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4. Methoden

4.1 Escherichiacoli -Z€elkulturen

4.1.1 Zelanzucht in Flissgkultur

Zur Anzucht von Escherichia coli eignet sich LB-Medium (Luria-Bertani). Dieses wird in
Erlenmeyerkolben mit Schikane portioniert und 20min bei 120°C autoklaviert. Zur Selektion
plasmidhaltiger Stamme wird dem Medium das entsprechende Antibiotikum hinzugefigt,
beispielsweise Ampicilli n in einer Konzentration von 100mg/I. Angeimpft wird mit 1/2000
Volumen der entsprechenden Stammkultur oder mit einer auf Festmedium gezilichteten
Einzelkolonie. Bei Kulturvolumina tber 200 ml sollte man zum Animpfen der eigentlichen
Hauptkultur eine Vorkultur verwenden. Das Zellwachstum erfolgt Gber Nadit im
Schiittelinkubeator bei 37°C.

Zur Ernte werden de Zellen bel ca 3000xg abzentrifugiert und in dem gewlnschten Puffer
aufgenommen. Zum Anlegen eine Glycerinkultur versetzt man 600l der Bakterienkultur mit
ca 300 pl sterilem Glycerin und friert die Suspension in flissgem Stickstoff ein.
Glyceinkulturen sind bei —80 C° mehrere Jahre lang hatbar. Fir etwa e@nen Monat lang
kénren Kleinere Portionen der Kultur auch drekt in flissgem Stickstoff eingefroren werden
und kei —20°C gelagert werden.

LB -Medium: 10 g/l Pepton 140
(1 Liter) 5 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl

pH auf 7,4einstellen (ca 1 ml 1M NaOH), autoklavieren

4.1.2 Z€ellanzucht von Einzdkolonien

Die Anzucht von Einzelkolonien erfolgt auf Agarplatten. Dem gewinschten Medium —in der
Regel LB — werden zur Verfestigung 1,5% (w/v) Agar hinzugegeben. Nadh dem
Autoklavieren und Abkuhlen auf 55°C konren dem Medium temperaturempfindiche
Additive - beispielsweise Ampicilli nin einer Konzentration von 50mg/I — zugegeben werden.
Hiernadch wird das Medium in steril e Petrischalen gegosen.

Zur Anzucht der Kolonien werden ca 150 ul eines Transformationsansatzes oder ener
Flissgkultur auf Agarplatten ausgestrichen undfir ca 15 Stunden im Brutschrank bei 37°C
inkubert. Da die Vergrofierung der Kolonien exporentiell verlauft, ist wahrend der Endphese
des Zellwachstums darauf zu adhten, dal3 de Kolonien nicht zu grol3 werden. Idederweise
sollte der Durchmesser der Kulturen 1 mm nicht tGberschreiten. Die Beschaff enheit der Platten
(Feuchtigkeit, Dicke der Agarschicht, Alter) beanfluld die Grole der Einzelkolonien und ds
Auftreten vonTochterkolonien. Nach dem Zellwadhstum kénren de Platten fir ca 4 Wochen
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bei 4°C gelagert werden. Zum Animpfen von Flissgkulturen werden Einzelkolonien mit
einer sterilen Platin-Impfése oder einer sterilen Nadel entnommen.

4.1.3 Anzucht und Ernte von amber-Suppresor-Zell sstdmmen

Zur Aufrechterhaltung der jeweili gen amber-Suppresoraktivitét enthalten alle in der Arbeit
verwendeten amber-Suppresor-Zellstamme a@ne Mutation in einem Schlissslenzym des
Argininbiosyntheseweges, argE™". Die Zellen kénren somit in Abwesenheit von Arginin nur
dann wadsen, wenn de amber-Suppresr-tRNAs auch exprimiert werden. Aus diesem
Grund werden de verschiedenen Zellstamme mit Ausnahme enes Kontroll stammes, der
keine amber-Suppresor-tRNA exprimiert, in Minimamedium (M9) kultiviert, das kein
Arginin enthdlt. Zusétzlich enthalten ale Zellstdmme mit Plasmid codierten amber-
Suppresor-tRNAs eine Ampicilli nresistens auf dem entsprechenden Plasmid, so dal3 ein
weiterer Selektionsdruck in Richtung amber-Suppresooraktivitét durch die Zugabe von
Ampicillinin das Medium erzeugt werden kann.

Die Anzucht der Zellen beginnt mit dem Anlegen einer Vorkultur. Je 10 ml M9-Medium
werden mit 20 ul Glycerinstock des entsprechenden E. coli Stammes angeimpft und Gler
Nadt bel 37°C geschittelt.

M9-Medium: 6 g NapHPO,

(1 Liter) 3 g KH,P0,4
0,5gNaC1
1gNH,C1

=> Autoklavieren undauf 50°C abkiiHen lasen
=> Zugabe der folgenden fir das Wadstum der Zellen benétigten hitzeempfindichen
Komporenten:

2ml 1M MgS0,

0,1ml 1 M CaC1,

10ml 20% Glucose

10ml 0,2 M Thiamin-HCI

10ml 0,1 M Methionin

10ml 0,1M Prolin

(im Fall e des Kontroll stammes noch zusétzlich 10ml 0,1 M Arginin)
Mit der Vorkultur werden jeweils 0,5 Liter LB-Medium (bei plasmidhaltigen amber-
Suppresor-Zelstammen mit 50 pg/ml Ampicillic) angeimpft und ke 37°C solange
geschiittelt, bis das Wadstum der Zellen de spéte logarythmische Phase ereicht hat (ca 3 s
5 Stuncen). Das Wadstum der Zellen muld wahrend deser Zeit durch regelméliige
Mesaungen der optischen Dichte bel einer Wellenldnge von 600 m (OD600) verfol gt werden.
Bel einer optischen Dicht von ca 1,2 werden de Kulturen auf Eis abgekuhlt und fur 15
Minuten bel 4°C und 3.000 xg zentrifugiert. Die Zellpellets werden in je 100 ml

Zellwaschpufer suspendiert und wieder abzentrifugiert. Dieser Wasch wird einmal
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wiederhdlt. Die Z€ll pell ets konren hiernach bis zum Aufschlufd der Zellen bel -80°C gelagert
werden.
Zellwaschpufer: 10mM TrisAc pH 8,2
(1 Liter) 14 mM MgAc

60mM KACc

0,5ml B-ME
Die beschriebene Anzucht der Zellen in Vollmedium (LB-Medium) fuhrt zu einer hohen
Expresgonsrate aich von pasmidkoderten tRNAs (Masson undMill er 1986).

4.1.4 Herstellung kompetenter Escherichia coli-Zellen

Zur Erhohurg der Transformationseffizienz von Plasmid-DNA in Escherichia coli werden
Zellen eingesetzt, die sich in der logarithmischen Wadstumsphase und geringer Zelldichte
befinden und dese mit Calciumchlorid behandelt.

500ml LB Medium werden mit 1 ml einer 10 ml-Ubernadhtkultur angeimpft undfir ca 1,5
Stunden urter kréftigem Schitteln bis zu einer optischen Dichte von 0,2 lbs 0,3 je Millilit er
Kultur bei 600 rm inkubiert. Zur Ernte werden de Zellen fir 5 Minuten bei 4°C und 2500xg
sedimentiert. Das Zellpellet wird in 20 ml vorgekihitem 75 mM Caciumchlorid
resuspendiert, fir 30 Minuten auf Eis inkubiert und na@hmals zentrifugiert (5 Minuten, 4C,
2500 xg). Es wird ein sichelformiges Zellpellet erhaten, welches in 1 ml vorgekihitem 75
mM Calciumchlorid, 25% Glycerin resuspendiert wird. Die Zell suspension wird aiqudiert
undin flisggem Stickstoff eingefroren. Bei -80° C sind de so erhaltenen kompetenten Zellen
mehrere Monate haltbar.

