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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Funktionelle RNA-Spezies in Saugetieren

In einer typischen Saugetierzelle sind bezogen auf das Gesamtgewicht etwa 18 % Proteine,
1.1 % RNA, 0.25 % DNA und ungefdhr 70 % Wasser enthalten. Anorganische lonen,
kleine Metabolite, Lipide und Polysaccharide, die jeweils 2-3 % ausmachen, bringen das
Gesamtgewicht auf 100 % (Alberts, et al., 1995). Die RNA-Transkripte im Cytoplasma
sind funktionell as Messenger-RNA (mRNA), Transfer-RNA (tRNA) und ribosomale
RNA (rRNA) in Ribosomen an der Proteinbiosynthese beteiligt. Diese RNA-Spezies
werden im Zellkern als Vorlauferstufen (Lewin, 1975; Dreyfuss et al., 1993) von der DNA
durch drei verschiedene RNA-Polymerasen transkribiert. Zur Reifung und Prozessierung
dieser Vorlaufer ist der Zellkern mit einer Vielzahl von kleinen, nuclearen und nucleolaren
RNASs, den sog snRNAs und snoRNAs ausgestattet (Lodish et al., 2000), die in der Tabelle
1 nicht berticksichtigt wurden.

Eine quantitative Isolierung und Auftrennung der zellularen Gesamt-RNA-Population

ergibt folgende Zusammensetzung (Darling und Brickel, 1996):

Tabelle 1: Verteilung der verschiedenen RNA-Spezies einer Zelle

Nucledre mRNA-Vorlaufer 6 %
Nucleédre rRNA-Vorlaufer 4%
Nucleéare tRNA-Vorlaufer 1%
Cytoplasmatische rRNA 71 %
Cytoplasmatische tRNA 15 %
Cytoplasmatische mRNA 3%

Die Prozentangabe bezieht sich auf den Anteil an der Gesamt-RNA.

1.1.1 Cytoplasmatische mRNA-Populationen
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Die RNA-Polymerase 1l initiert die RNA-Synthese an verschiedenen Startstellen mit
unterschiedlicher Effizienz, so dald einige Gene sehr oft und andere weniger haufig
abgelesen werden. Mit Hilfe von Reassoziationsanalysen kann man die Komplexitét einer
MRNA Population messen (Lewin, 2000). Durch Séttigungsanalysen wird typischerweise
~ 1% der DNA as Matrize fir mRNA identifiziert. Kinetische Hybridisierungsanalysen
ergeben mehrere mMRNA-Komponenten in eukaryotischen Zellen, die unterschiedlich
schnell hybridisieren (Hastie und Bishop, 1976). Die Tabelle 2 zeigt die Unterteilung der
MRNAs in drel diskrete Haufigkeitsklassen. Diese Einteilung ist etwas willkurlich, daesin
vielen Zellen eine kontinuierliche, breitere Verteilung der Haufigkeiten gibt. Normaler-
weise werden in jeder Zelle 10.000 bis 20.000 unterschiedliche mRNA-Spezies
beobachtet, von denen die meisten recht selten (5 bis 15 Molekile pro Zelle) sind (Alberts
et al., 1995).

Tabelle 2: Zusammensetzung der mRNA-Population in einer typischen Saugetierzelle

Kopien jeder mRNA | Anzahl der verschiedenen | Gesamtzahl der
Sequenz pro Zelle -|mRNA-Sequenzen in | MRNA-Molekiile
jeder Klasse jeder Klasse

1. Haufigste Klasse 12.000 4 48.000

2. Mittlere Klasse 300 500 150.000

3. Seltene Klasse 15 11.000 165.000

Der hier behandelte Zelltyp enthalt ungefahr 360.000 mRNA-Molekiile im Cytoplasma.

Spezidisierte Zellen, z.B. im Huhner-Ovidukt, besitzen etwa 100.000 Kopien von
Ovalbumin-mRNA in der haufigsten mRNA-Klasse, je 4000 Kopien von 7-8 mMRNAS in
der mittleren Klasse, aber nur ~ 5 Kopien von jeder der 12.000 mRNA-Spezies in der
seltenen, dritten Klasse. Im allgemeinen besteht die haufigste mMRNA-Klasse aus wenigen
verschiedenen mRNAS, die in bis zu 12.000 Kopien pro Zelle vorkommen. Sie stellen die
grofite mRNA-Menge einer Zelle und kénnen im Extremfall wie z.B. bel der Ovalbumin-
MRNA bis zu 50 % der gesamten mRNA ausmachen (Lewin, 2000).

Viele somatische Gewebe von héheren Eukaryonten exprimieren 10.000 bis 20.000 Gene
(Davidson, 1986; Brookfield, 2000; Ewing und Green, 2000; Penninsi, 2000). Wieviel
Uberlappung gibt es zwischen den exprimierten Genen verschiedener Gewebe? Wie viele
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dieser Gene in den Geweben sind identisch? Wieviele sind spezifisch fur das entsprechen-
de Gewebe?

Die Anzahl der exprimierten Gene in der HUhnerleber liegt bel ~11.000-17.000 verglichen
mit ~13.000-15000 im Ovidukt. Ein Vergleich von verschiedenen Geweben zeigt z.B., dal3
~75 % der Sequenzen, die bei den Hihnern in der Leber und im Ovidukt exprimiert
werden, identisch sind, d.h. ~12.000 Gene werden in beiden Geweben exprimiert, ~5000
zusétzliche Sequenzen gibt es nur in der Leber und ~3000 zusétzliche Gene werden nur im
Ovidukt exprimiert. Die seltene MRNA-Klasse tberlappt in diesen beiden Geweben sehr
stark. Bel Médusen sind in der Leber und der Niere etwa 90 % der seltenen mRNA-Klasse
identisch, so dal3 zwischen beiden Geweben nur eine Differenz von 1000-2000 mRNA-
Genen besteht. Aus verschiedenen, éhnlichen Vergleichen geht hervor, dal3 nur ~10 % der
MRNA Sequenzen in einer Zelle fur diese Zelle einzigartig und spezifisch sind. Die grofdte
Anzahl von Sequenzen ist vielen, vielleicht sogar allen Zelltypen gemeinsam. Dies deutet
daraufhin, dal3 ein gemeinsamer Satz von exprimierten Gen-Funktionen (etwa 10.000 in
Sdugetieren) existiert, der von alen Zellen benttigt wird. Manchma werden diese
Funktionen als konstitutive bzw. Housekeeping Aktivitdten bezeichnet. Im Gegensatz dazu
gibt es Aktivitdten, die mit spezialiserten Funktionen (wie z.B. Ovalbumin und Globin)
verbunden sind, die nur von bestimmten Zellen benétigt werden. Diese Gene werden als
L uxus-Gene bezeichnet (Lewin, 2000).

1.1.2 Stabilitat der mRNAs im Cytoplasma

Die polysomalen und nichtpolysomalen mRNAS existieren im Cytoplasma als Messenger
Ribonucleoprotein Komplexe (MRNP). Die Mehrzahl der Polysomen ist an das Cytoskel ett
gebunden (Lenk et al., 1977; Howe and Hershey, 1984). Es ist jedoch nicht gezeigt
worden, daf3 diese Bindung fur die Translation absolut notwendig ist. Die Lebensdauer, die
ein MRNA-Molekll in der Zelle besitzt, beeinflu3 die Proteinmenge, die nach seiner
Anweisung produziert wird. Sie unterscheidet sich je nach Nucleotidzusammensetzung und
Zelltyp betréchtlich. Die Poly(A)-Sequenz spielt eine wichtige Rolle fur die mRNA-
Stabilitét. Wird die Poly(A)-Sequenz enzymatisch entfernt, verliert die Globin-mRNA ihre
Trandationsfahigkeit in Xenopus Oozyten, well sie sehr rasch abgebaut wird (Huez et a,
1974; Marbaix et a., 1975). Das [3-Globin hat in erythroiden Zellen normaerweise eine
Lebensdauer von 20 Stunden. Etwa 50 % der mRNAs in Sdugetierzellen haben eine

Halbwertszeit von ~6 Stunden. Auf der anderen Seite gibt es MRNA-Spezies, wie z.B. die
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c-Fos- und c-Myc-mRNAs, die nur Halbwertszeiten von 10-20 Minuten besitzen (Decker
und Parker, 1994). Die kurzlebige Fos-spezifische mRNA und andere mRNAS, die sehr
frih nach Serumstimulation ruhender Zellen gebildet werden, zeichnen sich durch Adenin-
und Uracil-reiche Sequenzen in ihrem 3‘-Nichtcodierungsbereich aus (Sachs, 1993; Ross,
1996). Auffélig ist das Vorkommen eines AUUUA-Sequenzmotivs, das als
Destabilisierungselement aufgefaldt werden kann.

Diese unterschiedlichen Halbwertszeiten werden zum Teil von den Nucleotidsequenzen in
der mRNA festgelegt; meistens ist dafiir der Bereich der mRNA zwischen dem 3'-Ende
und dem Poly(A)-Schwanz, die sog. 3'-nichttrandatierte Region verantwortlich. Die
Abbaurate von mRNA ist ein wichtiger Prozefd zur Regulation der genetischen Aktivitét.
Die zugrunde liegenden Mechanismen werden erst in jungster Zeit intensiv erforscht
(Tollervey und Caceres, 2000; Mitchell und Tollervey, 2000).

c-Fos: GUUUUUAAUUUAUUUAUUAAGAUGGAUUCUCAGAUAUUUAUAUUUU
c-Sis: UUUCCUUUUAUUUUUUAAAUGUAAAAUUUAUUUAUUUCGUAUUUAA
c-Myc: UAAUUUUUUUUAUUUAAGUACAUUUUGCUUUUUAAAGUUGAUUUU
c-Myb: AUUUUUUAAAAAAAAUAAAAUGAUUUAUUUGUAUUUA

Besonderheiten in der 3“-Nichtcodierungsregion kurzlebiger mRNAs (Knippers, 1995).
Das Sequenzmotiv AUUUA stellt ein Destabilisierungselement dar.

Im allgemeinen werden Proteine mit hohen Syntheseraten, wie etwa das [3-Globin, von
MRNASs mit langer Lebensdauer trandatiert, wahrend solche mit niedriger Syntheserate
oder solche, deren Konzentration als Antwort auf ein Signal schnell angepaldt werden muf3,
von kurzlebigen mRNAS synthetisiert werden. Der Abbau von mRNAS beginnt fast immer
mit einer Verkirzung des Poly(A)-Endes, bevor die weitere Degradation erfolgt. Dieser
kann vom 3'-Ende, vom 5'-Ende oder von internen Schnittstellen ausgehen, je nach der
beteiligten mMRNA und nach der Lage der Destabilisierungselemente (Knippers, 1993,
Bousquet-Anatolli et al., 2000).

Wird die Proteinsynthese durch Verbindungen wie Cycloheximid blockiert, so kommt es
zu einer Beladung der mRNA mit Ribosomen und die mRNA bleibt stabil. Bisher hat man
nur in wenigen Falen RNA-Bindungsproteine, die bel der Regulation der mRNA-
Degradation beteiligt sind, nachweisen kénnen. Ein Beispiel fur diese Regulation stellt die
Expression der mRNA des Transferrin-Rezeptors dar. Die Transferrin-Rezeptor-mRNA ist
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bei Eisenmangel stabil, wird aber bei Eisentberschuld rasch abgebaut (Melefors und
Hentze, 1993). Die Regulation wird tber 5 hintereinanderliegende RNA-Doppelschleifen
in der 3'-Nichtcodierungsregion der Transferrin-Rezeptor-mRNA vermittelt. Diese RNA-
Sekundérstruktur wird as eisenempfindliches Element (IRE, iron response element)
bezeichnet. Ein IRE-Bindungsprotein bindet an diese Destabilisierungssequenzen und
blockiert dadurch den Abbau der Transferrin-Rezeptor-mRNA. Das Ergebnis ist eine
Zunahme an MRNA-Molekulen und eine vermehrte Synthese von Transferrin-Rezeptoren.
Ein weiteres, bekanntes Beispiel ist die unterschiedliche Stabilitdt der Histon-mRNAS in
verschiedenen Phasen des Zellzyklus (Schimperli, 1988). Die Menge an Histon-mRNA-
Molekilen nimmt mit dem Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus um den Faktor 30-50 zu
und sinkt rasch nach dem Ende der DNA-Replikation wieder ab. Die Halbwertszeit der
Histon-mRNA verlangert sich mit dem Eintritt in die S-Phase von etwa 10 min auf Uber
eine Stunde. Verfugbare Daten weisen daraufhin, dal3 mit der Beendigung der Replikation
eine Ribosomen-gebundene Nuclease aktiviert wird. Dieses Enzym greift das 3'-Ende der
MRNA an und leitet einen exonucleolytischen Abbau ein. Es wird angenommen, dal3 sich
Uberschiissiges Histon an die RNA-Schleife in der 3'-Nichtcodierungsregion bindet und
dadurch das Signal fur den Abbau ausl6st (Schimperli, 1988).

1.2 Isolierung und Reinigung von cytoplasmatischen RNAs

In der Nucleinsdureanalytik braucht man als Grundvoraussetzung fast aller experimenteller
Ansdize einwandfreie Préparationen von Nucleinsduren (Lottspeich und Zorbas, 1998).
Viele experimentelle Methoden sind zum Scheitern  verurteilt, wenn die
Ausgangsverbindungen nicht in einem sauberen und kontaminationsfreiem Zustand sind.
Als Kontaminationen kommen Nucleasen, Nucleinsauren anderer Art, Makromolekile
oder Salze, sowie Losungsmittel, z.B. Ethanol in Betracht (Farrell, 1993; Krieg, 1996). Die
Isolierung und Reinigung von Nucleinsduren muf3 daher sehr sorgféltig durchgefiihrt
werden.

Ebenso grol3 wie die Vielfalt der Nucleinsduren sind deren Extraktionsmethoden aus
verschiedenen Organismen. Hochmolekulare hnRNA muss unterschiedlich isoliert und
behandelt werden als kleine, einzelstrangige RNA-Molekile oder zirkulare Plasmide.
Auch der Ausgangsorganismus spielt eine grofl3e Rolle; Bakterienwande mussen anders
aufgeschlossen werden as die Zellwénde von Hefen oder die Zellmembranen von
Saugetierzellen (Sambrook et al., 1989).
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Das Arbeiten mit RNA erfordert eine sehr grof3e Sorgfalt, da RNasen auf3erst stabil sind,
keine Kofaktoren fur ihre Aktivitdt bendtigen und durch Autoklavieren nicht vollsténdig
inaktiviert werden. Zur Isolierung von RNA konnen daher nur hochreine, autoklavierte
Puffer verwendet werden. Vorhandene RNasen konnen auch durch Behandlung der
Losungen mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) inaktiviert werden, wobel es zur kovalenten
Modifikation von Histidinresten der RNasen kommt. Uberschiissiges DEPC muR aus den
Losungen vollstandig entfernt werden, da sonst die RNA durch Carboxyethylierung der
Adenine und seltener der Guanine modifiziert wird. In vielen Experimenten, die mit RNA
durchgefiihrt werden, kénnen RNase-Inhibitoren eingesetzt werden, die meistens nur einen
Teil der RNasen hemmen konnen.

Im Gegensatz zur DNA ist der grofite Tell der RNA im Cytoplasma lokalisiert. Die
cytoplasmatische RNA beststeht hauptséchlich aus ribosomaler RNA, Transfer-RNA und
zu einem geringen Antell aus Messenger-RNA (Tabelle 1). Fur viele Anwendungen, z.B.
Northern-Blot-Analyse (1.3.1), RT-PCR (1.3.4) oder Ribonuclease-Protektionsanaysen
(1.3.2), ist die Isolierung von cytoplasmatischer Gesamt-RNA meist ausreichend. Geringe
Verunreinigungen mit genomischer DNA konnen eliminiert werden. So werden z.B. RT-
PCR-Kontrollen ohne vorherige DNase-I-Behandlung der RNA durchgefiihrt. Ist die
anschliefende PCR positiv, d.h. treten aufer der erwarteten cDNA-Bande mehrere
zusétzliche DNA-Banden auf, so mul3 von einer Verunreinigung der RNA mit genomischer
DNA ausgegangen werden. Bei Verwendung von Primern, die Gber Exon/Intron-Grenzen
hinausgehen, kann aus der Grofe des PCR-Produktes auf eine DNA-Kontamination
zuriickgeschlossen werden. Gespleifte mRNASs ergeben kirzere RT-PCR-Produkte as
genomische DNA, die Intronsequenzen enthélt.

Untersucht man mRNAS, die nur in sehr geringer Konzentration exprimiert werden, muf3
sehr oft eine Anreicherung der zellularen mRNA-Fraktion durchgeftihrt werden. Die
Isolierung von RNA aus Geweben und kultivierten Zellen erfolgt durch Resuspension in
Guanidinium-1sothiocyanat-Puffer (Chomczynski und Sacchi, 1987), wobei die Zellen
sofort vollsténdig denaturiert und die Nucleasen inaktiviert werden (Chirgwin et a., 1979).
Eine hohe Konzentration an 3-Mercaptoethanol und der Zusatz spezieller Detergenzien im
Extraktionspuffer inhibieren die Degradation von RNA wahrend der Extraktion. Fast alle
cytoplasmatischen mMRNAS besitzen eine lange adeninreiche Region an ihrem 3'-Ende
(Lewin, 2000). Diese Poly(A)-Sequenz wird zur Isolierung der mRNA aus
cytoplasmatischer RNA ausgenutzt, wobei die RNA-LGsung Uber eine Oligo-dT-
Affinitétssaule aufgetrennt wird (Aviv und Leder, 1972).
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1.3 Strategien zur Quantifizierung von mRNA

Die molekulare Charakterisierung eines Gens schliefdt normalerweise die genaue Analyse
der zeitlichen und raumlichen Verteilung der Gen-Expression ein. Es gibt eine grof3e
Anzahl von Methoden fir die Detektion und Bestimmung der Haufigkeit von spezifischen
MRNAs in ener Gesamt-RNA- oder Poly(A)-Probe. Im folgenden werden haufig
verwendete Techniken beschrieben (Krieg, 1996; Lottspeich und Zorbas, 1998; Martin et
al., 1999).

Tabelle 3: Quantitative Bestimmungsmethoden von mRNAs

RPA Northern Blot RT-PCR
Relative u. absolute Quantif. ja ja ja
Detektionsgrenze 4000-5000 10.000 1 (theor.)
Probengroéfle 100 pg 30 ug nicht kritisch
Detektion multipler ja ja ja
Transkripte
MRNA-GroRenbestimmung nein ja nein
Alternative SpleiBvarianten  nein ja nein
Toleriert degradierte RNA  ja nein ja

1.3.1 Northern-Blot

Die Northern-Blot-Analyse bleibt die Standard-Methode zur Detektion und quantitativen
Bestimmung von mRNA-Konzentrationen trotz neuer, sensitiverer Techniken (Krieg,
1996). Der Northern-Blot besitzt mehrere Vorzlige gegeniber den anderen Methoden. Der
Uberzeugendste Vorteil ist, dal} es die einfachste Prozedur ist, um die GrofRe des
Transkripts zu bestimmen. Zusétzlich erlaubt er, alternativ gespleif3te Transkripte und
Mitglieder von Multigen-Familien zu identifizieren. Er kann auch dazu verwendet werden,
um die relative Haufigkeit der mRNA mit alen auf dem Blot vorhandenen Proben zu
vergleichen (Lottspeich und Zorbas, 1998).

Beim Northern-Blot werden RNA-Proben zuerst nach ihrer Grof3e in einem Agarosegel
durch Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen getrennt. Die RNA wird dann
auf eine Membran transferiert, quervernetzt und mit einer markierten Sonde hybridisiert.
Isotopenfreie oder radioaktiv markierte Sonden, die durch Random-Primer, Nick-
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Trandation oder durch PCR produziert wurden, kdnnen verwendet werden (Krieg, 1996).
Zusétzlich kénnen Sonden mit nur partieller Homologie benutzt werden (Ausubel et al.,
1995; Sambrook et al., 1989).

Neben diesen Vorteilen gibt es jedoch auch gravierende Nachteile. Schon bei geringer
Degradation der RNA, werden die Resultate und die Moglichkeit der Quantifizierung einer
Expression stark eingeschrénkt. Die Nachweis-Empfindlichkeit der Northern-Analyse ist
nicht besonders grof3. Eine weiterer Nachteil der Methode liegt in der Unmdglichkeit
mehrere MRNAS gleichzeitig zu detektieren. In einem solchen Fall ist es dann notwendig,
die erste Sonde von dem Blot herunterzuwaschen, bevor mit der zweiten Sonde
hybridisiert werden kann. Dieser Prozess ist sehr zeitaufwendig und kann zur Zerstérung
bzw. Abldsung der geblotteten MRNA fihren (Krieg, 1996).

1.3.2 Ribonuclease-Protektionsanalyse

Die Ribonuclease-Protektionsanalyse (RPA) ist eine extrem sensitive Methode fur die
Detektion und Quantifizierung von spezifischen RNAs (Krieg, 1996; Lottspeich und
Zorbas, 1998). In der RPA wird eine Antisense-Sonde mit einer RNA-Probe hybridisiert.
Nach der Hybridisierung werden die einzelstrangigen Bereiche, die nicht hybridisierte
Sonde und die Uberschissige, nicht hybridiserte RNA mit Nucleasen abgebaut. Die
zuriickbleibenden, geschiitzten Fragmente werden auf einem Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Die Hybridisierung bel der RPA, die in der Lésung stattfindet, ist effizienter
als die Hybridisierung auf Membranen beim Northern-Blot. Man kann in der RPA bis zu
100 pg RNA einsetzen, gegenuber etwa 20 pg bei Northern-Blot-Hybridisierungen. Die
RPA ist auch nicht so empfindlich gegenuber der Degradation der RNA-Probe, denn
Spaltungen werden nur detektiert, wenn sie zuféllig in der Region der Sonde erfolgt sind.
Die Sonden sind normalerwei se etwa 100 - 400 Basen lang (Krieg, 1996).

