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1. Einleitung

1.1 Zielsetzung

Ziel des Versuches ist die qualitative Untersuchung und Bewertung verschiedener
Promotoren. Dazu werden verschiedene Gene mit Hilfe eines Extraktes aus HEK-Zellen
(Embryonale Nierenzellen; s. Kapitel 2.1.1) in vitro transkribiert und gleichzeitig radioaktiv
markiert. Die erhaltenen Transkripte sollen anschliefend in einem denaturierenden
Polyacrylamidgel (PAA) elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert werden.

1.2 Promotoren

Die zu transkribierenden Gene wurden einschlielich ihrer Promotoren in Vektoren kloniert.
In Abbildung 1.1 ist die Struktur eines durch die RNA-Polymerase 11 transkribierten Gens
schematisch dargestellt. Die Promotoren der RNA-Polymerase 11 lassen sich in mindestens
drei unterschiedliche Gruppen einteilen, wobei die meisten durch geninterne Regionen,
sogenannte ICRs (Internal Control Regions), reguliert werden:

Promotoren des Typs | besitzen ICRs im Bereich von +50 bis +90 nt (bezogen auf den
Transkriptionsstartpunkt +1). An diese bindet vor der Transkriptionsinitiation zun&chst
Transkriptionsfaktor 111 A (TFIIIA), wodurch zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren
ein Initiationskomplex entsteht, welcher dann die RNA-Polymerase 111 rekrutiert. Zur Gruppe
dieser Typ I-Promotoren gehort zum Beispiel der Promotor des Gens der 5S rRNA.

Typ lI-Promotoren besitzen ebenfalls eine geninterne Kontrollregion, welche aus einer A-Box
(+10 nt) und einer B-Box (+50 nt) besteht. Beide sind ca. 10 nt lang und liegen 30 bis 40 nt
voneinander entfernt. Durch die Bindung von Transkriptionsfaktor 111 C (TFIIIC) an diese
Doménen wird die Assoziation von Transkriptionsfaktor 111 B (TFIIIB) an eine TATA-Box-
ahnliche Sequenz (-30 nt) und damit die Anlagerung der RNA-Polymerase 111 bewirkt. Zu den
Typ IlI-Promotoren gehdren beispielsweise die Promotoren der tRNA-Gene, des 7SL-Gens
und der viralen EBER 2-RNA-Gene | und II.

Bei den Promotoren des Typs 11 rekrutiert sich im Gegensatz zu den ersten beiden Promotor-
Typen der Initiationskomplex genextern, ist aber den Initiationskomplexen der RNA-
Polymerase 1l sehr dhnlich. Zuséatzlich existieren die Sequenzelemente DSE (-220 nt), PSE (-
50 nt) und die TATA-Box (-30 nt). Zu den Promotoren des Typs Il gehoren die der U6
SNRNA, der 7S K snRNA und der MRP-RNA.



1. Einleitung 2

externer Promotor
TATA-BOX

+90

A-Box IE C-Box

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines durch die RNA-Polymerase Il transkribierten Gens und
seiner Promotorenbereiche.

1.3 Gensequenzen

Die in der in vitro-Transkription zu transkribierenden Gene sind eukaryotischen und viralen
Ursprungs. Die 7SL-RNA ist Teil des Signalerkennungspartikels (SRP), welches an die
Signalsequenz der durch die Ribosomen erzeugten Proteine bindet. Sie unterstiitzt dabei die
Bindung des SRP an das Ribosom durch Interaktion mit der ribosomalen RNA.

Die 7S K snRNA ist durch Interaktion mit dem positiven Transkriptionselongationsfaktor
p-TEFb an der Regulation der Transkription durch die RNA-Polymerase Il beteiligt.

Wihrend der Latenzzeit einer Epstein-Barr-Virus-Infektion werden unter anderem die Gene
der EBER 1- und EBER 2-RNA exprimiert. Die Transkripte sind 166 nt und 172 nt lang und
kodieren nicht fur Proteine (Rosa et al., 1981). Die genaue Funktion der EBER 1- und EBER
2-RNA ist noch unklar. Da sie aber Ahnlichkeiten mit den kleinen RNAs VA | und VA 11 des
Adenovirus haben (Rosa et al., 1981), konnte eine plausible Funktion die Modulierung der
interferonvermittelten Antivirus-Antwort sein.

Eukaryotische Gene und deren priméare Transkripte (pr&-mRNA oder hnRNA) bestehen aus
alternierenden Exons und Introns. Introns sind nicht translatierte Genabschnitte von 100 bis
20.000 bp GroRe. Pra-mRNA wird durch das Herausschneiden von intervenierenden
Sequenzen (Introns), dem das Verbinden der flankierenden Sequenzen (Exons) folgt,
posttranskriptional prozessiert. Dieser Vorgang wird als SpleiRen bezeichnet und durch das
sog. SpleiBosom katalysiert. SnRNPs sind Komplexe aus Proteinen und kleinen nukleéren
RNAs (snRNASs), die in einer hohen Kopienzahl im eukaryotischen Zellkern vorkommen. Zu
diesen gehoren die U1, die U2, U4 und U6, sowie die U5 snRNA.
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1.4 Plasmide

