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2.1 Chemikalien und Enzyme

Der Laborbedarf an Enzymen und Chemikdien p.a oder in hichger Reinheitsstufe wurde von

folgenden Firmen bezogen:
Amicon, Bachofer, BIORAD, Boehringer Ingelheim, Cabiochem-Novabiochem GmbH, Fluka,

ICN Biomedicas GmbH, Merck, Pharmacia, Roth, Serva, Sigma.

2.2 Proteinchemische M ethoden
2.2.1 Quantitative Methoden

2.2.1.1 Proteinbestimmung nach Bradford
(Bradford, 1976)

CoomasseLdsung: 0,1 g Coomassie Brilliant Blue G250, 50 ml EtOH (abs.), 100 ml HPO,
(85 %), 850 ml ddH,O

10 ul Proteinlésung werden mit 1000 | Coomassie-L6sung gemischt und die Extinktion bel 595 nm
gemessen. Die Proteinkonzentration wird anhand einer Eichkurve mit BSA bestimmt.

2.2.1.2 Phosphatbestimmung

Der Phosphatgehalt wird indirekt Uber den NalK-Gehalt am Flammenphotometer PFP 7, Jenway
bestimmt. Dazu wird die Probe 1:100 mit ddH,O verdinnt und der Phosphatgehat mit Hilfe einer
K H,PO,/K ;HPO,-Eichkurve bestimmit.
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2.2.2 Aufschluldtechniken fir Gewebe und Zelen, Lagerung und

Konzentrierung von Proteinen

2.2.2.1 Handhabung und Lagerung von Proteinen

Die Lagerung von Proteinen erfolgt in lyophiliserter Form bel 4°C und in wéasseriger Lésung bel —
20°C, die Puffer werden mit 0,01 % NaN; abilisert. Alle Arbatsschritte erfolgen bel 4°C oder auf
Eis

2.2.2.2 Dialyse

Zur Entsalzung werden die Proteinlésungen gegen 10 mM Phosphatpuffer, pH 6,8 in Servapor
Didyseschlauchen (Serva) didysert.

2.2.2.3 Konzentrierung von Proteinen

Die Proteinldsungen werden in Abhéngigket des Volumens in einer Ultréfiltrationszelle (Amicon) mit
YM-30 Diaflo-Membran (cut of = 30 kDa; Amicon), in Centriprep-Konzentratoren (PM 10 cut of
=10 kDaund PM 30 cut of = 30 kDa; Amicon) und in Mikro-konzentratoren (Centricon-10, cut
of =10 kDa; Amicon) konzentriert.

2.2.2.4 Proteinféllung

Ammoniumaufafdiung:  Die Proteinlésung wird unter RUhren mit Ammoniumsulfat bis zur

gewlnschten Endkonzentration versetzt, 60 min auf Eis gertihrt und 30 min bei 4°C, 1400 x g
(JA10-Rotor, Beckmann-Zentrifuge) abzentrifugiert.
2.2.2.5 Homogenisierung von Humanleber

Die Humanleber wird zuerst grob mit einer Schere zerkleinet und anschliel3end in 10 mM
Phosphatpuffer, pH 6,8 mit der Ultraturrax IKA T-52 (Janke & Kunkel) 2min ba 24000 rpm
homogenisgiert und 4 min ultrabeschdlt (Sonifier 250, duty cycle 80%, Lestung 70%; Branson).
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Die Zentrifugation erfolgt 30 min bel 4°C und 14000 x g (JA10-Rotor, Beckmann-Zentrifuge), das
Pdlet wird in 10 mM Phosphatpuffer, pH 6,8 resuspendiert und noch drema homogenisert,
beschallt und zentrifugiert. AnschlieRend werden die Uberstande zum Rohextrakt vereinigt.

2.2.2.6 Subzellulare Fraktionierung
(Mannaerts et al., 1982; Watkins et al., 1989)

¢ Subzdluldre Fraktionierung mittels gegenl &ufigem Nycodenz-Saccharose-Gradienten

Saccharosel 6sung: 8,5% Saccharosein 1 mM Tris/HCI, pH 7.0 mit 0,01% NaN3
Gradient: ausje 5,5 ml 34% Nycodenz in 1 mM Tris/HCl, pH 7.0 mit 0,01% NaN3; und
15% Nycodenz in 8,5% Saccharoseldsung

Bis zu 100 mg/ml Gewebe wird im Potter-Elvehjem Homogenisator (B. Braun) in SaccharosdGsung
viermd be 200 rpm auf Eis homogenisiert. Nach Zentrifugation von 3 min be 400 x g wird der
Uberstand abgenommen (PNU) und auf den Nycodenz-Saccharose-Gradienten aufgetragen. Das
Pellet wird in 1 ml Saccharosdldsung resuspendiert, homogenisiert und zentrifugiert, der Uberstand
wird bis zum Rand auf das Gradientenrohrchen geftillt. Die Ultrazentrifugetion erfolgt fir 1h bei
3800xg und 4°C im Vetikdrotor (Vti 65/1, Beckmann). Die Zentrifugenrdhrchen werden
anchliel¥end von unten angestochen und Fraktionen a 35 Tropfen aufgefangen.

2.2.3 Gelelektrophorese

2.2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

(Laemmli, 1970)

Bea dem SDS-Polyacrylamid-Geeektrophorese-Sytem handdlt es sich um ein Trennsystem mit
diskontinuierlichem pH-Verlauf (Disk-Elektrophorese). Im SDS-PAGE werden die denaturierten
Proteine entsprechend ihrer Molmasse aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgt in der Mini-Protean 11
2D-Zelle (BIORAD) bei 200 V fur 45 min. Fir die jeweiligen Acryl-amidkonzentrationen werden
die Losungen entsprechend der nachfolgend aufgefiinrten Tabelle angesetzt, die Konzentration wird
dabei anhand der Hierten-Nomenklatur ermittelt.
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Stammlésungen | Sammelgel Trenngel

4% 8% 10 % 12%
LOsung A 0,4 m 20m 25m 3.0m
Losung B - 3,75m 3,75m 3,75m
Lésung C 1.5ml - - -
ddH,O 1,06 ml 1613ml | 1,113ml | 0,613 ml
10% SDS (wiv) 30 75 ul 75l 75 pl
TEMED 10 pl 20 pl 20 ul 20 pl
10% APS (w/iv) 50 ul 100 pl 100 pl 100 pl

Tab. 2-1: DS-Polyacrylamidgel el ektrophorese.

Die Angaben beziehen sich auf zwel Gele mit der Schichtdicke von 0,3 cm.

Ldsung A: 30 % Acrylamid, 0,8 % N,N"-Methylenbisacrylamid

LGsung B: 0,75 M TrigHCl, pH 8.8

Losung C: 0,5M TrigHCl, pH 6.8

Elektrophoresepuffer: 309 Tris, 0,75 g Glycin, 5 g SDS, 4,8 | ddH,O

SDS-Probenpuffer: 4,0 ml Lésung C, 0,3 g SDS, 0,75 g Glycerin (87%), 0,1 g Mercapto-

ethanol, 250 pl Bromphenolblau (Img/ml)

Hierten-Nomenklatur: Acrylamidgehdt T =[100 (A+B)] / V
Vernetzungsgrad C = (100 B) / (A+B)

Die Losungen werden entsprechen dem Pipettierschema gemischt und die Polymerisation mit Zugabe
von APS gedtartet. Die Gelkammer wird mit Trenngd bis etwa 4 cm unter den Rand gefiillt und das
Gd dann vorsichtig mit Wasser Uberschichtet. Nach dem Polymerisieren des Trenngels wird das
Wassr entfernt, die Gelkammer bis zum oberen Rand mit Sammelgd gefiillt und en geeigneter
Kamm eingesetzt.

Die Proteinproben werden im Verhditnis 1.1 mit SDS-Probenpuffer gemischt und zu ihrer
vollsténdigen Denaturierung 5 min auf ca. 100°C erhitzt.
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2.2.3.2 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

¢ Anodische diskontinuierliche PAGE

(Davis, 1964; Maurer, 1971)
Dieses System ist fir saure oder neutrde Proteine geeignet, deren enzymatische Aktivitét erhaten
werden s0ll. Die Trennung erfolgt nach der gelelektrophoretischen Beweglichkelt der Proteine, so
dal3 eine Grol¥enzuordnung mittels Standard nur eingeschrankt moglichigt.

Stammlésungen | Sammelgel Trenngel
4,5 % 75 %
Ldsung A 0,72 ml 3,20 ml
Ldsung B - 8,00 ml
Losung C 3,00 ml -
ddH,O 2,17 ml 4,58 ml

TEMED 10u 20 pl

10% APS (w/v) 50 pl 100

Tab. 2-2: Native Polyacrylamidgel el ektrophorese.

Ldsung A: 30 % Acrylamid, 0,8 % N,N"-Methylenbisacrylamid

LGsung B: 0,75 M TrigHCl, pH 8.8

Losung C: 0,5M TrigHCl, pH 6.8

Elektrophoresepuffer: 30 g Tris, 144 g Glycin, 4,8 | ddH,O

Probenpuffer: 1ml Bromphenolblau in Ethanol (20 mg/ml), 1 ml 50% Saccharosdésung

Die Proben werden im Verhdtnis 1:20 mit Probenpuffer gemischt, die weteren Arbetschritte
efolgen andog der SDSPAGE. Die Elektrophorese wird in der Mini-Protean |l 2D-Zdle
(BIORAD) bei 50V fir 4 h und 0°C durchgeftihrt.

