfolgte bei RT. Die Expositionsdauer richtete sich nach der
Starke des Signals.

PBB: 1x PBS
5% Magermilchpulver
0,1% Tween 20
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1x PBS: 8g NaCl
0,2g KCl
0,24 g KH2PO4
1,44 g NaHPO,x 2 H,O
adll HO
(pH 7,4 mit HCI einstellen)

1x PBST: PBS
0,1% Tween 20

Transferpuffer 30 %: PAGE-Puffer
20% Methanaol

3.2.2.6 Herstellung und Reinigung von polyklonalen Antikor perseren

Herstellung und Reinigung des Protein-Antigens

Zur Herstellung von polyklonalen Antikérpern gegen hGCNF wurden zwel unterschiedlich
lange C-terminale Fragmente (138 und 338 Aminosauren) von hGCNF als Fusionsproteine mit
sechs C-bzw. N-terminalen Histidinen in E.coli exprimiert. Eine 200 ml BL20-Ubernachtkul tur
(mit hGCNF-Expressionsplasmid transfiziert) wurde durch Zentrifugation fur 20 Minuten mit
2000 rpm geerntet und das Bakterienpellet in 5 ml Puffer A pro mg Bakterienpellet
resuspendiert und 1 h gerthrt. Das Lysat wurde fur 15 Minuten bel 4°C mit 8000 RPM
zentrifugiert und der Uberstand mit 8 ml einer 50% Suspension Ni-NTA versetzt, die vorher in
Puffer A &quilibriert wurde. Nach Inkubation von 45 Minuten bei RT wurde mit der
Suspension eine Sdule gepackt. Diese wurde dann mit 10 Saulenvolumen Puffer A und
mindestens 5 Volumen Puffer B gewaschen, bis die ODgyonm des Durchflusses <0.01 war.
Danach wurde ebenso mit Puffer C gewaschen. Schliefdlich wurde das rekombinante Protein
mit 20 ml Puffer E eluiert und in 3 ml Fraktionen gesammelt, die durch SDS-PAGE analysiert

wurde.

L 6sungen

Puffer A: 6M Guanidiniumhydrochlorid
01M Natriumphosphat
0,01 M Tris/HCI pH 8,0
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Puffer B: 8M Harnstoff
01M Natriumphosphat
0,01 M Tris’HCI pH 8,0
Puffer C: 8M Harnstoff
01M Natriumphosphat
0,01M Tris’HCI pH 6,3
Puffer E; 8M Harnstoff
01M Natriumphosphat
0,01 M Tris’HCI pH 4,5

Generierung des polyklonalen Serums:

Von der Firma Eurogentec (Liegé, Belgien) wurden zwei Kaninchen mit dem gereinigtem
hGCNF-Antigen P9.2 und zwel Kaninchen mit dem Antigen P1.5 immunisiert. Dazu wurden
zunéchst die Prammunseren gewonnen. Zur Immunisierung wurden die gereinigten hGCNF-
Fragmente in einem SDS-PAGE aufgetrennt, ausgeschnitten, mit Freundschem Adjuvants
suspendiert und schliefdlich subcutan injiziert. Die Tiere wurden in regelma3igen Abstanden
von zwel Wochen insgesamt 6 mal erneut immunisiert und 10 Tage nach jeder Immunisierung
geblutet. Die Titer der Seren wurden im ELISA getestet.

Affinitatsreiniqung der polyklonaen Antikorper

Die Antiseren wurden mittels Affinitétschromatographie gereinigt. Dazu wurden die
aufgereinigten Hiss-hGCNF Fragmente an NiNTA-Sepharose gekoppelt und mit Puffer C
gewaschen. Die Antikérper wurden Gber Nacht durch permanentes im Kreis Pumpen an die
Saulen gebunden und am néchsten Tag durch drei Waschschritte mit Puffer C gewaschen.
Anschlief3end wurden die Antikorper mit 4 M MgCl, eluiert und sofort gegen PBS Uber Nacht
diaysert.
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3227 ,GST-pull down*®

Der ,GST-pull down* diente dem Nachweis von in vitro Protein-Protein-Interaktionen.