Mittels Vektoren lassen sich Gene und ihre Promotoren in nattrliche (in vivo) oder kiinstliche
(in vitro) Systeme einflihren. Diese Gene werden von den DNA-Polymerasen der Wirtszelle
repliziert und liegen in der Zelle je nach Art des Replikationsursprungs in 50 (low copy-
Plasmide) bis 1000 Kopien (high copy-Plasmide) vor. Plasmide sind zirkuldre DNA-
Molekiile, die urspriinglich nur die F&higkeit besallen, sich zwischen zwei Zellen
auszutauschen und eine durch ein auf dem Plasmid liegendes Gen vermittelte Eigenschaft zu
Ubertragen. Fur die Nutzung in der Biotechnologie sind die urspriinglichen Plasmide stark
verandert worden. Neben dem Replikationsursprung (ori) enthalt der Vektor zusétzlich eine
Antibiotikaresistenz fur die Selektionierung der Kolonien sowie eine multiple cloning site
(MCS). Die MCS enthélt bekannte Restriktionsschnittstellen (meist singulére, d.h. sie
kommen nur einmal im Vektor vor) um Fremd-DNA zu klonieren (s. Abb. 1.2). Bei der
Konstruktion von Vektoren ist darauf zu achten, dass der Promotor des zu transkribierenden
Gens mit den Polymerasen und Transkriptionsfaktoren der Wirtszelle assoziieren kann.
Eukaryotische wie virale Promotoren werden durch die Transkriptionsfaktoren der
eukaryotischen RNA-Polymerase 111 erkannt.

ori(+) d—y—bori(—)

/—

LPT'/
pBluescript Il SK/KS (+)
2961 bp -
T
P13

Abbildung 1.2: Schematische Zeichnung des pBluescript-Vektors. ori = Replikationsursprung; AmpR =
Ampicillin-Resistenz; LacZ = a-Peptid (1-146 nt der B-Galalactosidase) zur Komplementation der [-
Galactosidase 8M15 (blau-weiss Selektion); T7 + T3 = Phagenpromotoren und Sequenzierprimer-Bindestellen.
Zwischen dem T7 und dem T3 Promotor liegt die MCS (multiple cloning site).
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2. Molekularbiologische Methoden

2.1 HEK-S100-Extrakt

2.1.1 Theoretischer Hintergrund

Fiir die geplante in vitro-Transkription werden sowohl die RNA-Polymerase III als auch
deren Transkriptionsfaktoren bendtigt, welche in nativer Form aus HEK-Zellen durch einen
sogenannten S100-Extrakt isoliert werden sollen.

Bei den HEK-Zellen handelt es sich um eine Zelllinie welche am Anfang der 1970er Jahre aus
menschlichen embryonalen Nierenzellen (Human Embryonic Kidney cells) kultiviert wurde,
und daher ideal fiir Untersuchung von eukaryotischen und menschlichen Proteinen und
zellphysiologischen Prozessen sind. Diese Zellen und alle daraus abgeleiteten Zellinien
besitzen eine unbegrenzte Fahigkeit zur Zellteilung, lassen sich sehr leicht in Zellkultur halten
und haben sich daher zu einem sehr verbreiteten eukaryotischen Standardsystem entwickelt.
Um die oben genannten Proteine aus den HEK-Zellen isolieren zu kénnen, miissen die Zellen
zunichst aufgebrochen werden. Eine chemische Lyse mittels denaturierender Stoffe wie SDS
oder Triton X-100 ist nicht mdglich, da die bendtigten Proteine durch diese Substanzen
zerstort und somit fiir die in vitro-Transkription unbrauchbar wiirden. Um dieses Problem zu
umgehen, werden die Zellen stattdessen in hypotoner Losung (Losung A) zum Schwellen
gebracht und anschlieBend mittels eines Douncers mechanisch aufgeschlossen. Die Gréf3e des
Pistills wird dabei so gewihlt, dall die Zellkerne nicht zerstort werden, und zusétzlich werden
diese auch noch durch MgCl, (Lésung B) stabilisiert, um eine Stérung der
Proteinaufreinigung durch freigewordene genomische DNA zu verhindern. Da allerdings
sowohl die RNA-Polymerase III als auch ihre Transkriptionsfaktoren im Zellkern lokalisiert
sind, miissen diese Proteine in einem zweiten Arbeitsschritt freigesetzt werden. Dieses
geschieht mittels Ultrazentrifugation, bei der die im Nucleus vorliegenden Proteine aus den
Kernen herausgedriickt werden und somit anschlieBend in dem wissrigen Uberstand geldst
sind.

Nach der Isolierung der Proteine folgt eine Dialyse gegen Puffer D, welche zwei Funktionen
erfiilllt: Zum einen wird durch diesen Schritt eine Aufkonzentrierung der Proteine in der
Losung bewirkt. Zum anderen wird dem S100-Extrakt durch die Dialyse Glycerin zugefiihrt,
durch welches ein Einfrieren der Losung mdglich wird, ohne dabei die Proteine durch die
Kristallbildung des Wassers zu zerstoren. Der letztgenannte Grund ist in diesem Fall
besonders bedeutsam, da aus zeitlichen Griinden im Praktikum die eigentliche in vitro-

Transkription erst am Folgetag durchgefiihrt werden kann.
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2.1.2 Losungen fur den HEK-S100-Extrakt

1x PBS-Puffer Rezept:

150 mM  NaCl 20x PBS 5ml
8mM  KH,PO, H,O ad 100 ml
2mM  Na,HPO,

10x Losung A Rezept:

100 mM  HEPES/KOH pH=7,9 1 M HEPES/KOH pH = 17,9 10 ml

I5mM  MgCl, 1 M MgCl, 1,5 ml
100 mM  KCl 1 M KCI 10 ml
H,O ad 100 ml

1x Losung A (Schwellpuffer) Rezept:

10 mM  HEPES/KOH pH =7,9 10x Losung A 10 ml

,LSmM  MgCl, 1 MDTT 500 pl

10 mM  KCI H,O ad 100 ml

0,5mM  DTT

10x Losung B (Stabilisierungspuffer) Rezept:

300mM  HEPES/KOH pH=7,9 1 M HEPES/KOH pH = 17,9 30 ml

30mM  MgCl, 1 M MgCl, 3ml

14 M KCI 3 M KCl 46,7 ml

H,O ad 100 ml
10x L6ésung D Rezept:

200 mM  HEPES/KOH pH =79 1 M HEPES/KOH pH = 7,9 20 ml

M KCl1 3 MKCI 33,3 ml

2 mM EDTA 0,2 M EDTA 1 ml

H,O ad 100 ml
1x Losung D (Dialysepuffer) Rezept:

20 mM HEPES/KOH pH =17,9 10x Losung D 100 ml

100mM  KCl 1 MDTT 500 pl

02mM  EDTA 50% (v/v) Glycerin 400 ml

0,5mM  DTT H,O ad 1000 ml

20% (v/v) Glycerin



2. Molekularbiologische Methoden 6

2.2 Proteinbestimmung mittels der Bradford-Methode

2.2.1 Theoretischer Hintergrund

Im Mittelpunkt der Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) stehen keine Kupfer-
Ionen, wie es in zahlreichen anderen Proteinfarbeverfahren der Fall ist (z.B. Bestimmungen
nach Biuret, Lowry oder beim Bicinchoninsdure (BCA)-Assay), sondern blaue
Saurefarbstoffe, die als Coomasie-Brilliantblau bezeichnet werden. Haufig wird der in
Abbildung 2.1 dargestellte Vertreter, das Coomassie-Brilliantblau G 250, verwendet. In
Gegenwart von Proteinen und im sauren Milieu verschiebt sich das Absorptionsmaximum des
Coomassie-Brilliantblaus G 250 von 465 zu 595 nm. Der Grund dafiir ist vermutlich die
Stabilisierung des Farbstoffs in seiner unprotonierten, anionischen Sulfonat-Form durch
Komplexbildung zwischen Farbstoff und Protein. Der Farbstoff bindet dabei recht
unspezifisch an kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitengruppen der Proteine. Am
wichtigsten sind die Wechselwirkungen mit Arginin, weniger die mit Lysin, Histidin,

Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin.

OCHoCHa 505

Abbildung 2.1: Strukturformel des Coomassie-Brilliantblaus G 250.

Da die Bradford-Methode mit einer Protein-Nachweisgrenze von 1 — 15 pg eine der
empfindlichsten quantitativen Férbemethoden ist, wird sie hdufig auch zur Anfirbung von
Proteinen in Elektrophoresegelen verwendet. Weiterhin ist diese Methode auch die einfachste,
da die Stammlosung, bestehend aus Farbstoff, Ethanol und Phosphorsdure, in einem
Verhiltnis von 20 bis 50:1 zur Probeldsung hinzugegeben wird und nach 10miniitiger
Inkubation bei Raumtemperatur mit der Vermessung der Absorption bei 595 nm begonnen
werden kann. Von Vorteil ist auch, da3 eine Reihe von Substanzen, die beispielsweise den
Lowry- oder BCA-Assay storen (z.B. EDTA, Ammoniumsulfat, Natriumacetat, u.v.m.), das
Ergebnis nicht beeintrdchtigen. Insbesondere ist hier die Toleranz gegeniiber

Reduktionsmitteln  zu nennen! Hingegen stdren alle Substanzen, die das



2. Molekularbiologische Methoden 7

Absorptionsmaximum von Coomassie-Brilliantblau beeinflussen, und das ist aufgrund der
Unspezifitdt der Wechselwirkungen manchmal vorher kaum abzuschétzen. Definitiv storend
wirken jedoch Triton X-100 und SDS in Konzentrationen hoher als 0,5% bzw. 0,1% sowie
Natriumdesoxycholat.

Der wohl groffte Nachteil des Bradford-Assays besteht darin, daB3 gleiche Mengen an
verschiedenen Standardproteinen erhebliche Differenzen in ihren resultierenden
Absorptionskoeffizienten verursachen konnen. Die Subjektivitit dieser Farbemethode ist
somit betrdchtlich und verglichen mit anderen etwas aufwendigeren Férbemethoden am
grofiten.

Bei der Auswertung einer Proteinbestimmung nach Bradford gilt es desweiteren unbedingt zu
beachten, dafl die zugrundeliegende Funktion nicht-linear verlduft! Auch wenn eine
gemessene Kalibrierkurve im Bereich niedriger Konzentrationen noch relativ linear erscheint,
so flacht sie bei hoheren Proteingehalten doch zusehends ab. Um folglich moglichst prizise
Ergebnisse zu erhalten, sollte der Proteingehalt der gemessenen Probe innerhalb der
gemessenen Werte der Kalibrierkurve liegen und nicht nur auf Grundlage weniger Werte

errechnet werden.

2.2.2 Losungen zur Proteinbestimmung nach Bradford

5x Bradford-Reagenz Rezept:
400 uM  Serva Blue G Serva Blue G (kristallin) 10,25 mg
25% (v/v) Ethanol Ethanol (p.a.) 7,5 ml
50% (v/v) Ortho-Phosphorsiure Ortho-Phosphorsiure 15 ml
H,O ad 30 ml
OH
CHa._ u:':|H

cH”  CHOH O
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Abbildung 2.2: Strukturformel von a-Amanitin (aus: Voet; ,,Lehrbuch der Biochemie*; upgrade edition 2002)
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2.3 in vitro-Transkription

2.3.1 Theoretischer Hintergrund

Bei der in vitro-Transkription erstellt die durch den HEK-S100-Extrakt isolierte RNA
Polymerase III RNA-Transkripte von den in die Vektoren einklonierten Genen. Neben dem
Enzym, seinen Co-Faktoren und dem zu transkribierenden Gen héngt die Reaktion zusitzlich
von der chemischen Umgebung ab. Aus diesem Grund werden im Versuch verschiedene
Transkriptinpuffer verwendet, die fiir die jeweiligen Gene die optimalen Bedingungen
schaffen.