2.2.3.3 Quantitative Elution von Proteinen aus Polyacrylamid-Gelen

Nach der Elektrophorese wird das native Polyacrylamid-Gel mit ddH,O bzw. mit 10 mM
Phosphatpuffer, pH 6,8 im Potter homogenisert. Anschliel?end wird das Gd abzentrifugiert, die
eluierten Proteine befinden sich im Uberstand.
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2.2.3.4 Eichproteinefir die Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Bedimmung der Molekulargewichte der Proteine efolgt durch enen Vergleich mit
verschiedenen Proteinen bekannter Zusammensstzung und Grole. Voraussstzung fur die
Vewendung enes Proteins ds Kaibrierungsmarker ist, dald3 es reguld&r, d.h. im SDS-Gd

proportiona zu seiner Molmasse wandert.

Protein M, [kD]

SDS natives
PAGE PAGE

HSA 69

BSA 66

Ovabumin 45

Katalase 58 232

Triose-Phosphat-1somerase 30

Trypsin-Inhibitor 20,1

Tab. 2-3: GroRenstandards fur Proteingele.

Fur einen anschlief3enden Westernblot verwendet man einen prestained Marker (BIORAD), bei
dem die Eichproteine schon vorgeféarbt sind.

Protein M, [kD]
Phosphorylase B 104,0
BSA 80,0
Ovdbumin 46,9
Carbonanhydratase 335
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor 28,3
Lysozym 19,8

Tab. 2-4: Low range prestained Marker (BIORAD).
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2.2.3.5 Proteinfarbungen

* Coomassie-Blue-Férbung:

Fabdosung: 1,25 g Coomassie Brilliant Blue G250, 227 ml Methanol, 46 ml Essgsaure,
227 ml ddH,O
Entfarber: 50 ml Essigsaure, 75 ml Ethanol, 875 ml ddH,O

Nach Abschlul? der Geleektrophorese wird das Trenngel 60 min in Farbelésung geschwenkt und
anschliel3end Gber mehrere Stunden entfarbt.

* Slberfarbung:
(Wray et al., 1981)

Ldsung A: 4 ml 25 % AgNO; werden unter sténdigem Rihren zu einer Lésung aus 21 mi
0,36 % NaOH und 1,4 ml 25 % NH,OH getropft und mit ddH,O auf 100 ml
aufgefillt.

Ldsung B: 2,5 ml 1%-ige Zitronenséure werden mit 0,25 ml 38%-igem Formadehyd gemischt
und mit H,O auf 500 ml aufgefiillt.

Losung C: 45 ml Methanol werden mit 10 ml Essgsiure gemischt und mit ddH,O auf 100 ml
aufgefillt.

Gevorbereitung: 3 x 60 min in 50% Methanol einweichen (zur Entfernung des Glycerins)

3 x 10 min in ddH,O waschen (zur Entfernung des Glycins)
Das Gd fur 15 min unter gandigem Wiegen in Lésung A anférben.
5 min mit ddH,O waschen.
Gel ca. 10 minin Lésung B wiegen bis Proteinbanden sichtbar werden.
Gd mit ddH,O waschen und mind. 30 minin Loésung C fixieren.

* Kupferfarbung
(Leeetal., 1987)
Farbelésung: 0,3 M CuSO,
Die Proteingele werden nach der Elektrophorese kurz mit ddH,O gespiilt und 10 min unter Schiitteln
gefarbt. Anschlief3end werden die Gele zur Entfernung der Férbel6sung nochmals kurz mit ddH,O

abgespuilt.
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2.2.3.6 |soelektrische Fokussierung (1EF)
(O' Farrell, 1975)

Die isodektrische Fokusserung sdlt eine Methode zur Auftrennung eines Substanz-gemisches im
elektrischen Feld dar, die eine Trennung aufgrund unterschiedlicher isodektrischer Punkte bewirkt.
Fur die IEF wird die préparative |EF Cdl ,,Rotofor* (BIORAD) eingesetzt.

Anodenpuffer: 0,1 M HzPO,
Kathodenpuffer: 0,1 M NaOH
Ampholyte: Biolyte (BIORAD), pH-Bereich: pH 2-10

Zum Aufbau eines pH-Gradienten werden vor dem Probenauftrag zugegebene Ampholyte
elektrophoretisch getrennt (Préfokussierung). Alle Fokussierungen werden bel 12 W, 20 mA und
570V fir 2,5 h durchgefihrt. Die Elektrodenkammern werden mit dem jewelligen Puffer gefiillt und
zur Préfokusserung 1,5 ml Biolyte mit 50 ml H,O in die Fokusserungskammer gegeben. Nachdem
die Proteinprobe eingeflllt wurde, findet die eigentliche Isoelektrische Fokusserung gatt. Nach
Bestimmung der enzymatischen Aktivitét erfolgt eine Refokussierung der aktiven Fraktionen.

2.2.3.7 Elektrotransfer von Protaeinen auf Nitrozellulose

e \Western Blot

(Beisiegdl, 1986; Khyse-Andersen, 1984)

Trander-Puffer: 25 mM Tris, 190 mM Glycin, 20 % Methanol

TBS: 50 mM TrigHCI pH 7.5, 150 mM NaCl

Blocklésung: 2 % Milchpulver/ 1% BSA in TBS, 0,3 % Tween

Amidoschwarz: 0,1 % (w/v) Amidoschwarz 10-B, 45 % Methanol, 10 % Essgsiure

Entfarber: 1Voal. Essgsaure, 1 Vol. Isopropanal, 1 Vol. ddH,O

ALP-Puffer: 100 mM NaCl, 5 mM MgCl, 6H,0, 100 mM TrisHCI, pH 9.5

Detektiond 6sung: /300 Vol. NBT (75 mg/ml in 70 % DMF) und 1/400 Vol. BCIP
(50 mg/ml in 100 % DMF) werden vor Gebrauich zugesetzt.

Stopplésung: 20 mM EDTA/TBS-L6sung
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Primé&rantikorper: anti a-Methylacyl-CoA-Racemase 1:1000 in 3 % BSA/TBS,
0,3 % Tween

Sekundérantikorper: Ziege-anti-Kaninchen 1gG, ALP-gekoppelt in 3% BSA/TBS,
0,3 % Tween

Der Elektrotransfer von Proteinen (Westernblot) dient der Ubertragung elektrophoretisch getrennter
Proteine auf proteinbindende Oberfléchen, z.B. Nitrozdlulose, auf denen se fur weitere Resktionen
besser zuganglich sind.

Eine Nitrozdlulosemembran (Schleicher & Schiill BA85) wird mit zwei Whatmanpapierfiltern und
Trandermatten 5 min in Transfer-Puffer &quilibriert. Danach wird zusammen mit dem SDS
Polyacrylamidgd ein ,,Sandwich* hergestdlt und dieses in eine mit Transfer-Puffer gefillte Blotting-
Apparatur (BIORAD) gestdlt. Der Transfer der Proteine erfolgt fur 1 h bel 100 V. Nach dem
Trander wird die Makerspur von der Nitrozellulosemembran abgeschnitten und 5 min in
Amidoschwarz  angefarbt, nichtgebundenes Amidoschwarz wird  durch  Schwenken in
Entférberlosung entfernt. Nach dem Abspllen mit ddH,O wird der Marker getrocknet und in Folie
verschweil¥ gelagert. Alternativ wird ds Standard ein prestained Marker mit aufgetragen (2.2.3.4).
Die Membran wird nach mehrmaigem Waschen mit TBS mindestens 1 h in BlocklGsung inkubiert,
um ungpezifische Bindungsstelen abzuséttigen, anschliel}end wird zweimad mit TBS0,3 % Tween
gewaschen. Der Blot wird fur mind. 2 h mit dem Primarantikdrper unter Wiegen inkubiert, danach
vieemd fur je 5 min mit TBS0,3% Tween gewaschen, mit Sekundarantikorper (Verdinnung
1:1500) versetzt und mind. 1 h inkubiert. Danach wird dreima je 5 min mit TBS0,3 % Tween und
anschliefRend einma mit ALP-Puffer gewaschen.

Bis Banden erscheinen wird der Blot nun in der Detektiondésung unter Wiegen inkubiert. Die
Reaktion wird durch Zugabe von Stopplosung beendet. Der gebundene Antikdrper wird Uber die
Farbregktion mit NBT/BCIP ds Subdrat fur die akalische Phosphatase nachgewiesen. Nach
Trocknen an der Luft kann der Blot [éngere Zeit gelagert werden.
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2.2.4 Chromatographie

2.2.4.1 Low pressure Chromatographie (LPC)

2.2.4.1.1 Reversed Phase Chromatographie (RPC)

Die Reversed Phase Chromatographie it eine Technik, die Molekile nach ihrer Hydrophobizitét
trennt. Als Trennmedium dient meist pordses Slika-Gel, mit verschiedenen Alkyl- oder Arylgruppen
derivatisert, wobei die PorengrofRe fur Kapazitdt und Auflésung entscheidend ist. Dem
Probenauftrag in polarer Phase folgt die Elution mit eéinem organischen Losungamittel.