4.2 Methoden fur die Herstellung, Aufreinigung und Analytik von Nukleinsiuren

4.2.1 Ethanol- und Isopropanol-Pr &zipitation

Die Ethand-Prézipitation dent vor alem der Konzentrierung von Nukleinsduren. Die
nukleinsdurehatige Losung wird mit einem zehntel Volumen einer 3 M Stammldsung
Natriumacdat (NaOAc) pH 4,85,2 wersetzt und mit dem 2,5fachen Volumen Ethand
gemischt. Bei stark konzentrierten Nukleinsaurelésungen sieht man direkt nach der Zugabe
des Alkohds das weil3liche Prézipitat. Dieses kann in einer funfminitigen Zentrifugation kel
15.000xg sedimentiert werden. Geringer konzentrierte Nukleinsdurel sungen missen vor der
Zentrifugation fr mindestens 30 min (bei kleinen DNAs oder tRNAsS mindestens zwei
Stuncen, bessr Uber Nadit) bel -20°C inkukert werden um eine Prézipitation der
Nukleinsduren zu ermdglichen. Hiernach wird der Fallungsansatz fur 30 min bal 4°C und
15.000 xg zentrifugiert. Bel gering konzentrierten Losungen kleinerer Nukleinsauren wie
DNA-Oligomeren ocer tRNAS llte die Zentrifugationszeit am besten auf zwei Stunden bis
Uber Nadt verlangert werden. Nach der Zentrifugation wird der Uberstand vasichtig
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dekantiert und das Pellet mit 300 ul - 20°C kaltem 70%-igem Ethanad gewaschen. Wéahrend
des Waschs wird nachmals fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird mit einer
Pipettenspitze restlos entfernt und ds Pellet im Lyophlisator getrocknet. Um eine
Ubertrocknung von Plasmiden zu vermeiden, sollte auf keinen Fall zu lange lyophilisiert
werden, da das Ubertrocknete Plasmid sehr schledht in Lsung geht und zudem enzymatischen
Red&ktionen wie der Spaltung mit Restriktionsenzymen nicht oder sehr schledht zuganglich ist.
Im Zweifelsfall i st eine Trocknung an der Raumluft vorzuziehen.

Bel der Falung mit Isopropand wird nach dem Versetzen mit Natriumaceatlésung lediglich
mit einem Volumen Alkohd gemischt. Der Vortell liegt in dem deutlich geringeren
Falungsvolumen. Die Falungseffizienz ist jedoch geringer. So kénren gering konzentrierte
Losungen kleiner RNA- bzw. DNA-Fragmente nicht quantitativ gefallt werden. Der Fallungs-
ansatz wird hier 30 min im Kuhischrank inkukiert und anschlief3end fir 30 min bel 4°C und
1500(xg zentrifugiert.

4.2.2 Phenol-Extraktion

Aus wal¥rigen Lésungen von Nukleinsduren kénren Proteine durch Phenal-Extraktion abge-
trennt werden. Dabel werden de Proteine denaturiert und verworfen, wahrend de Nuklein-
sduren in der wéaldrigen Phase gel 6st verbleiben.

Die wél¥rige Nukleinsdureldsung wird mit dem gleichen Volumen wassergeséttigtem Phenal
pH 4-4,5 odkr bei Bedarf mit Natriumacdat pH 4,5 gepuffertem Phendl fir RNA-Aufarbei-
tungen kew. TrissHCI pH 8,0 gepuffertem Phend fir DNA-Aufarbeitungen versetzt und
durch dreiminttiges intensives Schitteln grindichst vermischt. Eine 5-mindtige Zentrifu-
gation bai Raumtemperatur und mindestens 600(xg fuhrt zu einer Trennung in eine organi-
sche Phendphase (unten), eine Interphase, die denaturiertes Protein enthdlt und eine wéldrige
Phase. Die obere, wél¥ige Phase, in der die Nukleinsdure gelost vorliegt, wird sorgféltig ab-
genommen undin ein neues Gefal3 Gkerfihrt. Um eine moglichst effiziente Abtrennurg der
Proteine ezielen zu konren wird de Extraktion mindestens einmal wiederhalt. Alternativ
kann de Extraktion mit einem Gemisch aus Phenal, Chloroform und Isoamylalkohd im Vo-
lumenverhdltnis von 2524:1 duchgeflihrt werden. Dies kann zu einer verbesserten Trennurg
der Phasen fuhren. Um eine h6here Ausbeute der Nukleinsaure zu erzielen, kann de phendli-
sche Phase mit wél¥riger Losung reextrahiert werden.

Anschlieffend wird de wéldrige Phase der Phenal-Extraktionin ein neues Gefald thkerfihrt und
mit demselben Volumen Chloroform versetzt. Nach kurzem Durchmischen und kurzzeiti ger
Zentrifugation wird de obere, wal¥rige Phase égenommen und de Extraktion nah einmal
wiederholt. Dabel werden Phendreste aus der waldrigen Phase entfernt. Verbliebene Chloro-
formreste konnen durch Ethanaol- oder Isopropanal-Prézipitation entfernt werden.



38 Methoden

4.2.3 Praparation von Plasmid-DNA

Bei der herkommlichen Methode werden 1,5 bis 10 ml einer Uber-Nadt-Flussgkultur 3 min
bei 1500kg und RT (Raumtemperatur) zentrifugiert und cer Uberstand verworfen. Das
Zellsediment wird in 110 pl Resuspensions-Ldsung resuspendiert und mit 220 ul Lysis
Losung unter leichtem Schwenken lysiert. Mit 165 pl Neutrali sationsldsung und leichtem
Schwenken wird chromosomale DNA préazipitiert. Nach 5 min Zentrifugation bei 1500xg
und RT werden 400 pl des Uberstands zur Entfernung von Protein mit Pheno pH 4,5
extrahiert. Nach Chloroform-Extraktion undlsopropanal prézipitation wird das Sediment in 30
ul TE-Puffer aufgenommen undzur Entfernung von RNA 30 min bei 37°C mit Ribonukease
A in einer Endkoreentration von 50ug/ml inkubert. Die gewonrene DNA ist vor alen
Dingen fur die DNA-Sequenzierung sowie flr analytische Restriktionsverdaus einsetzbar.

Resuspensions-Losung | Lysis-Ldsung | Neutralisationsldsung TE-Puffer

50 mM Glucose 0,2M NaOH |3 M Natriumaceat pH 4,8 {10 mM Tris-HCl pH 7,8
25mM TrissHCI pH 8 [1% SDS 0,1mM EDTA

10mM EDTA

Tabelle 1. Lésungen fur die andytische Plasmid-Préaparation

Zur Isolierung golerer Plasmid-Mengen und zur Ermdglichung einer Ribonukease-freien
Aufarbeitung eignet sich der Plasmid-Isolierungs Kit Jetstar der Firma Genomed. Die
Methode ist im Prinzip der herkdmmlichen sehr dhnlich. Der wesentliche Unterschied besteht
darin, daf3 Proteine und RNAs nicht durch Phendextraktion und Ribonukesse-Verdau
sondern durch eine Anionenaustauscher-Chromatographie von der DNA abgetrennt werden.
Mit Mini-Saulen der Firma Genomed sind Ausbeuten von bs zu 40 pg Plasmid aus 10 ml
Kultur moglich. Bel Midi-Saulen werden Kulturvolumina von 50ml verwendet, aus denen je
nach Plasmid 130 Ivs zu 250ug Plasmid gewonnen werden kénren.