Ebenfalls eine essentielle Bedeutung hat die Zugabe von a-Amanitin (s. Abb. 2.2). Dieses
Toxin wird von dem griinen Knollenblatterpilz (Amanita phalloides; s. Abb. 2.3) synthetisiert.
Es inhibiert selektiv die eukaryotischen RNA-Polymerasen II und III und blockiert so die
RNA-Synthese. Fiir eine vollstindige Inhibierung der RNA-Polymerase II werden 10~ mol/l
o-Amanitin bendtigt. Die RNA-Polymerase III wird dagegen erst durch eine Konzentration
von 10”7 mol/l a-Amanitin gehemmt. Wihrend der in vitro-Transkription sollen Promotoren
der RNA-Polymerase III selektiv untersucht werden. Um nun ausschlieflich die Transkription
der RNA-Polymerase III zu gewéhrleisten, wird durch kontrollierte Zugabe des o-Amanitins
(10" mol/l) die RNA-Polymerase II vollstindig gehemmt. Die eingesetzte Konzentration
reicht fiir eine Blockade der RNA-Polymerase I1I jedoch nicht aus.

Das Abstoppen der in vitro-Transkription erfolgt durch Zugabe des PK-Puffers, welcher das
Enzym ,,Proteinase K* beinhaltet. Dieses Enzym zersetzt andere Proteine (u.a. die RNA-
Polymerase) und stoppt auf diese Weise die Reaktion ab. Anschliefend erfolgt eine
Aufreinigung der Transkripte durch eine Nukleinsdurefillung, um die synthetisierten
Transkripte von einem Grof3teil der noch freien Nukleotide zu trennen.

Die Detektion der Transkripte erfolgt iiber den Einbau von radioaktiv markierten
Uridinmonophosphaten (UMPs). UMP entsteht wihrend des Einbaus in die Nukleinsdure aus
UTP (s. Abb. 2.4), da bei dieser Reaktion die y- und B-Phosphate abgespalten werden.. Das a.-
Phosphat ist durch ein radiaktives **P ersetzt, wodurch der Einbau des radioaktiven Nuklids in
die Transkripte gewdhrleistet wird.

Die Detektion dieses **P kann durch eine Phosphoimagerplatte (Fuji) oder einen Réntgenfilm
erfolgen. Beim Phosphoimagerverfahren werden durch die auftreffende Energie Elektronen in
einen metastabilen Zustand angehoben. Durch Belichten der Platte mittels eines Lasers fallen
die Elektronen wieder in ihren Grundzustand zuriick und emittieren elektromagnetische
Strahlung. Diese wird von einem Detektor registriert und digitalisiert. Dieses Verfahren
empfiehlt sich auf Grund der kurzen Belichtungszeiten von ca. 1 h. Rontgenfilme dagegen
miissen bei —80°C bis zu 6 Tage “belichtet werden, um nach der Entwicklung deutlich

sichtbare Banden aufzuweisen.
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Abbildung 2.3: Amanita phalloides (Knollenblitterpilz). Blitterpilz des Laubwaldes mit griinlichem Hut,

weillen Lamellen (Blattern), deutlicher weiller Manschette, knolligem Stielende, welches aus lappiger und

héutiger Tasche wichst. Vorkommen: Juli — Oktober, einzeln oder in Gruppen im Laubwald und Parkanlagen,

besonders unter Eichen und Rotbuchen, selten unter Linden oder im Nadelwald, auf ndhrstoffreichen Bdden, in

ganz Mittel-, Siid- und Teilen Nordeuropas, Schottland, héufig. Einstufung: Todlich giftig. Quelle:
http://www.natur-lexikon.com/Texte/FM/001/00029/fm00029.html

2.3.2 Losungen fur die in vitro-Transkription

10x Transkriptionpuffer 1 Rezept:
140 mM  HEPES/KOH pH 7,9 1 M HEPES/KOH pH 7,9 1,4 ml
500mM KCl 1 M KCI S5ml
I5mM  MgCl, 1 M MgCl, 150 pl
H,O ad 10 ml

10x Transkriptionpuffer 2 Rezept:
140 mM  HEPES/KOH pH 7,9 1 M HEPES/KOH pH 7,9 1,4 ml
800 mM  KCl 1 M KCl 8 ml
50mM  MgCl, 1 M MgCl, 500 pl
H,O ad 10 ml

PK-Puffer Rezept:
10 mM Tris/HCl pH 7,9 1 M Tris/HCI pH 7.9 100 pl
10 mM NaCl 5 M Na(Cl 20 ul
1 mM EDTA 0,2 M EDTA 50 pl
0,5 mg/ml Proteinase K Proteinase K (kristallin) 5mg
0,4% (v/v) SDS 10% SDS 400 pl
0,2 mg/ml tRNA tRNA (kristallin) 2 mg
H,O ad 10 ml
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Abbildung 2.4: Strukturformel von Uridyltriphosphat (UTP). Fiir die radioaktive Markierung ist das o-
Phosphat durch ein *’P ersetzt. Beim Einbau in die Nukleinsiure werden die - und y-Phosphate abgespalten.

Die fiir den Einbau benétigte Energie wird durch die Trennung der energiereichen Bindungen (P, - Pg) erzeugt.