Sulen: Pasteurpipetten
Slenmaterid: RP-18-Silika-Gel, 32-63 mesh, 60 A (ICN)
Saulenvolumen: 400

800 ul (1:2 in Methanol suspendiert) RP-18-Silika-Gdl wird in Pasteurpipetten geftillt und mit 3SV
H,O &quilibriert. Nach dem Probenauftrag in 1 % TCA wird mit 3 SV H,O duiert.

2.2.4.1.2 lonenaustauschchromatographie an DEAE-Cellulose

(Pharmacia-Fine-Chemicals, 1983)

Be der lonenaustauschchromatographie dient die Ladung von Makromolekiilen as Trennkriterium.
Die Auswahl der Trennmedien erfolgt nach dem pl des Molekils (Kationenaustausch unterhab des
pl) und dem pH-Bereich (DEAE-Gruppe, pH 3-9). Die gebundenen Proteine werden durch
Erhohung der lonengtérke duiert.

Puffer A: 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8
Puffer B: 200 mM NaCl in Puffer A
Saulen/-materid: Pharmazia, DEAE-Cdlulose-52, (Serva)

Die Saule wird mit DEAE-Cdlulose beladen und anschlief3end mit 3 SV Puffer A &quilibriert. Die
Proteinlésung (10 mg Protein pro ml SV in Puffer A) wird bel 4°C mit einer Flul3geschwindigkelt von
ca. 60 mi/h aufgetragen. Danach wird mit 3 Sdulenvolumen Puffer A gewaschen. Die Elution des
Proteins erfolgt mit einem linearen Sazgradienten von 0- 0,2 M NaCl durch Zumischen von Puffer
B bel einer Fluf¥ate von 60 mi/h.
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Die Fraktionsgrofie betragt 19 ml. In den erhdtenen Fraktionen werden photometrisch der
Proteingehdt, flammenphotometrisch die NaCl-K onzentration und die Enzymeaktivitaten bestimmt.

2.2.4.1.3 Chromatographie an Hydroxylapatit

Die Auftrennung an Hydroxylgpatit (Cas(PO,4);OH), selt eine sehr spezifische Trennmethode dar,
die nicht prim& vom Molekulargewicht und dem Isodlekirischen Punkt abhéngig ist. Interaktionen
zwischen negativ gdladenen Gruppen auf der Proteinoberfache und den Ca2'-Gruppen des
Hydroxylapetits spiden fur die Trennung eine wesentliche Rolle, weterhin and auch die
Oberfléchenladungsdichte und das Ladung/Masse-V erhdtnis von Bedeutung.

Puffer A: 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8
Puffer B: 250 mM Phosphatpuffer, pH 6.8
Sllen/-materid:  Pharmacia, Bio Gel HT (Pharmacia)

Die Saule wird mit Bio G HT beladen und mit Puffer A &quilibriert. 10 mg Protein pro ml SV in
Puffer A werden bei 4°C mit einer Hul3geschwindigkeit von ca 60 mi/h aufgetragen, danach wird
mit 2 SV Puffer A gewaschen. Die Elution des Protens efolgt mit e@nem linearen
Phosphatgradienten von 10- 250 mM PO, be ener Flukrate von 70 mi/h. Die Fraktionsgrofie
betragt 50ml. Die duieten Fraktionen werden photomelrisch zur Bestimmung der
Proteinkonzentration vermessen, der Phosphatgehdt indirekt Gber die Kaiumkonzentration bestimmt
und die enzymatische Aktivitét gemessen.

2.2.4.1.4 Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Die Hydrophobe Interaktionschromatographie nutzt as Trennkriterium die unterschiedliche
Hydrophobizitét von Proteinen aus. Die Hydrophobizitét erhoht man durch Zugabe eines Sdzes mit
Aussalzeffekt, z.B. (NH,),SO,. Be der HIC efolgt die Elution mes durch Erniedrigung der
lonengtérke. Weiteren Einfluld haben die Erhéhung des pH-Wertes und die Erniedrigung der
Temperatur.
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Puffer A: 1M (NH,4),SO, in 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8
Puffer B: 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8
Salle (Pharmacia)

Saulenmaterid: Octyl-Sepharose OS CL-4B (Serva)

Die mit Octyl-Sepharose beladene Saule wird mit Puffer A &quilibriert. Der Proteinauftrag (30 mg
Protein pro ml SV in Puffer A) efolgt be 4°C mit einer Flul3geschwindigkeit von ca. 60 mi/h,
anchlielRend wird mit 3 SV Puffer B ausgewaschen. Die Elution erfolgt durch Erniedrigung der
lonengtérke mit einem linearen Gradienten von 1M —0 M (NH,),SO, in 10 mM Phosphatpuffer,
pH 6.8 ba ener Flul¥ate von 60 mi/h (Fraktionsgrofe = 5,0 ml). In den euierten Fraktionen
werden Proteinkonzentration, Ammoniumsulfatgehdt tber den Brechungsindex und die enzymeatische

Aktivité gemessen.

2.2.4.1.5 Gelchromatographie

(Pharmacia-Fine-Chemicals, 1981)

Mit der Gelchromatographie (Gdfiltration) kénnen Proteine nach ihrer Molekulargrofie aufgetrennt
werden, dazu wird ein Ga mit Poren definierter Grofe verwendet. Anhand einer Eichkurve mit
Substanzen bekannter Grofe kénnen die Molekulargewichte der Trennungsprodukte einer Probe

andysert werden.

Puffer A: 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8

Saulen/-materid:  Pharmacia, Ultrogel AcA 34 (IBF Biotechnics)

Eichproteine: Triosephosphat-lsomerase (30 kDa), LDH (36 kDa), Ovdbumin (48 kDa),
Kaadase (58kDa), BSA (66kDa), Phosphofruktokinase (84 kDa),
Cytochromoxidase (240 kD)

Die Saule wird mit einer geeigneten Menge Ultrogd AcA 34 beladen und mit Puffer A &quilibriert.
Die Kdibrierung efolgt mit verschiedenen Eichproteinen in getrennten Laufen bel ener Hul¥ate von
0,3 ml/min. Anschlief3end wird die Proteinprobe mit der gleichen Durchflul¥rate chromatographiert.
Das Protenauftragsvolumen betrdgt maxima 1% des Sdulenvolumens. Zur Ermittlung des
Aussthiulvolumens (Vo) wird Dextranblau und zur Feststdlung des Sazvolumens (Vs) p-
Nitrophenol mit aufgetragen. Die Elution erfolgt mit 0,5 M NaCl in 10 mM Phosphatpuffer.
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In den erhdtenen Fraktionen (2,5 ml) werden die Eichproteine photometrisch bestimmt und die
Enzymaktivitdt gemessen. Zur Bestimmung des Molekulargewichts werden die R-Werte (rdative
Mohbilitét) der Eichproteine aus den charakterigtischen Elutionsvolumina (V) und den bekannten
GrolEen Vo und V, errechnet.

Rf:Ve'Vo/VS'VO

2.2.4.1.6 Affinitatschromatographie an immobilisierten Farbstoffen

(Bohmeet al., 1972; Dean, 1985)

Die Affinitdschromatographie baset auf den gezifiscchen Wechsdwirkungen  zwischen
Makromolekilen untereinander oder zu niedermolekularen Subgtanzen. Die Bindung der zu
trennenden Molekile an enen immobiliserten Partner soll zwar selektiv, aber nicht zu fest sein, damit
die enzymatische Aktivité des Proteins nach der Elution erhaten bleibt.
Zur chromatographischen Auftrennung wurden neun verschiedene immobiliserte Farbstoff-sdulen
Affinity Chromatography Media (Sigma) unter unterschiedlichen Elutionsbedingungen eingesetzt.
Sulenmaterid: Affinity Chromatography Media (Sgma):

(1) Cibacron Blue 36 A Agarose (CB 36A)

(2) ReactiveBlue4 (RB 4)

(3) ReectiveBlue 72 (RB 72)

(4) Reactive Brown 10 (RB 10)

(5) Reactive Green5 (RG 5)

(6) Reactive Green 19 (RG 19)

(7) Reactive Red 120 (RR 120)

(8) Reactive Yellow 3 (RY 3)

(9) Reective Yellow 86 (RY 86)

Sulewvoumen; 25ml

Puffer A: 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8
Elutionspuffer: (2) 50 uM FAD in 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8
(2) 50 uM NADH in 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8
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(3) 50 uM NADPin 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8
(4) 10 mM Phosphatpuffer, pH 5.5

(5) 10 mM TrigHCI, pH 85

(6) 1M Phosphatpuffer, pH 6.8

(7) 50 uM AMP in 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8

Nach Aquilibrierung der Saulen mit Puffer A erfolgt der Proteinauftrag (30 mg Protein proml SV in
Puffer A) bei 4°C, anschlie3end wird mit 3 SV Puffer A ausgewaschen. Die Proteindution wird mit
je 6 SV der Elutionspuffer 1-7 durchgefihrt, die fir jede Saule nacheinander eingesetzt werden.

2.2.4.2 High pressure/performance liquid Chromatography (HPL C)
(Engelhardt, 1977)

Die HPLC erméglicht chromatographisches Arbeiten unter sehr hohem Druck (bis 5,5.10” Pa), so
dal3 Trennmateridien mit sehr kleiner Tellchengrolie verwendet werden konnen, die die Trennscharfe
erhthen.

HPLC-Anlage: Waters 625 L C-System (Waters Chromatography Div.),
ERMA ERC-3512 Entgaser
Waters Fraction Collector (Milipore Corp.)