Der RPA ist die Methode der Wahl fur die gleichzeitige Bestimmung mehrerer RNA-
Spezies. Wahrend der Hybridisierung in der Lésung und der anschlief3enden Analyse sind
die individuellen Sonde/Ziel-RNA-Interaktionen vollsténdig unabhangig voneinander. Die
RPA wird auch zur Bestimmung der mRNA-Termini und Intron/Exon-Grenzen benutzt
(Krieg, 1996). Mit der RPA erhdt man leider keine Information Uber die Molekilgrofie der
Transkripte. Ein weiterer Nachteil der RPA ist, dal3 man RNA-Sonden einsetzen muf3. Die
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einzelstrangige, Antisense-Sonde muld vollstandig homolog zur Ziel-RNA sein, andernfalls
kommt es zur Spaltung des Hybrids durch die Nuclease-Behandlung (Ausubel et al., 1995).

1.3.3 Polymerase-Kettenreaktion

Kary B. Mullis (1987, 1990) entwickelte die Polymerase-Kettenreaktion, die im
Englischen as Polymerase Chain Reaction (PCR) bezeichnet wird. Diese vielfach
anwendbare Methode hat die molekularbiologische und medizinische Nucleinsaureanal ytik
regelrecht revolutioniert (White, 1993; Lottspeich und Zorbas, 1998). Denn dank dieser
Methode ist es moglich, geringste Mengen an Nucleinsdure nachzuweisen, die mit anderen
Nachweistechniken nicht detektierbar sind. Die PCR ist die sensitivste unter allen anderen
Nucleinsdure-Detektionsmethoden, denn sie ist z.B. in der Lage, aus einem einzigen
Nucleinsiure-Molekiil innerhalb weniger Stunden bis zu 10" identische Kopien zu
amplifizieren. Diese rasche Vervielfdtigung ist deshab mdglich, weil die Amplifizierung
exponentiell verlauft. Die PCR-Technik kann zur Beantwortung vielféltiger Fragestel-
lungen in Molekular- und Zellbiologie eingesetzt werden.

1.3.4 RT-PCR

Die RT-PCR ist eine der wichtigsten Methoden zur Quantifizierung von mRNASs und somit
ein nicht mehr wegzudenkender Bestandteil diagnostischer und therapeutischer
Fragestellungen in der Medizin geworden, z.B. bei der Diagnostik und Therapie-Kontrolle
von Virus-Erkrankungen. Die RT-PCR kann sowohl in einem as auch in 2
Reaktionsschritten durchgefuihrt werden. In dieser Arbeit wurde die Zwei-Schritt-Methode
verwendet: im ersten Schritt erfolgt die Reverse Transkription und anschlief3end die
Amplifikation der cDNA durch PCR. Bei der Reversen Transkription wird ein mRNA-
Molekil in ein komplementdres DNA-Molekil umgeschrieben. Dies geschieht mit Hilfe
einer retroviralen Reversen Transkriptase, die als RNA-abhangige DNA-Polymerase aus
MRNA die komplementére cDNA synthetisiert. Als Reverse-Transkriptase werden u.a. die
hitzestabile Tth-Polymerase, aus dem Bakterium Thermus thermophilus, die ihr
Temperatur-Optimum bei  60-70°C besitzt, die MMLV-RTase aus Moloney-Maus-
Leukdmie-Virus, deren Temperatur-Optimum bei 37°C liegt und die AMV-RTase aus dem
Avian-Myoblastosis-Virus von Voégeln mit einem Temperatur-Optimum von 42°C
(Lottspeich und Zorbas, 1998) verwendet.
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Es koénnen drel verschiedene Primertypen bei der Reversen Transkription eingesetzt
werden (White, 1993):

1. mRNA-spezifische Oligo-dT-Primer mit einer Lange von 12-18 Basen, die spezifisch an
die Poly(A)-Sequenz binden;

2. RNA-unspezifische Random-Primer, die aus einem Gemisch von Hexanucleotiden
unterschiedlicher Sequenz bestehen und die zufédllig an verschiedene RNA-Sequenzen
hybridisieren kdnnen;

3. Sequenzspezifische Primer, die sowohl im ersten reversen Transkriptionsschritt al's auch
im PCR-Schritt an dieselbe Stelle der RNA und cDNA binden.

Im nachfolgenden PCR-Schritt wird die komplementare cDNA mit Hilfe von Tag-DNA-
Polymerase, einer temperaturstabilen DNA-abhangigen DNA-Polymerase, in Anwesen-
heit von sequenzspezifischen Primern effizient amplifliziert. Die exponentiell verlaufende
Amplifizierung kann durch verschiedene Faktoren, wie z.B. durch die Gegenwart von
Ethanol oder durch eine unterschiedliche Bindungstemperatur der beiden Primer
empfindlich gestort und dadurch inhibiert werden. Deshalb miissen die Bedingungen der
PCR-Reaktion optima eingestellt werden, so dass die Prozessivitédt der Tag-DNA-
Polymerase positiv beeinfluf3t wird, z.B. durch Puffer mit geeignetem pH und mit MgCl,
(White, 1993; Lottspeich und Zorbas, 1998).

1.3.5 Quantitative kompetitive RT-PCR

Diese Methode eignet sich zur quantitativen Bestimmung von Messenger-RNA. Sie gilt als
die empfindlichste Technik. Die Grenzen der Empfindlichkeit, die Genauigkeit und
Fehlermoglichkeiten wurden in zahlreichen Publikationen beschrieben (Zimmermann und
Mannhalter, 1996; Souaze et a., 1996, Lottspeich und Zorbas, 1998). Die Extraktion und
Isolierung der mRNASs, die Konstruktion des Kompetitors, die PCR-Strategie und die
Detektion der PCR-Produkte sind wichtige Teilaspekte, die auf die jeweilige Fragestellung
angepal’t werden missen.

Bel der RT-PCR wird eine definierte Anzahl von Kompetitor-RNA-Molekilen dem RT-
Ansatz exogen zugegeben und zunéchst mit Hilfe von Random- oder Oligo-dT-Primern
revers transkribiert. Im anschliefRenden PCR-Schritt wird die Kompetitor-RNA und die
endogene RNA mit denselben Primern amplifiziert. Die exogene Kompetitor-RNA-
Sequenz mul3 der endogenen sehr ahnlich sein. Sie kann sich beispielsweise durch eine
Deletion vom endogenen RNA-Molekil unterscheiden. Die Konstruktion eines solchen
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Kompetitors sowie die RT-PCR der endogenen RNA-Sequenz und der exogenen
Kompetitor-Sequenz ist im folgenden Schema dargestellt.
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Konstruktionsskizze: P1, P2 sind die PCR-Primer fir den RT-PCR-Schritt. P3 ist der
Deletionsprimer mit der T7-Promotor-Sequenz zur Herstellung eines verkirzten
Kompetitors. P4 ist der Primer zur Amplifizierung einer um ca. 50 Nucleotide verlangerten
Kompetitor-Zusatzsequenz (veradndert nach Ambion).
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1.3.6 Anwendungen der RT-PCR in der Medizin

Die Quantifizierung von mRNA mittels RT-PCR (Ferre et al., 1996) ist zu einer sehr
wichtigen Technik medizinischer Forschung (Erlinge et al., 1998; Fickova et al., 1999;
lascone et al., 1999) und diagnostischer Fragestellungen geworden (Rolfs et al., 1992;
Mensink et. a., 1998; Hamaldinen et. a., 1999; Death et al., 1999). Dies gilt in
besonderem Mald fur die Diagnose und Therapiekontrolle von Infektionskrankheiten
(Persing et al., 1993; Rolfs et al., 1992). Auch in der Virologie (Menzo et a., 1992) und
Oncologie ist man an der quantitativen Bestimmung Tumor-relevanter mRNAS interessiert
(Kawasaki et al., 1988; Okamoto et a., 1995). Die Methode eignet sich z.B., um
Unterschiede der Expression spezifischer mRNAs wahrend des Zellzyklus zu studieren.
Auch der Einflufd von spezifischen chemischen Verbindungen (Sumida et al., 1999) oder
Medikamenten (Su et al., 1997) auf die mRNA-Konzentration kann quantitativ verfolgt

werden.

1.3.7 Analyse von mRNA-Populationen

Nachdem die Genom-Sequenzen mehrerer Organismen in den letzen Jahren fertig gestellt
worden sind, ist das Interesse an der Erfassung der gesamten mRNA-Population standig
gewachsen (Brookfield, 2000; Ewing und Green, 2000; Pennisi, 2000). Unterschiede in der
Transkription von Kulturzellen und Geweben kdnnen bereits analytisch erfald werden.
Eine differentielle Gen-Expression beobachtet man in komplexen Prozessen, wie z.B. bei
der bakteriellen Sporulation, beim Tumorwachstum und bei der embryonalen Entwicklung.
Ein besseres Verstéandnis dieser Vorgange erfordert das Studium der zeitlichen und
réumlichen Gen-Transkription.

Fur diese Aufgabenstellung wurden das Differential-Display-System entwickelt (Martin et
al., 1999). In dieser Prozedur werden die RNA-Profile mehrerer Zellpopulationen nach
Amplifikation mittels Gelelektrophorese verglichen (Lottspeich und Zorbas, 1998).
Banden, die sich in der Intensitét unterscheiden, deuten auf eine differentielle Expression
hin (Martin et a., 1999). Die Methode gibt jedoch sehr oft falsch positive Banden, die
durch irreversible Bindung der kurzen Primer wahrend der PCR-Reaktion erfolgt (Matz et
al., 1998). Obwohl die klassische Differential-Display-Methode eine sehr leistungsstarke
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Technik darstellt, wird in zunehmendem Mal3 die DNA-Microchip-Analyse bevorzugt
(Matz et al., 1998).

Ein weiteres System, das fir die Analyse der Gen-Expression benutzt wird, ist die serielle
Analyse der Gen-Expresson (SAGE). Diese innovative Methode ermoglicht es, die
Intensitdt und die relative Frequenz der mRNA-Transkripte einer Poly(A)-mRNA-
Préparation zu bestimmen (Stollberg et al., 2000).

Die DNA-Mikrochip-Analyse ist ein schneller und einfacher Weg, das Expressionsmuster
von tausenden mRNA-Spezies gleichzeitg zu vergleichen, z.B. von normalen und
Tumorzellen, behandelten und unbehandelten Kulturzellen und von verschiedenen
Entwicklungsstufen eines Organismus oder Gewebes. Bei diesem Analyse-System wird
eine Nucleinsaure-Probe markiert und anschliefiend mit dem Gen-spezifischen Target auf
dem DNA-Mikrochip zur Hybridisation gebracht (Lewin, 2000). Die Auswertung des
komplexen Hybridisationsmusters erfordert eine spezielle Software (Lewin, 2000).

1.4 Kontrolle der ribosomalen Protein-Gen-Expression

Uber die Regulation der Ribosomen-Biosynthese werden viele komplexe Prozesse, die sich
wahrend des normalen Wachstums, der Differenzierung, der Entwicklung oder malignen
Transformation in Eukaryonten ereigenen, beeinflufd. Ribosomen sind essentiel fur das
Wachstum von Zellen, da sie die Synthese von Proteinen katalysieren (Albert et al., 1995).
Eine Hefezelle z.B. besitzt 200.000 Ribosomen, die sie nach einer Generationszeit von
~100 min verdoppeln mu3, d.h. es werden 2000 Ribosomen pro min produziert (Warner,
1999).

Tabelle 4: Ribosomen in Eukaryonten-Zellen

Untereinheit RNA Nucleotide Proteine
60S 28SrRNA 4718 47
5.8SrRNA 160
5SrRNA 120
40S 18SrRNA 1874 33

Diese Werte stammen von Ribosomen aus Saugetierzellen (Knippers, 1995). Das

Molgewicht der rRNA betragt 2.2 MDa.
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Eukaryontische Ribosomen mit einem nominalen Sedimentationskoeffizienten von 80S
besitzen ein Molekulargewicht von etwa 4.22 MDa und setzten sich aus zwei
Untereinheiten zusammen. Die grof3e ribosomale 60S-Untereinheit mit einer Masse von
2.82 MDa enthdlt einen RNA-Anteil von ungeféhr 65 %. Die kleine ribosomale 40S-
Untereinheit mit einem Molekulargewicht von 1.40 MDa enthét einen RNA-Anteil von
etwa 50 %. (Wool et a., 1996). Die Rekonstitution von Ribosomen konnte bei
Eukaryonten bisher nicht in vitro experimentell durchgefihrt werden, dies gelang jedoch
bei Prokaryonten (Nomura, 1973). Bei der eukaryontischen Ribosomenbiogenese werden
offenbar neben den ribosomalen Proteinen und den rRNAs weitere Faktoren fur den
Zusammenbau der Untereinheiten, z. B. snoRNASs (Tollervey und Kiss, 1997) bendtigt.

Die Biogenese der ribosomalen Untereinheiten setzt sich aus folgenden Schritten

zusammen (Shaw und Jordan, 1995):

1. Transkription der rRNA-Gene im Nucleolus

2. Prozessierung und Modifizierung der 45S Pr&rRNA im Nucleolus

3. Transkription der 5S rRNA und deren Kernexport

4. Transport der 5S rRNA aus dem Cytoplasma in den Nucleolus

5. Kern-Import der snoRNAs aus dem Cytoplasma

6. Transkription der mMRNAS von ribosomalen Proteinen und deren Kernexport

7. Trandation ribosomaler Proteine, deren Kernimport und Einbau in die préaribosomalen
Vorlaufer im Nucleolus

8. Export der ribosomalen Untereinheiten in das Cytoplasma.-

Die Biogenese der ribosomalen Untereinheiten im Nucleolus wird durch die Bereitstellung
aquimolarer Mengen von ribosomalen Proteinen und rRNAs gewdahrleistet. Dies wiederum
setzt die koordinierte Regulation auf verschiedenen Ebenen der Trandation bzw.
Transkription und des nuclearen Transports der einzelnen ribosomalen Komponenten
voraus (Mager, 1988; Warner, 1989).

Bel vielen physiologischen Bedingungen in Eukaryonten und Prokaryonten ist der
vorherrschende Regulationsmechanismus die Kontrolle der ribosomalen Protein-Gen-
Expression auf der Trandationsebene. Die Anderung in der Trandationseffizienz der
romRNAs erscheint sehr selektiv zu sein. Sie wird coreguliert mit der rRNA-
Akkumulation und schlief die Beteiligung der 5 nichttrandatierbaren Region (5 UTR)
als cis-regulatorisches Element ein (Meyuhas et al., 1996).
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Die Trandation von rpmRNAS bei Vertebraten wird hauptséchlich in Abhangigkeit vom
Wachstum reguliert. Bel einem Wachstumsstillstand kommt es zu einer Abnahme der
rpmRNASs aus Polysomen in den wachsenden Zellen und einer Zunahme von Messenger-
Ribonucleotid- (MRNP) Partikeln (subpolysomale Fraktion) in den runenden Zellen. Diese
spezifische Fluktuation ist nach verschiedenen physiologischen Stimuli (Avni et al., 1994;
Shame et al., 1995) und auch beim Ubergang von der schnell wachsenden fétalen zur
adulten Leber bzw nach Hepatektomie zur regenerierenden Leber (Aloni et al., 1992)
beobachtet worden. Im allgemeinen sind etwa 66 % der rpmRNAs und etwa 90% der
anderen Housekeeping-mRNAS in der Polysomenfraktion. Diese selektive Trandations-
repression der rpmRNASs wird in wachstumsarretierten Zellen gréfier, in denen nur ~26%
der rpomRNAS gegentiber 84 % der anderen Housekeeping-mRNASs in Polysomen zu finden
sind.

Eine selektive Trandationsrepression von rpmRNAs wurde wéahrend der Differenzierung
und Entwicklung in verschiedenen Organismen festgestellt. Die grofe Menge an
mutterlichen rpmRNAS, die wéahrend der Drosophila-Oogenese produziert wird, um eine
schnelle Ribosomensynthese zu ermdglichen, wird in 0-5 h aten Embryos selektiv
reprimiert (Kay und Jacobs-Lorena 1985). Wahrend der Embryogenese von Xenopus laevis
erscheint die neusynthetisierte rpmRNA schon auf der Stufe der Gastrulation; der Start der
Synthese ribosomaler Proteine beginnt jedoch erst in einem spéteren Stadium (Pierandrei-
Amaldi et a., 1982; Baum und Wormington, 1985). Auch bei der Differenzierung von
Dictostelium discoideum in der Hungerperiode kommt es zu einer selektiven Repression
der rpmRNAS (Steel und Jacobson, 1991).

Eine genaue Analyse der rpmRNA-Mengen in Polysomenprofilen von wachsenden und
ruhenden Zellen zeigt eine bimodale Verteilung der rpmRNAS, d.h. zwei diskrete mMRNA-
Populationen: trandlationsaktive (Polysomen assoziierte) und translationsinaktive (maskiert
in RNP-Partikeln). Translationsaktive rpmRNAs sind vollstdndig mit Ribosomen beladen
wie die Abstandsmessung von 31 Codons pro Ribosom in der Polysomenfraktion zeigte
(Meyuhas et a., 1990), d.h. die rpmRNAs werden im aktiven Zustand mit maximaler
Effizienz trandatiert. Wird der Initiationsschritt der Trandation blockiert, kommt es zur
Repression und einem Anstieg der mRNP-Fraktion (Meyuhas et a., 1996). Ob die
Umverteilung der rpomRNAS in die RNP-Partikel mit einer Modifikation verbunden ist, die
ihre Tranglation unméglich macht, ist eine ungeklarte Frage.
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Die Selektivitét der Trandationskontrolle von rpmRNAS deutet darauf hin, dal3 sie eine
spezifische Eigenschaft besitzen, die von der Translationsmaschinerie und/oder von den
Proteinen der RNP-Partikel erkannt wird. Dieses gemeinsame cis-Regulationselement ist
eine Sequenz von 4-13 Pyrimidinen in der 5 -terminalen Region der rpmRNAS, die as
5'terminale Oligopyrimidinsequenz bezeichnet wird (5 TOP). Dieses Motiv wird auch bel
anderen mMRNAs gefunden, die mit den rpmRNASs coreguliert werden, z.B. bel den
Elongations-faktoren eEF1A und eEF2, sowie bei der Ubiquitin A-mRNA (Meyuhas et al.,
1996).

Eukaryontische rRNA-Gene liegen in 100-200 Kopien pro Zellkern vor, die tandemartig in
sich wiederholenden Transkriptionseinheiten angeordnet und durch DNA -Spacersequenzen
getrennt sind (Long und David, 1980). Die rRNA-Gene befinden sich auf chromosomalen
Abschnitten, die als NORs bezeichnet werden und die Basis der strukturellen Organisation
des Nucleolus darstellen. Die Transkription der rRNA-Gene erfolgt in den Nucleoli durch
die RNA-Polymerase | unter Beteiligung mehrerer Transkriptionsfaktoren. Dabel entsteht
als nucleolares Priméartranskript zunéchst die 45S Pr&rRNA. Eukaryonten besitzen externe
Transkriptionsspacer (ETSs), die die codierenden rRNAs flankieren und zwei interne
Transkriptionsspacer (ITSs) zwischen den codierenden rRNA-Sequenzen. Sowohl die
ETSs as auch die ITSs werden wahrend der Prozessierung endo- und exonucleolytisch
entfernt (Mélése und Xue, 1995; Shaw und Jordan, 1995; Allmang et a., 2000). In Hefe
konnten die beiden Endonucleasen Xrnl und Ratl identifiziert werden, die an der
Prozessierung der 5.8S rRNA involviert sind (Henry et al., 1994). Durch die Prozessierung
des Pr&rRNA Transkripts entstehen die 18S, 5.8S und die 28S (Mammalia) bzw. 25S
(Hefe) rRNA (Allmang et a., 1999; Allmang et al., 2000).

Die Gene der 5S rRNA werden im Nucleoplasma durch die RNA Polymerase |lI
transkribiert (Hadjilov, 1985). Anschlief3end erfolgt der nucleare Export der 5S rRNA as
RNP ins Cytoplasma. Nach der Synthese der ribosomalen Proteine assoziiert die 5S rRNA
schliefdlich mit dem ribosomalen Protein L5 zum 5S-RNP und wird in den Zellkern re-
importiert. Die nucleolare Akkumulation des 5S RNP initiiert die Bildung der ribosomalen
60S-Untereinheit (Michael und Dreyfuss, 1996; Rudt und Pieler, 1996).

An der Prozessierung und Modifizierung der Pr&rRNA sind snoRNAS beteiligt, die mit
nucleolaren Proteinen assoziiert sind und RNPs bilden (Fournier und Maxwell, 1993). In
hoheren Eukaryonten bildet die U3 snoRNA mit Fibrillarin einen Komplex. Dieser RNP-
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Komplex bindet die 5-Enden der Pr&rRNA und ist fur die Entfernung der 5-ETS
verantwortlich (Kass et al., 1990).

In schnell wachsenden Hefe-Zellen sind 50 % der Transkriptionsrate von der RNA-
Polymerase Il und 90 % der mRNA-Spleiffosomen der Produktion ribosomaler Proteine
gewidmet (Warner, 1999). Die Gene der ribosomalen Proteine zeigen einen gemeinsamen
Aufbau. In der Region des 5°-Endes besitzen sie eine terminale Oligopyrimidin-Sequenz
(TOP), die an der Koordination der Tranglation ribosomaler Proteine beteiligt ist (Meyuhas
et al., 1996).