FA-Probenpuffer

80% (v/v)  Formamid
0,02% (v/v) Xylenxyanol
0,02% Bromphenolblau

2.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

2.4.1 Theoretischer Hintergrund

Um die durch die RNA-Polymerase III transkribierten RNA-Molekiile analysieren zu konnen,
werden die gefillten Proben auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel (s. Abb. 2.5)
aufgetragen. Dieses Gelsystem enthélt das Wasserstoftbriicken brechende Agens Harnstoff in
einer Konzentration von 8 mol/l. Die Polyarcylamid-Gelelektrophorese wird meist fiir die
Trennung von Nukleinsduren < 1000 bp verwendet und dient haufig zur Analyse von
Promotoraktivitdten, Restriktionsfragmenten, DNA-Sequenzierung und zur Auftrennung und
Reinigung von Oligonukleotiden. Ebenso wie bei den Agarosegelen kann durch die Variation
der Acrylamidkonzentration der Trennbereich flir die unterschiedlichen Fragmentlingen
optimiert werden (s. Tabelle 2.1). Dabei muss beachtet werden, dass doppelstringige
Molekiile in nativen Gelsystemen und einzelstringige Nukleinséduren in denaturierenden

Gelsystemen untersucht werden.
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Abbildung 2.5: Vernetzung von Acrylamid und Bisacrylamid in einem PAA-Gel.

Tabelle 2.1: Acrylamidkonzentrationen fiir optimale Auflosungen von Nukleinsduren in denaturierenden
Polyacryamidgelen. Die Zahlen in den Spalten 3 und 4 geben in etwa die GroBe der Fragmente einzelstrangiger
Nukleinsduren an (in nt), deren Wanderungsverhalten dem des jeweiligen Farbstoffs entspricht.

Acrylamid- Kettenlange [bp] Bromphenolblau Xylenxyanol
konzentration [%0]

3,5 1000-2000 460 100

5,0 80-500 260 65

8,0 60-400 160 45

12,0 40-200 70 20

15,0 25-150 60 15

20,0 6-100 45 12
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Wihrend der in vitro-Trankription werden die o-2P-dUTPs in die Transkripte eingebaut und
konnen daher im Autoradiogramm nachgewiesen werden. Dabei muss beachtet werden, dass
nur ein geringer Prozentsatz der radioaktiven Nukleotide umgesetzt wird. Die nicht
eingebauten Nukleotide werden zum Teil mit ausgefdllt und anschlieBend mit auf das Gel
aufgetragen. Die kleinen Nukleotide durchlaufen das Gel um ein Vielfaches schneller und
sind im Anschluss an die Gelelektrophorese im Laufpuffer in der Gelapparatur zu finden. Sie
konnen leicht mit einem Messgerdt nachgewiesen werden. Der Laufpuffer muss aus diesem
Grund gesondert entsorgt werden.

Fiir eine autoradiographische Analyse miissen die Nukleinsduren im Acrylamidgel fixiert

werden. Dazu wird das Gel in Essigsdure inkubiert und anschlieend getrocknet.
2.4.2 Losungen fur die Polyacrylamid-Gelelektrophorese

1x TBE-Puffer Rezept:

90 mM Tris-Borat pH 8,0 10x TBE 100 ml
2 mM EDTA H,0O ad 1000 ml
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3. Radioaktives Arbeiten

3.1 Eingesetzte Radioaktivitat

Die bei der in vitro-Transkription erhaltenen RNAs werden durch den Einbau von
radioaktivem **P markiert, um sie leicht detektierbar und quantifizierbar zu machen. Dies
geschicht durch den Einsatz von o-?P-UTP bei der Transkription. Dabei wurde das
Phosphoratom des a-Phosphats des UTPs durch ein radioaktives **P ersetzt (s. Abb. 2.4).

Bei diesem Isotop handelt sich um einen -Strahler, der Elektronen (e ) emittiert und dabei zu
328 zerfillt. Die maximale Energie betrégt 1,6 MeV und die meisten Elektronen emittieren mit
einer mittleren Energie von 0,6 MeV. Diese Eigenschaften machen **P zu einem gut
messbaren Isotop, da schon geringe Mengen mit Hilfe eines Szintillationszihlers
nachgewiesen werden konnen. Mit Plexiglas einer Dicke von 0,9 cm kann die Strahlung
vollstindig abgeschirmt werden. **P hat eine Halbwertszeit von ca. 14 Tagen, d.h. nach 14

Tagen ist die Halfte der urspriinglichen Aktivitit abgeklungen.

3.2 Umgang mit Radioaktivitat

Alle Arbeiten mit radioaktiven Stoffen erfolgen im Zentralen Isotopenlabor (ZIL). Dort sind
vor Betreten der Riaumlichkeiten Schutzkittel und Uberschuhe anzuziehen (werden gestellt).
Vor Verlassen des ZIL muss jeder auf dem Kontaminationsmonitor auf mdgliche
Kontaminationen iiberpriift werden (auch diejenigen, die nicht direkt mit Radioaktivitdt
gearbeitet haben). Zusétzlich erhilt jede Person, die das ZIL betritt, ein Dosimeter, welches
die radioaktive Dosis, der diese Person wéhren der Arbeiten im ZIL ausgesetzt ist, iiberwacht.
Die eigentlichen radioaktiven Experimente finden ausschlieSlich im Labor des ZIL statt. Der
Transport von Radioaktivitét iiber die Flure des ZIL und innerhalb des Labors erfolgt nur in
den dafiir vorgesehenen Plexiglasbehiltern. Bei der Arbeit mit radioaktiven Stoffen sind
Handschuhe und Schutzbrillen zu tragen. Sdmtliche Arbeiten erfolgen hinter entsprechenden
Plexiglas-Schutzplatten, welche an jedem Arbeitsplatz vorhanden sind. Abfall
(Pipettenspitzen, Eppis, Losungen, etc.) sind in den entsprechenden Plexiglasbehéltern zu
entsorgen. Vor der Arbeit mit Radioaktivitat ist darauf zu achten, dass an jedem Arbeitsplatz
ein eingeschalteter Szintillationszéhler vorhanden ist, um mdgliche Kontaminationen
frithzeitig detektieren zu konnen. Kontaminationen am Arbeitsplatz konnen mit Hilfe einer
Waschlosung gesdubert werden. Kontaminierte Handschuhe sind in die Behilter fiir
radioaktiven Abfall zu entsorgen und gegen saubere Handschuhe auszutauschen, ohne damit
andere Gegenstinde (auch nicht den Szintillationszdhler!) zu beriihren. Aus diesem Grund
empfiehlt es sich, bei allen Arbeiten eine Hand frei von Radioaktivitit zu halten, um damit
z.B. einen kontaminierten Handschuh der anderen Hand ausziehen zu koénnen. Die