Sulen: préparativ: eFractogel EMD DEAE-650 (S), 20282 Superformance-Saule,
25-40 um, Lange 115 mm, ID 1,3 mm (Merck)
*Pentax HA, B54-Y 390, Batch DGG 0410, 2 um,
Lange 120 mm, ID 4,6 mm (Knauer)
andytisch:  <Euramid WAEX-DEAE 1000/7, B55-Y 438, Batch 4780,

1 ml SV (Knauer)
Puffer A: 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8 in Millipore Wasser, filtriert (0,22 pm)
Puffer B: 1000 mM Phosphatpuffer, pH 6.8 in Millipore Wasser, filtriert (0,22 pum)
Puffer C: 1000 mM NaCl, pH 6.8 in Millipore Wasse, filtriert (0,22 pm)
Puffer D: Millipore Wass, filtriert (0,22 pm)
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Fractogel EM-DEAE-650 Pentax HA Euramid WAEX-DEAE
sV 15mi 5ml 1ml
Aquilibrierungs- 1mM
10 mM Phosphatpuffer daH,O
und Auftragspuffer Phosphatpuffer
Flurate 0,5 ml/min 0,25 ml/min 0,5 ml/min
_ NaCl-Gradient: [PO4)3-Gradient: [PO,4)3 -Gradient:
Elution
0-300 mM Puffer C 1-200 mM Puffer B 0-20 mM Puffer B
Fraktionen 25ml 1,25 ml 1ml

Tab. 2-5: HPLC-Protokolle.

Die Elution wird an eénem Durchflul3photometer bel einer Welenlénge von 280 nm verfolgt. In den

erhdtenen Fraktionen werden der Proteingehat photometrisch und die enzymatische Aktivitét mit

dem 3H-Standardassay bestimmt. Die Hauptfraktionen werden danach verenigt.

2.2.5 Enzymatische Bestimmungen

2.2.5.1 Bildung von [3H]H,O aus Carbonsaur ederivaten

(3H-Standar dassay)

(Rhead et al., 1981; Schmitz, 1991)

Substratl6sung: 50 uM [2H]Acyl-CoA, 108-185 bg/mol

Ansatz. 10 pl Substratl6sung
10 pl ddH,0
5u 10 mM TrigHCI, pH 85
5 yl Enzymaquelle (O-Wert: ddH,0)

Die Ansdtze werden 45 min bel 37°C inkubiert und mit 500 pl 1 % TCA abgestoppt.
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Nach der Applikation der Ansitize auf 0,3m RP-18 (reversed phase SlikaGd)-Saulen in
Pasteurpipetten wird [?BHJH,O mit 15m H,O duiet (2.24.1.1) und quantitativ im
Szintillationsmel3gerd WALLAC 1410 (Pharmacia) bestimmt

2.2.5.2 Palmitoyl-CoA-Dehydrogenase

(Rhead et al., 1981)

Substratl6sung: [2,3-3H]Pamitoyl-CoA, 1kBq
Ansaz. 0,5 nmol Substratlésung

50 mM TrigHCl, pH 8.0

0,2 % Nonidet P-40

20 wl Enzymqudle (O-Wert: ddH,0)

Die Messung der Pamitoyl-CoA-Dehydrogenase erfolgt andog 2.2.5.1.

Der Ansatiz mit einem Gesamtvolumen von 50 pil wird fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und
mit 400 pl 1 % TCA abgestoppt. Entstandenes [3H]H,O wird mit reversed phase-Chromatographie
duiet (2.2.4.1.1) und mit dem Hilssig-Szintillationszéhler bestimmt.

2.2.5.3 Racemisierung von (S)-und (R)-2-methyl-tetr adecanoyl-CoA

(Schmiitz et al., 1994)

(9- bzw. (R)-2-methyl-tetradecanoylséure werden zum Coenzym A Thioester chemisch aktiviert.
Nach Inkubation mit Racemase in 200 pl 50 mM Na/K/P;-Puffer, pH 7.2 bel 37°C fir 30 min wird
die Resktion mit 400 pl 6 M HCL gestoppt. Die Hydrolyse des Thioesters, Extraktion der freien
Fettsduren und Konverson zum Amid mit (R)-1-Phenylethylamin erfolgt wie beschrieben. Die
Diastereomere wurden gaschromatographisch auf einer 25-m SE-30 Kapillarsiule voneinander
getrennt (Sauleninnendurchmesser: 0,32 mm, Trégergas N, isotherm bel 240°C, Messung im

Flammen-lonisierungsdetektor).
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2.2.5.4 Katalase
(Hubl, 1964)

Subgtratl 6sung: 0,5 mM H,O, in 50 mM Phosphatpuffer, pH 7.2
Titanoxidsulfatlésung: 4 g TIO(SO,) in 1 H,SO4 (20 %)
Ansaz. 10 pl Enzymauelle

0,5 ml Subgtratl6sung

Die Ansitze werden bei Raumtemperatur inkubiert, nach definierten Zeitabsténden mit 05 ml
Titanoxidsulfatlosung abgestoppt und die anschliel?end noch vorhandene H,O,-Konzentration
gemessen. Fir den 100 %-Wert wird vor Enzymzugabe Titanoxidsulfatlésung zugegeben. Die
TiO(SO,)-Konzentration wird bei 407 nm bestimmt. Aufgrund der hohen Wechsdlzahl der Katadlase
entspricht die Regktion einem Zerfal 1.0rdnung. Die Aktivitét wird daher nur as Zerfalskongante
angegeben:

TiO(SO,) + H,0, = TiOA(SO4) + H,0

Berechnung der Zerfdlskongtanten k:
1N [(E 1006 — Eose) / (Eerobe — Erooss)]

t (sec)

2.2.5.5 Dihydroxyacetonphosphat-Acyl-Transferase
(Schutgenset al., 1984)
Losung 1: 40 mM MgCl, 80 mM KF, 10 mM AMP, 20 mM NaCN
Losung 2: 0,6 mM [*C]Glycerin-3-Phosphat (0,74 KBg), 5 mM Pyruvat,
0,5 U Glycerin-3-Phosphat-DH in 25 mM Triethanolamin/HCI, pH 7.6
LOsung 3: 0,75 mM Pamitoyl-CoA und 0,2 mg BSA in H,O

Ansatz. 10 pl Lsg. 1 werden mit 50 pl Lsg. 2, 20 pl Lsg. 3, 10 pl 250 mM MOPS-Puffer,
pH 6.5, 1 pl DIPF in THF und 10 pl Enzymqudle fir 30 min bel 37°C inkubiert.

Nach Schiitteln und Zentrifugation mit 350 pl CHCly/MeOH (1:2) wird der Uberstand mit je 100 ml
CHCl; und 2 M KCI in 0,2 M H3PO, versatzt, geschiittelt und zentrifugiert. Die Unterphase wird mit
350 m synthetischer Oberphase gewaschen, mit 4 ml Szintillations-flissgkeit versetzt und die
Redioaktivitét im Hissgkeitsszintillationszéhler gemessen.
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2.2.5.6 Succinatdehydrogenase
(Banerjecet al., 1984)
Substratl 6sung: 100 mM Phosphat-Puffer, pH 7.5, 50 mM Saccharose, 2 mM KCN,
0,2 mg/ml Antimycin A, 100 mM Natriumsuccinat und 2ug INT

Ansaz. 50 pl Enzymquelle werden mit 50 pl Substratiésung 90 min bei 37°C inkubiert, mit 50 pl
10 %iger TCA und 600 ml EE versetzt und geschiittelt. Nach Zentrifugation werden 500 pl
der Oberphase 60 min stehengelassen und anschlief3end die Extinktion bel 490 nm
ermittelt.

2.2.5.7 3-Hexosaminidasen

(Sendhoff et al., 1977)
Subgtratlosung: 1 mM 4-Muf-Glc-Nac in 50 mM Citrat/NaOH-Puffer, pH 4.5 mit 0,25 %
Triton X-100
Ansazz 10 ul Enzymquelle und 90 ml H,O werden mit 100 pl Substratlésung 15 min bel
37°Cinkubiert und mit 1 ml 0,2 M Na,CO3 und 0,2 M Glycin abgestoppt. Die
Huoreszenz wird bei 440 nm (Anregung: 254 - 400 nm) gemessen.

2.2.6 Immunchemische M ethoden

2.2.6.1 Antikorperher stellung (Kaninchen-anti-Rattenleber -Racemase-
Antikorper)
(Catty, 1988)
Im Abstand von 10 Tagen wird einem Kaninchen je 140 pg gereinigte Rattenleber-Racemase in
500 pl FCA (1:2 in HO) i.m. injiziert. Das Boogsten erfolgt nach 10 bzw. 20 Wochen nach der
letzten Injektion, jewells 100 pg Racemase in 600 pl FIA (1:2 in H,O) werden, auf drei Stellen
vertalt, sc. injiziert. Vor der ersten Injektion und wochentlich nach dem ersten Boosten wird dem
Tier aus der Ohrvene jewels biszu 10 ml Blut entnommen. Das Kaninchen wird dre Wochen nach

der letzten Boost-1njektion getotet und ausbluten gelassen (ergibt ca. 100 m).
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Fur Kontrollzwecke wird das Préimmunserum aus 10m Blut des gleichen Tieres vor der
Immunisierung gewonnen. Zur Reinigung des PrAmmunserums bzw. des Immunserums wird das Blut
15 min bei 2000 x g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und Uber Nacht gegen 10 mM
Phosphatpuffer, 0,01 % NaNs, pH 7.2 (1:1000) didysert. Das Didysat wird mit dem vierfachen
Volumen an DEAE-Zdlulose (1:2 in 10 mM Phosphatpuffer, 0,01 % NaN3, pH 7.2) geschiittelt,
60 min stehengdassen und 15min bei 2000x g zentrifugiet. Der Uberstand (gereinigtes
Immunserum) wird abgenommen und be 4°C gelagert.