Ribosomale Proteine werden sequenziell auf verschiedenen Stufen der Ribosomen-
biogenese addiert. Die ersten Proteine (S3a, S6, S7, S8, S11, S13, S14, S18, S20, S34/24
und S25) lagern sich bereits an die 45S Pr&rRNA an. S3 und S21 werden dagegen erst bei
der Bildung der pr&ribosomalen 40S-Untereinheit addiert. S2, S19, S26 und S29 konnten
bislang lediglich in der funktionsfahigen cytoplasmatischen 40S-Untereinheit
nachgewiesen werden und assoziieren daher vermutlich extranucleolar (Todorov et al.,
1983). Nucleolare Proteine (Nopp140, B23 und Nucleolin), die am Transport von NLS-
Proteinen in den Zellkern involviert sind, tragen wahrscheinlich entscheidend zur
Assoziation ihrer Transportsubstrate mit der rRNA und/oder anderen ribosomalen
Proteinen bel (Xue und Mélése, 1994).

1.5 Das humane ribosomale Protein S6

Die Isolierung und Sequenzierung eines S6-spezifischen cDNA-Klons fiuhrten zur
vollstdndigen Aufkldrung der Primérstruktur des humanen ribosomalen Proteins S6
(Heinze et a., 1988; Pata et a., 1992). Das Protein besteht aus 249 Aminosauren und
besitzt ein Molekulargewicht von ca. 28,7 kDa.

Das funktionelle humane S6-Gen (3,6 kB) setzt sich aus 6 Exons und 5 Introns zusammen
und befindet sich auf Chromosom 9 (Pata et al., 1992; Antoine und Fried, 1992). Der 5'-
Bereich des S6-Gens zeigt die typischen Merkmale ribosomaler Proteingene von Saugern,
wie das Fehlen einer TATA-Box und das Vorhandensein einer CpG-reichen Region (Pata
etal., 1992).

Das in der 40S-Untereinheit integrierte ribosomale Protein S6 ist das einzige basische
Phosphoprotein in Sauger-Ribosomen (Wool et al., 1996). Als Phosphorylierungsstellen
dienen die Aminosdurereste Ser236, Ser235, Ser240, Ser244 und Ser247 (s. Sequenz),
wobei die sequentielle Phosphorylierung in der angegebenen Reihenfolge der Serinreste
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erfolgt (Jeffries und Thomas, 1996). Eine Reihe verschiedener Faktoren, z.B. Hormone,
Mitogene, Wachstumsfaktoren, Serum, Virusinfektionen, Zell-Transformation und
Phorbolester stimulieren die S6-Phosphorylierung (Thraugh und Pendergast, 1986).
Hypertoner Schock (Kruppa und Clemens, 1984) oder Hitzeschock (Kennedy et al., 1984)
fuhren zur Dephosphorylierung von S6.

Die biologische Bedeutung der S6-Phosphorylierung ist bisher nicht aufgeklart. Bereits aus
frihen Experimenten ging hervor, dal3 die mitogenstimulierte Phosphorylierung von S6 mit
der Bildung von Polysomen und einem Anstieg der Proteinbiosynthese einherging (Duncan
und McConkey, 1982; Thomas et a., 1982). Kruppa und Clemens (1984) zeigten, dal3 der
Phosphorylierungsgrad des S6-Proteins weder mit dem Ausmald der Polysomen-
Aggregation noch mit der Proteinsyntheserate eng korreliert ist.

Interessanterweise bildet S6 einen Bestandteil der mRNA-Bindungsstelle innerhalb der
ribosomalen 40S-Untereinheit (Wool et a., 1996). Es wird vermutet, da} die S6-
Phosphorylierung die Bindungsaffinitat der Ribosomen fur 5° TOP-haltige mRNAS erhoht
und dadurch die Initiation der Trandation erleichtert (Meyuhas et a., 1996; Jeffries und
Thomas, 1996; Brown und Schreiber, 1996). Tatsachlich kann as Folge einer
Insulinbehandlung ruhender Zellen sowohl die Phosphorylierung von S6 as auch eine
gesteigerte Trandation von mRNAS ribosomaler Proteine beobachtet werden (Meyuhas et
al., 1996). Rapamycin, ein hochselektiver Inhibitor der 70-kDa S6-Kinase und der S6-
Phosphorylierung, unterdriickt die Trandation von 5° TOP-haltigen mRNAS (Price et al.,
1992; Jeffries et al., 1994). Dieser Befund spricht fur eine regulatorische Funktion der S6-
Phosphorylierung bei der Trandlation.

1 MKLNISFPAT GCQKLIEVDD ERKLRTFYEK RMATEVAADA LGEEWKGYVV
51 RISGGNDKQG FPMKQGVLTH GRVRLLLSKG HSCYRPRRTG ERKRKSVRGC
101 1VDANLSVLN LVIVKKGEKD IPGLTDTTVP RRLGPKRASR IRKLFNLSKE
151 DDVRQYVVRK PLNKEGKKPR TKAPKIQRLV TPRVLQHKRR RIALKKQRTK
201 KNKEEAAEYA KLLAKRMKEA KEKRQEQIAK RRRLSSLRAS TSKSESSQK

Aminosauresequenz des humanen ribosomalen Protein S6 (Heinze et al., 1988)
Die 3 Kernlolalisationssequenzen sind griin und die 5 Phosphorylierungsstellen sind rot dargestellt.

Eine besondere Funktion als Tumorsuppressor nimmt das S6-Protein in der Larvalent-
wicklung von Drosophila melanogaster ein (Watson et a., 1992). Letale Mutationen des
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Gens air8, welches das Drosophila Homol oge des humanen S6-Protein codiert, &ufern sich
phanotypisch in einer Hypertrophie der Lymphdrisen und einer erhdhten Proliferation
hématopoetischer Zellen.

Das ribosomale Protein S6 wird im Nucleolus bereits an den 45S-rRNA-V orl aufer
angelagert (Todorov et a., 1983). Das humane S6 Protein enthdlt drei Kernsignale (s.
Sequenz), mit deren Hilfe das Protein nach seiner cytosolischen Synthese in den Zellkern
gelangt (Schmidt, 1992; Schmidt et al, 1995). Fir die nachfolgende Akkumulation im
Nucleolus konnten bisher zwel nucleolusbindende Doméanen identifiziert werden (Kundu-
Michalik, 1997; Lipsius 1998).

1.6 Das humane Cyclophilin A

Cyclophilin ist ein konstitutiv exprimiertes Housekeeping-Gen, das ein in vielen Zellen
vorkommendes Protein des endoplasmatischen Retikulums codiert (Haendler und Hofer,
1990; Danielson et al., 1988). Cyclophilin ist eine Peptidyl-Prolyl-l1somerase. Es spielt eine
sehr

Sekretionsproteinen im Lumen des ER, indem es die Isomerisierung von Peptid-Bindungen

wichtige Rolle bel der Fatung von neusynthetiserten Membran- und

katalysiert. Es bindet auf3erdem Cyclosporin und vermittelt dadurch die immunsupressiven
Effekte des Medikamentes.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

DNA-Sequenz des menschlichen Cyclophilins A ( Genbank accesionNr.: XM_004890)

GTTTTGCAGA
TGTTCTTCGA
CAGACAAGGT
TTGGTTATAA
ACTTCACACG
AGAACTTCAT
ACACAAATGG
ATGTGGTGTT
GGTCCAGGAA
AAGTTTGACT
CCCCTCCACC
TTGGGTTCCA
TGATTATGAA

CGCCACCGCC
CATTGCCGTC
CCCAAAGACA
GGGTTCCTGC
CCATAATGGC
CCTAAAGCAT
TTCCCAGTTT
TGGCAAAGTG
TGGCAAGACC
TGTGTTTTAT
CCATTTGCTC
TGTTTTCCTT
ATAAAAACTA

GAGGAAAACC
GACGGCGAGC
GCAGAAAATT
TTTCACAGAA
ACTGGTGGCA
ACGGGTCCTG
TTCATCTGCA
AAAGAAGGCA
AGCAAGAAGA
CTTAACCACC
GCAGTATCCT
GTTCCCTCCC
AATAACAATT

GTGTACTATT
CCTTGGGCCG
TTCGTGCTCT
TTATTCCAGG
AGTCCATCTA
GCATCTTGTC
CTGCCAAGAC
TGAATATTGT
TCACCATTGC
AGATCATTCC
AGAATCTTTG
ATGCCTAGCT
GTC

AGCCATGGTC
CGTCTCCTTT
GAGCACTGGA
GTTTATGTGT
TGGGGAGAAA
CATGGCAAAT
TGAGTGGTTG
GGAGGCCATG
TGACTGTGGA
TTCTGTAGCT
TGCTCTCGCT
GGATTGCAGA

AACCCCACCG
GAGCTGTTTG
GAGAAAGGAT
CAGGGTGGTG
TTTGAAGATG
GCTGGACCCA
GATGGCAAGC
GAGCGCTTTG
CAACTCGAAT
CAGGAGAGCA
GCAGTTCCCT
GTTAAGTTTA
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Die Cyclophilin-mRNA wird in vielen Zellen in hohen Konzentrationen exprimiert Sie
macht etwa 0.1 % der cytoplasmatischen mRNA aus und ist auf3erdem hoch konserviert.
Die Cyclophilin-mRNA wird in grofen Mengen in folgenden Rattengeweben exprimiert:
Milz, Thymus, Nebennieren, Ovar und Testes. Eine niedrigere Expression findet man in
der Rattenleber, Lunge und Hypophyse (Danielson et al., 1988). Cyclophilin-mRNA wird
auch in relativ hohen Konzentrationen in vielen Affengeweben mit Ausnahme des
Skelettmuskel s gefunden.

Einige Tumorzell-Linien zeigen eine hohere Konzentration von Cyclophilin als das
entsprechende normale Gewebe (Haendler und Hofer, 1990). Stimulation von T-
Lymphocyten mit Mitogenen und Tumorpromotoren fihrt zu keiner Veranderung der
Cyclophilin-Expression (Haendler und Hofer, 1990).
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1.7 Problemstellung und Ziel der Arbeit

Saugetierzellen besitzen etwa 20.000 Gene, die in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad
und vom Zellzyklus exprimiert werden (Pennisi, 2000). Durch unterschiedliche Spleif3-
Varianten der mRNAs ist die Anzahl der entstehenden Proteine hoher anzusetzen. Die
Proteine werden in den einzelnen Geweben in unterschiedlichen Konzentrationen
exprimiert. Die Hohe der Expression ist fur die spezifischen Funktionen differenzierter
Zellen von grol3er Bedeutung. Neben spezifischen Zellproteinen, die in nur einigen
Organen anzutreffen sind, gibt es sog. Housekeeping-Gene; das sind Gene, die in allen
Zellen und Geweben zu jeder Zeit und in gleichem Ausmal? exprimiert werden.

Zu diesen Housekeeping-Genen gehdren die Gene fir die ribosomalen Proteine. Das
Hauptziel meiner Arbeit war, die genaue Kopienzahl der mRNA des ribosomalen Proteins
S6 in der menschlichen Hela-Z€lllinie zu bestimmen.

Zur Losung dieser Aufgabe mufite zunéchst eine Zell-Extraktionsmethode gewahlt werden,
bei der MRNA-Verluste durch langwierige Manipulationen und zahlreiche Fallungsschritte
ausgeschlossen waren. Es sollte ein direkter, schneller Zellaufschlu? von Kulturzellen
unter gleichzeitiger Inaktivierung von RNasen benutzt werden. Die Reverse Transkription
der mRNAS sollte, um Verluste wéhrend der mRNA-Isolierung zu vermeiden, direkt mit
dem Zellextrakt durchgefihrt werden.

Weiterhin mufite ein Expressionsplasmid mit einem speziellen T7-Promotor konstruiert
werden von dem die Kompetitor-RNA fir die RT-PCR transkribiert werden konnte. Diese
Kompetitor-RNA sollte moglichst RNase-resistent sein. Da eine nicht radioaktiv markierte
Kompetitor-RNA synthetisiert werden sollte, muf3ten die geringen Konzentrationen der in

vitro Transkripte durch Verwendung von Fluoreszenz-Farbstoffen quantifiziert werden.

Zur Kontrolle der mRNA-Quantifizierung sollte eine intrazellulare mMRNA-Spezies
ausgewahlt werden, die zur gleichen Haufigkeit-Klasse gehért wie die mRNA des
ribosomalen Proteins S6. Die Auswertung der auf Agarosegelen getrennten RT-PCR-
Produkte sollte auf optischem Wege erfolgen. Schliefdlich sollten die Reaktionsbe-
dingungen fur die kompetitive RT-PCR optimiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben,
von den Firmen Difco-Laboratories (Hamburg), Fluka (Neu-UIm), Merck AG (Darmstadt),
Pharmacia AG (Freiburg) und Sigma (Deisenhofen) in p.a. oder mikro- bzw.

molekularbiologischer Qualitét bezogen.

Enzyme

Restriktionsendonucleasen, DNA-Polymerasen, DNA-modifizierende Enzyme sowie die
entsprechenden Puffer wurden von den Firmen MBI Fermentas (St. Leon-Rot), New
England Biolabs - NEB (Schwalbach), Oncor/Appligene (Heidelberg) und Promega GmbH
(Mannheim) bezogen.

Oligonucleotide
Als Bezugsquelle fir Oligonucleotide diente die Firma MWG Biotech AG (Ebersberg).

Biologisches Material

Escherichia coli

Der Escherichia coli-Stamm XL1-Blue weist folgenden Genotyp auf: endA1, hsdR17(rk-,
mk+), supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, (lac-); F[proAB, lacl? lacZDM15,
Tn10(tet™)].

Hela-Zellen
Bei den Hela-Z€ellen handelt es sich um eine klonierte, menschliche Cervix-Karzinom-Zell-
Linie, die seit 1951 in Kultur gehalten wird.
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pBluescript 11 KS(-) Phagemid

Das pBluescript 11 KS(-) Phagemid ist ein 2961 Bp grof3es Phagemid, das vom pUC19
abstammt. Die KS-Bezeichnung zeigt an, dal3 der Polylinker so orientiert ist, dald die LacZ
Transkription von Kpn | nach Sac | verlauft.

Gerate

Sterilwerkbanke:
Bioguard Hood (Baker Company)
HeraSafe (Heraeus)

Zentrifugen:

Biofuge pico (Heraeus)
Minifuge GL (Heraeus)

TJ-6 Zentrifuge (Beckmann)
J-21C Zentrifuge (Beckmann)

Brutschrank:
HeraCell (Heraeus)

Luftschiittler:
G25 Schittel-1nkubator (New Brunswick Scientific)

Photometer:
UV (Schimadzu)
Fluoreszenz-Spectrophotometer (Perkin EImer)

Powersupply:
PHERO-stab. 200 (Biotec Fischer)

Agarose-Gel el ektrophorese-A pparatur
GNA-100 (Pharmacia)
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UV-Transilluminator:
C61 (UV Products)

Geldokumentationssystem:

UVP Image Store 7500 (UV Products)
Photoimager

PCR-Thermocycler:

Personal Cycler (Biometra)

Heizblock:
Thermomixer comfort (Eppendorf)

Mikroskope:
Diavert (Leitz)
Axiovert 135 (Zeiss)

Reagenzien

Losungen fur den routineméalligen Gebrauch in der Molekularbiologie wurden nach dem
von Sambrook et al. (1989) herausgegebenen Standardwerk Molecular Cloning angesetzt.
Dabel wurde fur sdmtliche Losungen entionisiertes bidestilliertes Wasser verwendet.
Sterile Losungen wurden durch Autoklavieren oder bei Hitzeempfind-lichkeit durch
Sterilfiltrieren  (Satorius Membranfilter, Porengrofe 0.2 mm) hergestellt. Die

entsprechenden Versuche wurden unter RNase-freien Bedingungen durchgefiihrt.

Agarose-Gellosung
1.0-2.0 % (w/v) Agarose (Seakem) wurden durch kurzes Aufkochen in 0.5° TAE-Puffer
gelost und bei einer Temperatur von etwa 50°C mit 0.5 ng Ethidiumbromid pro ml

Agarose-Gellgsung versetzt.
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Ampicillin-Standardlésung
50 mg/ml Ampicillin
sterilfiltrieren

BSA-Stammlésung
10 mg/ml BSA

CB 1-Puffer (Competency Buffer 1)

100 mM KCI

20 mM KAc

60 mM CaCl,

15 % (v/v) Glycerol

pH 5.8 mit HAc einstellen, sterilfiltrieren

CB 2-Puffer (Competency Buffer 2)
10 mM KCI

75 mM CaCl,

10 mM MOPS

15 % (v/v) Glyceral,

pH 6.8

6~ DNA-Probenpuffer

0.25 % (w/v) Bromphenolblau
0.25 % (w/v) Xylencyanol

30 % (v/v) Glycerol

Dulbecco modifiziertes Minimal Essential Medium (DMEM)
Das DMEM-Trockenpulver (Seromed) wurde laut Angaben des Herstellers mit Wasser
versetzt, mit 1 N NaOH auf pH 7.2 eingestellt und sterilfiltriert.

dNTP-Mix
je 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP
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DEPC-Wasser: 0.1 %iges (v/v) DEPC (Diethylpyrocarbonat) in Wasser geben, 1 Std. bei
37°C inkubieren und anschlief3end 30 min bel 120°C autoklavieren.

LB-Agar

1 % (w/v) Bacto-Trypton

0.5 % (w/v) Hefeextrakt

1.5 % (w/v) Agar

1 % (w/v) NaCl

pH 7.4 mit HCI einstellen, autoklavieren

LB-Medium

1 % (w/v) Bacto-Trypton

0.5 % (w/v) Hefeextrakt

1 % (w/v) NaCl

pH 7.4 mit HCI einstellen, autoklavieren

PBS (phosphate buffered saline)

137 mM NaCl

2.7 mM KCI

8.1 mM Na;HPO,

1.4 mM KH2PO4

pH 7.4 mit HCI einstellen, autoklavieren

Puffer 2 (+ BSA)= NEB II
50 mM NaCl

10 mM Tris-HCI

10 mM MgCl,

1mM DTT

(+0.025 % (w/v) BSA)

pH 7.9

Tetrazyklin: 12.5 mg/ml in 70 %igem (v/v) Ethanol

KAc, pH 4.8: 3 M Kaliumacetat, mit Essigsaure auf pH 4.8 eingestellt.
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Ethidiumbromid: 10 mg/ml (Serva)

PCR-Reaktionspuffer
50 mM KCl

10 mM Tris-HCI

1.5 mM MgCl;

0.1 % Triton X-100
0.02 % (w/v) BSA

pH 9.0

TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer)
40 mM Tris-Acetat, pH 8.5
1 mM EDTA

Trypsin-EDTA-LGsung
0.05 % (w/v) Trypsin
5mM NeEDTA

PBS, pH 7.4
sterilfiltrieren

T4-DNA-Ligase-Puffer
50 mM Tris-HCI

10 mM MgCl,

10mM DTT

1mM ATP

0.025 % (w/v) BSA

pH 7.5
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologie

Gentechnologische Arbeiten der Sicherheitsstufe 1 wurden unter Beachtung der
entsprechenden Sicherheitsvorschriften (Gentechnikgesetz) durchgefiihrt. Der Umgang mit
gentechnisch veranderten Organismen (GVO) erfolgte ausschlieffdlich in den dafr
ausgewiesenen Raumlichkeiten.

Sofern nicht ndher erwdhnt, wurde DNA in autoklaviertem, entionisiertem Wasser und
nicht in TE-Puffer (EDTA komplexiert zweiwertige lonen) aufgenommen, um die
Aktivitdt von DNA-modifizierenden Enzymen in Folgereaktionen zu gewahrleisten.

2.2.2 DNA-Quantifizierung

DNA unbekannter Konzentration wurde photometrisch oder gelelektrophoretisch
quantifiziert.

Quantifizierung von DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese

Referenz: Sambrook. et a. (1989), Ausubel et al. (1995)

Durchfuhrung:
Die Konzentration der zu bestimmenden DNA-Probe wurde anhand einer Agarose-
Gelelektrophorese mit  DNA-Fragmenten (DNA-Molekulargewichtsmarker) bekannter

Konzentration ermittelt.

2.2.3 Ansetzen von Ubernachtkulturen

Referenz: Sambrook et al. (1989)

Ldsungen:
LB-Medium
Ampicillin-Standardldsung (50 mg/ml)
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Durchfuhrung:

3 ml LB-Sdlektivmedium (50 ng/ml Ampicillin) wurden mit einer Kolonie des
entsprechenden E. coli-Klones inokuliert und bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Die
Ubernachtkulturen wurden am folgenden Tag fiir Plasmidminipraparationen oder zum
Animpfen grol3er Kulturansdtze (ab 100 ml) verwendet.

2.2.4 Anlegen von Dauerkulturen

Referenz: Sambrook et al. (1989)

Ldsungen:

LB-Medium
Ampicillin-Standardldsung (50 mg/ml)
87 %ige Glycerol-Losung

Durchfuhrung:

3 ml LB-Selektivmedium (50 ng/ml Ampicillin) wurden mit dem entsprechenden
Bakterienklon angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Am
folgenden Tag wurden 500 ml der Bakterienkultur mit 400 m 87 %iger Glycerol-
L 6sung versetzt und bei -80°C gelagert.