Handschuhe sind vor Verlassen des Labors auszuziehen.
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4. Versuchsdurchfihrung

4.1 S100-Extraktion aus HEK-Zellen

Vier Zellkulturschalen mit HEK Zellen werden mit einem Zellschaber geerntet. Nach dem
Abschaben der Zellen werden diese mit insgesamt 8 ml PBS-Puffer aus den Zellkulturschalen
gespult und in ein 15 ml-SpitzbodengefalR Gberfuhrt. Nach erneuter Zentrifugation in der
Minifuge bei 2200 rom fiir 10 min wird der Uberstand abpipettiert und das gepackte
Zellvolumen (PCV = packed cell volume) durch Vergleich gegen ein Spitzbodengefa
gleicher Flllnéhe mit Wasser bestimmt (PCV1). Zu dem Zellsediment wird das 5fache
Volumen von PCV1 an Puffer A gegeben und vorsichtig mit einer 5 ml-Glaspipette
resuspendiert. Die Zellen werden fur 10 min bei 2500 rpm in der Minifuge zentrifugiert. Der
Uberstand wird mit einer Pipette abgenommen und wie oben das PCV bestimmt (PCV2). Zu
dem Sediment wird das 2fache Volumen von PCV2 an Puffer A gegeben (das
Gesamtvolumen darf 5ml nicht 0berschreiten), und die Zellen werden vorsichtig
resuspendiert. Die Suspension wird mit einer Pipette in einen Douncer berfuhrt
(Gesamtvolumen dabei bestimmen: V) und fiir 10 min auf Eis stehen gelassen. Die Zellen
werden durch 30 St6Re mit dem B-Pistill lysiert (auf keinen Fall darf sich Schaum bilden!).
Danach wird /10 Volumen von Vges an 10x Puffer B in den Douncer gegeben und mit 2 -3
StoRen vermischt. Die Suspension wird in ein Zentrifugengefall gegeben (ca. 4,5 ml), wobei
das Zentrifugengefal? bis kurz unter den Rand befullt sein muB! Nach dem Austarieren
gegenuberliegender Zentrifugenréhrchen  (inklusive buckets und Deckel) mit der
verbleibenden Suspension wird fiir 1 h bei 4°C und 30000 rpm (ca. 100000 xg) zentrifugiert.
AnschlieBend werden die Rohrchen auf Eis gestellt und die Lipidschicht wird mittels einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Der Extrakt wird mit einer 1000 pl-Pipette bis ca. 5 mm zum
Kernsediment abgenommen und in ein Greinergefal? gegeben. AnschlieBend wird der Extrakt
in einen Dialyseschlauch pipettiert und unter stdndiger Kuhlung auf Eis dreimal gegen je
250 ml Puffer D fir jeweils 45 min dialysiert. Das Dialysat wird in 2 ml-ReaktionsgefalRe
gegeben und 5 min bei voller Geschwindigkeit im Kihlraum in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert (auf NC6/Sid). Der Extrakt wird in neue 1,5 ml-Reaktionsgeféalie pipettiert.
Desweiteren werden zweimal 100 pl des Extraktes in jeweils ein separates Reaktionsgefald
gegeben. Eines dieser Aliquots wird am Folgetag flr die in vitro-Transkription verwendet das
andere fur die nachfolgende Proteinbestimmung (siehe 4.2).

Die Extrakte, welche heute nicht mehr benotigt werden, werden in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C uber Nacht gelagert.
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4.2 Proteinbestimmung mittels der Bradford-Methode

Die Menge an isoliertem Protein ist ein Mass flr die bisher geleisteten Arbeiten. Fir eine
erfolgreiche in vitro-Transkription ist ein guter Extrakt mit hohen Proteinkonzentrationen
essentiell. Daher werden die Proteinmengen mittels einer Bradford-Kalibrierkurve bestimmt.
Dazu werden folgende Konzentrationen (in pg) aus einer 10 mg/ml konzentrierten
Stammldsung BSA (Bovine Serum Albumin) erstellt: 2, 4, 6, . . ., 18, 20, 25, 30. Fir eine
maoglichst genaue Kalibrierkurve wird zundchst eine angemessene Vorverdiinnung der BSA-
Stammlésung hergestellt, aus der alle zu messenden Konzentrationen angesetzt werden. Die
Bestimmung erfolgt mittels eines Photometers bei 595 nm in einer Plastikkiivette, wozu je
1 ml Losung bendtigt wird. Die Bradford-Stammldsung ist 5x konzentriert und wird als
letztes zugegeben.

Die Proben zur Proteinbestimmung werden in 1,5 ml-ReaktionsgefaRen angesetzt. Nach der
Zugabe des Bradford-Reagenzes mussen die Flissigkeiten gut vermischt und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert werden. Anschlielend wird die Standardreihe ausgehend von der
kleinsten Konzentration hin zur héchsten in derselben Kiivette gemessen.