2.2.6.2lmmunpr azipitation von a-M ethylacyl-CoA-Racemase

(Catty, 1988)
50 pl Enzymaudle wird 1:2 mit Kaninchen-anti-Racemase-Antiserum versetzt und bel 4°C Uber
Nacht stehengdlassen. Mit dem vierfachen Volumen an Protein A-Agarose (1.2 in 10 mM
Phosphatpuffer, pH 6.8) wird 24 h bei 4°C unter Schitteln inkubiert. Das Antigen-Antikorper-
Protein A-Agarose Prézipitat wird ba 10000 x g 5 min abzentrifugiert und die Oberphase ds
Enzymqudle vewahrt. Nach der glechen Methode wird das Prdmmunserum ads Kontrolle

prapariert.

2.2.6.3 Immunchemischer Antigennachweis nach Elektrotransfer

Das tranderierte Antigen wird in zwel Stufen nachgewiesen, wobel der mit dem Indikator-enzym
gekoppelte zweite Antikorper Uber einen antigen-spezifischen ersten Antikdrper mit dem Antigen
reegiert. Als Indikatorenzym wird akaische Phosphatase verwendet.

Priméarantikorper:  anti a-Methylacyl-CoA-Racemase 1:1000 in 3 % BSA/TBS, 0,3 % Tween

Sekundérantikorper:  Ziege, anti Kaninchen 1gG, ALP-gekoppelt in 3% BSA/TBS,
0,3 % Tween

Durchfiihrung: Sehe 2.2.3.7
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2.3 Mikrobiologische M ethoden

Sowet nicht anders beschrieben, sind die mikrobiologischen Methoden Molecular Cloning
(Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T., 1989) entnommen.

2.3.1 Sterilisationstechniken

Trockengerilisation: Glasgefde, Pipetten und wetere Glasartiked werden fur 4 h be
160°C im HeiJuftschrank gerilisert (Heraeus Trockenschrank Typ
ST 5060).
Dampfdterilisation: Kunstoffgefalie, sowie Medien und Pufferldsungen werden fir 20 min

be 121°C und 1,1 bar autoklaviert (Sterico Vapoklay Dampf-
derilisator).

Sailfilteration: Kleine Volumina themolabiler Subgtanzen werden mit  Spritzenfiltern
(Schleicher & Schudl, 0,22 um Porendurchmessey) filtriert.
Druckfiltration: Kulturmedien werden im Druckgef&(3 (Schleicher & Schuell) bel 0,5 bar

durch Membranfilter (0,2 um Porendurchmesser, & 47 mm) Sexilfiltriert.

2.3.2 Kulturmedien

2.3.2.1 Flussigmedien

* LB-Medium (Sambrook, 1989)
10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Bacto-Y east Extrakt, 10 g/l NaCl, pH 7.0,
mit 1 M NaOH eingdlen.

e  TB-Medium (Sambrook, 1989)
13,3 g/l Bacto-Trypton, 26,6 g/l Bacto-Y east Extrakt, 4,4 mil/l Glycerin;
zu 720 ml gerilem TB-Medium werden 80 ml deriler 10x Phosphat-Puffer
gegeben.
e  SOB-Medium (Hanahan, 1983)
20 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Bacto Yeast Extrakt, 0,59 g/l NaCl, 0,85 g/l KCI;
vor Verwendung des Mediums wird 1 Vol.% 1 M MgCL/1M MgSO, zugesetzt.
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e SOC-Medium (Hanahan, 1983)
SOB-Medium + 1 Vol.% 2 M Glucose

Nach pH-Kontrolle werden die Medien autoklaviert und nach Abkihlung auf ca 50°C ggf.
Supplemente zugesetzt.

2.3.2.2 Supplemente

* MgSO, Stammlésung: IM MgSO,, autoklaviert
Endkonzentration: 10 mM MgSO,
* Antibiotikas vor Verwendung werden die Antibiotika aus einer sexilfiltrierten
Stammlésung frisch verdinnt
Ampdllin: Stammlésung: 50 mg/ml H,O
Endkonzentration: 50 pg/ml
Kanamycin:  Stammlésung: 50 mg/ml H,O
Endkonzentration: 50 pg/ml
Tetracydin:  Stammlésung: 5 mg/ml Ethandl
Endkonzentration; 15 pg/ml (Platten)
Endkonzentration: 7,5 pg/ml (Hussigmedium)

2.3.2.3 Puffer

* PBS

(Wesst, 1986)
8,0 ¢/l NaCl, 0,34 g/l KH,PO, 1,21 g/l K,HPO,, pH 7.3

e 10x Phosphat-Puffer
(Sambrook, 1989)
0,17 M KH,PO,, 0,72 M K ,HPO,

 IBS
(Weast, 1986)
12,11 g/l Tris, 2,05 g/l NaCl, 0,75 g/l Glycin, pH 7.5
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 IE

(Weast, 1986)
10 mM TrigHCI, 1 mM EDTA (pH 8.0)

« SXTBE
(Weast, 1986)
54 g/l Tris, 27 ¢/l Borat, 9,3 g/l EDTA

2.3.2.4 Festmedien

* LB-Platten (Sambrook, 1989)

15 g/l Agarose in LB-Medium werden autoklaviert. Nachdem die Agarose auf etwa 45°C abgekuihlt
is, werden ggf. Antibiotika mit einer Endkonzentration von 50 pg/ml zugesetzt, gemischt und in
Petrischalen vertellt. Nach Ergtarren der Agarose werden die Platten bel RT getrocknet und
anschliel3end bel 4°C gelagert.

Soft-Top (ST) -Agarose (Sambrook, 1989)

7,0 g/l Agarose in LB-Medium werden autoklaviert und anschlief3end auf 45-50°C abgekihlt, bevor
Se auf den Platten verteilt werden: 4 ml / 90 mm Platten, 7 ml / 150 mm Platten.

2.3.3 Sdektive Kulturmethoden

* Vedinnungsausstrich: zur Isolierung ener Reinkultur (Klon): Aus einer Bakterien-suspension

oder einer Glycerin-Stammkultur (2.5.6) wird mit einer Platindse ein Ausstrich auf einer Agar-
Platte angelegt und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

*  Anreicherungskultur: Mit einer Einzelkolonie werden 2ml bis 5 ml Medium angampft und bel

30°C bzw. 37°C unter Schitteln (Braun Certomat R, 200 rpm) inkubiert. Nach ca. 8 - 15 h
kann eine ,flissig-flilssig-Uberimpfung’ efolgen oder es konnen, ausgehend von dieser

Vorkultur, grof3ere Kulturen angeimpft werden (Verdiinnung 1:100).
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2.3.4 Herstellung kompetenter Zellen
(Hanahan, 1983)

TFB: 10 mM MES, 100 mM RbCI, 45 mM MnCl,, 10 mM CaCl,,

3 mM Hexamin-Cobdt(l11)chlorid, pH 6.3 (derilfiltriert)
DTT: 2,25M DTT in40 mM KOAc, pH 6.0

100 ml SOB-Medium werden mit 1 ml ener E.coli-UNK angeimpft. Diese Kultur 183 man unter
Schitteln bis zu einer ODssonm VON 0,5 wachsen (logarithmische Wachstumsphase), so dal3 hohe
Transformationsraten  erreicht werden konnen. Nach 10min bei 0°C werden die Zdlen
abzentrifugiert (3000 rpm, 10 min, 4°C), der Uberstand dekantiert und das Pellet schlieich in 30 mi
eskatem TFB vorschtig mit einer Glaspipette resuspendiert. Nach 10 min bei 0°C wird erneut
zentrifugiert (2500 rpm, 10 min, 4°C), das Zdlpdlet wird in 4 ml TFB aufgenommen und nach
Zugabe von 140 ul DM SO fir 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 140 ul 2,25 M DTT und
zehnmindtiger Inkubation auf Eis werden zu der E.coli-Suspenson nochmals 140 ul DMSO
gegeben. Nach weiteren 5 min Inkubation auf Eis snd die Zelen nun kompetent und konnen im
Anschlufd direkt transformiert oder bel -70°C gelagert werden.

2.3.5 Konservierung und L agerung von Bakterienkulturen

o Kurzzeitige Konsarvierung

Die Bakterienkultur wird mit einem Glasspatel auf einer Agaroseplatte ausgestrichen und bei 37°C
inkubiert bis Kolonien deutlich zu erkennen sind (12-18h). Die Bakterienplatten kénnen so be 4°C
fur vier bis sechs Wochen gelagert werden.

