Material und Methoden

Tab.2: Ubersicht uiber die in RT, PCR, nested-PCR und zur Sequenzierung verwendeten Primer

Primer/ Sequenz annealing | Gen-
Vektorsystem Temperatur | Position
pBAD /glll

gllI/IFNg-A AT AGC ACCATGGGACAGGCTGCTTTCTTT AAAG 51 8°C 64 - 82
glll/IFNg-B GAATTC TAG AGA CTG AAG AGC ACGACG ACCA ’ 478 - 498
gll/IL-4A AT AGC ACC ATG GGATGC ATATAC GACATCA 49 5°C 73 -88
glll/IL-4B CGTTCTAGACACTTGGAGTATTTCTCT ’ 393-411
GM/Ncol TG TCG TCC ATG GGA CCC GCA CCC ACC CGC CAA 57 5°C 49 - 66
GM/Xbal ATATTC TAGAGCCTTCTGGGC TGG TTC CCA ’ 415 - 432
pPGEM-T Easy

GM3v ATG TGG CTT CAG AACCTGCTT 57 4°C 1-21
GM4r CTTCTG GGC TGG TTC CCA GCA ’ 412 - 432
eqGMv TGAACAACAGTAGTGACACTGCTGC 53 5°C 128 - 152
eqGMr TTG TACAGC TTC AGG CGAGTC TG , 217 - 239
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Primer/ Sequenz annealing | Gen-
Vektorsystem Temperatur | Position
BCMGSneo

GM-J3Vv G CTC GAGACAATG TGG CTT CAGAACCTGCTT 57 4°C 1-21
GM-JH4R GCGGCCGCTAGTGATGGTGATGGTGATGCTTCTGGGCTGGTTCCCA , 412 - 432
IL-4/3V G CTC GAG ACAATG GGT CTC ACCTAC CAACTG 51 5°C 1-21
IL-4/JR GCGGCCGCTAACACTTGGAGTATTTCTC ’ 401 - 411
IFNg-JV G CTC GAG ACA ATG AAT TAT ACAAGT TTT ATC 48.8°C 1-21
IFNg-JR GCGGCCGCTATTG CAACGCTCT CCG GCCTCG ’ 478 - 498
pcDNAG6/V5

IL-4V6vor AT ACG TCT TAA GCC ATG GGT CTC ACC TAC CAACTG 51 5°C 1-21
glll/IL-4B CGTTCTAGACACTTGGAGTATTTCTCT ’ 393 -411
IFNgV6vor AT ACG TCT TAA GCC ATG AAT TAT ACAAGTTTT ATC 48 8°C 1-21
IFNgV6r GAAT TCTAGATTG CAACGC TCT CCG GCC TCG ’ 478 - 498
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Primer/ Sequenz annealing | Gen-

Vektorsystem Temperatur | Position

pPAMKs

GM-P3V TTCCATGGCTTGG CTT CAGAACCTGCTT 1-21

GM-PH4R AAGGATCCTAGAGCTCATCTTTCTCAGAGTGATGGTGATGGTGATGCT S7,4°C 412 - 432
TCTGGGCTGGTTCCCA

IL-4PV TTCC ATG GGT CTC ACCTACCAACTG 1-21

IL4-PHR TTGGATCCTAGAGCTCATCTTTCTCAGAGTGATGGTGATGGTGATGA 51,5°C 401 - 411
CACTTGGAGTATTTCTC

IFNg-PV TTCC ATG GCT AAT TAT ACAAGT TTT ATC 1-21

IFNg-PHR TTGGATCCTAGAGCTCATCTTTCTCAGAGTGATGGTGATGGTGATGTT 48,8°C 478 - 498
GCAACGCTCTCCGGCC

pPIC9K

Hefe4d-A CTCTCC ATGGGT CTC ACCTAC CAACTG 50.4°C 1-21

Hefe4-B CTCTCTCTGC GGCCGCACACTTGGAGTATTITCTCT 393 -411

Hefeg-A CTC TCC ATG GAT TAT ACAAGT TTT ATC 48.8°C 1-21

Hefeg-B CTCTCTC TGC GGC CGC TTG CAACGC TCT CCG GCC TCG 478 - 498

HefeGM-A CTCTCC ATGGGGCTT CAGAACCTGCTT 58°C 1-21

HefeGM-B CTCTCTC TGC GGC CGCCTT CTG GGC TGG TTC CCA GCA 412 - 432
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Primer/ Sequenz ™m Gen-
Vektorsystem Position
RT und
RACE RT
T 25V ITTTTTTTITTTITTTITTITTTITTTITTV
RACE RTIII AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTT]

TTTTTVN
RACE und
PCR
UPML CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT 74,0°C
UPMS CTAATACGACTCACT ATAGGG C 45,1°C
NUP AAG CAG TGG TAA CAACGC AGAGT 54,8°C
GM-Rv1 ATG CCC GCA CCC ACC CGC CAACCCAG 74,3°C 46 - 71
GM-Rrl GCAGGC ATG TCAGCT CCT CGG CG 69,6°C 195 - 217
GM-Rv2 GAC GCCGAGGAGCTGACATGCCTGC 71,2°C 193 - 217
GM-Rr2 AGG GCT GGG TTG GCG GGT GGG TGC 73,0°C 52 -75
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Primer/ Sequenz annealing | Gen-
Vektorsystem Temperatur | Position
Nachweis-

primer

CDlav ATC TCC GAATGG TGG AAG TAA GG 54°C intern*
CDlar TTT GGG TGG AAG CCA GAAGTG

IL-1bv CAG CGG CAATGAGAATGACC 56.8°C 42 - 61
IL-1br GGACAG CACCAGGGATTTATGG 387 - 408
GM-PCRv2 TGG AAACTT CCT GTG CAA CCC 51.3°C 326 - 346
GM-PCRr2 TGG TTC CCAGCAGTC AAACG 404 - 423
GM-PCRv1 GCATGT GGATGC CATC AAG G 59,4°C 93 -112
IL-4/PCRv2 ACC TCA AGG GCATGG CAAAC 51.3°C 296 - 315
IL-4/PCRr2 GTCTTTCAATGTGCTCTT CTT GGC 340 - 363
IL-4/PCRv1 GGG TCT CACCTACCAACT GAT TCC 64,4°C 3-26
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Primer/ Sequenz

Vektorsystem

Sequenzier-

Primer

T7 TAA TAC GAC TCACTATAG GG
PSS-3 AGA GAG AGA TAG ATT TGT AGA
PSS-5 ATC CTT CGC AAGACC CTT CCT
Pln CTCTGC TAACCATGT TCATGC
pBAD ATG CCATAG CATTTT TAT CC

Die fett hervorgehobenen Buchstaben kennzeichnen die cDNA (codierender Bereich) des Zytokines, ,r“, ,R“ oder ,B, weist auf die
Leserichtung des Ruckwartsprimers hin. Die nichthervorgehobenen Buchstaben sind fir die Klonierung in die Expressionssysteme
von Bedeutung. Tm = Schmelztemperatur des Primers, bzw fur die PCR-Reaktion; Gen-Position = Position des Primers im
codierenden Bereich der Zytokinsequenz; V = variabel A, C oder G; N = variabel A, C, G oder T.

* Sequenzen noch nicht veroéffentlicht, Primerbindung liegt intern im codierenden Bereich.
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