Von dem S100-Extrakt wird jeweils eine 3er-Bestimmung mit 2 pl des Extraktes
durchgefiihrt.

Tabelle 4.1: Proteinbestimmung nach Bradford.

ug BSA | BSA-Verdinnung [ul] | Wasser [ul] | 5x Bradford [pl] Esos

0

30

Probe 1

Probe 2

Probe 3
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4.3 in vitro-Transkription

Bis auf den Extrakt und das o-*?P-UTP werden alle Komponenten vorgelegt (vgl. Tabelle
4.2). Im Isotopenlabor wird das o-**P-UTP zugegeben und die Transkription durch Zugabe
des Extraktes gestartet. Die Transkription erfolgt bei 30°C im Heizblock fiir 60 min.

Tabelle 4.2: Pipettierschema fiir die in vitro-Transkription.

Gruppe A B C D Kontrolle
Ldsungen 7SK hU6 7SL VA Eber 11
Plasmid (c = 0,5 pg/ul) 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
Transkriptionspuffer 1 5ul S5ul 5ul
Transkriptionspuffer 2 5ul 5ul
50 mM NTP-Mix 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
10 MM DTT 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
a-Amanitin (c = 10 pg/ml) Sul 5ul Sul 5ul Sul
a-2P-UTP (2,5 uCi/pl) 2ul 2 ul 2ul 2 ul 2 ul
HEK-S100-Extrakt 10 pl 10 pl 10 pl 10 pul 10 ul
H,0 19 pl 19 pl 19 ul 19 pl 19 ul
Gesamt 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

Nach Ablauf der Reaktionszeit wird die in vitro-Transkription durch Zugabe von 50 ul PK-
Puffer gestoppt. Der Verdau der Proteine erfolgt durch eine 45minitige Inkubation bei 37°C.
Danach werden die Nukleinsauren durch Zugabe von 33 pl 10 M Ammoniumacetat und 2,5
Volumen (250 ul) Ethanol in der Tischzentrifuge geféllt (10 Min). AnschlieBend wird das
Sediment mit 1000 pul  70%igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, im
Membranpumpenvakuum  getrocknet und schliellich in 30 ul  FA-Probenpuffer
aufgenommen.

4.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zuerst werden die Gelplatten, Spacer und Kamme griindlich gereinigt, und anschlieRend
zusammengebaut. Danach wird die Stammlésung flr das 6%ige PAA-Gel nach Tabelle 4.3
hergestellt. Die erhaltenen 40 ml werden aufgeteilt, so dal ca. 10 ml fur das Stopfgel und
30 ml fur das Laufgel verwendet werden.

Zum Starten der Polymerisierungsreaktion des Stopfgels werden der Losung 75 pl 20% APS
und 75 ul TEMED zugefuhrt. Nach der Zugabe der beiden Substanzen, wird ohne
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Verzogerung das Stopfgel gegossen. Der VVorgang beim Laufgel verlauft analog, nur dal3 die
L6sung zuvor entgast wird und dal 100 pl 20% APS und 75 pl TEMED verwendet werden.

Tabelle 4.3: Zusammensetzung eines 6%igen PAA-Gels. Da der Harnstoff schlecht I6slich ist, sollte man die
Loésung fur eine Weile bei ca. 45°C im Wasserband inkubieren.

Menge Chemikalie/L6sung
19,29 Harnstoff (kristallin)
6 ml 40% Acrylamid (2% Bisacrylamid)
4 mi 10x TBE-Puffer
ad 40 ml H,O

Vor dem Auftragen der Proben auf das Gel werden die Proben 5 min auf 95°C erhitzt. Die
transkribierten RNAs konnen dann auf dem denaturierenden 6%igen Polyacrylamidgel
elektophoretisch aufgetrennt werden. AnschlieRend wird das Gel 10 min in 7%iger Essigséure
fixiert und auf einem Geltrockner im Vakuum getrocknet. Auf das Gel wird eine
Phosphoimagerplatte 20 min aufgelegt, anschlieBend wird die Phosphoimagerplatte gescannt
und ausgewertet. Zusétzlich wird ein Rontgenfilm Gber Nacht aufgelegt und am né&chsten Tag
entwickelt.
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6. Anhang

6.1 Protokolle

Im Nachfolgenden wird ein wenig der Aufbau und Inhalt des zu diesem Versuch zu

schreibenden Protokolls erldutert. Jeder Praktikumsteilnehmer hat ein eigenes Protokoll

vorzulegen!

6.1.1 Allgemeine Hinweise

Das Protokoll ist mit einem Computer anzufertigen (es werden nur in absoluten
Ausnahmefillen handschriftliche Protokolle angenommen)!

Es ist eine Standardschrift (z.B. Time New Roman) in einer gut lesbaren Schriftgrofle
(12 pts) zu wihlen.

Der Zeilenabstand sollte mindestens das 1,3fache der Zeilenhthe betragen.

Es gilt einen ausreichenden Randabstand einzuhalten (2 cm auf jeder Seite).

Blocksatz verwenden!

Die Seiten des Protokolls sind zu nummerieren und ein dazu passendes
Inhaltsverzeichnis ist zu erstellen.

Zwischen Zahlen und Einheiten gehoren Leerzeichen. Dabei ist darauf zu achten, daf
die Einheit nicht durch einen Zeilenumbruch in die nichste Zeile rutscht (am besten
geschiitztes Leerzeichen verwenden: in Microsoft Word entspricht das der
Tastenkombination STRG + SHIFT + LEERTASTE).

Auf einheitliche Schreibweise von zusammengesetzten Begriffen achten (z.B. in vitro-
Transkription).

Nach Moglichkeit keine fremdsprachigen Begriffe verwenden.