4.2.4Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Aufgrund cer TeElektronensysteme der konjugierten Doppelbindurgen in den Basen von Nu-
kleinsauren absorbieren DNA und RNA ultraviolettes Licht mit einer Maximalabsorption bei
etwa 257 rm. Mit Hilfe der UV-Absorptionsspektroskopie kann de Konzentration einer Nu-
kleinsaure-Losung ermittelt und de Reinheit der nukieinsdurehaltigen Losung ndherungs-
weise bestimmt werden. Dazu wird ein Spektrum im Bereich zwischen 200 und300 nm auf-
genommen. Der Quatient der Absorptionen bel 260 und 280 m kannals Mal3 fir die Reinheit
der Losung herangezogen werden. Fir reine DNA-LAsungen erhdlt man Werte um 1,8 undfir
RNA-LOsungen um 2,0. Die Absorption bei 260 mm dient als Grundage fur die Kon-
zentrationsberecdhnury. Je nach Typ der Nukleinsdure kdnren verschiedene Umredhnurgs-
faktoren eingesetzt werden. Diese, auf Losungen mit einer Schichtdicke von 1.cm bezogenen
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Naherungswerte, sind abhangig von der relativen Basenzusammensetzung der Nukleinsdure.
Fur einzelstrangige DNA-Oligomere entspricht 1 Absorptionseinheit bei 260 M einer Kon
zentration vonetwa 33 pg/ml. Fir RNA betragt dieser Wert etwa 40 pg/ml und fur doppel-
strangige DNA etwa 50 pg/ml.

4.2.5 Gelelektrophoresemethoden fur Nukleinsduren

Das Verfahren der Elektrophaese beruht auf der unterschiedlichen Mobilit & von Molekilen
verschiedener Grofe und Ladung im elektrischen Feld. Da bel Nukleinsduren im Arbeits-pH-
Bereich (pH 6 - 9) das Ladung/Masse-Verhdltnis weitgehend urebhédngig von Gréle und
Sequenz des Molekils ist, beruht die unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit im
angelegten elektrischen Feld haupsadilich auf den Siebeigenschaften der Gelmatrix. Bei
Agarose bestent diese as Polysacdariden, bei  Polyaaylamid-Gelen  aus
Polyaaylamidstréngen, de je nach Menge des zugesetzten Bisaaylamids mehr as weniger
stark quervernetzt sind. Durch Anpasaung der Porengrole lassen sich so Nukleinsduren in
einem weiten Grolenbereich auftrennen. Bel Nukleinsduren mit einer Lange von Uker Gber
500 Nukleotiden empfiehlt sich de Verwendurg von Agarose-Gelen, darunter wird meist
vernetztes Polyaaylamid verwendet. Die Elektrophaese kann sowohl unter nativen als auch
unter denaturierenden Bedingungen stattfinden. Eine Denaturierung der Nukleinsduren ist bei
der Analyse von Sequenzierungsregktionen oder langeren RNAs obligatorisch. In
Polyaaylamidgelen wird eine Denaturierung durch de Zugabe von 8M Harnstoff oder (und)
Formamid erreicht, bei der Agarosegelelektrophaese werden de Proben duch de Zugabe
von Formamid denaturiert und wahrend des Laufs eventuell in Anwesenheit von Formalin
denaturiert gehalten. Denaturierende Gele werden vor alen Dingen bei der Sequenzierung von
DNA und kel der Analyse von RNA verwendet.

4.2.5.1 Agarose Gelelektrophorese von DNA und RNA

Diese Methode wird z.B. routineméaldig bel der Restriktionsanalyse von Plasmiden, fur eine
Anayse von PCR-Produken oder fur die Auftrennurg von Transkriptionsproduken
eingesetzt. Je nach Grole der zu trennenden Fragmente werden folgende
Agarosekonzentrationen verwendet:

Trennbereich (Nt.) | Agarosekonzentration (w/v)
800 0,7
300-800 1,0
150- 500 1,5
70- 300 2,5

Nativ:
In ein geagnetes Glasgefald wird der Gelpuffer (1 x TBE-Puffer) vorgelegt. Hiernach wird
eine entsprechende Menge an Agarose nach und radh - um Klumpenhbildung zu vermeiden —
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zugegeben und in der Mikrowelle unter gelegentlichem Schwenken varsichtig zum
Schmelzen gebracht. Die Ldsung wird mit 1/10.000 Volumen einer Ethidiumbromid-
Stammlosung (10 mg/ml) versetzt und in einen an beiden Seiten (mit Textilband)
abgedichteten Elektrophaeseschlitten gegossen. Beim Erstarren wird das Gel milchig trib.

Die Proben werden mit 1/5 Volumen DNA-Probenpufer versetzt. Der Lauf erfolgt in einer
speziellen Flachgel-Kammer bel ca 100V mit 1 x TBE as Laufpuffer. Gele konnen auch
nachtraglich duch 10minttiges Schwenken in lug/ ml Ethidiumbromid in 1 x TBE geféarbt
werden. Unter langwelligem UV-Licht (306 m) fluoreszieren de Nukeinsaurebanden
leuchtend aange.

Denaturierend:

Fur denaturierende Gele wird anstelle von 1 x TBE-Puffer MOPSPuffer verwendet. Nadh
dem AbkuHen wird der Gell 6sung 2 % Formaldehyd zugegeben. Die Proben werden mit drei
Volumina MOPSProbenpufer versetzt und fir drei Minuten auf 65°C erwarmt.
Ethidiumbromid zum Anférben der Nukleinduren befindet sich nicht im Gel sondern im
Probenpufer. Zu bemerken ist, dal3 viele RNAs auch dann ein gutes Laufverhalten zeigen,
wenn man sie in MOPSProbenpufer denaturiert und hernach auf ein natives Agorosegel
auftréagt. Hierdurch kann der Gebrauch des gesundheitsschadigenden Formaldehyds
eingeschrankt werden.

Die Zusammensetzungen der fur die Agarosegel-Elektrophaese eforderlichen Lésungen sind
in der nachfolgenden Tabelle aufgefihrt.

A |1x TBE-Puffer pH 8,3 |6x DNA-Probenpuffer Gelzusammensetzung
90 mM Tris 30% (v/v) Glycerol 0,82 % Agarose
90 mM Borsaure 0,1% Bromphena blau 0,5ug/ml Ethidiumbromid
2,5mM EDTA 0,1% Xylencyanolblau 1 x TBE-Puffer
B |[MOPS-Puffer pH 7 M OPS-Probenpuffer Gelzusammensetzung
20mM MOPSNaOH  |(denaturierend) 0,82 % Agarose
5mM Natriumacetat 1 ml Formamid (deionisiert) |1 x MOPSPuffer
1mM EDTA 332l 37 % Formal dehyd 2 % Formal dehyd
200l 10x MOPSPuffer
0,1 % Bromphenalblau
17 pl 10 g/l Ethidiumbromid

Tabelle 2: Ldsungen fur die native (A) und denaturierende (B) Agarosegel-Elekrophaese

4.2.5.2 Gelelution von DNA aus nativen Agar osegelen

Zur préparativen Aufreinigung von DNA — beispielsweise fur den Einsatz in ener
Ligationsre&ktion - kann eine Bande ais dem Gel ausgeschnitten und de DNA isoliert
werden. Dazu wird das Gelstlick mit einem Skalpel intensiv zerkleinert und mit demselben
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Volumen Phend pH 8 versetzt. Nach 10 min intensivem Schitteln wird in flUssigem
Stickstoff tiefgefroren, wobei das Gel kollabiert. Nach dem Auftauen, weiterem funfmindti-
gem Schitteln undeiner Zentrifugation fir 10 min bei 1500xg und Raumtemperatur wird de
wéldrige Phase isoliert. Phend und de Agarose enthaltende Interphase werden mit einem
Gelvolumen TE-Puffer (siehe Kap. 4.2.3 wie oben reextrahiert. Die vereinigten waldrigen
Phasen werden nach mindestens zweimal phendlextrahiert bis keine weifdliche Triburg mehr
zu erkennen ist. Nach zweimaliger Chloroformextraktion wird de DNA-LGsung einer
Ethanadl- oder Isopropanal-Prézipitation urterzogen.

