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8.1 Vektorkarten
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Anhang 8.1.1: Vektorkarte pCR3.1-FL (C. Fieger, Berlin, 1997)

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde mittes PCR eine cDNA generiert, die den gesamten
kodierenden Bereich von L-Selektin enthielt (FL far ,full length L-selectin®) und Uber
Desoxy-Thymidin/Desoxy-Adenosin Basenpaarung in die Multiple Cloning Site (MCS) des
Vektors pCR3.1 (Invitrogen, Karlsruhe) eingebracht wurde [C. Fieger, Dissertationsschrift 1997].
Bei der PCR werden DNA-Fragmente durch die Tag-Polymerase mit 3'-Adenosin Uberhénge
versehen. Der Vektor verfugt in linearer Form Uber entsprechende 3-Thymidin Uberhénge.
Die cDNA-Abschnitte sind vereinfacht durch die Proteindomanen dargestellt, fir die sie
kodieren. Doméanenbezeichnung: Signalpeptid (sp); calciumabhéngige Lektin-Bindungsdoméane
(Lektin); EGF-Domane (EGF); Short Consensus Repeats (SCR1 + SCR2); transmembranarer
Bereich (TM); cytoplasmatischer Abschnitt (C). Die Expression in Vektor pCR3.1 steht unter der
Kontrolle des viralen CMV-Promotors. Zur Selektion in Prokaryonten tragt der Vektor ein
Ampicillin- und Kanamycin-Resistenzgen, zur Selektion in Eukaryonten ein Neomycin-
Resistenzgen. Am 5’-Ende der MCS besitzt der Vektor einen T7-Promotor.
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Anhang 8.1.2: Vektorkarte pcDNA3 (Invitrogen, Karlsruhe)

pcDNA3 ist ein eukaryontisches Expressionsplasmid unter der Kontrolle des viralen
CMV-Promotors. Der Vektor kodiert fir Resistenzen gegen Ampicillin (fir prokaryontische
Selektion) und  Neomycin  (fir  eukaryontische  Selektion) und hat einen

SV40-Replikationsursprung. Am 5-Ende der Multiple Cloning Site besitzt der Vektor einen
T7-Promotor.
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* Frame-dependent variations.
Sac Il is only found in version B.
EsiE Il is only found in version C.In
addition, there are no xXba |or Apa |

sites in version C.

Anhang 8.1.3: Vektorkarte pcDNAG6/V5-His (Invitrogen, Karlsruhe)

pcDNAG6/V5-His ist ein eukaryontisches Expressionsplasmid unter der Kontrolle des viralen
CMV-Promotors. Der Vektor kodiert fir Resistenzen gegen Ampicillin (fir prokaryontische
Selektion) und Blasticidin (fir eukaryontische Selektion) und einen SV40-Replikationsursprung.
Am 5-Ende der Multiple Cloning Site besitzt der Vektor einen T7-Promotor und am 3’-Ende
kodierende Sequenzen fir ein V5- und Polyhistidin-Epitop. Die in der vorliegenden Arbeit
eingesetzte Variante pcDNAG6/V5-His B besitzt eine zusatzliche Sac Il-Schnittstelle.
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GGA GCT CCA CCG CGG TGG CGG CCG CTC TAG AAC TAG TGG ATC CCC CGG GCT GCA GGA ATT CGA TAT CAA GCT TAT CGA TAC CGT CGA CCT CGA GGG GGG GCC CGG TAC Cca
CCT CGA GGT GGC GCC ALC GCC GGC GAG ATC TT6 ATC ACC TAG GGG GCC CGA CGT CCT TAA GCT ATA GIT CGA ATA GCT ATG GCA GCT GGA GCT CCC CCC CGG GCC ATG GOT
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Anhang 8.1.4: Vektorkarte pBluescript Il KS (+) (Stratagene, Amsterdam)

pBluescript 1l KS (+) ist ein Vektor, der sich sehr gut zur Klonierung, Sequenzierung und
Amplifizierung verschiedener DNA'’s eignet. Dieser Vektor tragt ein Ampicillin-Resistenzgen und
besitzt eine Multiple Cloning Site (MCS) innerhalb des lacZ-Gens. KS reprasentiert eine
Orientierung der MCS, in der die lacZ-Transkription von Kpn | nach Sac | erfolgt. Das Symbol
(+) beschreibt diejenige von zwei mdglichen Orientierungen der 1 intergenic (IG) region, die die
Herstellung von Einzelstrang-DNA erlaubt. Am 5-Ende der Muiltiple Cloning Site besitzt der
Vektor einen T7-Promotor.
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*Multiple Cloning Site (MCS):

Sac | (902), EcoR | (920), Bgl Il (926),
Kpn | (936), Cla | (945), Hind 11 (950),
Pst 1 (966), Sal | (968), Xba | (974),
BamH 1 (980), Sma | (986)

Anhang 8.1.5: Vektorkarte pCMV5-IgG (S. Rosen, San Francisco)

pCMV5 ist ein eukaryontischer Expressionsvektor mit Ampicillin-Resistenz und starkem
CMV-Promotor. Am 3-Ende der Multiple Cloning Site (MCS) enthalt der Vektor ein
Polyadenylierungs- und Terminatonssignal des humanen Wachstumshormongens (human
growth hormone, hGH; Polyadenylierungssignal, PA; Terminationssignal, terminator). Der
Vektor besitzt einen SV40-Replikationsursrung und kodiert zudem als Leihgabe aus dem Labor
von Dr. Steven Rosen innnerhlab der MCS fir humanes Fcy. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
wurde dieser Vektor im Rahmen von Subklonierungen fir die Herstellung von
IgG-Fusionsproteinen verwendet.
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