* Langfrigtige Konsarvierung (Glycerin-Stammkulturen)

Eine von einer Einzelkolonie abgedtete Kultur eines E. coli-Stammes wird bis zu einer ODssonm VON
ca 1,5 kultiviert. Anschliel®end wird bel 1600 X g zentrifugiert (Heraeus-Baktifuge, 3000 rpm,
10 min). Das Zdlpdlet wird vorschtig in 1ml LB-Medium aufgenommen und mit 1 ml gerilem
Glycerin (30 %) vermischt. Diese Stammkultur wird bel -20°C gelagert.
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2.4 Molekularbiologische M ethoden

2.4.1 DNA-Banken

2.4.1.1 cDNA-Banken

— A GT11 cDNA (CLONTECH Laboratories, Inc.)

Library of adaptor-ligated ds cDNA (Humanleber)

— Marathon-Ready™ cDNA (CLONTECH Laboratories, Inc.)

Library of adaptor-ligated ds cDNA (Humanleber)
CLONTECH’s suppression PCR technology (Siebert et al., 1995)

- Uni-ZAP™ XR Library (Stratagene)

- cDNA-Library Prdparation: ZAP-cDNA synthesis method
Humanleber-cDNA(Short et al., 1988)

- Vektor: Uni-ZAP XR-Vektor

- Bakteriengdmme:

XL-1 Blue MRF: A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl,

SupE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac[F proAB, lac/"ZAM15, Tn10 (tet)]

SOLR™Strain: €14 (merA)183, A(mer CB-hsdSMR-mrr)171, sbeC, recB,
recJ, umuC:Tn5 (kan"), uvrC, lac,, gyrA96,
relAl, thi-1, endAl, AR[F proAB, lac/"ZAM15] Su (nonsuppressing)

f1- Helfer-Phage: VCSM 13 (f1): 1x 10™ pfu/ml
ExAssist™ helper phage (M13): 1x10™ pfu/ml
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Mot |
Xbal
Spel
EcoR |
Xho |

T7

! e — JpBIuesnript SK- c1857 i

T3—+

! A — JI’.IB".IESGH]]IEH' phagemid

—=T7

c1857 i

[erminalor

iﬂrm

pBluescript SK-
phagemid

Abb. 2-1: pBluescript SK-Phagemid (Stratagene).
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2.4.1.2 Genomische DNA-Bank

« RPCI1, 3-5Human PAC, Nr. 704 (RZPD)

Qudle Blut, human Klone: RPCIP704001181Q25  (Al)
Vektor: PCYPAC 2n RPCIP704P01181Q25  (A2)
Bakterienstamm: E.coli DH 10B RPCIP704B8394Q2 (A4)
Insertgrofie: 140 Kb RPCIP704H15649Q2 (AB)
Antibiotikasalektion: Kanamycin RPCIP704M05720Q2  (B1)

RPCIP704L21804Q2  (B2)
RPCIP704K03969Q2  (B4)
RPCIP704M03969Q2  (B5)
RPCIP704F09982Q2  (B6)
RPCIP704N17985Q2  (Cl)
RPCIP704B041122Q2  (C3)

BAMHI (1)
PROMOTER
SALI (39)

T7
NOTI (18720)
PSHAI (18516)

MSCI (17885)
TTHIM(17113)

F1

EAMT105I (1309)
PUC-LINK
AATIN(Z2231)

BGLII (15855) SACI (2702)
XMAI (2708)
SMAI (2710}
BSTEIl (14252) BAMHI (2739)
SMAI{13712) SPB
¥MAI (13710} SALI (2765)

PCYPAC2ZN
18754 bp

NOTI (2778)
SPEI (2796)
SACBI
BSSHIl (3888}
SPEI (4351)
MHEI (4507)
TTH11 1| (4809)

KANAMYCIN
TN203

BGLIN (10784)

SACH (10740) ORI

Abb. 2-2: PAC-Vektor PCYPAC 2n.
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2.4.2 Oligonukleotide

Diefir PCR und Sequenzierungen eingesetzten Oligonukleotide wurden bei Roth erworben.

2.4.2.1 Sequenzspezifische Primer

Bezeichnung Position Sequenz (5 —» 3) Smp.[°C]

[bp] (2°+4°C)
H 18f 1- 18 GGCGCCGGGATTGGGAGG 64,0°C
H  5f 6- 24 CGGGATTGGGAGGGCTTCT 62,0°C
H 1f 21- 39 TCTTGCAGGCTGCTGGGEC 60, 0°C
H 20f 25- 42 TGCAGGCTGCTGGGCTGG 62,0°C
H- 16f 68- 86 GCGGGGCACT GGGAAGCG 64, 0°C
H 161 87- 68 GCGCTTCCCAGTGCCCCGC 68, 0°C
H  6f 97- 114 GCAGGCATCTCGGTCGT 60, 0°C
H-Int-1r 332- 315 GGCGGAAGGGCTCCAGCA 62,0°C
H I nt - 1f 333- 352 GCGGTGTCATGGAGAAACTC 62,0°C
H- Racll-Int-1Ir 476- 454 ACAAAGGCAAATAGTTGATATCG 62,0°C
H Racll-Int-11f A77- 497 TCAGGTGTTCTCTCAAAAATTG 60, 0°C
H Racl | - 1f 548- 568 GCTGGTGGTGGCCTTATGTGT 66, 0°C
H Racl | - 1r 568- 548 ACACATAAGGCCACCACCAGC 66, 0°C
H Racl | - 2f 597- 617 ACCGCACACGCACTGACAAGG 68, 0°C
H Racl | - 2r 617- 597 CCTTGTCAGTGCGTGTGCGGT 68,0°C
HRacll-Int-111rl1 640- 619 CATATCTGCATCAATGACCTGA 62,0°C
H Racll-Int-111r2 640- 619 CATATTTGCGTCAATGACCTGA 62,0°C
H Racll-Int-111f 641- 663 GTGGAAGGAACAGCATATTTAAG 64, 0°C
H Racl | -1 nt-1Vr 827- 817 CTTTGATCAGCAGCTCGTAGA 62,0°C
H- | nt - 4f 828- 848 GACTTGGACTAAAGTCTGATG 60, 0°C
H Racl | - Stop- 1f  1215- 1237 ATAAGGTAAAAGCTAGTCTCTAA 60, 0°C
H Racl | - Stop-1r  1237-1215 TTAGAGACTAGCTTTTACCTTAT 60, 0°C
H Racl | - Stop-2r  1257-1238 TTGAGCCGTGGGCCTGGAAG 66, 0°C
H Racl | - Stop-3f  1980- 2002 GTTCTGGATCTTATACCCAACAC 66, 0°C
H Racl | - Stop-3r  2041-2021 TTGGGGGGTCCTGAGATCTTT 64,0°C

2.4.2.2 Vektorspezifische Primer

Bezeichnung Position Sequenz (5't3') Smp.[°C]

[bp] (2°+4°C)
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG 56, 0°C
T7 GTAATACGACT CACTATAGGGC 64,0°C
ML3f ( - 20) GTAAAACGACGGCCAGT 52,0°C
ML3r ev GGAAACAGCTATGACCATG 56, 0°C
AP 1 Anker 1  CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC 80, 0°C
AP 2 Anker 2  ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC 74,0°C
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2.4.3 Klonierung mit TA Cloning Kit (I nvitrogen)
(Clark, 1988)

2.4.3.1 Ligation

Ansaiz: 1 ul PCR-Produkt, gereinigt
1 pl 10x Ligationspuffer
2 Ul Vektor C, PCR 2.1 (25ug/ul)
1l T,-DNA-Ligase, (4 U/ul)
5ul H,O

Das PCR-Produkt wird 4-18 h ba 14°C ligiert und danach kurzfristig auf Eis gestdlt. Das nicht
bendtigte Ligationsprodukt kann bel —20°C gelagert werden.

2.4.3.2 Transformation

Ansaz. 1 Vid kompetente Zdllen, 2 ul 0,5 M 3Mercaptoethanal, 2 ul Ligationsrkt. ~ 0°C,
+ 450 ul SOC (RT) beil RT

Jewells en Vid kompetente Zdlen (Invitrogen) oder 100 ul Zdlsuspension kompetenter E.coli
(2.3.4) werden in enem Eppendorf-Reaktionsgefald mit 2 pl Mercgptoethanol vorschtig gemischt,
mit 2ul der zu trandformierenden Plasmid-Losung versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Der
Transformationsansatz wird dann fir 30 Sekunden auf 42°C erhitzt (Hitzeschock) und anschlief3end
2 min auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von 450 ul SOC-Medium wird fir eine Stunde bei 37°C bel
225 rpm inkubiert. Je 50 - 200 ul Bakteriensupension werden zur Sdlektion auf LB/Amp-Platten
(mit 40 pl x-Gd (40 mg/ml) zur Farbselektion) ausgestrichen und ca. 18 Stunden bel 37°C inkubiert,
bis die Bildung von Bakterienkolonien zu erkennen is. Die Platten werden zur deutlicheren
Farbentwicklung 1-2 h bel 4°C gelagert. & 10 postive (weil}e) Klone werden gepickt und in
LB/Amp-Medium bel 37°C wachsen gelassen (2.3.3).
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Abb. 2-3: Schematische Darstellung des pCR 2.1 Vektors (Invitrogen).