Eine gute Alternative zu deser doch recht umsténdichen Methode ist die Elution vonDNA
aus Agarosegelen mit Hilfe kommerziell erhdltlicher Kits (beispielsweise Quiaquick Gel
Extradion Kit der Firma Quiagen).

4.2.5.3 Denaturiende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Fur die Auftrenung einzelstrangiger Nukleinsduren nach ihrer Kettenlange ist es ndtig,
sekundidre und tertiare Wedhselwirkungen zu zerstoren. Dies geschieht im allgemeinen duch
Verwendurg von Formamid oder durch Zusatz von 8M Harnstoff. Die Gell 6sung enthélt:
489/ 100ml Harnstoff
1/5 vd 5xTBE-Puffer

entsprechende Menge an Acrylamid/Bisaaylamid-Stammlésung
ad H20

Die Losung wird filtriert und entgast. Durch Zugabe von TEMED (60ul / 200 ml) und 1®%-
igem APS(600pl/ 100ml) leitet man de Polymerisation ein.

Um eine Nachpdymerisation vonAcrylamid am Boden der Taschen zu verhindern undin die
Taschen dffunderte Salze zu entfernen, werden de Probentaschen nach dem Erstarren des
Gels wie vor dem Auftragen der Proben mit Laufpuffer (1 x TBE) gesplit. Die Proben
werden mit 1 bis 2 Volumina Auftragpuffer vermischt undim Falle von Auftragpuffer A fir 3
Minuten bei 70°C denaturiert. Das Gel sollte bei niedriger Stromstéarke fiir 30 min vorlaufen.
Der Lauf kann anhand der Banden von Bromphenadblau und Xylencyandblau verfolgt
werden. Ein 8%-iges Gel mit den Mal3en 20x 14 x 0,0&m lauft bei einer Spannurg von 300
bis400V fur etwa 4 Stunden.

5x TBE-Puffer pH 8,3 |Auftragpuffer A Auftragpuffer B

450 mM Tris 97,5% Formamid (deionisiert) |8M Harnstoff

450mM Borsaure 10mM EDTA (pH 8,0 50mM EDTA (pH 8,0

10mM EDTA 0,1 % Bromphenalblau 0,1 % Bromphenalblau
0,1% Xylencyand 0,1% Xylencyanad

Tabelle 3: Losungen fur die PAGE von Nukleinsduren
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4.2.5.4 Polyacrylamid-Gele fur die DNA-Sequenzierung und die Auftrennung von
radioaktiv markierten tRNAs

Die Sequenzierung von DNA sowie die Auftrennurg von tRNAs auf ein Nukleotid genau
erfordern de Herstellung sehr langer Gele, um die bendtigte Trennschéarfe zu erreichen. Fir
analytische Zwede werden Sequenziergele mit einer Lange von 42cm und einer Gelstérke
von 4mm elngesetzt.

Vorbereitung der Glasplatten:

Besonders wichtig fur die Herstellung brauchbarer Sequenzierungsgele ist die Vorbereitung
der Glasplatten, damit sich nach der Elektrophaese das nur 0,4 mm dinre Gel vollstandig
von cer kleinen Platte |16st und an der groferen Glasplatte haften beibt, so dal3 es gespllt,
getrocknet undautoradiographiert werden kann.

Die beiden Platten werden urterschieden: die grofe Platte (33 x 42 cm), auf der das Gel
haften bleiben soll und de ds Unterlage fur das Gel wéahrend der Autoradiographie dient,
wird slanisert. Die kleine Platte (33 x 39 cm) wird dagegen silikonisiert
(Dichlordimethylsilan), um die Platte vom Gel 16sen zu kénren. Der wichtigste Schritt bel der
Herstellung von Sequenziergelen besteht in der Reinigung der Glasplatten. Beide Glasplatten
werden grindich mit Scheuersand und Schwamm gereinigt. Dies ist sehr wichtig, um alle
anhaftenden Gelreste zu entfernen, so dal3 das nur 0,4 mm dinre Gel nicht an der kleinen
Platte haften bleibt. Hiernach wird mit Wasser und Spulimittel entfettet und gesaubert, mit
voll entsalztem Wasser abgespult undmit Ethandl getrocknet.

Neue Glasplatten werden vor der eigentlichen Behandung mehrmas mit 1 M NaOH
abgerieben undwie oben gesdubert.

Slanisierung cer grol¥en Platte:

Die Platte wird mit Ethanal abgerieben und de folgende Ldsung aus 400 ul Bind-Silan, 600
pl Essgsaure und 20ml Ethand in de Mitte der Platte gegossen undmit einem KIMWIPE-
Tuch hamogen auf der Platte vertellt. Das Losungsmittel 1&3t man 60 min oder Uber Nadt
verdursten und dnacd wird de Platte 3 x mit Ethand abgerieben. Abschlief?end Heibt die
Platte noch weitere 60 min liegen.

Slikonisierung der kleinen Platte:

Unter einem Abzug werden in de Mitte der Platte éwa 10 ml einer 2 %-igen Lésung aus
Dichlordimethylsilan in Chloroforrn gegossen und mit einem KIMWIPE-Tuch verteilt. Die
Flissgkeit wird so lange verteilt, bis durch de rasche Verdampfung des Lésungsmittels eine
gleichmaliige Vertellung feinster Tropfchen erreicht ist. Wichtig ist hierbei, die Lésung mit
leichtem Druck ,, einzureiben*.

Die Platte wird fur mindestens eine halbe Stunde unter dem Abzug belassen, um das
Chloroform abdampfen zu lassen.
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Elektrophaese:

Die Auftrennurg der Nukleinsduren erfolgt in 6%-igen Polyaaylamid-Gelen. Dazu bendétigt
man:

48 g Harnstoff (entspricht 8M)

20 ml 5 x TBE-Puffer

15 ml 40% Acrylamid-Mix

ad 100ml mit bidest. H,0
Nacdhdem sich der Harnstoff gelost hat (Nachhelfen durch Erwérmen), wird die klare Ldsung
filtriert und de Polymerisation mit 60 ul TEMED und 600pul 10 %-igem APS ausgel 6st.
Nacd der Aushértung des Gels wird ein Vorlauf fur etwa 30 min bei 55 Watt durchgefiihrt.
Dadurch werden stérende Elektrolyte entfernt und das Gel gleichmaliig erwarmt. Idederweise
sollte das Gel so heild sein, dald man es mit der Hand gerade ében nach langer bertihren kann.

Nacdh dem Probenauftrag wird das Fortschreiten der Sequenzierungsgel-Elektrophaese bei 55
Watt anhand der beiden, im Probenpufer enthaltenen Farbmarker Bromphenablau (BPB)
und Xylencyanadblau (XCB) optisch verfolgt und kei einem sog. Kurzlauf dann abgebrochen,
wennsich de BPB-Bande 3 cm vor der Gelunterkante befindet.