2.2.5 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Referenz: Ausubel et al. (1995)

Loésungen und Materialien:

kompetente E. coli-Zellen (XL1-Blue)

LB-Medium

LB-Agarplatten (50 mg/ml Ampicillin)

Durchfuhrung:

Die kompetenten E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und vorsichtig resuspendiert. Je
150 m kompetente Zellen wurden mit 15 ml des entsprechenden Ligationsansatzes
(entspricht 200 ng Plasmid-DNA) versetzt, vorsichtig gemischt und 30 min auf Eis
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inkubiert. Die Transformationsansétze wurden 90 s bel 42°C und anschlief?end 5 min auf
Eis abgekilt. Je Transformationsansatz wurde 1 ml LB-Medium hinzugefugt und 1 h bei
37°C und 200 rpm geschittelt. Die Zellen wurden far 1 min bei 10.000 rpm
abzentrifugiert, in 100 m LB-Medium resuspendiert und auf LB-Selektivagarplatten (50
ng/ml Ampicillin) ausplattiert. Die Agarplatten wurden fir 16 bis 20 h bel 37°C inkubiert.
Zur Bestimmung der Transformationskompetenz erfolgte die Transformation sowohl mit
ungeschnittener als auch mit restringierter und dephosphorylierter Plasmid-DNA. Als
Negativkontrolle dienten kompetente Zellen ohne Plasmid-DNA.

2.2.6 Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Referenz: Protokoll des Silica Spin Kits (Biometra)

Loésungen und Materialien:
P1-Puffer (enthdt RNase A)
P2-Puffer

P3-Puffer

W1-Puffer

W2-Puffer

Silica Spin Saule

Durchfuhrung:

3 ml LB-Sdektivmedium (100 nmg/ml Ampicillin) wurden mit der entsprechenden
plasmidtragenden E. coli-Kolonie angeimpft und Gber Nacht bel 37°C und 250 rpm
inkubiert. 2 ml der UNK wurden in ein 2 ml Eppendorfgefal? tberfiihrt, 1 min bei 12.000
rpm zentrifugiert und das Zellsediment in 200 m P1-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe
von 200 m P2-Puffer wurde das Gefald mehrfach invertiert. Nachdem die Suspension mit
200 m P3-Puffer versetzt und das Sediment durch mehrfaches Invertieren verteilt wurde,
wurde 5 min bei 12.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand auf eine zuvor in ein 1.5 ml
Eppendorfgefél’ plazierte Silica Spin Saule gegeben. Nach einmindtiger Zentrifugation bei
13.000 rpm wurde der Durchfluf3 entfernt und die Membran nacheinander mit je 500 mi
W1- und W2-Puffer gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde fur jewells 1 min
zentrifugiert und der Durchfluld entfernt. Zur vollstandigen Entfernung des W2-Puffers

(W2-Puffer enthadt Ethanol) wurde erneut zentrifugiert und die Silica Spin Séule in ein
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neues 1.5 ml Eppendorfgefald transferiert. Die Plasmid-DNA wurde mit 50 ml auf 50°C

vorgewdrmtem Wasser durch Zentrifugation von der Saule eluiert und bei -20°C gelagert.

2.2.7 Midi-Praparation von Plasmid-DNA

Referenz: Protokoll des Jet Star 2.0 Kits (Genomed)

Loésungen und Materialien:
E1l-L6sung: 50 mM Tris-HCI, pH 8.0

10 mM EDTA

(enth&lt100 mg/ml RNase A)
E2-Losung: 200 mM NaOH

1.0 % SDS
E3-Losung: 3.1 M KAc, pH 5.5
E4-Losung: 600 mM NaCl

100 mM NaAc, pH 5.0

0.15 % Triton-X100

E5-L6sung: 800 mM NaCl

100 mM NaAc, pH 5.0
E6-Losung: 1250 mM NaCl

100 mM Tris-HCI, pH 8.5

Jet Star Saule
2-Propanol
70 %iger Ethanol

Durchfuhrung:

100 ml LB-Selektivmedium (100 mi/ml Ampicillin) wurden mit der entsprechenden
Vorkultur angeimpft und tber Nacht bei 37°C und 200 rpm kultiviert. Die Kultur wurde 10
min auf Eis gelagert. Danach wurde die Zellsuspension 10 min bei 2.000 rpm und 4°C
zentrifugiert, das Zellsediment in 4 ml E1-Ldsung resuspendiert und in 15 ml Corex-
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Nach Zugabe von 4 ml E2-L6sung wurde das Lysat durch
vorsichtiges Invertieren bis zur Homogenitdt gemischt und 5 min bel RT inkubiert.
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Anschlielend wurden 4 ml E3-LOsung hinzugefugt, das Reaktionsgeféld mehrfach
invertiert und 30 min bei 12.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine zuvor
mit 10 ml E4-Losung equilibrierte Jet Star Sdule gegeben und zweima mit je 10 ml E5-
Ldsung gewaschen. Nachdem die Plasmid-DNA mit 5 ml E6-L6sung eluiert wurde, wurde
das Eluat mit 3.5 ml eiskaltem 2-Propanol versetzt, 30 min bei RT inkubiert und 30 min
bei 12.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet mit 8 ml 70
%igem Ethanol gewaschen und erneut 30 min bei 12.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das
Pellet wurde 10 min an der Luft getrocknet, die Plasmid-DNA in 100 m Wasser
aufgenommen und bel -20°C gelagert.

2.2.8 Restriktion von DNA

Referenz: Sambrook et al.(1989), Ausubel et al. (1995),
Produktbeschreibung von NEB bzw Promega

Ldsungen und Enzyme:

Restriktionsenzym (Firma) | Puffer (Firma)

Nae | (NEB) 10" Puffer 1+ BSA (NEB)
Sac | (NEB) 10~ Puffer 1+ BSA (NEB)
BamHI (NEB) 10~ Puffer 2 + BSA (NEB)
EcoRI (NEB) 10~ Puffer 2 + BSA (NEB)
Durchfuhrung:

Die zu restringierende DNA wurde mit 2 U des entsprechenden Restriktionsenzyms pro ng
DNA 4-16 h bei 37°C inkubiert. Um unspezifische DNA-Hydrolysen zu vermeiden, betrug
das Volumen der eingesetzten Restriktionsendonucleasen maximal 1/10 des
Gesamtvolumens.

Beim Doppelverdau mit Nae | und Sac | wurde die Reaktion in Puffer 1 (+ 100 ng/ml
BSA) durchgefiihrt. Der Doppelverdau mit BamHI und Eco RI erfolgte in Puffer 2, der 50
ng/ml BSA enthielt.
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2.2.9 DNA-Ligation

Referenz: Sambrook et al. (1989), Ausubel et al. (1995), Produktbeschreibung der Firma
»,NEB* mit geringflgiger Modifikation.

Loésungen und Materialien:

10x T4-DNA-Ligase-Puffer (NEB)
T4-DNA-Ligase, 400.000 U/ml (NEB)
DNA-Vektor

DNA-Insert

Durchfuhrung:

In eéinem 20 m Ligationsansatz-Gesamtvolumen wurde restringierter DNA-Vektor mit
einem cDNA-Fragment in eéinem molaren Verhaltnis von 1: 50 in T4-DNA-Ligasepuffer
auf Eis angesetzt und nach Zugabe von T4-Ligase kurz gemischt, zentrifugiert und bei
16°C im Eppendorf-Heizblock unter Schiitteln tber Nacht (ca. 16 Std.) inkubiert. Nach der

Inkubation kann der Ansatz bis zur weiteren Verwendung bei —20°C aufbewahrt werden.

2.2.10Agarose-Gelelektrophorese zur Trennung von DNA-Fragmenten

Referenz: Sambrook et al. (1989), Ausubel et a. (1995)

Ldsungen:

1" TAE-Puffer
Agarose-Gelldsung

6" DNA-Probenpuffer

Molekulargewichtsmarker (s. Anhang):

MWM 11I: | -DNA geschnitten mit EcoRI und Hindlll, 500 ng/m (Appligene)
100 bp-DNA-Leiter: 500 ng/ni (NEB)

pUC19/Hpall: 0.5mg/ml (Ambion)
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Durchfuhrung:

Die Charakterisierung und Isolierung von DNA-Fragmenten erfolgte in einer horizontalen
Elektrophoreseapparatur mit 5° 50 © 75 mm bzw. 5 100~ 75 mm 1-2 %igen (w/v)
Agarose-Gelen bei Spannungen zwischen 80 und 100V in 1" TAE-Puffer. Dazu wurde die
zu untersuchende DNA-Probe mit 6  DNA-Probenpuffer versetzt und das
ethidiumbromidhaltige Agarose-Gel mit dieser Probe beladen. Die Detektion der DNA-
Banden erfolgte mit Hilfe eines UV-Transilluminators. Die Grofde der einzelnen DNA-
Banden konnte durch den Vergleich mit verschiedenen DNA-Molekulargewichtsmarkern
(500 ng) abgeschétzt werden. Die Dokumentation der Agarose-Gele erfolgte mittels eines
Geldokumentationssystems.

2.2.111solierung von DNA aus Agarose-Gelen

Referenz: Protokoll des QlAquick Gel Extraction Kits (QIAGEN)

Loésungen und Materialien:
QX 1-Puffer

PE-Puffer

QIAquick Saule

2-Propanol

Durchfuhrung:

Die zu isolierende DNA-Bande wurde mit Hilfe eines UV-Transilluminators lokalisiert
und mit einem Skalpell aus dem Agarose-Gel herausgeschnitten. Zur Bestimmung des
Gewichts wurde das extrahierte Gelstiick in ein 1.5 ml Eppendorfgefald bekannten Leer-
gewichts tberfuhrt. Dabei wurde davon ausgegangen, dal? das Gewicht in mg etwa dem
Volumen in m entspricht. Anschlief3end wurde das Gelstiick mit dem dreifachen Volumen
QX1-Puffer versetzt und 10 min bei 50°C und 500 rpm inkubiert. Nachdem sich das
Gelstiick vollstandig gelost hatte, wurde bei DNA-Fragmenten, die kleiner als 500 bp und
grofker als 4 kb waren, die Lésung mit einem Volumen 2-Propanol versetzt. Bei DNA-
Fragmenten, die nicht in diesem Bereich lagen, konnte auf die Zugabe von 2-Propanol

verzichtet werden.
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Die Losung wurde auf eine in einem 2 ml Mikro-zentrifugengefald plazierte QlAquick
Saule gegeben, 1 min bei 13.000 rpm zetrifugiert, der Durchlauf verworfen und die DNA
mit 750 m PE-Puffer gewaschen. Zur vollstdndigen Entfernung des PE-Puffers (PE-Puffer
enthalt Ethanol) wurde erneut 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Nach der Uberfiihrung
der QIAquick Saule in ein neues 1.5 ml Eppendorfgefal, wurde die DNA mit 30 m auf
50°C vorgewéarmtem Wasser durch einminttige Zentrifugation bei 13.000 rpm €eluiert. Die
DNA-Fragmente wurden bei -20°C gelagert.

2.2.12DNA-Sequenzierung

Referenz: Protokoll des BigDye Terminator Kits (ABI)

Ldsungen und Enzyme:
BigDye-Reaktionsldsung (ABI)
half TERM-Puffer (Genpak, Brighton, UK)

Durchfuhrung:

50 ng Plasmid-DNA und 15 pmol Sequenzier-Primer wurden mit 2 ml BigDye-
Reaktionsldsung und 6 m halfTERM-Puffer versetzt und auf ein Gesamtvolumen von 20
m gebracht.

Die Sequenzierung efolgte in  enem PCR-Thermocycler mit folgendem

Temperaturprogramm:
Schritt | Temperatur Zeit Anmerkung
1 96°C 10s
2 50°C 5s
3 60°C 4 min ® Schritt 1/ 25 Zyklen
4 4°C ¥

Zur Reinigung der Sequenzierprobe wurde der Resktionsansatz mit 45 ml absolutem
Ethanol versetzt und 20 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Nach Entfernung des Uber-
standes wurde die DNA 10 bis 20 min an der Luft getrocknet.
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Die DNA-Sequenzierung erfolgte durch Mitarbeiter des Servicelabors am Institut fir
Zdllbiologie und klinische Neurobiologie des Universitétskrankenhauses Eppendorf (UKE)
auf einem ABI PrisnTM377 DNA-Sequenzer der Firma Applied Biosystems. Die DNA-
Sequenz wurde in Form eines Vier-Farben-Elektropherogramms dokumentiert.

2.2.13Standard-PCR

Referenz: Ausubel et al. (1995)
Powell (1990)
Ldsungen und Enzyme:
10~ PCR-Puffer (MBI)
2mM dNTP-Mix (MBI)
Tag-DNA-Polymerase, 5.000 U/ml (Appligene)

Durchfuhrung:

Die PCR-Reaktionen erfolgten in einem Gesamtvolumen von 50 mi. Zu 10 pg Template-
DNA wurde folgender Standard-PCR-Mix gegeben:

Standard-PCR-Reaktionsgemisch (Endkonzentrationen sind angegeben)

5 -Primer (sense) 1uM

3’ -Primer (antisense) 1uM
dNTP-Mix 0.2mM
10" PCR-Reaktionspufer 1x

Tag-DNA-Polymerase 25U
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Die PCR-Reaktionen wurden in einem PCR-Thermocycler mit folgendem PCR-Programm

durchgefihrt:
Schritt | Temperatur Zeit Anmerkung

1 93°C 3 min

2 93°C 1 min

3 44°C 1 min ® 5 Zyklen 2.-4.

4 72°C 1 min

5 93°C 1 min

6 44°C 1 min ® 5 Zyklen 5.-7.

(DT =+ 3°C pro Zyklus)

7 72°C 1 min

8 93°C 1 min

9 64°C 1 min ® 20 Zyklen 8.-10.
10 72°C 1 min

11 72°C 5 min

12 4°C 72 h

2.2.14Reinigung von PCR-Produkten

Referenz;

Ldsungen:
PB-Puffer
PE-Puffer

Protokoll des QlAquick PCR Purification Kits (QIAGEN)

Durchfuhrung:
Der PCR-Reaktionsansatz wurde mit 250 nl PB-Puffer versetzt und auf eine in einem 2

ml Mikrozentrifugengefd3 platzierte QlAquick spin Sdule gegeben. Nach einmindtiger

Zentrifugation bel 13.000 rpm wurde der Durchlauf entfernt und die Membran mit

750 m

PE-Puffer gewaschen. Zur vollstandigen Entfernung von PE-Pufferresten (PE-Puffer

enthalt Ethanol) wurde nochmals 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Nach Uberfiihrung

der QIAquick spin S&ule in ein neues 1.5 ml Eppendorfgefal3, wurde das PCR-Produkt mit
30 m auf 50°C vorgewarmtem Wasser eluiert. Die PCR-Produkte wurden bei -20°C

gelagert.
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2.2.15RT-PCR

Referenz: Protokoll des Cell-to-DNA Kits (Ambion)

Loésungen und Materialien:

1x PBS (PH 7.4)
Zell-Lyse-Puffer

DNase |, 2 U/m (RNase-frei)
10x RT-Puffer

MMLV Reverse Transkriptase
RNase-Inhibitor, 10 U/m
dNTP-Gemisch, 2.5 mM
Random Decamer, 50 mM in TE
RNase-freies Wasser

Tagq DNA-Polymerase, 5 U/m
10x PCR-Puffer mit MgCl,
Kontroll Primer Paar, jeder Primer 10 mM
96-L ochplatte

Durchfuhrung:

Anzucht der Zellen:

Hela-Zellen wurden in einer 96-Lochplatte ausgesdt und am néchsten Tag oder/und in 2
Tagen kontrolliert. Der Zellrasen mul3 die gesamte Oberflache der Locher llckenlos
besetzen, da sonst die genaue Zellzahl im betreffenden Loch nicht eindeutig festgelegt ist.
Unter diesen Bedingungen entsprach die Zellzahl in einem Loch dann ca. 40.000 Zellen.

Zell-Lyse:

Das Medium wurde aus dem ausgewahltem Loch abgesaugt und 2x mit 200 m eis-kaltem
und sterilem 1x PBS gewaschen.

100 m vom Zell-Lyse-Puffer wurde auf die Zellen pipettiert, wobel der Puffer die gesamte
Zellschicht im Loch bedecken muf3ten.

Die Zellen wurden bel 75°C fur 5 min wie folgt inkubiert: eine Metallplatte wurde in das
Wasserbad gelegt, das vorher auf 75°C erwarmt wurde. In der Platte selbst sollte sich eine
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geringe Menge an Wasser befinden, damit die Warmeleitung zur 96-Lochplatte besser

erfolgt.

DNase I-Behandlung :

2 m DNase | wurden zu dem Zell-Lysat zugegeben (1 ml DNase/ 50m Zell-Lyse-

Puffer) und vorsichtig mit der Pipette gemischt und anschlief3end im Wasserbad bei 37°C
fur 30-60 min inkubiert.

Zur DNase-Inaktivierung wurde das Lysat dann im Wasserbad bei 75°C fir 5 min
inkubiert.

Das Zell-Lysat wurde in einen 1,5 ml Reaktionsgef&ld tberfihrt und konnte bis zur

weiteren Verwendung bei —20°C aufbewahrt werden.

Reverse Transkription:
Folgende Ansétze wurden zusammengestellt:

Probe Minus-RT-Kontr. Minus-Template Kontr.
Zell-Lysat 5n 5m |
dNTP-Mix 4m 4m 4m
Random-Primer 2m 2m 2nm
Kompetitor* im | — e
H20 4m 5n 10m

Kompetitorzugabe* in absteigenden Konzentrationen/K opienzahl

Die Proben wurden kurz gemischt, zentrifugiert und anschlief3end bel 80°C fur 3-4
Minuten im Eppendorf-Heizblock unter Schiitteln inkubiert.

Fur 1 min wurden die Proben dann auf Eis gestellt, kurz zenrifugiert und die

Inkubationsansétze wurden wie folgt vervollsténdigt:

Probe Minus-RT-Kontr. Minus-Matrize Kontr..
10x RT-Puffer 2m 2m 2m
MMLV-Rtase L 1m
RNase-Inhibitor 1m 1m 1m
HO [ N
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Die Proben wurden kurz gemischt, zentrifugiert und anschliefRend bei 42°C fir ca. 1-2
Stunden im Eppendorf-Heizblock unter Schiitteln inkubiert.
Die Proben konnten bis zur weiteren Verwendung bel —20°C aufbewahrt werden.

PCR-Amplifikation: Aus der Reversen Transkription wurden 5 mli entnommen und
folgende Ansétze wurden zusammengestellt.

Die verwendete Menge des RT-Ansatzes erwies sich als optimal. Die Menge des
eingesetzten RT-Ansatzs wurde durch Variation zwischen 1 gl und 10 pl  experi-mentell
bestimmt.

Probe Minus-RT-Kontr. Minus-Matrize-Kontr.
RT-Ansatz 5m 5m 5m
10x PCR-Puffer+MgCl, 5n 5m 5n
dNTP-Mix anm 4m 4m
PCR-Primer-1, 20 pm/m 25m 25m 25m
PCR-Primer-2, 20 pm/m 25m 25m 25m
H,O 30 mi 30 ni 30
Tag-Polymerase 1m 1m 1m

Diese Ansatze wurden mit folgendem Programm im Cycler mit 30 Schritten amplifiziert,
so dal3 die PCR-Reaktion im linearen Bereich lag.

PCR-Programm:

Schritt Temperatur Zeit

1 94°C 3 min
2% 94°C 1 min
3* 56°C 1 min
4* 72°C 1 min
5 72°C 5min

* = ein vollstandiger Cyclus, Cyclus-Zahl = 30

Analyse der PCR-Produkte:
Die PCR-Produkte wurden auf 1,5-2 %igen Agarose-Gelen analysiert, ein Aliquot von 10-
20 m wird auf das Ethiumbromid-haltige Gel (0.5 pg/ml) geladen.
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Die Gelelektrophorese wurde bei 80-100 V ausgefihrt bis die DNA-Fragmente eine
eindeutige Trennung zeigten.

2.2.16In-Vitro-Transkription des linearisierten Plasmids

Referenz: Protokoll des RT-PCR Kompetitor-K onstruktions-Kits (Ambion)

Loésungen und Materialien:

10x Transkriptionspuffer

5x NTP-Mix (2.5 mM GTP, ATP, 2'modifizierte CTP und UTP)
T7-RNA-Polymerase, 20 U/m

Nuclease-freies Wasser

MnCl,, 60 mM

Durchfuhrung:

Folgender Ansatz wird zusammengestellt:

10x Transkriptionspuffer : 2 mi

5x NTP-Mix :0.5mM
MnCl, :2mM
DNA-Template :0.5-15ny

T7-DNA-Polymerase  :40U
H.0 : bis zu 20 M Gesamtmenge

Der Reaktionsansatz wurde kurz gemischt und zentrifugiert. Die Inkubation erfolgte
bei 37°C Uber Nacht (ca. 16 Std.).

2.2.17Ethanol-Fallung der mRNA

Loésungen und Materialien:

Elutionspuffer
100 %iges Ethanol
70 %iges Ethanol
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Durchfuhrung:

40 m Elutionspuffer und 200 m 100 %ges Ethanol wurden zu der Transkriptions-

reaktion zugegeben, kurz gemischt und zentrifugiert.

Das Gemisch wurde bei —80°C fur 20-60 min inkubiert und anschlief3end bei RT und bei
13.000 rpm fur 15 min zentrifugiert.

Das Pellet wurde mit 200 m 70 %igem eiskaltem Ethanol gewaschen.

Das Pellet wurde dann mit Hilfe des Vacuum-Trockners (Speed-Vac) nur ganz kurz

getrocknet. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei —20°C aufbewahrt.