Bakteri enextrakt-Préparation:

Zur Herstellung von GST-NcoR und GST-Protein wurden E.coli-Zellen (BL21) mit den
entsprechenden Plasmiden transformiert. Eine Ubernachtkultur mit ampicillinhaltigem LB
Medium wurde dann am nachsten Tag 1:10 verdinnt und bei 37°C bis zu 0.7-1.0 ODgoonm
geschittelt. Durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,5 M) wurde die Proteinexpression
von GST-NCoR induziert und fur 5 Stunden weiter inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen
durch Zentrifugation mit 4000 RPM bei 4°C fur 10 Minuten pelletiert und in 10 ml Lysispuffer
resuspendiert. Durch Inkubation bei 37°C fur 5 Minuten und anschlief3endes dreimaliges
Einfrieren/Auftauen in flissigem Stickstoff wurden die Zellen lysiert. Nach Zentrifugation mit
40000 rpm fiir 30 Minuten wurde der Uberstand auf 10 % Glycerin eingestellt und in 1.0 ml

Aliquotsin fltissigem Stickstoff schockgefroren.

In vitro Transkription/Trand ation mit **S-Methionin

Die gekoppelte in vitro Transkription/Trandation wurde mit dem TNT-T7-Quick Kit
(Promega) durchgefihrt.

Ansatz: 20Ul TNT-T7-Quick Master Mix
lug Plasmid-DNA
1ul *S-Methionin (1000 Ci/mmol) 10 mCi/ml
ad 25 pl nukleasefreies H,O

Diein vitro Transkription/Trandation erfolgte bei 30°C fur 90 Minuten.

GST-Kopplung und , pull down":

Zur Bindung von GST bzw. GST-NCoR an Glutathione-Sepharose 4B wurde diese zunédchst
mit NETN-Puffer 3x gewaschen, dann je 2 pl GST- bzw. 200 pl GST-NCoR Extrakt mit 25 pl
der gewaschenen Sepharose versetzt und auf 500 pl mit NETN-Puffer aufgefillt. Die Bindung
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erfolgte bei 4°C fir 1 h unter stdndigem Schwenken. Anschlief3end wurde die Sepharose erneut
3x gewaschen und in 300 pl Endvolumen mit NETN-Puffer und mit 10 pl in vitro
trandatiertem Protein unter obigen Bedingungen fur 2 h inkubiert. Danach wurde wieder 3x
mit NETN-Puffer gewaschen und die Sepharose in 20 pl SDS-PAGE Probenpuffer
resuspendiert, 5 Minuten bei 95°C inkubiert und auf ein SDS-Polyacrylamid Gel aufgetragen.
Zur Kontrolle der erfolgten in vitro Transkription/Trandation wurde 1 pl des radioaktiv
markierten Proteins aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 20 Minuten mit
Coomassie geféarbt, 30 Minuten entfarbt und schliefdlich zur Signalverstéarkung 30 Minuten in
Amplify® inkubiert. Das Gel wurde dann 1,5 h mit dem Geltrockner getrocknet und Uber
Nacht auf einem Kodak BIOMAX MR Film exponiert.

L 6sungen:
NETN: 20mM Tris’HCI pH8.0
1mM EDTA
100 mM NaCl
0.5% Nonidet P40
Lysispuffer: 20mM HEPESpH 7.9
60 mM KCI
2mM DTT
1mM EDTA

3.2.2.8 Enzym-Linked Immunosor bent Assay (EL1SA)

Zur Kontrolle, ob erfolgreich Antikorper gegen hGCNF generiert wurden, wurden die Seren
der immunisierten Kaninchen in einem ELISA untersucht. hGCNF-His Protein wurde in 50
mM NaHCO; pH 9.2 Uber Nacht bei 4°C an Maxi Sorb 96-Loch Platten gebunden. Die Platten
wurden danach 3 mal mit PBS/0,1% Tween gewaschen und zur Abséttigung unspezifischer
Bindungsstellen fir 1 h bei 37°C mit 100 ul Blockierungsdsung pro Loch inkubiert.
Anschlief3end wurde noch einmal gewaschen und dann pro Loch 50 ul der verdinnten Seren
zugegeben und 1h bei 37°C inkubiert. Es folgten 3 weitere Waschschritte und Zugabe von 50
pl Ziege anti-Kaninchen Peroxidase-konjugierter Antikorper (1:800 verdinnt). Nach
Inkubation fur 1 h bei 37°C wurde 4 x gewaschen und weitere 2 x nur mit PBS. Durch Zugabe
von 50 pl Férbel 6sung pro Loch wurde die Farbentwicklung gestartet, die schlief3dlich mit 25 pl
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4,5 M Schwefelsdure gestoppt wurde. Durch Messung der Extinktion bei 595 nm wurde die

Farbentwicklung quantifiziert.