Die kleine Glasplatte wird dann vasichtig entfernt und das an der groffen Platte haftende Gel
fir etwa 7 min urter flief3endem dest. Wasser gespult, um den Harnstoff auszuwaschen. Er
wirde bei der anschliefRenden Trocknung auskristallisieren und a@s Gel zerreif3en. Das Gel
wird var der Autoradiographie fur etwa 30 min im Trockenschrank bel 75° C getrocknet, um
die Schérfe der Banden zu erhdhen. Nach dem AbkuHen wird ein Rontgenfilm oder eine
»Phosphar-Screen” direkt auf das Gel gelegt, mit einer zweiten Glasplatte fixiert und Uker
Nadt bel Raumtemperatur exponiert.

4.2.5.5 Ethidiumbromidfarbung

Die Ethidiumbromidférbung ist die gebrauchlichste Methode, um Nukleinsduren in Gelen
sichtbar zu macdhen. Die Nachweisgrenze liegt bei doppelstrangiger DNA bel etwa 20 ng. Die
Detektion voneinzelstréngiger DNA oder RNA ist nicht ganz so sensitiv. Zur Farbung wird
das Gel in eine Losung von 0,5ug/ml Ethidiumbromid in Wasser (oder 1x TBE) fir 10 min
geschwenkt. Im UV-Durchlicht (306 nm) sind Nukleinsdurebanden dann leuchtend aange zu
erkennen.

4.2.6 Behandlung von Nukleinsaurelsungen mit Proteinase K

Im Gegensatz zur Phenolextraktion kdnren Proteine aus DNA- oder RNA-Losungen mit ge-
ringeren Verlusten duch Inkubation mit Proteinase K entfernt werden. Diese Behandlung
empfiehlt sich vor alen Dingen var einer gelelektrophaetischen Anayse von RNA.
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Beispielsweise ist die Behandlung mit Proteinase K eine sehr gute Moglichkeit, um tRNAs
ohrne grolere Verluste nadch ihrer Inkubetion in  der S100-Enzymfraktion des
Trandationss/stems von Protein zu befreien.

Proteinhaltige Redtionsansétze wie Prozesserungs- oder in vitro Transkriptionsregktionen
werden mit EDTA in einer Endkoreentration von 20mM, zur Denaturierung der Proteine mit
SDS in einer Endkonzentration von 0,5% und mit Proteinase K in einer Endkoreentration
von 300pug/ml versetzt. Die Ansdtze werden 30 min bei 37°C inkuhiert und anschlief3end
einer Ethand-Préazipitation urterzogen.

4.2.7 DNA-Amplifikation durch Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Die Verwendurg der Polymerase-K ettenreaktion (PCR, Mulli s und Faloora 1987) bietet eine
einfache M 6gli chkeit, um ausgewahlte DNA-Segmente zu vervielfaltigen. Bei dieser Methode
werden Primer an de komplementdren Strénge hitzedenaturierter DNA hybridisiert und mit
hitzebestandiger DNA-Polymerase verlangert. Hierbel missen nu etwa 22 Basen der 3-
Enden der beiden Primer zu der zu amplifizierenden DNA-Sequenz komplementar sein. Uber
die 5-Enden der beiden Primer kdnren nahezu beliebig lange neue DNA-Sequenzen oder
modifizierte Basen an das zu amplifizierende DNA-Segment angefligt werden. Auch de
Einfuhrung von Punkimutationen ist mit Hilfe der beiden Primer leicht moglich. Wahrend der
PCR erfolgt die DNA-Amplifikation exporentiell durch de Wiederholung eines mehrstufigen
Zyklus aus Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation.

Anstelle der haufig verwendeten Taqg DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus, welche sich
durch ihre hohe Prozessvitét aber auch durch eine vergleichsweise hohe Fehlerrate aiszeich-
net, wurde in der vorliegende Arbeit die rekombinante, in Escherichia coli exprimierte Pfu
DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus sowie die ébenfalls rekombinante, in Escherichia
coli exprimierte Pwo DNA-Polymerase aus Pyrococcus woesel eingesetzt. Diese beiden
Polymerasen besitzen eine &nlich hole Prozessivitét wie die Tag-Polymerase. Daneben aber
besitzen sie @ne deutlich hohere Halbwertszeit bei 100°C undeine 3-5' ExonuKease&ktivitét,
welche anen Korrekturmedanismus bezlglich fehleingebauter Nukleotide darstellt. Die
Aktivitét der DNA-Polymerasen aus Pyrococcus ist bel niedrigen Temperaturen &uflerst
gering, was eine Verlangerung der Primer vor dem ersten Denaturierunggs<chritt relativ
unwahrscheinlich madt. Dies fuhrt zu einer geringeren Menge an PCR-Nebenprodukten.

4.2.7.1 Standard PCR

Je nach Sequenz und Lénge der zu amplifizierenden DNA und der verwendeten Primer
mussen verschiedene Parameter der PCR-Redktion opimiert werden. Kritisch sind lbesonders
die Annedingtemperatur und die Anzahl der Zyklen, aber auch Primer- und
Matrizenkoreentration. Nadfolgend sind der Reektionsansatz (Tabelle 4) sowie das
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Temperaturprogramm (Tabelle 5) fir eine typische Standard-PCR - beispielsweise fur die
Amplifikation von tRNA-Genen - aufgefihrt. Die Denaturierung erfolgt bei 94°C, die
Primerhybridisierung bel 54°C und de Elongation kel 72°C.

Reaktionskomponente Endkonzentration
10x Re&ktionspuffer 1x
10mM Tris-HCl, pH 8,85
(bei 20°C)

25mM Kaliumchlorid
50mM Ammoniumsulfat
2mM M agnesiumsulfat

4 DesoxyribonuKeosid-Triphosphate

dATP, dCTP, dGTPund dr'TP je0,2mM
jeweils 2,5mM
Primer 25-45 Nukleotide, 100uM je0,5uM
DNA-Matrize ca 100fmol / 100ul
(Plasmid oder Oligomer)
Pwo DNA-Polymerase 5 U / pl 5U/100ul
Tabelle 4: Reaktionskomporenten fiir die PCR mit Pwo DNA-Polymerase
Schritt:
1 1min 94°C
2 45 94°C
3 15 54°C
4 55 72°C
5 gehe 24 ma zu Schritt 2
6 4°C

Tabelle 5: PCR-Programm fir die Amplifikation
von tRNA-Genen mit den im Ergebnistell (Kapitel
5.3.1) aufgeflihrten Primern

Grofe, Qualitat und urgefdhre Konzentration des PCR-Produkies konnen durch Agarosegel-
Elektrophaese emittelt werden. Fir eine genaue phaometrische Konzentrationsbestimmung
muissen nicht umgesetzte Primer und Nukleotide zusammen mit weiteren niedermolekularen
Komporenten und a@r Polymerase entfernt werden. Dies geschieht durch eine Phenal-
Extraktion mit anschlief3ender 1sopropanal-Prézipitation oder mit Hilfe des “High pue PCR-
product purificaion Kit*.