2.2.18Hybridisierung von Oligonucleotiden

Referenz: Ausubel et al. (1995)

Ldsungen:
Primer-1 = 100 pmol/pl
Primer 2 = 100 pmol/ul

Durchfuhrung:

Zur Generierung doppelstrangiger DNA durch Hybridisierung komplementarer Oligo-
nucleotide wurden die entsprechenden DNA-Einzelstrange jewells auf eine Konzentration
von 100 mM eingestellt, in einem 1.5 ml Eppendorfgefald vereinigt und mit Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 90 ml gebracht. Nach Zugabe von 10 ml Puffer 2 wurde der
Reaktionsansatz in einem Heizblock auf 88°C fur 10 min erhitzt und langsam auf RT
abgeklhlt. Die so gebildete doppelstrangige DNA wurde bei -20°C gelagert.

2.2.19Reinigung der Kompetitor-RNA

Referenz: Protokoll des RT-PCR Kompetitor-K onstruktions-Kits (Ambion)

Loésungen und Materialien:
DNasel, 5 U/m (RNase-frel)
1x Transkriptionspuffer
Gel-Beladungspuffer 11
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Elutionspuffer

Durchfuhrung:

20 m 1x Transkriptionspuffer und 2 m RNase-freie DNase | wurden zu dem mRNA-Pellet
(Kompetitor) zugegeben, kurz gemischt, zentrifugiert und anschlief3end bei 37°C fir 1 Std.
inkubiert.

Nun wurden 22 m Gel-Beladungspuffer zu der Probe pipettiert, kurz gemischt,
zentrifugiert und 2 min bei 95°C inkubiert.

Das Gemisch wurde dann auf ein frisch vorbereitetes 5 %iges Polyacrylamid-Gel geladen.
Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung zwischen 250-500 Volt bei einer
Temperatur von ca. 50°C durchgeftihrt und wurde beendet, sobald das blaue Bromphenol
den Boden des Geles erreicht hatte.

Der Teil des Geles mit dem Marker und dem Aliquot der Probe wurde abgetrennt, mit
Silbernitrat geféarbt und anschlief3end an den praparativen Teil des Geles angelegt.

Dadurch wurde die Hohe der gesuchten Bande bestimmt, mit dem Skalpell markiert und

herrausgeschnitten.

Elution der RNA:

Das herrausgeschnittene Gelstiick wurde in ein 1.5 ml-Reaktionsgefald transferiert, 300
m Elutionspuffer zugegeben und bei 37°C im Eppendorfheizblock unter leichtem
Schiitteln tber Nacht inkubiert. Dadurch konnte ca. 95 % der Probe eluiert werden.

Prazipitation der Kompetitor-RNA:

Das Gel von der Ubernachtelution wurde mit einem Spatel aus dem Reaktionsgefal
vorsichtig entfernt. Die Kompetitor-RNA wurde durch Zugabe von 600 i eiskaltem
Ethanol (100 %) bei —80°C fur 20-30 min geféllt und anschlief3end zentrifugiert:
13.000 rpm, Raumtemperatur, 20 min .

Der Uberstand wurde mit einer Pipette entfernt und das Pellet mit 200 M 70 %igem
eiskalten Ethanol gewaschen.

Das Pellet wurde nur kurz an der Speed-Vac von EtOH-Resten befreit und in 15 i
RNase-freien Wasser gel0st.

Die Kompetitor-RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei —20°C aufbewahrt.
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2.2.20Polyacrylamidgel zur RNA-Trennung

Referenz: Sambrook €l al., 1989

Loésungen und Materialien:

8 M Harnstoff

10x TBE

40 % Acrylamid (Acrylamid: bis Acrylamid= 19:1)
DEPC-Wasser

10 %iges AmmoniumPerSulfat (APS)

TEMED

Laufpuffer 1x TBE

Durchfuhrung:

Zur Trennung der Kompetitor-RNA wurde ein 5 %iges Polyacrylamid-Gel hergestellt.

Folgender Ansatz wird zusammengestellt:
Harnstoff : 7,2 g

10x TBE :1,5ml

40% AA : 1,88 ml

DEPC-Wasser bis 15 ml Gesamtmenge

Der Ansatz wurde mit Hilfe des Magnet-Ruhrers solange gemischt bis sich der Harnstoff

vollstdndig gel0st hat. Nach Zugabe von 120 M 10 %igem Ammonium-persulfat und 8 mi

TEMED mul3 das Gel sofort gegossen werden.

2.2.21Silbernitrat-Farbung

Referenz: Sambrook €l al., 1989 mit Modifikationen

Losungen und Materialien:

Fixier-Losung: 40 % EtOH, 10 % AcOH

Silbernitrat-Losung: 0.1 % AgNOs
DEPC-Wasser
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Entwicklungslosung: 1.5 %ige NaOH plus 0.15 % Formaldehyd
Na-Carbonat-L 6sung: 0.75 % NaCOs

Durchfuhrung:

Das betreffende Gel wurde zuerst unter leichtem Schitteln in der Fixier-Losung fir 30
min. fixiert und dann zum Féarben fir weitere 30 min. in die Silbernitrat-L 6sung gelegt.
Nach der Inkubation wurde die Geloberflache 2x fir ca. 5 Sekunden mit DEPC-
Wasser gespult und anschlief3end in der Entwickler-L6sung fur 1-5 min entwickelt.
Nach erfolgter Entwicklung wird das Gel in der Na-Carbonat-L6sung fur ein paar
Minuten unter leichtem Schitteln gewaschen. Das Gel kann dann fotographiert

werden.

2.2.22RNA-Quantifizierung mit Ribogreen

Referenz: Schneeberger et al. (1995), Protokoll der Firma ,,Molecular Probes*

Losungen und Materialien:

RiboGreen-RNA-Quantifizierungsreagent

20x TE-Puffer, RNase-frei

Ribosomale RNA-Standard-L6sung (16S und 23S rRNA von E. Coli): 100 ng/ml in TE-
Puffer

Durchfuhrung:

Aus der RNA-Standard-Ldsung (100 pl/ml) wurde eine Verdinnungsreihe (Doppelwerte)
zwischen 0 ng und 100 ng in 500 Yl TE erstellt. Die RNA-Proben der Kompetitor-RNA
(Doppelwerte) wurden in verschiedener Konzentrationen in 500 pl TE gel0st.

Unmittelbar vor der Fluoreszenzmessung wurde das Ribogreen-RNA-Reagenz 1:2000
verdinnt. Je 500 yl von der Verdinnung wurden zu den RNA-Proben pipettiert. Diese
wurden gemischt und fir 5 min im Dunkeln inkubiert.

Die Fluoreszenz der Proben wurde mit dem Floureszenz-Photometer von Perkin Elmer
(Modell 650-40) bei der Excitation von 480 nm und einer Emission von 520 nm gemessen.
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Die Konzentration der Kompetitor-RNA wurde anhand der linearen Regression der
Standard-Kurve bestimmt (Schneeberger et al., 1995).
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3 Ergebnisse

3.1 Auswahl der PCR-Primer fur S6-cDNA

Der grofdte Teil der mRNA-Molekile im Cytoplasma entsteht im Zellkern durch Spleif3en
aus hnRNA-Vorstufen (Dreyfuss et a, 1993, Lewin, 1975). Um eindeutige RT-PCR-
Produkte zu erhalten, missen die verwendeten Sequenzen der Primerpaare in benachbarten

Exons liegen und mindestens ein Intron tberspannen.

2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261

tattcctgga
aat ccgcaaa
gccctt aaat
ttgtctatca
ctattcactt
taat ccttgce
tt gt gaat ct
tggtttagga
tt atat caga
ggctggtctt

gat t at gggc
gctttaaact

t agaagttag
accttttaag
agcaatattt
aggttgggtt
gtgtgactta
cttgagcaca
t gaagct gat
aaccat agcc
agatggttct
catttagcct
ggcct at nct
at gaagat ac
at t ggcagga
caggat gatt
ttatatatta
tggttatttt
atttctgtgg
ttataggttt
gtggattcta
cct aggacca
cggcggcegt a
t at gct aaac
ggagt t cgac
ttttgttttg
ctttcctctc
agt aacaaat

ctgactgata
cttttcaatc
aaagaaggta
ttttogtgtgc
ggagttttta
ttattatatc
ttgatgtata
gtcacatgtt
tgttctaaat
gaacccttga
gt gagcacca
tctgtttcat
agacctt act
aacttttgtc
ct gt ggt gaa
ttcctgacaa
acat acat gg
ggtactgttc
gtt gcaaaaa
ct ggaaat aa
tatgtctata
aaggcagtta
ccaat gcaga
tttaacaaca
att gt caaag
at gt agat aa
acat aat gcc
tcaggacttg
agggggaaaa
t cat agat gc
acaaaacaaa
aagcacccaa
ttgctctgaa
ttttggccaa
ctggctttgg
tttaggaggc
tgcgagcttc
aaat aagat c

ctacagtgcc
t ct ct aaaga
ggagggatta
at at cagaag
cagaaaat at
cagtgccttg
cattatccaa
t gagaattct
tattaatatt
gct caagt ga
cacccagccc
ct gt aggat a
cagaat act a
cat at agt ag
at tt ggggat
aatttgaaag
cat agat agt
aaggt gct ga
aaaaaaaaaa
t ccgt at aat
gt aggaggct
actccctaca
tctgtaatcc
tcccacct aa
gaaat agaga
tgt gt t aagt
actgtatttt
gtttccctta
agcattttag
tgttaagctt
tattgaaatg
gatt cagcgt
gaagcagcgt
gagaat gaag
atttgcgtct
t aaggagaag
tacttctaag
agact ct gat

tcgccgectg
agatgatgtc
t gcaat t agg
at aaat at gt
ttggggat gg
t agagt gcag
aaat aacctg
gggactatta
ttttaagaga
tgct cccact
aaaattattt
t ggat aacaa
gggagcaggt
acaacat act
atttatgtta
aatttctctg
at acgt ct gt
gaat acagt a
gcaatt gaca
acaagcgt gg
taacatttta
aagt gt ccat
at gagcagtt
tctgatgtta
tgcaagctta
ggttttcaca
agt aaaactg
tatttttata
aatagttctg
acgtttattt
att gagt cct
cttgttactc
accaagaaaa
gttagtctaa
ttaacccaga
cgccaggaac
t ct gaat cca
ctctgttgac

ggccccaaaa
cgccagtatg
gcttgcttaa
gcctttggaa
ccagcat acc
taatttcgtt
act tt aaggt
gcaccacaca
t gaggt caca
ttggcttccc
tttggcttac
t agt t aagag
gct agggat t
caccagt gag
aat aaacagc
gattttggtt
t aagt cagta
t agacaaatt
aat aggt ggc
tctggttgat
gcagaatctg
gaaacaaat a
tt ggagt aca
at agt t aacg
catcaaattt
gacaaatt aa
gaaggt agt a
atatttaacc
atttgatttt
ctgatgtttt
ttgaattttt
cacgtgtcct
at aaagaaga
gatgatttga
aaggccttaa
aaattgcgaa
gt cagaaat a
tttycattgc

Abb. 1: Teil der S6-Gensequenz mit markierten Primerbereichen

Die PCR-Primer fur die reverse Transkription der cDNAs der menschlichen ribosomalen

Intron: cagtgac, Exon: cagtgac, Primerbereich: cagtgac

gagct agcag
tt gt aagaaa
ttttggt aat
ggccttagca
cagtt ggt gt
gaaaat ct gc
cattgctatc
ctttgtaatt
ctgttgccca
aaagt gct gg
aaaagaagt t
tt gt gagaat
ttggagcttt
gacct caaat
at gt cagt ca
tt caggactg
attacactta
cctaccctta
agtt gcccat
gggtattttt
aacat ct gag
cat ct gaaaa
gat cagatta
ttacccctga
aaaagt at gg
ct at gcacag
aaagttagcc
aatcttctag
aaaggcct ca
t aaagt agat
aggt aagaaa
gcagcacaaa
ggct gcagaa
gggggt ggga
ctgtttgctg
gagacgcaga
agattttttg
t gat agaaaa
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Proteine S6 und S3a wurden an Hand der publizierten DNA-Sequenzen (Heinze et al.,
1988, Pata et a., 1992; Nolte et al., 1996) festgelegt. Die Primer wurden so gewahlt, dal3

sie jeweils innerhalb verschiedener Exons hybridisieren (Pallansch et al., 1990).

3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341

at gat t gaag
gttggtttta
caggt ccgcc
gact t gaaag
cttgatgatt
ggaaat cctg
t cagt aaat a
ggctcgagt g
agcagttctt
cagctaattt
tt gaact cct
tttatttatt
ttcccct agt
agct act cag
ggcaat at ag
acaaagaaaa
gt gat gaaaa
cccat gcaat
gaagactcta
t gt gaaaggt
gtgttatgtg
at ct gagaac
agcat t ggaa
gt t agaaaag
ttcctgtagg
ccttettttt
aacagttttt
t ggagcttca
aagtt gaacg
tcaaat agtg

ctcacgttga
ct aaaaaacg
aaat ccggaa
aagt ggt caa
ggattattcc
tctgtgaatc
tgattattat
cagtattgtg
gagcct cagce
ttttaaattt
gact t caggt
tt gaat gaag
t ggaaaat ac
gaggct gagg
ggagaccct g
aat acact ga
aagtttcggt
at acagttag
ctaactttgc
aaat aat ggc
taggtttatt
taggactttt
aagacat aga
t aaaaat gct
gccaaat aca
cttcctgtca
tggttttttt
t ggt gaaggc
agct gat gga
gcaaat aaaa

t gt caagact
caacaat cag
gaagat gatg
t aaattgtaa
t gagat gaga
cttctagcta
tactattatt
atcctccttg
ctcctgagta
tt agt agaga
gat ct gccag
ctgtctcaca
act gaat aag
t ggt aggatt
t cccaaaaaa
at agacaaaa
cccagat gat
ct aagagggt
cact agct ag
ttatcttaac
ccaaggcttc
agaaaaaaat
aaaggcttgc
gaagaagccc
ttgtttttgg
tgcttgcata
ttttettttt
agtagttctg
t at gaaccac
agtgctattt

accgat ggt t
at acggaaga
gaaat cat ga
gtotttettt
gaacgcat at
tatctcttta
atttgagtca
gctcactgta
tctgggaat a
tgggotttca
tactctgtaa
gt agat ggag
ttgagt gggg
gtttgagccc
t aaaaaat at
cctttcatga
ggccagt gat
gt aat ggaaa
ctatgtaatt
aggaggattt
tctactttta
ttactgttac
caatctattt
aagtttgaat
gt ggaggagg
gt agt gat ga
tttttttttg
gaaaagccac
cagt ccaaga

gtgat ggt tt

acttgcttcg
cctcttatgce
cccgagaggt
gcttcctcac
gagacaaggt
agt gaaagag
gagtctt gct
accactgctt
caggggactg
tcatgttggc
at gat aacag
tt gaaggaca
tgggat gt gc
aggagtttga
acgt at at at
ttaat gat gc
aacaacattt
aagcat aagg
cagat cat ct
atgcaggtta
aaggaaat gg
tggtttgcag
atcctctcca
gt aagt gaga
agt gt ggggc
ccattatttc
ccttttagtg
t ggggacgag
atctgtttaa
gcttctgaac

Abb. 2: Teilsequenz des S3a-Gens mit markierten Primerbereichen

Intron: cagtgac, Exon: cagtgac, Primerbereich: cagtgac

tctgttctgt
t cagcaccaa
gcagacaaat
acaacacaac
aaaggt ct gt
t gttaagt ac
ctgttgccca
cctgggttca
ccaccat acc
caggct ggtc
ttttttcgtg
ggaaat gttt
ct ggagt ccc
ggccagect g
at at acacac
acgggaat aa
ttctgatgtt
cttggactca
atcctttaca
aat gaggt ag
cttatcttat
gat t ccagac
tgatgtcttc
aat cacat ga
cat at cat gg
aagat at act
ggaaagct ca
acaggt gcta
agt t cagact
attctttttt

Die Sequenz des Sense-Primers fur S6 liegt innerhalb des vierten Exons und der
Antisense-Primer bindet innerhalb des sechsten Exons, wobel zu erwahnen ist, dal die S6-
DNA 6 Exons besitzt (Abb. 1). Zwischen den beiden Primersequenzen liegt eine lange
Intron-Sequenz, das funfte Exon und en kurzes Intron, so dald bei einer nicht
ausreichenden DNase-Behandlung des Zell-Lysates ein grofies PCR-Produkt von Uber
2170 Bp entstehen wirde, das vom erwarteten, kleineren PCR-Produkt mit 351 Bp deutlich
unterschieden werden kann (Abb.1)

Die Nucleotidsequenz des Sense-Primers fir das ribosomale Protein S3a liegt ebenfallsim
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vierten Exon und der Antisense Primer bindet innerhalb des sechsten Exons. S3a besitzt
ebenfalls 6 Exons (Nolte et al., 1996). Ein PCR-Produkt vom S3a-Gen wirde mit diesen
Primern einer L&nge von 1546 Bp entsprechen (Abb. 2), wahrend das RT-PCR-Produkt der
MRNA ein 251 Bp Polynucleotid ergeben wiirde.

3.2 Direkte kompetitive RT-PCR in Zell-Lysaten

Die Quantifizierung einer spezifischen mMRNA setzt voraus, das eine effiziente RNA-
Extraktionsmethode zur Verfligung steht. Die von mir verwendete Methode verzichtet auf
die Isolierung und Reinigung von RNA vor der Reversen Transkription. Statt dessen wird
eine kleine definierte Zellzahl lysiert und im Lysat erfolgt ohne vorherige mRNA-
Isolierung die direkte cDNA-Synthese, die sowohl mit Random-Primern als auch mit
Oligo-dT erfolgreichist.

Das RT-PCR-System wurde nach dem Protokoll der Hersteller-Firma tberprift. Es wurden
2 Primer-Paare eingesetzt (s. Anhang): das Primer-Paar des ribosomalen Proteins S6 und
das des ribosomalen Proteins S3a. AuRerdem haben wir fir die Uberpriifung der
Funktionalitdt der RT-PCR das 18S rRNA-Primer/Kompetimer-System von Ambion
verwendet.

Hela-Zellen wurden in einer 96-L ochplatte angeztichtet. Die Zellkulturen konnten meistens
schon am néchsten Tag fir den Versuch benutzt werden, d.h. der Zellrasen bedeckte
IGickenlos den Boden des betreffenden Loches. Unter diesen Standard-Bedingungen betragt
die Zellzahl ca. 40.000 pro Loch, so dass man die Zellen nicht jedesmal zu z&hlen
brauchte. Die Zellen wurden dann lysiert und mit DNase-l behandelt. Ein Aliquot der
Zellen wurde fir die Reverse Transkription mit Random-/Oligo-dT-Primer verwendet. Die
cDNA wurde mit den ausgewahlten S6- und S3a-Primern mittels PCR amplifiziert und die
entstandenen DNA-Fragmente wurden mit einem 2 %igen Agarose-Gel analysiert. Die
erwarteten RT-PCR-Produkte des S6 (351 Bp), S3a (251 Bp) und 18S rRNA (190 Bp)
unterscheiden sich in ihrer Grof3e und sind deutlich in der Abbildung 3 zu erkennen.
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Abb. 3: Uberpriifung des RT-PCR-Systems

Die PCR-Produkte wurden auf einem 2 %igen Agarosegel aufgetrennt. Die

betreffenden PCR-Primer sind so ausgewahlt, dass man aus der S6-mRNA durch RT-

PCR ein PCR-Produkt von 351 Bp Grof3e erhélt. Die Lange des S3a-PCR-Produktes

betrégt 251 Bp und die des 18S rRNA-Fragmentes 190 Bp.

Spur 1: DNA-Marker pUC19/Hpall

Spur 2 - 5: obere Bande S6 und untere Bande S3a.

Spur 3- 5: 3. Bande bei 190 Bp entspricht dem 18S rRNA-Fragment; unterschiedliche
18S rRNA/K ompetimer-K onzentrationen.

Die Uberprifung des RT-PCR-Systems ergab, dass die RT-PCR-Produkte von S6 und S3a
die erwartete Grof3e besitzen und keine durch DNA-Kontamination bedingten Zusatzban-
den im Agarosegel auftraten. Das System spricht auch auf unterschiedliche 18S rRNA-
Primer /Kompetimer Konzentrationen an (Abb. 3).
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3.3 Konstruktion eines Plasmids zur Expression der Kompetitor-
RNA

Durch kompetetive RT-PCR kann man die Kopienzahl spezifischer mRNAs quantitativ
bestimmen (Ferre et al., 1996; Lottspeich und Zorbas, 1998). Voraussetzung fur die
Quantifizierung ist, dal3 die Kompetitor-RNA mdglichst die gleiche Sequenz besitzt wie
die zu quantifizierende RNA und da3 sie sich durch ihr Molekulargewicht von dem
endogenen PCR-Produkt unterscheidet (Souazé et al., 1996; Freeman et al., 1999).
Dadurch konnen beide RNAS, die Kompetitor-RNA und die endogene mRNA mit dem
gleichen Primer-Paar amplifiziert werden. Die von mir ausgewahlte Kompetitor-Sequenz
war um ca. 10 % kleiner als die endogene S6-RNA, da die zwischen den beiden
ausgewdhlten PCR-Primern  liegende S6-Sequenz  durch  Deletion der drel
Kernlokalisationssequenzen um 36 Bp verkirzt wurde. Die gewinschte S6-cDNA-
Sequenz, die die Kompetitor-Sequenz von 315 Bp enthielt, wurde aus dem Plasmid

PEGFP-C1-S6DI,11,111 nach Amplifizierung durch PCR isoliert. Das Plasmid pEGFP-C1-
S6DI, 11,111 wurde mir von Herrn Dr. E. Lipsius aus unserem Arbeitskreis zur Verfligung
gestellt.