2.4.4 Praparation genomischer DNA

Lysepuffer: 155 mM NH,CI, 10 mM KHCOs, 0,1 mM EDTA
Chelex®100 Resin, 100-200 mesh (BIORAD)

1 ml Leukozytenkonzentrat (human) wird 2x mit 10 ml PBS gewaschen (5 min, 2000 rpm), in 10 ml
Lysepuffer resuspendiert und 10 min auf Eis stehen gelassen. Nach Zentrifugation bet 2000 rpm wird
der Uberstand abgesaugt, das Pellet in 500 pl ddH,O aufgenommen und 20 min bei 95°C erhitzt.
Nach kré&ftigem Schitteln werden 200 pl Chelex zugegeben und 20 min bel RT rotiert, anschlielend
wird nochmds fir 10 min auf 95°C erhitzt. Nach 5min bel 14000 rpm werden 500 pl des
Uberstands in ein neues Eppendorf-Gef &l transferiert und kénnen dann bei -20°C gelagert werden.
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2.4.5 Préparation von PAC-DNA

Alkalische Lyse mit Phenolextraktion

Losungl: 135 ul Glucose (20 %) Losung2: 120pul 10 M NaOH
75 pl 1M Trig/Cl, pH 8.0 751 SDS (20 %)
6,0 ul 05M EDTA 558,0u dd H,O
273,0 pl dd H,O
1,5 mg Lysozym Losung3: 3 M KOAc, pH 4.8

Von 3 ml @ner E.coli-Ubernachtkultur (LB/Kan, 37°C, 200 rpm) werden 0,5 ml in 15 ml LB/Kan-
Medium verdinnt und mit 1 mM IPTG (low copy - high copy) induziert (37°C, 200 rpm, 4h).
Nach Zentrifugation (4000 rpm, 15 min) wird das Bakterienpdlet zur Lyse in 250 ml Lsg. 1
resuspendiert und in Eppendorfcups Uberfuhrt. Fur die Denaurierung wird mit 500 ul Lsg. 2
vorschtig invertiert und danach mit 375 pl Lsg. 3 neutrdisiert. Das Zelpdlet wird 15 min bel 13000
rpm abzentrifugiert und das Lysat in ein neues Eppendorfcup Uberfihrt. Fir die Phenolextraktion
wird mit %2 VVol. Phenol-Chloroform kréftig geschiittelt, 10 min bei 13000 rpm abzentrifugiert und die
Oberphase anschlief3end zur Entfernung von Phenolresten mit %2 Vol. Chloroform ausgeschiittelt.
Nach erneuter Zentrifugation (13000 rpm, 10 min) wird der Uberstand mit 1 Vol. Isopropanol
versetzt, 2 min bei RT stehen gelassen und 10 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand
wird abgesaugt und das Pellet noch zweima mit je 100 pl 70 % und 95 % EtOH gewaschen. Die
DNA wird dann in 50 ml TE-Puffer aufgenommen, mit 1l RNase (10 mg/ml) versetzt und zur
besseren Resuspendierung 15 min bel 68°C geldst. Die PAC-DNA kann bel 4°C gelagert werden.

2.4.6 Plasmidpraparation

2.4.6.1 Plasmid-Minipr&paration

(Sambrook, 1989)
STET-Puffer: 0,1 M NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 5 % Triton X-100

1-2m ener UNK in LB-Medium werden in ein Eppendorf-Resktionsgefal tberfuhrt und
abzentrifugiert (2 min, 14000 rpm). Das ZdIsediment wird in 350 ul STET-Puffer resuspendiert und
mit 25 pl Lysozym (10 mg/ml) zum Zdlaufschlufd versetzt (10x invertieren).
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Proteine und genomische DNA werden durch 40°* Erhitzen bel 100°C, kurzem AbkUhlen auf Eis
und anschliefendem Abzentrifugieren (5 min, 14000 rpm) abgetrennt. 350 pl Uberstand werden in
ein neues Eppendorf-Reaktionsgefdl3 tberfiihrt und mit 400 ul Isopropanol und 30yl 2,5 M
NaOAc, pH 5.0 vermischt. Nach Zentrifugieren (14000 rpm, 10 min) wird der Uberstand
dekantiert und das Pdllet mit 300 ul 70 %-igem Ethanol gewaschen. Anschliel}end wird zentrifugiert
(24000 rpm, 10 min), das DNA-Pdlet nach Trocknen in 30 ul ddH,O gdost und evtl. mit 1 ul
RNase-L 6sung (10 mg/ml) fir mindestens 15 min ba 37°C inkubiert.

2.4.6.2 Plasmidprgparation mit Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit

(BIORAD)

(Ausubdl, 1987)
(1) Je 2 ml Bakteriensuspenson werden in 2,0 ml Eppendorffgefde Gberfuhrt, 30“ mit 14000 rpm
zentrifugiert und das Pdllet in 200 pl Resuspensongpuffer aufgenommen.
(2) Nach der Lyserung der Zdlen mit 250 pl Lysepuffer und der Zugabe von 250 ul
Neutrdisationspuffer (vorschtig schiitteln) wird 5 min mit 14000 rpm zentrifugiert.
(3) AnschlieRend wird der Uberstand mit 200 pl Gelsuspension versetzt, auf BIORAD-Saulchen
aufgetragen und die DNA durch Zentrifugation (30'‘, 14000 rpm) an die Gelmatrix gebunden. Das
Eluat wird verworfen, die Saulchen werden noch zweima mit 500 pul Waschlésung gewaschen und
danach in neue Eppendorffgefaie Gberfhrt.
(4) Zur Plasmiddution werden die Saulchen 30° mit 50-100 pl ddH,O stehengeassen und im
Anschlul? daran 2 min mit 14000 rpm zentrifugiert.

2.4.6.3 Plasmidpr éapar ation mit Qiaprep Spin Plasmid Kit (QlAgen)

(1) Das Pdlet von 1-5 ml UNK von E.coli in LB-Medium wird in 250 pl Resuspensionspuffer P1
mit RNase A aufgenommen und in 2,0 ml Eppendorffgefée Uberfiihrt.

(2) Der Lyse der Zdlen mit 250 pl Lysepuffer P2 (5x invertieren) folgt die Neutralisation mit 250 pl
Neutrdisationspuffer N3 (5x invertieren), danach wird 10 min mit 14000 rpm zentrifugiert.

(3) Anschliellend wird der Uberstand auf QI Aprep spin columns aufgetragen und die DNA an die
Silika-Gelmatrix gebunden (14000 rpm, 60°°).
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(4) Das Eluat wird verworfen und die Sdulchen werden zuerst mit 500 pl Puffer PB und danach mit
750 ul Puffer PE gewaschen.

(5) Zur Plasmidd ution werden die Saulchen in neue Eppendorffgefée Uberfihrt, 1 min mit 30-50 pl
ddH,O stehengdassen und im Anschlufd daran 2 min mit 14000 rpm zentrifugiert.

2.4.7 Reinigung, Fallung und Trocknung von DNA

* Auddlung von Nukleinsauren

Die DNA-L6sung wird mit /10 Vol. 2 M NaOAc pH 5.5 (Sdzkonzentration von ca. 0,2 M) und
mit 2,5 Vol. EtOH gemischt und bis zur vollsténdigen Falung der DNA fur 30 min auf Eis gestelt.
Nach Zentrifugieren (15 min, 20000 g) wird das Pdlet mit einer gesigneten Menge 70 %-igem
Ethanol gewaschen und kurz be 37°C getrocknet. Die DNA solite hierbe nicht vollstandig
eintrocknen. Anschlief?end wird die DNA in einem geaigneten Puffer (TE-Puffer oder in ddH,O)
gelod.

Zur Entfernung von Nukleotiden oder kurzer sSDNA wird die Salzkonzentration mit 4 M NH,OAc
auf 2 M eingesteIt und die DNA, wie oben beschrieben, gefdlt.

2.4.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

(Warburg, 1941)
Stehen grolere DNA-Mengen zur Verflgung, so kann die Konzentrationsbestimmung der
Nukleinsduren spektraphotometrisch durch Aufnahme enes Absorptionsspektrums  (Kontron
Uvikon 930 Spektrophotometer) bei 240 - 320 nm erfolgen. Bel einer Extinktion von 1 bei 258 nm
und einer Schichtdicke von 1 cm ergeben sich folgende Nukleinsaurekonzentrationen:

Nuklensauren: Konzentration
dsDNA 50 pg/mi
ssDNA 33 pgml
Oligonukleotide 20 pg/ml

Die Konzentration der DNA kann darlber hinaus auch Uber eine anaytische Agarose
Gele ektrophorese bestimmt werden:
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Bel DNA-Mengen unter 200 ng ist die durch Ethidiumbromid verursachte Fluoreszenz der DNA-
Banden direkt proportiond zur Menge an DNA. Ein Vergleich der geférbten, fluoreszierenden
Banden mit einem Standard bekannter Konzentration 1&% auf die aufgetragene Menge an DNA
schlielen.

2.4.9 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Ansaz. 2yl dsDNA (1-10 pg)
+ 1 pl Restriktionsenzym (1-10 U)*
+ 1yl (10x) Restriktionspuffer
+ 6 ul H,O
-1 h bel 37°C unter Schiitteln inkubieren.

Fur die Spdtung von dsDNA mit Redtriktionsendonukleasen werden die von den Hergtellern
empfohlenen Reaktionsbedingungen und die mitgelieferten 10-fachen Resktionspuffer verwendet.
Andytische Spatungen mit 100 - 500ug DNA werden ba 37°C fir 1h mit 1 - 10 U
Redtriktionsendonukleasen durchgeftinrt. Die Vollsténdigkeit der Spatung wird durch Agarose-
Gelelektrophorese elnes geaigneten Aliquots Uberprft.