4.2.7.2 Mutagenese von Plasmid mittels Vektor-PCR

Mutationen, Deletionen oder Insertionen von mehreren benachbarten Basen innerhalb eines
Plasmids konren auf einfachem Weg durch de Amplifikation des ganzen Plasmids mit Hilfe
der PCR eingefiihrt werden. Es werden Primer verwendet, die zu der Sequenz des Plasmids
nicht voll sténdig komplementér sind, undeine Lange von 30 Ibs 40 Basen haben. Die beiden
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Primer enthalten de zu mutierende Sequenz genau in ihrer Mitte und missen zueinander
vollstandig komplementér sein. Innerhalb der Primer werden de gewilnschten Mutationen
stromauf- und stromabwaérts von etwa 15 Basen flankiert, die komplementéar zur Sequenz des
Plasmids snd. Der Austausch einer einzelnen Base ist in Einzelfdllen auch dann mdglich,
wenn dese nur 6 Basen vom Ende der Primer entfernt lokalisiert ist. Hierdurch kdnren auch
Mutationen eingefiihrt werden, de nicht unmittelbar benachbart sind.

Wahrend der PCR werden beide Strange der Plasmid-DNA unabhéngig voneinander linea
amplifiziert, wobei die Synthese der Komplementérstrange exakt nach einer Umrundurg des
Matrizen-Plasmids doppt. Durch Rehybridisierung der komplementéren neu synthetisierten
Einzelstréange wird ein neues zirkuldres Plasmid gebil det, welches zwei um die Primerlénge
versetzte Einzelstrangbriiche aufweist. In deser Form kann das PCR-Produkt in kompetente
Zellen transformiert werden. Vor der Transformation werden das Ursprungsplasmid und
Hybride aus Matrizen- und reu synthetisiertem Strang durch einen Restriktionsverdau mit
Dpnl in nicht transformierbare kleinere DNA-Fragmente zerlegt. Dpnl hat eine vier Basen
lange methylierte Erkennurgssequenz, so dal? statistisch in einem 256 Basen langen DNA-
Fragment eine Schnittstelle vorkommt Ein selektiver Verdau der Strange des
Ursprungsplasmids ist méglich, da nur diese methyliert sind. Da das PCR-Produk nicht
methyliert ist, bleibt dieses wahrend des Restriktionsverdaus intakt.

Im Vergleich zur oben aufgeflihrten Standard-PCR weicht das Protokadl der Vektor-PCR
folgendermal3en ab: Die Plasmid-Matrize wird mit 50 rg/50 ul in relativ hoher Konzentration
eingesetzt. Die Reaktionsdauer der Elongationsphase ist sehr lang und tetrégt abhdngig von
der Plasmidgrole éwa 12 min (Tabell e 6).

Schritt:

1 min 94°C

30s 94°C

60s 53°C

12min 68C

gehe 17 mal zu Schritt 2
4°C

Tabelle 6: Programmfir die Vekor-PCR

OO0 WNPE

Nacd der Amplifikation wird der Reéktionsansatz mit 10 U Dpnl auf 50 pl versetzt undfir 30
Minuten bel 37°C inkuhbert. Hiernach werden 8 pl des Restriktionsansatzes direkt fur die
Transformation von kanpetenten Escherichia coli Zell en eingesetzt.

4.2.8 Invitro DNA-Rekombination - Klonierung

Unter dem Begriff Klonierung verstent man de Kombination einer Reihe von Methoden,
deren Zidl es ist, eine neue oder veranderte DNA-Sequenz in einen Vektor einzufiihren.
Hierbei werden  verschiedene Methoden, wie Restriktion, Phaosphaylierung
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Dephasphaylierung, Ligation, Transformation, Gelelution aus Agarosegelen oder andere
Methoden zur Aufreinigung von DNA miteinander kombiniert. In Regel ist die Durchfihrung
der einzelnen Methoden fur sich genommen unpoblematisch undrelativ fehlertolerant. Die
Hersteller der fir die verschiedenen Methoden verwendeten Enzyme geben meist duflerst
detailli erte Protokall e fur die verschiedensten Anwendurgen an. Weitgehend entscheident fir
eine efolgreiche Klonierung ist die Wahl der richtigen Strategie, das heilét die Auswahl der
fur den speziellen Fall gedgneten Methoden undihre Kombination miteinander.

4.2.8.1 Verschiedenefir die Klonierung von DNA bendtigte Methoden

Restrikti onsenzymspaltung

Mit Hilfe der Restriktionsenzymspaltung kénren de Grofe und de Orientierung von DNA-
Fragmenten nad in vitro Rekombination sowie Mutationen, de innerhalb der Restriktionser-
kennurgssequenz vorliegen, kortrolli ert werden. Grolere Mengen restriktionsverdauter DNA-
Fragmente undlineaisierter Plasmide werden sowohl fir in vitro Rekombination als auch fir
dieinvitro run df-Transkription kendtigt.

Dephaosphaylierung

Um das Rezirkularisieren eines lineaisierten Plasmids oder eine Multimerisierung eines
DNA-Fragments tUber kompatible Enden bei Ligationsrestionen zu verhindern, werden de
5'-Enden der DNA mit Hilfe der Zink-abhéngigen alkalischen Phosphatase aus Kalberdarm
entfernt (Maniatis et a. 1989. Miteinander kompatibel sind stumpfe DNA-Enden und
cohdsive Enden deren einzelstrangige Uberhdnge zueinander komplementar sind. Ein
Dephaosphaylierungsansatz setzt sich zusammen aus einem Zink-haltigen Reaktionspuffer,

desen weitere Komporenten in den meisten Restriktionspuffern ingedgneter Konzentration
enthalten sind, cer DNA mit den zu entfernenden 5-Phosphat-Enden und ar alkalischen
Phosphatase in einer Konzentration von 1U je Picomol 5'-Phosphat-Ende. Die Dephosphary-
lierung erfolgt flr eine Stunde bei 37°C. Durch 10 min Inkubation bei 75°C wird das Enzym
inaktiviert. Es kann zusammen mit den Puffersalzen durch Phendextraktion undlsopropanal-
Prézipitation entfernt werden. Mul3 das dephaospharylierte DNA-Fragment auf3erdem noch aus
einem Gemisch weiterer DNAs abgetrennt werden, so kann de Entfernung aller
Komponrenten in einem Schritt Gber Elution nach Agarosegel-Elektrophaese afolgen.

Phospharylierung

Zur Insertion synthetisch hergestellter DNA-OligonuKeotide in Plasmid-DNA muf3 zunadhst
die synthesebedingt fehlende 5°'-Phasphatgruppe durch eine Phospharylierungsresktion mit
Hilfe der T4 Polynukeotidkinase in Anwesenheit von ATP angefligt werden. Dabei wird de
y-sténdige Phasphatgruppe von ATP auf die frele 5°-Hydroxylgruppe der DNA Ubertragen.
Ein Phospharylierungsansatz setzt sich zusammen aus der einzel- oder doppel strangigen DNA
mit freier 5'-Hydroxylgruppe, dem Reé&ktionspuffer mit 70 mM TrissHCL pH 7,6, 10mM
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Magnesiumchlorid, 5 mM Dithiothreitol und 1mM ATP Endkoreentration sowie 30-100 U
T4 Polynukeotidkinase je Picomol 5'-Ende. Nach 30 min Inkubetion kel 37°C kann dbs
Enzym durch 20 min Inkubation kei 65°C inaktiviert werden. Alternativ kbnren zwel
zueinander komplementdre DNA-Oligonuleotide in einem Ansatz phosphayliert und
anschlief3end hybridisiert werden. Der Hybridisierungsschritt, der eine @nmin(tige Inkubetion
bei 90°C und eine anschlieffende Abkihung auf 30°C innerhalb eines Zeitraums von 20min
umfaldt, ersetzt den Hitzedenaturierungs<chritt. Die Sequenzen der DNA-Oligomere werden
so gewadhlt, da® an den Enden der Duplex-DNA nad Hybridisierung Uberhdngende
Einzelstrénge kompatibel fur die Ligation mit einem entsprechenden Plasmid verbleiben. Die
Phospharylierungsretion findet gewohnlich in Gegenwart hoher Konzentrationen an DNA-
Oligomer statt. Aufgrund cer starken Verdiinnury des Oligomers im Ligationsansatz kann auf
eine Aufreinigung der phospharylierten DNA verzichtet werden.