L 6sungen:

Blockierungsl 6sung: PBS/2% Milchpulver
Waschpuffer: PBS/0,1% Tween 20
Bindungspuffer: 50 mM NaHCO3 pH 9,2
Farbel 6sung: 50 mM Zitronensdure pH 4,5

50 mM Trisodiumazitrat
1 Tablette Phenylendiamin (SIGMA)
0,1% (V/V) H202

3.2.2.9 Immunhistochemie

Auf Gewebeschnitten

Zur Lokaisation von GCNF innerhalb bestimmter Gewebe wurden 2-4 um dicke
Paraffinschnitte mit Hilfe von aufgereinigten polyklonalen anti-GCNF Antikérpern und unter
Verwendung des TSA-Kits (NEN Life Science) gefarbt. Dazu wurden die Gewebeschnitte
zunéchst durch Erwarmung auf 50°C fur 10 Minuten und anschlief3ender Inkubation in Xylol
far 10 Minuten entparaffiniert. Dann wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe
mit 96%, 90%, 80%, 70%, 50% Ethanol und H,O gespilt. Endogene Peroxidasen wurden
durch 20 mindtige Behandlung mit 0,5 % H,0O, in PBS blockiert. Nachfolgend wurde mit H,O
gespult und die Schnitte in PBS eingestellt. Zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen
wurde mit verdinntem Ziegenserum fur 20 Minuten inkubiert und erneut mit PBS gespllt.
Dann erfolgte die Inkubation mit den gereinigten anti-GCNF Antikorpern (ca. 1 pg/ml in PBS)
bei 4°C in einer feuchten Kammer Uber Nacht. Die Farbung der Schnitte erfolgte nach
Herstellerangaben. Die Schnitte wurden unter flieRendem H20 gespllt und optiona fur 30 s
mit Hamalaun-L6sung nach Mayer gegengefarbt, um die Zellmorphologie besser sichtbar zu
machen. Schliefdich wurden die Schnitte erneut in H,O gespiilt und durch eine aufsteigende
Alkoholreithe mit 50%, 70%, 80%, 90%, 96% Ethanol entwassert und in Xylol eingestellt. Mit
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Entellan wurden die Schnitte letztlich eingedeckt. Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch

an Zeiss Mikroskopen.

AuUf fixierten Zdllen:

Um die intrazellulére Lokalisation von GCNF zu untersuchen, wurden mit wildtyp GCNF
transfizierte Zellen immunhistochemisch geféarbt.

BHK Zellen wurden auf Deckglaschen geziichtet und transfiziert. 16 h nach der Transfektion
wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fur 5 Minuten bel RT fixiert und mit PBS gewaschen.
Durch Inkubation mit 3 % BSA in PBS Uber Nacht bei RT wurden dann unspezifische
Bindungsstellen abgeséttigt. Anschlief3end wurden die Zellen mit anti-GCNF Antikdrpern tber
Nacht bei 4°C inkubiert, mit PBS gewaschen und fur 1 h mit dem sekundaren Antikorper Cy3
(anti-Kaninchen, fluoreszenzmarkiert) bel RT inkubiert. Nach erneuter Waschung wurden die
Deckglaschen mit Glycerin auf einem Objekttrager eingedeckt. Die Auswertung erfolgte an

einem Zeiss Fluoreszensmikroskop.

3.2.2.10 Fluoreszensmikroskopie

Zur Darstellung der EGFP- bzw. Cy3-Fluoreszensverteilung in transfizierten Zellen wurde ein
Zeiss Fluoreszensmikroskop verwendet. Die Anregungswellenldngen fir EGFP lagen bei 450-
490 nm. Als Emissionsfilter diente ein Langpal¥filter (Langpal: | >= 520 nm). Das Cy3
Fluorophor wurde durch Licht der Wellenléangen von 540-550 nm angeregt und das emittierte
Licht durch einen Langpal¥filter ( Langpald: | >= 580 nm) gefiltert. Die Zellen wurden unter

Verwendung von Kodak Diapositiv-Filmen fotografiert.
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