2.4.10 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

(Rickwood, 1984)
Laufpuffer: 0,5 x TBE-Puffer
EtBr: 5 mg/ml

Agarose-Gd: 0,7 - 2% Agarosein 0,5x TBE mit 0,5 pg/ml

Die Agarosekonzentration des Gels richtet sich nach der Grofie der aufzutrennenden DNA-
Fragmente (Tab. 2-6). Bel préparativen DNA-Agarose-Gelen wird nach der Elektrophorese die
entsprechende Bande unter UV-Licht ausgeschnitten und die DNA im Anschlufl3 aus dem von

Uberfliissiger Agarose befreiten Gelstlick duiert.

! 1U Redtriktionsendonuclease kann 1ug DNA in 1 h spalten.
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Groleder linearen DNA [kbp] Agar ose-K onzentration [%]
5,0 — 60 0,3
1,0-20 0,6
0,8—10 0,7
04-7,0 1,0
0,2-4,0 15
01-30 2,0

Tab. 2-6: DNA-Agar ose-Gel el ekirophorese.

Die Agarose wird mit Laufpuffer aufgekocht und im Wéarmeschrank bel 50°C gelagert. Vor der
Verwendung wird die Agarose mit /1000 Vol. EtBr (Endkonzentration 0,5 pug/ml) versetzt und in
einen horizontalen Gelschlitten mit entorechendem Gelkamm gegossen. Die Proben werden vor dem
Auftragen mit 1/6 Val. 6x Gd loading solution (Sigma) vermischt. Die Auftrennung der DNA erfolgt
in ener mit Laufpuffer geflillten Elektrophoresekammer ba maxima 100 V. Die negativ geladenen
DNA-Fragmente laufen unter der angelegten Spannung (3 V/cm) zur Anode und werden dabel
durch die groRenabhéngige Laufgeschwindigkeit aufgetrennt. Die DNA wird aufgrund des
eingelagerten EtBr unter UV-Licht schtbar und kann fotografiert werden. Die Zuordnung der
verschiedenen Banden erfolgt durch Vergleich mit DNA-Fragmenten bekannter Grole.

2.4.10.1 DNA-GrofRRenstandards

Folgende DNA-Molekulargewichtsmarker von MBI Fermentas wurden verwendet:
HMS: 1-Phagen-DNA/EcoRI mit Hindlll geschnitten (0,5 mg DNA/mI)
LMS: pBr322-Plasmid-DNA Alul geschnitten (0,5 mg DNA/mI)

DNA-Leiter: Gene Ruler 100 bp DNA Ladder (0,5 mg DNA/ml)
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HMS[bp] LMS[bp] DNA-Léiter[bp]
21226 910 1000

5148/4973  656/643 900
4268 521 800
3530 403 700

2027/1904 281/257/226 600
1584 100/90/63 500
1375 57/49/46 400
947 300
831 200
564 100
125 80

Tab. 2-7: DNA-Gro6Renstandards.

2.4.10.2 Elution von DNA aus Agar ose-Gelen

Fur die Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde das System Qiaquick Gel
Extraction Kit (QIAgen) eingesetzt. Das Verfahren beruht auf der Bindung von DNA an Silicagd-
Partikd und Reinigung diessr Komplexe mit ethanolischer Lésung, die Elution erfolgt durch einen
geeigneten Puffer (z.B. TE-Puffer). Um das gewiinschte DNA-Fragment zu isolieren, wird das aus
einem prgparativen Agarose-Gel (2.4.10) ausgeschnittene Gelstiick mit 3 Vol. QG-Puffer bel 50°C
aufgel6gt (ca 10 min). Die DNA wird mit 1 Vol. Isopropanol gefdlt und durch Zentrifugation von 1
min be 14000 rpm an QIAquick spin columns gebunden. Zur Entfernung von Agarose und Salzen
wird mit 500 pl QG-Puffer und 750 pl PE-Puffer gewaschen. Die Elution der DNA erfolgt mit 30 —
50 pl dd HO und kann dann ohne weitere Reinigungsschritte direkt fir weitere Klonierungen

verwendet werden.
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2.4.11 Polymerase K ettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

(Innis, 1990)
Thermozykler: Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400

10x PCR-Puffer: 100 mM Tris- HCI, pH 9.0, 500 mM KCl, 15 mM MgCl,
1 % Triton X-100, 2 mg/ml BSA

PCR-Ansatz: 3,0 ul 10x PCR-Puffer
2,0 ul 5 Primer (10 uM)
2,0 ul 3 Primer (10 uM)
4,0 ul dNTPs (2 mM)
1,0ul DNA-Template (10 ugiml)
17,8 ul ddH,O
0,2 ul  Tag-Polymerase/Pfu-Polymerase (4 U/ul) (Sigma)

De PCR-Ansatz wird in einem 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdd zusammengegeben und nach
folgendem Programm im Thermozykler inkubiert. Zusitzliche Variationen von Temperatur und Zeit,
der Zyklenzahl bzw. dem Einsatz von nested PCR, bel der die PC-Resktionen so angesetzt sind,
dal? die Primer ineinander verschachtelt snd oder touch down PCR, innerhalb der die Temperatur
wahrend der Resktion abfdlt, werden jewells gesondert aufgefunrt.

PCR-Programm

Denaurierung: 94°C, 5min
Schmelzen: 94°C, 40 sec
Anneding; X°C?, 40-60 sec
Elongation: 72°C, 1-3min
Zyklenzahl: 32

Nach Ablauf des PCR-Programms wird ein Tell des Reaktionsansatzes mit 1/5 Vol. 6x Stopp-
Puffer versetzt und zur Analyse auf eéinem DNA-Agarose-Gel (2.4.10) aufgetrennt.

2 gpez. Annedling-Temperatur, s. 2.4.2
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2.4.12 Automatisierte DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von Herrn Wolfgang Hédelt an einem DNA-Sequenzer der Firma
Applied Biosystems (Modell 373A) nach Angaben des Herstellers und von SEQLAB (Sequence
L aboratories, Gottingen), durchgeftirt.

Die Didesoxy-Sequenzierung nach Sanger beruht auf dem basenspezifischen Abbruch der DNA-
Kettenverlangerung durch den dtatistischen Einbau von Farbstoff beladenen ddNTPs in die von den
Primern her anwachsende Kette.

Es werden hierzu vier voneinander unabhdngige Resktionen durchgefiihrt, die neben gleichem
Template, Primer und dNTPs jewells verschiedene kettenabbrechende ddNTPs enthaten. Durch
den datistischen Einbau der ddNTPs in die sch verléngernden Fragmente kommt es zu einem
Kettenabbruch. Nach Abschlul® der Polymerase-Reaktion werden die Produkte vereinigt, nach
Fdlung mit Ethanol in Formamid / 50 mM EDTA, pH 8.0 (5:1) aufgenommen und anschliel3end auf
einem 7 %-igem Polyacrylamid-Gel eektrophoretisch aufgetrennt. Die einzelnen DNA-Fragmente
kénnen aufgrund ihrer unterschiedlichen Fluoreszenz im Argon-Laserstrahl detektiert werden. Unter
Berlickschtigung der Molekulargewichte der jeweligen Fragmente kann schlieldich ihre
Basensequenz bestimmt werden.

2.4.13 #P-Markierung von DNA

(Sambrook, 1989)

DNA-Stiicke gesigneter Grole (150-300 bp) wurden mit dem Prime-It® RmT Random Primer
Labding Kit (Stratagene) mit [¢-32P]dCTP nach Angaben des Herstellers markiert.

25 - 50 ng DNA werden im Resktionsgefdl3 mit ddH,O auf ein Endvolumen von 42 ul gelost. Der
Reaktionsansatz wird 5 min auf 100°C erhitzt und anschliel¥end kurz abzentrifugiert. Nach Zugabe
von 5l ja-32P]dCTP (3000 Ci/mmol) und 3ml Magenta DNA Polymerase (4 U/ul) wird der
Ansatz 10 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wird anschlief?end mit 2ml Stopp-Mix (0,5 M
EDTA, pH 8.0) abgestoppt und die spezifische Aktivitét der DNA-Probe wie folgt bestimmit.
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(LCi) (2,2 % 10°) (P) S\ = Spezifische Aktivitét [dpm/ug]

S = . . Ci = Summe de radioaktiv
Mi+ [(13x 10°) (P) (uCi/ S)] " markierten Nukleotide im

Reaktionsansatz [UCi]

P = Vehdtnis der aufgenommenen radioaktiv markierten Nukleotide in der DNA-Probe (cpm
des gewaschenen Whatman DE81 Filter/ cpm des ungewaschenen Whatman DESL Filter)

M; =  engesetzte DNA-Menge [ng]
S = spezfische Aktivitét der markierten DNA-Probe [Ci/mmol]

2.4.14 Northern Blot

(Sambrook, 1989)

Der Northern Blot wurde mittels des Human Multiple Tissue Northern (MTN™) Blot (Clontech)
nach Angaben des Herstellers durchgeftinrt.

Der Northern MTN Plot enthdlt pro Spur je 2 g poly A'RNA aus acht verschiedenen
menschlichen Geweben (Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere, Pankress). Als
Hybridiserungsorobe wurde ein [a-2P] markiertes Oligonukleotid, wie in Abschnitt 2.4.13
beschrieben, eingesetzt.
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