Auffillen voninkompatiblen Enden mit Pwo Polymerase

Sollen nicht kompatible 5'-Uberstehende Enden fur eine Ligation verwendet werden, so
konren dese durch eine Auffillregtion mit einer DNA-Polymerase in Anwesenheit von
dNTPs in ligierbare stumpfe Enden umngewandelt werden. Eine gute Méglichkeit ist es, diese
Auffullrektion mit der thermostabilen Pwo Polymerase bei 74°C durchzufiihren. Die
Re&ktionsbedingungen entsprechen dann denen einer PCR. Ist eines der beiden Enden
kompatibel, so wird deses Ende vor der Auffillregtion mit dem Plasmid ligiert. Hiernach
werden de nicht kompatiblen Enden von Plasmid und Insert aufgefullt und ebenfalls
miteinander ligiert.

DNA-Ligation

Der letzte Schritt bei der in vitro DNA-Rekombination ist die Rezirkularisierung eines linea
ren Plasmidfragments unter Insertion eines DNA-Fragments mit Hilfe der DNA-Ligase. Aus
dem lineaen Plasmid-Fragment, dem Ligase-Puffer mit 40 mM Tris-HCI pH 7,8 und 10mM
Magnesiumchlorid Endkoreentration sowie 10-100 U T4 DNA-Ligase je Microgramm DNA
wird eine Vormischurg erstellt. Bel cohadsiven Enden wird mit ATP in einer Endkoreentration
von 1 mM erganzt. Da bei stumpfen Enden hoke ATP-Konzentrationen inhibierend wirken,
betragt hier die Endkoreentration 0,050,1 mM und der Ansatz wird mit Polyethylenglycol
4000 in einer Endkoreentration von 5 % versetzt. Nadch Portionierung der Vormischurng
werden in parallelen Ansétzen verschiedene Mengen des zu insertierenden DNA-Fragments
eingesetzt. FUr die meisten Ligationsreaktionen ist eine Inkubetion kei 22°C fir eine Stunde
ausreichend. Bel stumpfen Enden kann das Reaktionsergebnis durch langere Inkubetion von
bis zu 24 Stunden undtieferer Temperatur von 4T oft verbessert werden.
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4.2.8.2 Vorbereitung von Vektoren flr diein vitro Rekombination von DNA

Die Praparation eines Vektors fir die Klonierung wird nachfolgend keispielhaft anhand des
Vektors pSP64 beschrieben, der fur die Klonierung neuer tRNA-Gene verwendet wurde.

20 pg Plasmid in einer Praparation, de auf keinen Fall Gbertrocknetes Plasmid enthalten darf,
werden mit je 40 U der Restriktionsenzyme EcoRI und BamHI unter Verwendurg des vom
Hersteller empfohlenen Restriktionspuffers (ist aus dem Katalog zu entnehmen) verdaut.
Hieran schliefdt sich eine Dephaspharylierung der 5'-Enden der lineaen Fragmente mit CIAP
(Caf Intestinal Alkaline Phosphatase) oder BAP (Baceia Alkaline Phosphatase) an. Hierzu
wird das Enzym (1U/ pmol 5-Enden) direkt in de Restriktionsreaktion gegeben undfir 1
Stunce bel 37°C weiter inkubiert. Dieser Schritt ist zwar nicht unbedingt notwendig, da die
beiden Restriktionschnittstellen der Plasmide nicht miteinander kompatibel sind und mcht
ligiert werden konren; durch de Dephosphaylierung wird aber eine Religation von
Plasmiden, de eventuell nur mit einem der beiden Enzyme geschnitten wurden, verhindert.
Die Anwendurg von CIAP hat den Vorteil, das das Enzym durch eine Hitzebehandung
inaktiviert werden kann. Hierzu wird mit 5mM EDTA flr eine Stunde bel 65°C oder 10
Minuten bei 75°C inkubiert. Es folgt eine Phenalextraktion, kevor der Restriktionsansatz auf
einem praparativen 1%-igem Agarosegel aufgetrennt wird. Die Aufreinigung des
geschnittenen Plasmids Uber eine Geeution ist zwingend erforderlich, um das
herausgeschnittene Insert zu entfernen. Gleichzeitig werden mit diesem Schritt eventuell
vorhandenen Ruicksténde der Phosphatase entfernt. Die mit Ethidiumbromid angeférbte
Vektorbande wird - um eine Schadigung der DNA zu vermeiden - unter langwelligem UV-
Licht (365 rm) visuadisiert, mit einem Skalpell ausgeschnitten undgeleluiert (Kapitel 4.2.5.2.

4.2.8.3 Klonierung von tRNA-Genen

Die Klonierung von tRNA-Genen beginnt mit der Herstellung der entsprechenden
Gensequenzen mittels einer Standard-PCR (Kapitel 4.2.7.. Hierzu wird ein DNA-Oligomer,
das das an beiden Enden von korstanten Bereichen flankierte tRNA-Gen enthdlt, mit zwei
Universal-Primern amplifiziert (vgl. Kap. 5.3. Abb. 2Q. Das Produkt der PCR wird zur
Entfernung von dNTPs, Polymerase und Salzen mit dem "High Pure™ PCR Product
Purification Kit" aufgereinigt. Die Alternative hierzu besteht in einer Phendlextraktion mit
anschlielfender Isopropandfédllung. Hiernach erfolgt ein Restriktionsverdau des PCR-
Produktes mit den Restriktionsenzymen EcoRIl und BamHI zur Generierung von Enden, de
mit dem fir die in vitro Rekombination vabereiteten Vektor kompatibel sind. Die
Genkastte, die nach der Restriktion mit dem Vektor kompatible Enden aufweist, wird mit
dem "High Pure™ PCR Prodwct Purification Kit" aufgereinigt. Hierdurch konren neben
Salzen und Proteinen auch de wahrend der Restriktion entstandenen urter 10 Bp langen
Restriktionsfragmente der beiden Enden des PCR-Produktes effektiv entfernt werden.
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Alternativ kann eine Gelelution duchgefiihrt werden, de aer wesentli ch zeitaufwendiger ist.

Hiernach erfolgt die Ligation dr Genkastte in den varbereiteten Vektor. Es wird ein

molares Verhdtnis von Vektor zu Insert von 15 eingesetzt. Ligiert wird fur 15 Minuten bei

4°C undUltraschall, ein Verfahren das sch als shr effizient erwiesen hat. Alternativ kann bei

4°C Uber Nadht ligiert werden. Die Ligationsansétze werden hiernach in kompetente IM 109

Zellen transformiert (Kapitel 4.2.8.9. Von dei Klonen werden 10 ml Ubernachtkulturen in

LB angesetzt und Stockkulturen angelegt (Kapitel 4.1.1). Die Plasmide werden aufgeabeitet

(Kapitel 4.2.3 und Uker einen Restriktionsverdau analysiert. Plasmide mit erwarteter

Insertgrofe werden zur Verifizierung der korrekten Sequenz sequenziert (Kapitel 4.2.9 und
Kapitel 4.2.5.9.