Die ausgewahlte S6-Kompetitor-Sequenz (s. 3.34) wurde am 3'-Ende um 78 Bp des
betreffenden Vektors verlangert. Eine Verlangerung dieser Grofenordnung ist notwendig,
da dadurch das Konstrukt mit der gleichen Effizienz revers transkribiert werden kann wie
die endogene RNA. Es hat sich gezeigt, wenn die Lange der 3‘-Sequenz im Kompetitor-
Konstrukt weniger als 25 Nucleotide betragt, dal? dann die exogene Kompetitor-RNA im

Vergleich zur endogenen mRNA mit geringerer Effizienz revers transkribiert wird.

Aufgrund dieser Konstruktionsbedingungen ist das resultierende Transkriptionsprodukt
langer als der in der PCR amplifizierte S6-Sequenzbereich, der zwischen den PCR-Primern

liegt und der mit der endogenen S6-mRNA kompetiert.

Die Kompetitor-RNA sollte durch in vitro Transkription hergestellt werden. Deshalb
wurde die Kompetitor-Sequenz hinter einen speziellen T7-Promotor einkloniert (s. 3.3.2).
Auf Anraten von Ambion (s. Konstruktionsskizze in der Einleitung) wurde ein T7-

Promotor mit folgender Sequenz ausgewahlt:
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Uberhang Sac-1 Schnittstelle

+1
5-GGC-GCG-TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGGAGCT-3"
CCG-CGC-ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTCCTCC

Nae-1 Schnittstelle T7-Promotor-Sequenz

Der Uberhang und die Tatsache, daR die Verlangerung (blau) der T7-Promotor-Sequenz
nur aus den Nucleotiden G und A besteht, tragen dazu bei, die Effizienz der in vitro
Transkription bel Verwendung von modifizierten Nucleotiden zu steigern.

Zuerst wurde der T7-Promotor (3.3.2) und danach die verlangerte Kompetitor-Sequenz
(3.3.4) in das verkirzte pBluescript KS(-)-Plasmid (3.3.1) einkloniert. Die jewells
entstandenen Konstrukte wurden durch Sequenzanalyse der entsprechenden
rekombinanten Plasmide tberprift.

Zur Vorbereitung der Transkription mit der T7-Polymerase wurde das Plasmid mit
Eco RI linearisiert (3.3.6) und die verlangerte Kompetitor-RNA (3.3.7) unter
Verwendung von modifizierten Nucleotiden synthetisiert.

Die verlangerte Kompetitor-RNA wurde von den tberschiissigen freien Nucleotiden und
den kirzeren Transkriptionsprodukten durch Gelelektrophorese (3.3.8) gereinigt. Die
Ausbeute (3.4) muldte quantitativ bestimmt werden, denn nur definierte Mengen des
exogenen Transkripts konnen dann in den RT-PCR-Versuchen (3.5) as Kompetitor-RNA
eingesetzt werden.

Im folgenden wird das experimentelle Vorgehen schrittweise dargestel|t.
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3.3.1 Isolierung und Restriktion des Plasmid pBluescript KS(-)

Als geeigneten Vektor haben wir das Plasmid pBluescript KS(-) verwendet (Abb. 4). Das
Plasmid hat eine Grof3e von 2961 Bp, eine Nae I-Schnittstelle bei 131 und eine Sac |
Schnittstelle in der MCS bei 657.

Sspl 2850 Nael 131

Xmnl 2645

Scal 2526 f1(-)origin

Amp .
pBlueScript® Il K§(-) mcs
2961 bp

ColE1 origin

Abb. 4: Genkarte des Plasmids pBluescript KS(-)

Die KS(-)-Plasmid-transformierten E. coli-Zellen des Stammes XL1-Blue wurden
angezichtet und am nachsten Tag wurde das Plasmid isoliert. Ein Aliquot des
erhaltenen Plasmids wurde auf ein 1 %iges Agarosegel geladen und analysiert
(Abb. 5).

Man erkennt 4 DNA-Banden in Abb. 5, die verschiedene Konformationen, sog.
Topoisomeren des Plasmids darstellen. Das zirkulare, doppelstrangige Plasmid in der
superhelikalen Konformation wandert, da es sehr kompakt ist, am schnellsten. Dies
entspricht der intensivsten Bande im Gel. Die entspannte Ringform des Plasmids, die durch
Spaltung einer Phosphodiesterbindung ensteht, wandert langsamer (mittlere Bande), da sie
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nicht so kompakt ist wie die superhelikale Konformation und sich nicht so leicht durch die
Gelmatrix bewegen kann, wie ein lineares Molekdl, das durch Linearisierung des Plasmids
enstehen wirde. Bei der obersten Bande handelt es sich sehr wahrscheinlich um Catenane.
Bel der vor der superhelikalen Plasmid-DNA sichtbaren sehr schwachen Bande, scheint es
sich um eine Verunreinigung zu handeln. Das linearisierte Plasmid wandert unter den
V ersuchsbedinungen zwischen der superhelikalen und der entspannten Ringform (Abb. 6).

21226 -
5148/4973 1

ggg? 3530~ -
1904 =

1584-1375— vdeoo
564 —

Abb. 5 : Agarosegel des isolierten Plasmids pBluescript KS (-)

Das isolierte Plasmid wurde in ansteigenden Konzentrationen auf das 1 %ige Agarose-Gel
geladen, um die Ausbeute quantitativ zu bestimmen.

Spur 1. DNA-Marker 111

Spur 2-5: Plasmid-Ldsung in ansteigenden Konzentrationen.

Zunéchst muldte das Ausgangsplasmid pBluescript KS(-) zweifach restringiert werden, um
den vorhandenen, suboptimalen T7-Promotor zu entfernen. Die Pufferbedingungen fir die
gleichzeitige Inkubation mit den beiden Restriktionsnukleasen Nae | und Sac | wurden
zunéchst Uberprift (Abb. 6). Die Spaltungen wurden mit beiden Enzymen im Puffer NEB |
in Gegenwart von BSA durchgefiihrt. Das analytische Gel (Abb. 6) zeigt, dal3 beide
Enzyme sowohl einzeln (Spuren 2 und 3) als auch gemeinsam im selben Puffer relativ gut
das Plasmid geschnitten haben. In Spur 4, wo beide Enzyme zum Restringieren des
Plasmides eingesetzt worden sind, sieht man das 526 Bp lange herausgeschnittene
Oligonucleotid als unterste Bande.
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Abb. 6: Uberpriifung der Aktivitat der Restriktionsenzyme Nae | und Sac |

Restriktion von pBluescript KS(-) mit Nae | und Sac | und Auftrennung der Fragmente in
einem 1.2 %igen Agarosegel.

Spur 1: DNA-Marker 111, Spur 2: Bluescript KS(-)-Plasmid geschnitten mit Sac I,

Spur 3: Bluescript KS(-)-Plasmid geschnitten mit Nae |, Spur 4: Bluescript KS(-)-Plasmid
geschnitten mit Nae | und Sac I, Spur 5: Bluescript KS(-)-Plasmid ungeschnitten

Préparative Mengen des Plasmids wurden mit den Restriktionsenzymen Nae-l und Sac-I
geschnitten und die Fragmente wurden mit Hilfe eines 1.2 %igen Agarosegels aufgetrennt.
Das langere Plasmid-Fragment, das fir die weitere Klonierung benttigt wurde, wurde
durch Gel-Extraktion isoliert (Abb. 7). Die Lange des aus dem Vektor herausgeschnittenen
Oligonucleotides betrug 526 Bp. Dies bedeutet, daf’ der urspriingliche Bluescript-V ektor
auf 2435 Bp verkirzt worden ist.
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Abb.7: Praparative Isolierung des Rest-Plasmids

Das KS(-)-Plasmid wurde mit Nae | und Sac | restringiert und auf einem
préparativen 1.2 %igen Agarosegel aufgetrennt. Die obere Bande stellt das nun
2435 Bp grol}e Rest-Plasmid dar, wéhrend die untere Bande dem 526 Bp langen
herausgeschnittenen Polynucleotid entspricht.

Spur 1: DNA-Marker 111
Spur 2: Das restringierte KS(-)-Plasmid
Spur 3: Das ungeschnittene KS(-)-Plasmid
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Die Reinheit des verkirzten Plasmids wurde mittels eines 1.2 %igen Agarosegeles
Uberprift und die Konzentration wurde an Hand der Marker bestimmit.

21226 +_

5148/4973
PegUoL S

207 T
1375—

947 —
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Abb. 8: Reinheits- und Konzentrationsbestimmung des Rest-Plasmids

Das isolierte, verkirzte KS(-)-Plasmid wurde auf ein 1.2 %iges Agarosegel geladen und
die Konzentration wurde durch Vergleich mit den Markerbanden abgeschétzt.

Spur 1: DNA-Marker 111, Spur 2: Das isolierte Plasmid.
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3.3.2 Ligation des T7-Promotors mit dem verkirzten KS(-)-Vektor

Die oben beschriebene T7-Promotor-Sequenz und der entsprechende Gegenstrang wurden
kommerziell synthetisch hergestellt. Nach Hybridisierung der Oligonucleotide erfolgte die
Ligation in den verkirzten Bluescript-V ektor .

Dazu wurde der T7-Promotor mit dem verkirzten KS(-)-Plasmid in einem molaren
Verhdltnis von 50 : 1 mittels der T4-DNA-Ligase ligiert und anschlie3end in den
kompetenten E. coli-Stamm XL 1-Blue transformiert. Die Transformationseffizienz wurde
sowohl mit einer negativen als auch mit einer positiven Kontrolle Uberprift. Die
transformierten Bakterien wurden auf einer LB-Selektiv-Agarplatte (Ampicillin/
Tetrazyklin) ausplattiert.

Am néchsten Tag wurden von mehreren Kolonien Mini-Préparationen angefertigt. Es
muldte eine grofRere Anzahl von Kolonien analysiert werden, da die transformierten
Kolonien nicht an Hand der Farbresktion erkannt werden konnten. Durch die
vorgenommene Restriktion war ein Tell des a-Fragementes vom LacZ-Gen aus dem
Bluescript-Vektor herausgeschnitten worden, so dal3 eine a-Komplementation nicht
maoglich war.

Die Plasmide von den verschiedenen Kolonien wurden prapariert und mit Hilfe eines 1.2
%igen Agarosegeles analysiert. Man konnte 2 Typen von Plasmiden unterscheiden: ein
Typ entsprach dem urspriinglichen Wildtyp-KS(-)-Plasmid, der andere Typ reprasentierte
das erwartete Ligationsprodukt, denn der Grol3e nach zu urteilen, enthielt es das verkirzte
Bluescript-Plasmid und die T7-Promotorsequenz.

Um diese Annahmen zu bestatigen, wurden die Plasmide der verschiedenen Kolonien mit
Nae-l und Sac-l restringiert und auf einem 1.2 %igen Agarosegel analysiert. Auf diese
Weise konnte das Vorhandensein des gewlnschten Klonierungsproduktes festgestellt
werden.

Die korrekte Einklonierung des T7-Promotors in das Rest-Plasmid sollte im néchsten
Schritt durch Sequenzanalyse verifiziert werden. Dazu wurden Klone von den
transformierten Bakterien abgeimpft und fir die Midi-Prgparation Uber Nacht angeziichtet.
Am néchsten Tag wurde das durch den T7-Promotor modifizierte Plasmid isoliert, die
Konzentration bestimmt (Abb. 9) und anschlief3end sequenziert. Die Sequenzierung (S.
Anhang) wurde vom Servicelabor des Instituts fir Zellbiologie und Klinische Neurologie
durchgefiihrt. Das den neuen T7-Promotor enthaltende Plasmid wurde mit pBS 11 KS(-) T7
AMB bezeichnet (Abb. 10).
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Abb.9: Konzentrationsbestimmung des isolierten pBS 11 KS(-) T7TAMB-Plasmids

Das durch Midi-Préparation isolierte pBS 1l KS(-) T7AMB-Plasmid wurde auf einem 1.2
%igen Agarosegel Uberpruft. Als Kontrollen dienten neben dem DNA-Marker 111 sowohl
das ungeschnittene a's auch das geschnittene Bluescript KS(-)-Plasmid. Die Konzentration
wurde auf 600-700 ng/m geschétzt.

Spuren 1 - 3: unterschiedliche Mengen despBS 11 KS(-) T7 AMB-Plasmids

Spur 4: DNA-Marker 111

Spur 5: Rest-Plasmid

Spur 6: ungeschnittenes Bluescript KS(-)-Plasmid
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3.3.3 Restriktion des pBS Il KS(-) T7TAMB-Plasmids

Die Restriktionskarte des den T7-Promotor enhaltenden Vektorsist in Abb. 10 dargestellt.
In diesen Vektor sollte die verlangerte S6-Kompetitor-Sequenz tiber die Bam HI- und Eco
RI-Schnittstellen einkloniert werden. In einer analytischen Restriktion wurde getestet, mit
welchem Restriktionspuffer die beide Restriktionsenzyme EcoRI und BamHI aus dem
Pasmid das 18 Bp lange Fragement effizient entfernen wirden. Es zeigte sich, dai3 die
Enzyme das Plasmid im NEB II-Puffer (x BSA) gut restringierten. Das stellte eine
gunstige Vorraussetzung fur die gleichzeitige praparative Restriktion mit beiden Enzymen
dar. Der praparativ geschnittene Vektor wurde mittels eines 1.5 %igen Agarosegeles
aufgetrennt und isoliert (Abb. 11).

T7 Ambion Promotor

pBS Il KS(-) T7AMB
2473 bp

ColE1 origin

Abb. 10: Aufbau des pBS Il KS(-) T7TAMB-Plasmids
Die Abbildung stellt den Rest-Bluescript-Vektor nach erfolgter Ligation mit dem
neuen T7-Promotor dar.
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Abb. 11: Praparative Restriktion des pBS Il KS(-) T7TAMB-Plasmids

Das Plasmid wurde mit den beiden Restriktionsenzymen Eco Rl und Bam HI inkubiert.
Die unterste Bande in Spur 2, die nur leicht zu sehen ist, stellt das herrausgeschnittene 18
Bp-lange Oligonucleotid dar.

Spur 1: DNA-Marker 111,

Spur 2: Das geschnittene pBS Il KS(-) T’AMB-Plasmid

Spur 3: Das ungeschnittene pBS 11 KS(-) T7TAMB-Plasmid

3.3.4 Préaparation des S6-Kompetitor-Fragmentes

Fur die Einklonierung der S6-Kompetitor-DNA in das neu konstruierte pBS 11 KS(-)
T7AMB-Plasmid mufite das entsprechende S6-cDNA-Fragment zunéchst aus dem Vektor
pEGFP-C1-S6D!, 11,111 (3-249) isoliert werden.

Der mir zur Verfigung gestellte Expressionsvektor pEGFP-C1-S6DI, 1,111 (3-249) enthielt
die S6-cDNA-Sequenz angefangen mit dem siebten bis zum 750. Nucleotid (Stop-Codon
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eingeschlossen), wobei die drei Kernlokalisationssequenzen deletiert worden sind (Abb.
13). Von dem Expressionsvektor wurde eine praparative Isolierung durchgefiihrt, die auf
einem Agarosegel anaysiert wurde. Beide Plasmide: das pBS 1l KS(-) T/AMB und das
pPEGFP-C1-S6D I,11,111(3-249) konnten mit hoher Reinheit isoliert werden (Abb. 12).
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Abb.12: Agarosegel der Plasmide pBS 11 KS(-) TTAMB und pEGFP-C1-S6
D L11,111(3-249)

Die Konzentration des isolierten pBS 1l KS(-) T7AMB und des Plasmids pEGFP-C1-
S6DI,11,111(3-249), das mir zur Verfigung gestellt worden ist, wurden bestimmt. Die
Konzentration des pBS Il KS(-) T7TAMB -Plasmides wurde auf 100 ng/m und die des
Vektors auf 1 ng/m geschétzt.

Spur 1: DNA-Marker 111, Spur 2, 3: geschnittenes pBS 11 KS(-) T7TAMB-Plasmid, Spur 4:
Frei, Spur 5: pEGFP-C1-Expressionsvektor
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1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
800

ATGAAGCTGA
AGTGGACGAT
CAGAAGITGC
CGAATCAGTG
CTTGACCCAT
ACAGACCAAG
ATTGTGGATG
AGAGAAGGAT
GCCCAAAAAG
GATGATGTCC
GAAACCTAGG
TCCTGCAGCA
AAAAATAAAG
GAAGGAGCCT
TTTCCTCTCT
ttcgaagctt
agatctattg

ACATCTCCTT
GAACGCAAAC
TGCTGACGCT
GTGGGAACGA
GECCGTGTCC
GAGAACTGA
CAAATCTGAG
ATTCCTGGAC
AGCTAGCAGA
GCCAGTATGT
ACCAAAGCAC
CAAACGGCGG
AAGAGGCTGC
AAGGAGAAGC
GCGAGCTTCT
aagacgt cag
actagtatta

CCCAGCCACT
TTCGTACTTT
CTGGGTGAAG
CAAACAAGGT
GCCTCGCTACT
GAAAGAAAGA
CGITCTCAAC
TGACTGATAC

GGCTGCCAGA AACTCATTGA
CTATGAGAAG CGTATGGCCA
AATGGAAGGG TTATGTGGTC
TTCCCCATGA AGCAGGEGTGT
GAGTAAGEEG CATTCCTGIT
GAAAATCAGT TCGTGGTTGC
TTGGTTATTG TAAAAAAAGG
TACAGTGCCT CGCCGECCTGG

ATCCGCAAAC
TGTAAGAAAG
CCAAGATTCA
CGTATTCGCTC
AGAATATGCT
GCCAGGAACA
ACTTCTAAGT
ct gccat ggc
gtcggtgctt

TTTTCAATCT CTCTAAAGAA
CCCTTAAATA AAGAAGGTAA
GCGTCTTGIT ACTCCACGTIG
TGAAGAAGCA GCGTACCAAG
AAACTTTTGG CCAAGAGAAT
AATTGCGAAG AGACGCAGAC
CTGAATCCAG TCAGAAAUAA

gcccgggecc taggt ggect
aag

Abb. 13: S6-cDNA-Sequenz mit Sequenzenaus dem pEGFP-Vektor

Die Kernlokalisationssequenzen sind rot, die RT-PCR-Primer sind blau markiert.
Die PCR-Primer fir die Isolierung der deletierten S6-DNA sind fett gedruckt und
unterstrichen. Die klein geschriebene Sequenz stammt aus dem pEGFP-C1-Plasmid.

Die fur die kompetitive RT-PCR bendtigte Sequenz von 315 Bp liegt zwischen dem

Sense Primer: 5-CTG GGC CCA AAA AGA GCT AG -3¢

und Antisense-Primer: 5°- TTT CTG ACT GGATTC AGA CTT AG-3“.

Die S6-Kompetitor-Sequenz wurde aus dem pEGFP-Expressionsvektor mit dem Sense-
Primer: 5° CCC GGG GGA TCC CTG ATA CTA CAG TGC C-3, der Comp1l bezeichnet
wurde, und dem Antisense-Primer 5°-CTG CAG GAA TTC GTG GCT GAT TAT GAT
CAG-3', der Comp-2 genannt wurde, durch PCR amplifiziert (Abb. 13).

Der Primer Comp-1 wurde so konstruiert, dal3 er einige Basenpaare vor dem spéteren PCR-
Endprodukt hybridisiert. Der Comp-1-Primer ist mit einem nicht hybridisierenden
Uberhang versehen, der eine Bam HI-Schnittstelle an seinem 5'-Ende besitzt. Der zweite
Antisense-Primer Comp-2 hybridisiert 59 Basenpaare von der Kompetitor-Sequenz
entfernt im pEGFP-C1-Expressionsvektor (Abb. 13). Er ist ebenfalls mit eéinem Uberhang
versehen, der eine Eco RI-Schnittstelle codiert.