Sind fremdsprachige Begriffe unumginglich, so sind diese kursiv zu schreiben (z.B. in
Vitro).

,Laborslang* vermeiden! Ein Gel wird nicht ,,gefahren®!

Abkiirzungen miissen bei erstmaligem Gebrauch ausgeschrieben werden.

6.1.2 Gliederung des Protokolls

Ein Protokoll sollte gegliedert sein in:

Titelblatt

Inhaltsverzeichnis
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e gof. Abkiirzungsverzeichnis*

e Zusammenfassung der Ergebnisse

¢ FEinleitung

® Material und Methoden / Durchfithrung*
e Ergebnisse

¢ Diskussion

e Literaturhinweise

¢ Anhang

Die mit ,,**“ gekennzeichneten Unterpunkte konnen im Protokoll fiir diesen Versuchsteil
weggelassen werden, da diese Punkte bereits sehr ausfiihrlich im Skript behandelt wurden.
Nachstehend werden nur die verbleibenden Unterpunkte etwas niher erldutert.

6.1.3 Titelblatt

Das Titelblatt sollte den Titel des Versuchs, den Namen des Autors (evtl. seine E-Mail-
Adresse), die Praktikumsgruppe, das Versuchs- und das Abgabedatum beinhalten.

6.1.4 Inhaltsverzeichnis
Spricht fiir sich.
6.1.5 Zusammenfassung

In einer kurzen Zusammenfassung (maximal eine halbe Seite) sollen die Fragestellung bzw.
Aufgabenstellung sowie die wichtigsten Ergebnisse und die daraus zu ziehenden

SchluBfolgerungen dargestellt werden.
6.1.6 Einleitung

Die Einleitung soll den theoretischen Hintergrund und die wichtigsten Informationen iiber das
Versuchsobjekt beinhalten. Dabei soll insbesondere auf die FEigenschaften des
Versuchsobjekts eingegangen werden, die im Verlauf des Versuches und fiir das Verstdndnis
und die Einordnung der Ergebnisse von besonderer Bedeutung sind. Nicht relevante
Informationen sind zu vermeiden. Konkret bedeutet das, daf} die wichtigsten Information dem
Skript zu entnehmen sind und mit eigenen Worten wiedergegeben werden sollen (Lénge der
Einleitung 1 — max. 2 Seiten).
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6.1.7 Ergebnisse

Die Ergebnisse der einzelnen Versuchsteile sind in Schrift und Bild darzustellen, d.h. an
geeigneter Stelle im Text wird auf die jeweilige Tabelle oder Abbildung verwiesen. Im Text
soll erkldrt werden, was auf den Abbildungen zu sehen ist. Bei Angabe von Mittelwerten wird
die Anzahl der Messungen (n) und wenn moglich die Standardabweichung bzw. den
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. In unserem Versuch wird das z.B. bei der
Proteinbestimmung notig. Die Werte aller Gruppen werden gesammelt und fiir jeden

MeBpunkt der Kalibrierkurve wird daraus ein Mittelwert mit SEM berechnet.

SEM = o mit o= Standardabweichung

\/; n = Anzahl der MeBBwerte

Der Satz ,,.Die Ergebnisse entsprechen den Erwartungen.“ ist verboten! Unbedingt muf}
natiirlich gesagt werden, wie die Erwartungen waren und warum sie so waren.

Material/Methoden- und Ergebnisteil sollten moglichst strikt getrennt sein. Methoden sollen
also nicht erst im Ergebnisteil erkldart werden. Der Methodenteil soll keine Angaben iiber im
einzelnen  durchgefithrte = Experimente enthalten (welche DNA mit welchem
Restriktionsenzym geschnitten wurde etc.), diese Angaben gehoren in den Ergebnisteil.
Ebenso sollen Ergebnisteil und Diskussion moglichst strikt getrennt sein; im Ergebnisteil
werden tatsidchlich nur die Ergebnisse der Versuche dargestellt, ohne sie zu interpretieren oder

SchluBfolgerungen aus den Ergebnissen zu ziehen.
6.1.8 Diskussion

Die Diskussion ist neben dem Ergebnisteil der wichtigste Teil der Arbeit. In der Diskussion
werden die erhaltenen Ergebnisse nur kurz zusammengefa3t und ausfiihrlich interpretiert.
Dabei werden SchluBfolgerungen aus den Daten gezogen und nach Moglichkeit mit
Literaturdaten verglichen. Bei fehlgeschlagenen Versuchen bzw. nicht interpretierbaren

Ergebnissen sollen die moglichen Fehlerquellen diskutiert werden.
6.1.9 Abbildungen

Abbildungen werden durchnumeriert und mit einer Abbildungsunterschrift versehen. Eine
Abbildung muf3 auch ohne den Text zu verstehen sein, d.h. sie muf} ordentlich beschriftet sein
(bei einem Gel z.B. die Spuren beschriften und die Groe der Markerbanden angeben, bei
Diagrammen miissen die Achsen beschriftet werden). Die Abbildungsunterschrift soll sich

deutlich vom FlieBtext abheben, daher empfiehlt es sich, eine kleinere Schrift zu verwenden
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und einen ausreichenden Abstand zum FlieBtext einzuhalten. Bei nicht selbst erstellten
Abbildungen ist in jedem Fall die Quelle anzugeben.

6.1.10 Tabellen

Fir Tabellen gilt das gleiche wie fiir Abbildungen. Oft empfiehlt es sich, anstelle einer
Tabelle eine Abbildung im Ergebnisteil darzustellen. Zu einem Sachverhalt oder Ergebnis

eine Abbildung und eine Tabelle darzustellen ist dagegen nur in wenigen Fillen sinnvoll.
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