-

Uberhang

Comp-1: 5°-Sequenz: 5-CCCGGGGGATCC-CTGATACTACAGTGCC-3

Bam HI
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® Uberhang
Comp-2: 3“-Sequenz 3 -GACTAGTATTAGTCGGT-GCTTAAGGACGTCS

Eco RI

Das amplifizierte PCR-Produkt von 441 Bp wurde zuerst gereinigt (Abb. 14) und an den
Uberhéngen mit den entsprechenden Enzymen restringiert (Abb. 18). Das restringierte
PCR-Produkt (424 Bp) wurde anschlief3end in den vorbereiteten pBS Il KS(-) T7TAMB -

Vektor einkloniert.
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Abb.14: Agarosegel der amplifizierten S6-Kompetitor-DNA

Die Abbildung zeigt die amplifizierte PCR-Produkt, das die verlangerte S6-
Kompetitorsequenz codiert. Die Konzentration wurde auf 100 ng/ml geschétzt. Als
Kontrolle diente neben dem Marker 111 die DNA des Vektor pEGFP-C-1S6DI,11,111.
Spur 1. DNA-Marker 111

Spur 2: S6-Kompetitorsequenz

Spur 3: pEGFP-C1-S6DI, 11,111

Die ligierte T7-Promotorsequenz und die amplifizierte S6-Tellsequenz aus dem
Expressionsvektor pEGFP-C1 ergeben folgende Gesamtsequenz (Abb. 15, 16).
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ggccgcgcattatgctgagtgatatccctctcctect cgaggt ggcgeccacccgecggega
gat ct t gat cacctaggGACTATGATGTCACGGAGCGECEEACCCGGGTTTTTCTCGATCG
TCTTAGGECGT TTGAAAAGT TAGAGAGATTTCTTCTACTACAGGECGGTCATACAACATTCTT
TCGGGAATTTATTTCTTCCATGGT TTCGT GGGT TCTAAGT CGCAGAACAAT GAGGTGCACA
GGACGTCGTGTAACGAGACTTCTTCGTCGCATGGTTCTTTTTATTTCTTCTCCGACGTCTT
ATACGATTTGAAAACCGGT TCTCTTACTTCCTCCGATTCCTCTTCGCGGTCCTTGTTTAAC
GCGAAAGGAGAGACGCTCGAAGATGAAGATTCAGACTTAGGTCAGTCTTTATTE t cgaagc
t t aagacgt cagct gccat ggcgcccgggcecct aggt ggcct agat ct at t gactagtatt
agtcggtgcttaag

Abb. 15: DNA-Sequenz nach Ligation der S6-Teilsequenz aus dem Expressionsvektor
pPEGFP-C1 in das pBSIl KS(-) TTAMB-Plasmid

Unterstrichene Sequenz entspricht dem T7-Promotor und schwarze, fett-geschriebene

Sequenzen entsprechen den Primern Comp-1 und Comp-2. Blaue Bereiche sind die

Primer-Sequenzen fur den Kompetitor der RT-PCR. ¢ : Transcriptionsstart

T7 Ambion Promotor Nael 131
Sspl 2770__

Sac | 169

/\BamHl 209

/

Xmnl 2563

Scal 2444

Kompetitior-
Sequenz

pBSII KS(-) T7 AMB
+ Kompetitor-Sequenz (315bp)

2879 bp

ColE1 origin Afl 111 1071

Abb. 16: Struktur des Kompetitor-Konstruktes
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Nach Lineariserung und Transkription ist eine RNA-Sequenz von 476 Basen zu
erwarten, wobei die Primer-Sequenzen fir die kompetitive RT-PCR blau markiert sind
(Abb. 17), die einen 315 Bp langen S6-Kompetitor in der RT-PCR spezifizieren.
GGGAGAGGAG  GAGCUCCACC  GOGEUGEECG GCCGCUCUAG AACUAGUGGA
UCCCUGAUAC UACAGUGCCU  CGCCGCCUGG  GCCCAAAAAG  AGCUAGCAGA
AUCCGCAAAC  UUUUCAAUCU  CUCUAAAGAA  GAUGAUGUCC  GCCAGUAUGU
UGUAAGAAAG  CCCUUAAAUA  AAGAAGGUAC  CAAAGCACCC  AAGAUUCAGC
GUCUUGUUAC  UCCACGUGUC  CUGCAGCACA  UUGCUCUGAA  GAAGCAGCEU
ACCAAGAAAA AUAAAGAAGA  GGCUGCAGAA UAUGCUAAAC  UUUUGGCCAA
GAGAAUGAAG  GAGGCUAAGG  AGAAGCGCCA GGAACAAALU  Gcecuuuccu
CUCUGCGAGC  UUCUACUUCU  AAGUCUGAAU  CCAGUCAGAA  AUAAAAGCUU
CGAAUUCUGC  AGUCGACGEU  ACCGCGEGEECC CGGGAUCCAC CGGAUCUAGA

UAACUGAUCA UAAUCAGCCA CGAAUU

Abb. 17: RNA-Sequenz des transkribierten Kompetitor-Konstruktes

Die transkribierte RNA-Sequenz betragt 476 Bp, wobel 315 Bp, die zwischen den PCR-
Primer-Bindungsstellen (blau markiert) liegen, als Kompetitor in der RT-PCR fungieren.

501/489 —_
404 —
331
242
190 —

111 —
67 —
oY/ p—

147

Abb. 18: Praparatives Agarosegel der doppelt restingierten S6-Kompetitor-DNA
Die Abbildung zeigt das S6-Fragment dem die 3 Kernsignale fehlen nach Restriktion mit

Eco Rl und Bam HI. Es besitzt eine Lange von 424 Bp.

Spur 1. DNA-Marker pUG19/Hpalll, Spur 2: Geschnittenes S6-K ompetitor-Fragment
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Das aus dem pEGFP-C1-Vektor amplifizierte S6-Kompetitor-Fragment wurde mit den
beiden Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI gleichzeitig geschnitten und auf einem 2
%igen Agarosegel aufgetrennt (Abb. 18).

Aufgrund der Salzkonzentration im Restriktionsansatz wandert das S6-Fragment im
praparativen Gel nicht auf der erwarteten Hohe von 424 Bp (Abb. 18). Die DNA-
Konzentration des isolierten Fragmentes wurde mit einem 2 %igem Agarosegel bestimmt
(Abb. 19).

Mit einem Ligationsverhdtnis von 10 : 1.5 wurden das S6-Kompetitor-Fragment und der
Vektor pBS Il KS(-)T7TAMB Uber Nacht bei 16°C ligiert. Am néchsten Tag wurde der
Vektor in kompetente E. coli XL1-Blue transformiert. Die Transformationseffizienz wurde
sowohl mit einer positiven als auch negativen Kontrolle Gberprift.

1 2 3
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Abb. 19: Agarosegel des isolierten S6-Kompetitor-Fragmentes
Die Konzentration des S6-Fragmentes wurde auf 100 ng/m geschétzt.
Spur 1: DNA-Marker pUG19/Hpall

Spur 2 und 3: S6-Kompetitor-Fragment.
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3.3.5 Préaparation des Kompetitor-Plasmids

Die transformierten Bakterien wurden auf LB-Selektivplatten (Ampicillin, Tetrazyklin)
ausplattiert und Uber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurden mehrere Kolonien
abgeimpft, von denen Mini-Praparationen angefertigt wurden. Die Plasmid-DNA der
einzelnen Kolonien wurden mit Hilfe eines 1.2 %igen Agarosegeles verglichen (Abb. 20).

123456 7 891011
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Abb. 20: Uberpriifung der von verschiedenen Kolonien isolierten Plasmide
Spur 1: DNA-Marker 111

Durch Minipraparation wurden 3 Plasmid-Typen isoliert.

Spur 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9: erwartetes Kompetitor-Plasmid

Spur 5: ungeschnittenes pBS 11 KS(-) T7 AMB-Plasmid

Spur 10: ungeschnittenes Bluescript KS(-)-Plasmid

Die positiven Klone wurden durchnummeriert und Klon 5 wurde fir die weitere
Bearbeitung ausgewahlt. Von diesem Klon wurde eine Midi-Prgparation durchgefuhrt. Die
Reinheit und Konzentration des Plasmids wurde durch Agarose-Gelelektrophorese
bestimmt (Abb. 21). Das Plasmid besitzt die in Abb. 15 dargestellte Sequenz. Es ist im
Sevicel abor des Institutes fur Zellbiologie und Klinische Neurologie sequenziert worden.
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Abb. 21: Agarosegel des isolierten Kompetitor-Plasmids

Das durch Midi-Préparation isolierte Plasmid wurde auf einem 1.2 % igen Agarosegel
analysiert. Als Kontrolle diente neben dem DNA-Marker auch das pBS Il KS(-) T7 AMB-
Plasmid. Die Konzentration des isolierten Kompetitor-Plasmids wurde auf 600-800 ng/m
geschétzt.

Spur 1. DNA-Marker 111

Spur 2-4: Kompetitor-Plasmid

Spur 5: pBS I KS(-) T7 AMB-Plasmid

3.3.6 Linearisierung des Kompetitor-Plasmids

Das Kompetitor-Plasmid wurde mit EcoRI restringiert und mit Ethanol geféllt. Die
Linearisierung des Plasmid wurde mittels eines 1.2 %igen Agarosegels Uberprift (Abb.
22).
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Abb. 22: Linearisierung des Kompetitor-Plasmids durch Eco RI

Das die Kompetitor-Sequenzen tragende Plasmid wurde als Vorbereitung fur die in vitro
Transkrption mit EcoRI linearisiert, als Kontrolle dienten neben dem DNA-Marker
ungeschnittenes Plasmid und das mit EcoRl und BamHI geschnittene pBSII KS(-)T7
AMB-Plasmid.

Spur 1. DNA-Marker 111

Spur 2: geschnittenes Kompetitor-Plasmid

Spur 3: ungeschnittenes Kompetitor-Plasmid

Spur 4: geschnittenes pBS 11 KS(-) T7 AMB-Plasmid

3.3.7 In-Vitro-Synthese der S6-Kompetitor-RNA

Das linearisierte Plasmid wurde mit der T7-RNA-Polymerase transkribiert. Die Sequenz
des Transkripts ist in Abb. 17 dargestellt. Bei dieser Transkription wurde eine Nucleotid-
Mischung aus dem Kompetitor Konstruktion Kit (Ambion) verwendet. Diese NTP-
Mischung enthdlt modifizierte Cytidin- und Uridinreste, die dem Kompetitor-RNA-
Molekil RNase-Resistenz verleihen. Dieser Schutz vor RNasen ist von grof3er Bedeutung,
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da wéahrend der folgenden Experimente durch mogliche RNase-Kontaminationen das
Ergebnis erheblich verfalscht werden kann. Das Transkriptionsprodukt wurde durch ein 1.2
%iges Agarosegel Uberpruift.
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Abb. 23: Agarosegel der in-vitro synthetisierten RNAs

Die Kompetitor-RNA wurde in vitro synthetisiert. Als Kontrolle diente neben den DNA-
Markern eine in vitro transkribiertes DNA-Segment des Cyclophilins.

Spur 1: DNA-Marker 111

Spur 2: Transkript der Kontroll-Cyclophilin-DNA

Spur 3: Transkript der S6-Kompetitor-DNA

Spur 4: DNA-Marker pUC 19/Hpall

In Spur 3 (Abb. 23) erkennt man eine weit gewanderte Doppelbande des Kompetitor-
Transkripts, die durch Aggregation zustande kommt. Die sehr schwache Bande des
Cyclophilin-Transkripts (Spur 2) besitzt etwa die gleiche Grofie wie das S6-Transkript. In

beiden Spuren ist noch das unverdaute Plasmid sichtbar.
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3.3.8 lIsolierung und Reinigung der Kompetitor-RNA

Bevor die verlangerte Kompetitor-RNA gereinigt werden konnte, mufdte die Reverse-
Transkriptions-reaktion mit DNase-l behandelt werden, um das linearisierte Plasmid zu
zerstoren. Die Kompetitor-RNA  wurde auf einem 5 %igen denaturierenden
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 24). Um die entsprechende
Kompetitor-RNA-Bande auf dem Gel zu lokalisieren, wurde wie folgt vorgegangen: Die
Banden des Gels, die den Marker und das Aliquot der Probe enthielten, wurden abgetrennt,
mit Silbernitrat geférbt und anschlief3end an den préparativen Teil des Gels angelegt. Die
Hohe der Kompetitor-RNA-Bande im préparativen Gel konnte auf diese Weise bestimmt
werden. Der entsprechende Gel-Bereich wurde mit dem Skalpell herausgeschnitten, die
RNA wurde aus dem Gel eluiert und durch Ethanolféllung gereinigt. Die Kompetitor-RNA

wurde in 15 m RNase-freiem Wasser gel0st.
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Abb. 24: Polyacrylamid-Gel der Kompetitor-RNA

Die elektrophoretische Auftrennung der Kompetitor-RNA erfolgte auf einem 5 %igen
Polyacrylamid-Gel, das mit Silbernitrat gefarbt wurde.

Spur 1: DNA-Marker pUC19/Hpall, Spur 2: DNA-Leiter, Spur 3: Kompetitor-RNA.
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3.4 Quantifizierung der in vitro transkribierten Kompetitor-RNA

RNA- Bestimmung mit Ribo- Green
1,2
L 2
1

S /
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0
0 20 40 60 80 100 120
Konzentration ng RNA

Abb. 25: Konzentrationsbestimmung der Kompetitor-RNA

Die Ausbeute der Kompetitor-RNA wurde mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Ribogreen
quantitativ bestimmt. Die Emission des fluoreszierenden Farbstoff-Komplexes wurde bei
520 nm gemessen. Die Konzentration der Kompetitor-RNA betrug ca. 84 ng/mi.
[(Eichkurve; [ Kompetitor-RNA.

Die RNA wurde mit Ribogreen, einem fluoreszierenden Farbstoff, quantifiziert. Dieser
Farbstoff ist so sensitiv, dal? man RNA-Konzentrationen unter 200 pg erfassen kann
(MolecularProbes). Die Linearitdt der RNA-Bestimmung wird durch geringe
Kontaminationen von DNA, Ethanol und Salze nicht gestort. Die Messung wurde mit
einem Standard Spectralfluorometer durchgefihrt und anschlieffend mit Excell 2000

ausgewertet (Abb. 25).
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3.5 Quantifizierung der S6-mRNA durch kompetitive RT-PCR

Aus der Konzentration des Kompetitors und dessen Molekulargewicht wurde die Anzahl
der Kopien/m errechnet. Die Kompetitor-L6sung wurde in verschiedenen Verdinnungen
in der kompetitiven RT-PCR eingesetzt. Zunéchst wurde die ungefdhre Konzentration der
S6-mRNA bestimmt. In weiteren Versuchen konnte dann die Kopienzahl genauer
eingegrenzt werden. Als Vergleich wurde die Kopienzahl der Cyclophilin-mRNA in der
Hela-Zelle quantifiziert. Dazu wurde die von Ambion erhaltene Kompetitor-RNA
verwendet, die gegeniiber dem nativen Cyclophilin-mRNA-Fragment eine Deletion von 20
Nucleotiden enthielt (s. Anhang).

Der RT-Ansatz wurde mit 5m Zell-Lysat durchgefihrt, das entspricht ca. 2000 Hela-
Zellen. In diesen Ansatz wurden je 1 i Kompetitor-RNAS in verschiedenen Konzentra-
tionen/Kopienzahl zugegeben. Nach der RT- PCR wurde ein Aliquot der DNA-Fragmente
auf einem 2 %igen Agarosegel analysiert (Abb. 26).

Die Gelelektrophorese zeigte, dal? die Kopienzahl der endogenen S6-mRNA zwischen 3,6
x 10° und 3,6 x 10° liegen muR, wahrend die endogene Cyclophilin-mRNA zwischen 1 x
10°und 1 x 10" Kopien liegen mu.

In einem weiteren Ansatz wurde die Anzahl der Kompetitor-RNA-Kopien so variiert, dal3
am Ende die PCR-Produkte der endogenen und exogenen RNAs Banden im Agarosegel
annahernd die gleiche Intensitét ergaben. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in
einem 15 %igem Agarosegel, um bei dieser relativ zum vorherigen PCR-Versuch
niedrigeren Agarose-Konzentration die Doppel banden besser trennen zu kdnnen (Abb. 27).

Die Abbildung 27 zeigt zwei Doppelbanden, die obere entspricht dem S6-Fragment und
die untere dem Cyclophilin-Fragment. In den Doppelbanden stellt jeweils die obere Bande
die endogene und die untere Bande die Kompetitor-RNA dar. Die Intesitét der Gelbanden
wurde optisch ausgewertet. Pro 2000 Hela-Zellen ergab die kompetitive RT-PCR fir die
S6-mRNA eine Kopienzahl von ca. 4,3 x 10° und fir die Cyclophilin-mRNA eine Kopien-
Zahl von ca. 1,6 x 10°.
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Abb. 26: Kompetitive RT-PCR von S6-mRNA und Cyclophilin-mRNA

Die RT-PCR-Produkte wurden auf einem 1.2 %igen Agarosegel aufgetrennt.
Spur 1: DNA-Marker pUC19/Hpalll

Spur 2: S6-PCR-Produkt ohne Kompetitor (351 Bp), Cyclophilin-Kompetitor
Spur 3: RT-Minus-Kontrolle

Spur 4: Template-Minus-Kontrolle

Spur 5: S6* : 3,6 x 10°% Cyclophilin* : 1 x 10°

Spur 6: S6* : 3,6 x 10°; Cyclophilin* : 1 x 10°

Spur 7: S6* : 3,6 x 10°; Cyclophilin* : 1 x 10”

Spur 8: S6* : 3,6 x 10°; Cyclophilin* : 1x 10°

Spur 9: S6* : 3,6 x 10% Cyclophilin* : 1x 10°

Spurl0: S6* : 3,6 x 10%; Cyclophilin* : 1x 10

S6* : S6-Kompetitor-K opien-Zahl

Cyclophilin* : Cyclophilin-Kompetitor-K opien-Zahl
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Abb. 27: Quantifizierung der S6-und Cyclophilin-mRNA in Hela-Zellen
Die Trennung der RT-PCR-Produkte von S6 und Cyclophilin erfogte auf einem 1.5 % igen
Agarosegel.
Spur 1: DNA-Marker pUC19/Hpall
Spur 2: Template-minus-Kontrolle
Spur 3: RT-minus-Kontrolle
Spur 4: S6* : 4,3 x 10° Kopien
Cyclophilin* : 1,3 x 10°Kopien
Spur 5: S6* : 5 x 10° Kopien
Cyclophilin* : 1,6 x 10° Kopien

3.6  Software-Auswertung der RT-PCR-Produkte

Die Banden der Abb. 27 wurden in die Intensitéésmessung und Software-Auswertung
einbezogen. Die Intensitéten der Banden wurden mit der Imagequant Software (Molecular
Dynamics) analysiert und quantifiziert. Rechteckige Ausschnitte der Banden wurden fir
die Quantifizierung ausgewahlt und die Schwarzung wurde als ,,Volume* bestimmt. Eine
Hintergrund-Korrektur wurde durchgefiihrt. Das Verhdltnis S6-mRNA zu Kompetitor
betrug in der vierten Spur 54 % zu 46 % und in der funften Spur 38 % zu 62 % (Abb. 27).
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Fur die Cyclophilin-mRNA ergab die optische Auswertung fur die vierte Spur 58 % zu 42
% und fur die funfte Spur 44 % : 56 %. Die Berechnung ergibt 200 + 20 Kopien S6-mRNA
und 800 + 40 Kopien Cyclophilin-mRNA pro Hela-Zelle. Die ribosomale S6-mRNA und
die Cyclophilin-mRNA gehdren somit zu den mRNASs der mittleren Haufigkeitsklasse.
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4 Diskussion

4.1 Zell-Lyse unter Hitze-Inaktivierung von RNasen

Traditionell war der erste Schritt in der RT-PCR-Methode die mihsame Isolierung der
RNA aus dem Probenmaterial. Bei sehr kleinen Proben ist die RNA-Prgparation
gewohnlich der Zeit-limitierende Schritt der Analyse. RNA wird tblicherweise mit einem
Phenol-Chloroform-Gemisch (Chirgwin et a., 1979; Mensink et al., 1998) extrahiert. Die
Lyse von Zellen in Guanidinium-Salzen hat sich ebenfalls fir die Prgparation intakter
RNA bewéhrt (Chomczynski und Sacchi, 1987; Chomczynski, 1993; Su et al., 1997).

Die direkte Lyse von Zellen (O’'Brien et al., 1994; Klebe et al., 1996) fuhrt zur Freisetzung
von Nucleasen (Deutscher, 1993; Hamalainen et al., 1999), die durch Zusatz von RNase-
Inhibitoren nicht beherrscht werden kénnen (Blackburn et al., 1977; Klebe et al., 1996). In
der von mir benutzten Methode wurden die in den Kulturzellen vorhandenen RNasen
durch einen Hitzeschritt in einem speziell entwickelten Zell-Lysis-Puffer sofort inaktiviert
(zale und Klibanov, 1986).

Die RNA kann auch aus den Zellen durch Erhitzen auf 90°C mit anschlief3ender Proteinase
K-Behandlung freigesetzt werden (O'Brien et a., 1994). Jedoch kann es bei diesen hohen
Temperaturen in Gegenwart zweiwertiger lonen zum Abbau der RNA kommen (Myers
und Gelfand, 1991). Beim Hitze-Denaturierungsschritt in der von mir verwendeten
Methode mul3ten deswegen zwei kritische Bedingungen — das VVolumen und die Zellzahl -
genau eingehalten werden, um eine erfolgreiche Zell-Lyse ohne RNA-Abbau zu erhalten.
Das maximale Volumen, d.h. das Zellvolumen plus Lysis-Puffer, das noch schnell und
effektiv durch Hitze inaktiviert werden kann, betrdgt optimal 100 yl (Angabe von
Ambion). Die maximale Zellzahl variiert etwas mit dem Zelltyp. Fir Hela-Zellen betragt
die optimale Konzentration 400 Zellen/pl, um eine maximale Empfindlichkeit der RT-PCR
zu erreichen. Bel 2000 Zellen/ul werden die Messenger noch gut amplifiziert, jedoch ist
die Intensitdt der Banden geringer als bel der optimalen Zellzahl. Wird ein hoheres
Puffervolumen bei der Lyse gewdhlt, so dauet es zu lange bis die
Inaktivierungstemperatur der RNasen von 75°C erreicht wird. Die endogenen RNasen
werden beim Erreichen des physiologischen Temperatur-Bereichs aktiviert, so dass eine



Diskussion 80

langere Verwellzeit in diesem Temperatur-Bereich unweigerlich zu einem Abbau der
mRNAs fuhrt (Angabe von Ambion).

4.2 Auswahl der Kontroll-mRNA fiur die RT-PCR

Bel der Auswahl der Kontroll-mRNA habe ich mich von der Annahme leiten lassen, dal?
mMRNAs fur die ribosomalen Proteine wegen der 1-5 Millionen Ribosomen pro Zelle
(Blobelund Potter, 1967) relativ haufig in den Zellen vorkommen sollten. Cooper (1997)
gibt in seinem Lehrbuch sogar 10 Millionen Ribosomen pro Eukaryonten-Zelle an. Fur die
mittlere Haufigkeitsklasse der mRNAs gibt es kommerziell zwei verschiedenen Primer-
Systeme: das Glyzerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase- (Bhatia et al., 1994) und das
Cyclophilin-System (Haendler und Hofer, 1990; Danielson et al., 1988). GAPDH ist ein
Schltsselenzym der Glykolyse. Das Enzym wird konstitutiv in vielen Geweben exprimiert
und hat sich as brauchbare, interne Kontrolle erwiesen (Inghirami et al., 1990). Die
GAPDH-mRNA macht jedoch signifikante Schwankungen, z.B. in virustransformierten
oder oncogentransfizierten Maus-Fibroblasten Zell-Linien durch (Bhatia et al., 1994).
Cyclophilin mRNA macht etwa 0.1 % der cytoplasmatischen mRNA aus und ist hoch
konserviert (Danielson et al., 1988). Die verwendete Cyclophilin-mRNA stellte eine
ausgezeichnete Kontrolle fir die kompetitive RT-PCR dar, wie schlief3dich die Daten (Abb.
27) gezeigt haben. Aulerdem war fur die Bestimmung der Cyclophilin-mRNA der
patentierte und garantiert RNase-resistente Kompetitor kommerziell erhédtlich.

4.3 Konstruktion des Kompetitor-Plasmids

Fur die mRNA-Quantifizierung mit der kompetitiven RT-PCR wird eine Kompetitor-RNA
bendtigt (Celi et a., 1993; Eferl et al., 1997). Kommerziell sind RNase-stabile RNA-
Sonden fur medizinisch interessante mMRNASs entwickelt worden (Firma Ambion), in denen
die RNA in RNaserestistente Partikel verpackt worden ist. Durch Erhitzen wird die
verpackte RNA freigesetzt und kann als Matrize in der RT-PCR dienen. Diese Technologie
ist patentiert und stand mir fur die S6-mRNA nicht zur Verfiigung. Deshalb mufite ich mir
einen RNase-resistenten Kompetitor Uber einen modifizierten Expressionsvektor in vitro
synthetisieren. Dabei wurde der Konstruktion eines wiederverwendbaren und flexiblen
Vektors mit einem T7-Promotor der Vorzug gegeben (Schenborn und Meirendorf, 1985).
Im Prinzip hétte man auch das Kompetitor-DNA-Fragment direkt an einen entsprechenden
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RNA-Polymerase-Promotor eines SP6- oder T7-Phagen ligieren kénnen (Milligan et al.,
1987; Kain et a., 1998). Diese Ligation zwischen Promotor-Adaptor und PCR-Fragment
dauert etwa 2 Stunden. Nach der Ligation kann durch entsprechende Wahl der RT-PCR-
Primer direkt der Sense- oder der Antisene-Strang der RNA in vitro synthetisiert werden.
Der von mir konstruierte Expressionsvektor hat jedoch den immensen Vorteil, dal3 man ihn
wiederverwenden und fur andere cDNA-Fragmente einsetzen kann.

Der idedle Kompetitor muf3 mit der gleichen Effizienz wie die endogene RNA revers
transkribiert und amplifiziert werden (Celi et al., 1993; Eferl et al., 1997). Die Sequenz des
Kompetitors sollte deswegen moglichst von der endogenen Sequenz abgeleitet sein,
dadurch erreicht man die gleiche Effizienz in der Amplifikation (Zimmermann und
Mannhalter, 1996). Diese Voraussetzung ist erfullt, wenn die Primer-Bindungsstellen
identisch sind und die interne, zu amplifizierende RNA-Sequenz nur kleine Unterschiede
aufweist. Das Kompetitor-Konstrukt muf3 unbedingt ein zusétzliches Oligonucleotid-
Segment strangabwarts von der 3' PCR-Primerbindungsstelle besitzen. Dadurch wird die
gleiche Effizienz bel der reversen Transkription von Kompetitor und endogener Target-
Sequenz gewéhrleistet (Schenborn und Meirendorf, 1985, Aziz und Soreg, 1990). Ideal ist
es, wenn die Zusatz-Sequenzen mit der endogenen mRNA-Sequenz Ubereinstimmen, denn
diese Zusatzregion ist kritisch fur eine effiziente reverse Transkription des Kompetitor-
Konstrukts. Werden Random-Primer im RT-Schritt benutzt, dann spielt die Lange der
Zusatzsegquenz eine besonders grof3e Rolle. Ist sie weniger als 25 Nucleotide lang, verlauft
die RT um eine Zehnerpotenz weniger effektiv. Ab einer Lange von 50 Nucleotiden
werden Kompetitor- und endogene Messenger-RNA mit anndhernd gleicher Effizienz
transkribiert (s. Konstruktionsskizze). Am einfachsten ist es eine Deletion, die etwa 10 %
der amplifizierten Sequenz entspricht, in die Amplifikationsdoméne einzufiuhren. Bel
identischen Primersequenzen fur die Amplifikation unterscheiden sich die endogene
MRNA und die Kompetitor-RNA nur um 25-50 Nucleotide.

Deshalb wurden aus der S6-Sequenz, die 351 Nucleotide lang war, 36 Nucleotide deletiert.
In dem mir von Herrn Lipsius zur Verfligung gestellten Plasmid waren die entsprechenden
Nucleotid-Sequenzen der drei Kernlokalisationsignale (s. S6-Proteinsequenz in der
Einleitung) deletiert. Dieser verkirzte Kompetitor (315 Bp) liel3 sich eindeutig durch
Agarosegel-Elektrophorese von der endogen S6-Sequenz trennen und optisch auswerten
(Abb. 27).
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4.4 RNA-Konzentration des in vitro transkribierten Kompetitors

Ein weiterer kritischer Punkt war die quantitative Bestimmung der Kopienzahl des in vitro
synthetisierten Kompetitors. Die Konzentration der Kompetitor-RNA wurde mit Ribogreen
der Firma Molecular Probes bestimmt (Jones et a., 1998). Ribogreen ist ein sehr
empfindlicher Fluoreszenzfarbstoff fur die Quantifizierung von RNA-LGsungen. Mit
Ribogreen lassen sich RNA-Konzentrationen von 1 ng/ml bestimmen. Diese Empfind-
lichkeit Ubersteigt digjenige von EtBr um den Faktor 200 und die UV-Messung um den
Faktor 1000. Der lineare Bereich der Quantifizierung mit Ribogreen umfasst 3
Zehnerpotenzen von 1 ng/ml bis zu 1 pg/ml. Da Ribogreen an DNA bindet, missen DNA-
haltige Proben durch DNase | behandelt werden, um RNA-spezifische Anaysen
durchfihren zu kénnen (Jones et al., 1998).

Wie aus Abbildung 25 hervorgeht, ergab die RNA-Bestimmung des Kompetitors eine
Konzentration von 84 ng/ul. Unter Verwendung des Molekulargewichts der Kompetitor-
RNA von 158.164 D erhalt man 531 fmol/pl, d.h. 3.3 x 10% Kopien/l.

Da bel der RT nur die mRNA von 2000 Hela-Zellen eingesetzt wurde, mufdte die
Kompetitor-Ldsung entsprechend verdinnt werden. Zunécht wurde befirchtet, dal3 bei
einer hohen Verdinnung die Kompetitor-RNA an die Plastikwand des Reagenz-Rohrchens
adsorbieren wirde, ein Phanomen, das von hoch verdinnten DNA-LGsungen bekannt ist
(Belotserkovskii und Johnston, 1997; Bauche und Kruppa, 2000). Dadurch wirde ein nicht
kalkulierbarer Fehler der eingesetzten Kopienzahl anhaften. Diese DNA-Adsorption 183t
sich mit **P-markierter DNA nachweisen und wird bei der Bestimmung hoch verdiinnter
DNA-L6sungen as Verlust der Linearitét erkennbar (Bauche und Kruppa, 2000).

Abbildung 25 zeigt, dal3 die Linearitédt auch bei sehr niedrigen RNA-Konzentrationen
erhalten bleibt. Dieser Befund deutet darauf hin, da sdmtliche Losungen in Plastik-
Reaktiongefallen manipuliert wurden, da3 die Kompetitor-RNA trotz modifizierter
Nucleotide Uberhaupt nicht oder nur in vernachl&ssigbarem Ausmal? an die Plastikwande
adsorbiert. Somit sind die Kopienzahlen auch nach entsprechender Verdinnung als korrekt

anzusehen.
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4.5 Quantifizierung der S6-mRNA in Hela-Zellen

Die Anzahl der PCR-Zyklen muld so hoch gewahlt werden, dal3 das entstandene Produkt
detektierbar ist und die PCR sich noch in der exponentiellen Phase befindet (Souaze et al.,
1996; Lottspeich und Zorbas, 1998; Freeman et a., 1999). Durch Variation der
eingesetzten Zell-Lysat-Menge bel der Reversen Transkription (Variation der mRNA-

Molekilzahl) wurde diese essentielle Voraussetzung erfillt.

Die Methoden zur Detektion von PCR-Produkten mussen: 1. empfindlich sein, 2. einen
weiten dynamischen Bereich besitzen und 3. zu einer quantitativen Aussage fuhren. PCR-
Produkte kénnen, wie im experimentellen Teil gezeigt, mit EtBr-gefarbten Agarosegelen
quantifiziert werden. Wie bereits erwahnt, ist dies nicht die sensitivste Methode der DNA-
Bestimmung, denn die untere Detektionsgrenze liegt bei 5-10 ng und die Obergrenze bei
500 ng. Der dynamische Bereich umfalét etwa eine Zehnerpotenz. Dies bedeutet, wenn die
Expression einer mRNA (ber mehr als eine Zehnerpotenz variiert, dal3 grof3ere Fehler in
der Quantifizierung entstehen wirden. Um diese Limitierung zu umgehen kann von EtBr
zu anderen Farbemethoden gewechselt werden, z.B. Silberfarbung und SYBR-Gold-
Farbung von Molecular Probes, dadurch wird die Empfindlichkeit gesteigert und der
dynamische Bereich des Systems wesentlich erweitert. Der Farbstoff SYBR-Gold (Tuma
et al., 1999; Schneeberger et al., 1995) bindet préferentiell an dsDNA in Gegenwart von
einzelstrangiger DNA und eignet sich deshalb zur Quantifizierung der Produkte im
linearen Teil der Amplifikationsreaktion.

Wenn der dynamische Bereich der EtBr-Fluoreszenz ausreicht, kann wie in Kapitel 4.5 und
4.6 gezeigt Uber ein Gel-Dokomentationssystem mit entsprechender Software die
Auswertung durchgefiihrt werden. Aus Hinweisen von Ambion ist bekannt, dal3 der
dynamische, lineare Bereich von EtBr-gefarbter DNA etwa im Bereich 10° bis 10° Kopien
liegt. Oberhalb von 10° K opien nimmt die EtBr-Farbstoffintensitét nicht mehr linear zu.

Eine Alternative den dynamischen Bereich der RT-PCR zu erhthen, ist die Markierung mit
¥p.dNTP. Es gibt grundsitzlich zwei Wege in PCR-Produkte **P einzufiihren: 1. Die
PCR-Primer kénnen durch die T4-Polynucleotidkinase mit &*P-ATP endmarkiert werden,
2. &2P-dATP oder &4*°P-dCTP kann der PCR-Inkubation zugesetzt werden. Nach
Auftrennung der PCR-Produkte auf einem 6 %igen Polyacrylamid-Gel wurde das



Diskussion 84

getrocknete Gel mit dem Phosphoimager quantifiziert. Der grof3e Vortell einer
Quantifizierung von radioaktiv markierten Produkten ist die aufl3ergewohnliche Zunahme
der Empfindlichkeit und des dynamischen Bereichs auf Uber 4 Zehnerpotenzen. Etwas
schwieriger gestaltet sich die Verwendung von nicht radioaktiv markierten, modifizierten
Nucleotiden in der PCR, denn die Amplifikationsreaktion kann durch eine zu hohe
Konzentration des modifizierten Nucleotids gehemmt werden (Reischl et al., 1993;
Lottspeich und Zorbas, 1998). Schliefdlich missen die durch Gelelektrophorese getrennten
PCR-Produkte durch Elektroblotting auf Membranen Ubertragen werden, damit die
anschlief3ende Detektion mit einem Chemilumineszenz-Farbstoff erfolgen kann, die
ebenfalls mit einem Phosphoimager quantifiziert werden (Zheng et al., 2000).

Eine sehr sensitive Alternative zu den von mir beschriebenen Verfahren der kompetitiven
RT-PCR stellt die Quantifizierung von mRNAs mit Hilfe des , Light-Cyclers® dar (Wittwer
et a, 1997). Der Light-Cycler ist ein ultraschneller Cycler kombiniert mit einem
Fluorimeter, das eine Spezialoptik fur die Messung von Mikrovolumina benutzt. Die
Akkumulation von dsDNA wahrend der PCR wird Uber die Bindung von SYBR-Green an
die entstehende DNA gemessen (Jones et al., 1998; Romppanen et a., 2000). Das
Fluoreszenzsignal ist proportional der dsDNA-Konzentration. Die Durchfihrung von
Schmel zkurven erlaubt das amplifizierte PCR-Produkt eindeutig zu identifizieren. Dadurch
koénnen Artefakte, die bei unterschiedlicher Temperatur schmelzen, entdeckt werden. Diese
Methode ist sicherlich die schnellste und empfindlichste Quantifizierungsmethode von
MRNA, hat jedoch den grof3en Nachteil, wegen der sehr hohen Kosten des Light-Cyclers,
auch die teuerste Methode zu sein.

Die kompetitive RT-PCR wurde fur die Messung zahlreicher, medizinisch interessanter
MRNAs angewendet, z.B. bei der Regulation der P2-Rezeptor mRNA-Expression in
glatten Muskelzellen (Erlinge et al., 1998), zur Messung von Metalloproteinase-Genen in
menschlichen Mesangia-Zellen (Death et a., 1999), zur Quantifizierung von GABA-
Transkripten im Rattenhirn (Fickova et al., 1999) und zur quantitativen Bestimmung der
MRNA des natriuretischen Peptids (lascone et al., 1999). In den meisten Publikationen
wird die Bestimmung mit extrahierter Gesamt-RNA aus den entsprechenden Zellen
durchgefuihrt, obwohl Klebe et a. bereits 1996 eine Methode beschrieben hatten, die auf
die RNA-Reinigung verzichtete. Offenbar war Klebe's Vorschrift nicht auf andere

Zelltypen Ubertragbar. Erst die Weiterentwicklung dieser Methode durch Hinzufigung
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einer Hitze-Inaktivierung von potentiell freigesetzen RNasen in einem Speziapuffer
machte die direkte reverse Transkription im Zell-Lysat moglich. Die Firma Ambion hat ein

entsprechendes System auf den Markt gebracht.

Mit diesem System erhielt ich durch kompetitive RT-PCR fir die mRNA des ribosomalen
S6-Proteins ungefahr 200 Kopien pro Zelle und fur die mRNA des Cyclophilins etwa 800
Kopien pro Zelle. Beide mRNAS sind somit in die mittlere Haufigkeitklasse (s. Tabelle 2
der Einleitung) der exprimierten mRNAs einzuordnen (Getz et al., 1992 und 1993).
Entsprechende Vergleichszahlen der beiden mRNAs fir Hela-Zellen sind in der Literatur
nicht vorhanden. Die Kopienzahl der GAPDH-mRNA wurde von Martorana et al. (1999)
in Kulturzellen (BC1 Ratten-Mamma-Carzinom Zell-Linie) mit 571 bestimmt, damit
gehort auch GAPDH-mRNA zu den Messengern der mittleren Haufigkeitsklasse. In einer
weiteren Publikation wurden in einer fotalen Mauseleber (Gewicht 2 mg) pro Zelle 300
Kopien Albumin-, ~280 Kopien Transferrin- und ~150 Kopien GAPDH-mRNA-
Transkripte bestimmt (Eferl et a., 1997). Andere Bestimmungen konnten zu
Vergleichszwecken nicht herangezogen werden, da die Angaben der Kopienanzahl auf pg

Gesamt-RNA oder eingesetztes Zellgewicht bezogen waren.

Die Geschwindigkeit der Proteinbiosynthese in Eukaryonten betrégt 15 Nucleotide pro
Sekunde, d.h. die 750 Nucleotide der S6-mRNA werden in 50 sec in die 249 lange
Aminosduresequenz des S6-Protein trandatiert. Die S6-mRNA kann 10 - 25 Ribosomen
binden, d.h. pro min kénnte eine Hela-Zelle mit 200 S6-Kopien maximal 2400-6000 S6-
Proteine synthetisieren. Bel einer Generationszeit der Hela-Zellen von 24 h erhdlt man
durch Multiplikation mit 1440 min (= Tag) etwa 3.4 x 10° - 8.5 x 10° Ribosomen pro
Zelle und Tag. Der von mir erhaltene Wert fur die S-mRNA scheint nach den obigen
Abschétzungen im richtigen Bereich zu liegen, wenn man sich die Anzahl der Ribosomen
pro Zelle vor Augen hélt (Blobel und Potter, 1967; Cooper, 1997; Warner 1999).

Man sollte diesen Wert durch Bestimmung weiterer mRNAS von ribosomalen Proteinen
stiitzen und die Quantifizierung mit einer unabhéngigen Methode, z. B. mit Hilfe des Light
Cyclers verifizieren. Interessant wére es mit der von mir verwendeten Methode, markierte
cDNAs aller Gene fir ribosomale Proteine zu synthetisieren und sie als Sonden in einem
DNA-Mikrochip-System einzusetzen.



Zusammenfassung 86

5 Zusammenfassung

Ribosomen sind fur das Leben und das Wachstum von Zellen essentiell. Ribosomale
Proteine kommen in allen proliferierenden Zellen vor. Sie werden zu den Housekeeping-
Proteinen gezahlt. Die in dieser Arbeit beschriebene Quantifizierung der ribosomalen S6-
MRNA durch kompetitive RT-PCR ergab, dal} diese mRNA-Spezies genauso wie die als
Kontrolle verwendete Cyclophilin-mRNA in die mittlere Haufigkeitsklasse der
cytoplasmatischen mRNA-Population eingeordnet werden mul3. Pro Zelle wurde eine
Kopienzahl von etwa 200 S6-mRNAs und 800 Cyclophilin-mRNA-Molekilen in Hela-
Zellen gemessen.

Voraussetzung fur diese quantitative Bestimmung war die Konstruktion eines Expressions-
vektors, in den ein spezieller T7-Promotor eincloniert wurde. Das relativ kurze T7-
Promotor-Fragment wurde durch Oligonucleotid-Synthese kommerziell hergestellt und
nach Hybridi-sierung in einen verkirzten pBluescript KS(-)-Vektor einligiert. Nach
erfolgter, positiver  Sequenzierung wurde en  S6-Fragment, dessen drel
Kernlokalisationsignale deletiert waren, in die Multi-Cloning-Stelle eincloniert. Mithilfe
dieses Konstruktes gelang es eine nicht-radioaktive, RNase-resistente Kompetitor-RNA
(315 Bp) durch in vitro Transkription herzustellen, die um 36 Nucleotide kirzer war als
das entsprechende endogene S6-mRNA-Fragment (351 Bp). Die genaue Menge der in
vitro synthetisierten Kompetitor-RNA wurde nach praparativer Trennung auf einem
Polyacrylamid-Gel unter Verwendung des Fluoreszenz-Farbstoffes Ribogreen quantitativ
bestimmt.

Auf eine Isolierung von Gesamt-RNA bzw mRNA aus Hela-Zellen wurde verzichtet. Die
Reverse Transkription wurde direkt mit einem Zell-Extrakt von etwa 2000 Zellen
durchgefiihrt, wobei durch die sehr schnelle Zell-Lyse und gleichzeitige Erwarmung auf
75°C die Degradation der mRNA-Molekile durch RNasen verhindert wurde.

Durch Variation der Kompetitor-RNA-Menge gelang es ene nahezu gleiche
Amplifizierung des endogenen S6-Fragmentes und der um 36 Nucleotide kirzeren
Kompetitor-RNA zu erreichen. Die erfolgreiche Auftrennung der RT-PCR-Produkte auf
Agarosegelen wurde optisch ausgewertet und aus der eingesetzen, bekannten Anzahl der
Kompetitor-Kopien wurde die oben angegebene Kopienzahl der S6- und Cyclophilin
MRNAS berechnet.

Die beschriebene Methode sollte sich auch auf menschliche Gewebeproben Ubertragen
|assen.
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7 Anhang

Verwendete Primer

S6-Primer:
5-CTG GGC CCA AAA AGA GCT AG-3

5-TTT CTGACT GGA TTCAGA CTT AG-3

S3a-Primer:
5 -GACTTG AAA GAA GTG GTC AAT AAA-3

5-AACAGATTCTTG GACTGG TGG-3

T7-Promotor:
5-GGC GCG TAA TACGACTCA CTA TAG GGA GAG GAG GAGCCT-3

5-CTG CAG GAA TTC GTG GCT GAT TAT GAT CAG-3
Kompetitor-Primer:
Comp-1: 5-CCC GGG GGA TCC CTG ATA CTA CAGTGCC-3

Comp-2: 5-CTG CAG GAA TTC GTG GCT GAT TAT GAT CAG-3
DNA-Molekulargewichtsmarker

pUC19/Hpa Il Verdau, dSDNA-Marker (Ambion) mit folgenden Banden:
501, 489, 404, 331, 222, 190, 147, 111, 110, 67, 34.

Marker 111: | -DNA geschnitten mit Eco Rl und Hind 11, 500 ng/pl (Appligene), mit
folgenden Banden:
21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2927, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564, 125

100 bp-DNA-Leiter: 500 ng/il (NEB), mit folgenden Banden:
1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100.

Kontrolle fur die T7-Transkription:

pTRIampl18-Cyclophilin (del) DNA, 0.5 pg/ml; 195 Bp langes Maus-Cyclophilin-
Fragment unter T7-Promotor-Kontrolle in der Sinn-Orientierung (Ambion).

Kontrolle fir RT-PCR:

Armored RNA-Kompetitor, 1x 109 Kopien/ul: Fragment aus Maus-Cycliphilin-Gen mit
einer Deletion von 20 Nucleotiden, enthdlt am 3'-Ende Poly(A)-Sequenz (Ambion).
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