Eine Alternative der beschriebenen Klonierung eines DNA-Fragmentes Uber zwel
Restriktionschnittstell en mit Gberhéangenden Enden ist die Klonierung eines DNA-Fragments
mit stumpfen Enden in einen dker ene @anzige Schnittstelle gedffneten und
dephosphaylierten Vektor. Fir eine solche Klonierung wird beispielsweise én mit Smal
geschnittener Vektor verwendet. Die PCR-Produke missen vor der Ligation phapharyliert
sein. Dies geschieht am besten, indem man in der PCR phaospharyli erte Primer einsetzt. In der
Regel ist bei einer solchen Klonierung aber mit einer wesentlich hokeren Zahl von Religanden
zu rechnen.

4.2.8.4 Transformation von Escherichia coli IM 109-Zdllen

Das Einschleusen zirkula&rer DNA in Zellen wird as Transformation bezeichnet. Die
Zellanzucht auf ampicilli nhaltigem Nahrboden erlaubt die Selektion auf Bakterienklone,
welche @n Plasmid mit exprimierbarer Ampicilli nresistenz enthalten. 7,5ul Ligationsansatz
entsprechend 100200 rg Plasmid-DNA werden mit 150 pl kompetenten Escherichia coli
IM109-Z€llen urter Vermeidurg starker Scherkréfte versetzt und 30min auf Eis inkukiert.
Zur Erhéhurg der Transformationseffizienz wird der Transformationsansatz einem
Hitzeschock ausgesetzt, indem er fur eine Zeit von genau 90 s bei 42°C im Wassrbad
inkubert und anschliefend sofort wieder auf Eis abgekihlt wird. Hiernach wird der
Transformationsansatz  auf einer ampicillinhaltigen Agarplatte  ausgestrichen  und
Einzelkolonien geziichtet. Bei schwierigen Ligationen kann das Protokadll |eicht abgewandelt
werden: Nadh dem Hitzeschock wird der Ansatz mit 1 ml LB-Flisggmedium versetzt undfir
45 min bei 37°C in Abwesenheit von Ampicilli n inkubiert, um den transformierten Zellen zu
ermdglichen sich zu rekonstituieren. Nach einer kurzen Zentrifugation werden etwa 900 pl
des Uberstands abdekantiert, das Zellsediment in dem verbliebenen Uberstand sanft
resuspendiert undauf Agarplatten ausgestrichen (Kapitel 4.1.2).
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4.2.9 DNA-Sequenzierung

Bel der Kettenabbruch-Tedhnik nach Sanger et a. (1977 wird die zu sequenzierende DNA
mit einer DNA-Polymerase, einem gedgneten DNA-Einzelstrang-Oligomer und dn vier
Desoxyribonukeosidtriphosphaten inkuhbert. Zusétzlich wird in getrennten Regtionen von
jeweills einem Nukleotid ein DidesoxyribonuKkeosidtriphasphat-Analogon (ddNTP) im
Unterschul eingesetzt. Wird ein solches ddNTP an de wacdsende DNA-Kette angehéangt,
wird de Synthese des DNA-Stranges unterbrochen, da keine weiteren Phosphodester-
bindurgen duch de DNA-Polymerase mehr geknipft werden kénren. In vier verschiedenen
Ansdtzen mit jeweil s einem ddNTP neben den 4 namalen d\NTPs entstehen so Popuationen
unterschiedlicher Molekile, deren Lange jewells Information Uker das Auftreten einer
komplementéren Base (A-T, G-C) an der entsprechenden Positionin der Matrize gibt. Werden
die vier verschiedenen Ansétze in nebeneinander liegenden Spuren im Sequenziergel getrennt,
so kann de zu ermittelnde Sequenz im Vergleich der vier Spuren von urien nach oken in 5-
3-Richtung gelesen werden.

Bei der klassschen DNA-Sequenzierung wird in der Regel ein Nukleotid radioaktiv mit *°S-
dATP oder o-**S-dCTP markiert und dbs fertige PAA-Gel autoradiographiert. Dieses
Verfahren wird jedoch zunehmend seltener angewendet. Es wird mehr und mehr durch
automatisierte Verfahren ersetzt, bel denen de wéahrend der Sequenzierungsrektion
entstehenden Abbruchprodukte fluoreszenzmarkiert werden, so dal3 sie schon wéahrend des
Gellaufs detektiert werden konren. Auf diese Weise kdnren in einem einzigen Gell auf DNA-
Sequenzen von 500 s 1000Nukl eotide bestimmt werden.

klasssche Methode:

Die fur die enzymatische Re&tion erforderlichen Komporenten sowie die Arbeitsvorschrift
sind zu grolen Teilen dem T7-Sequencing Kit der Firma Pharmada enthommen. Die hier
eingesetzte T7-DNA-Polymerase hat gegeniiber dem in der urspriinglichen Methode enge-
setzten Klenow-Fragment der Escherichia coli DNA-Polymerase |, die Vorteile ener grofe-
ren Prozessvitét als auch einer hoheren Einbaurate. Zudem ist der Einbau des radioaktiv mar-
kierten Nukleotids a-3°S-Desoxy-Cytosin-5'-triphasphat gleichmafiger.

Der Doppelstrang von 2 pg der zu sequenzierenden DNA in 8 pl H,O wird im stark
alkalischen Milieu duch Zugabe von 2 ul 2 M NaOH und vasichtigem Durchmischen in
Einzelstrénge denaturiert. Nach 10min Inkubetion bei Raumtemperatur wird de DNA durch
Zugabe von 3l eiskater 3 M Natriumacdat-Losung pH 4,9, 7ul eiskaltem H,O sowie 60 pl
-20°C kaltem Ethanol und 15min Inkubetion bei -80°C préazipitiert. Das Sediment aus der
zehnmin(tigen Zentrifugation kel 1500g und 4T wird mit 70 % Ethand gewaschen undim
Lyophii sator getrocknet.

Die getrocknete, denaturierte DNA wird in 10 ul H,O geldst, mit 2 pl Primer-Losung - ent-
sprechend einem zehnfach molaren UberschulR gegeniiber dem Plasmid -, undmit 2 pl Hybri-
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disierungspuffer versetzt. Die Hybridisierung des Primers an de komplementére Ziel sequenz
des Plasmids wird durch Inkubationen von 20min bei 37°C und 10min bei Raumtemperatur
unterstitzt. Eine Losung mit 7 U/ul T7 DNA-Polymerase wird mit eiskaltem Enzym-
Verdunnurgspuffer auf 1,5 U/l eingestellt. Der Plasmid/Primer-Hybridisierungsansatz wird
mit 2 pl verdinrter Polymerase, 3 pl Markierungs-Mix und 1pl 10 uCi/pl a-*S-Desoxy-
Cytosin-5-triphasphat versetzt und 5min bei Raumtemperatur inkubert.

In vier Re&ktionsgefalen werden jeweil s 2,5 ul einer der vier Nukleotidmischungen vorgelegt,
welche die vier Desoxynukieotide undjewell s ein Didesoxy-Anaogon enthalten undauf 37°C
vorgewarmt. Die Nukleotidmischungen werden jeweils mit 4,5 ul des Markierungsansatzes
versetzt und 5min bei 37°C inkubiert. Die Re&ktionsansétze werden mit 5 pl Auftragpuffer A
(Kapitel 4.2.5.3 fur die denaturierende Gelelektrophaese versetzt, welcher gleichzeitig die
Red&tion stoppt.

4.2.9.1 Zyklische Sequenzierung von DNA (,, Cycle-Sequencing”)

Eine Alternative zu der im vorangehenden Kapitel geschilderten Methode der DNA-
Sequenzierung besteht - vor alen Dingen bei der Sequenzierung kurzer Sequenzen (tRNA-
Gene) - in der Anwendurg der Methode des Cycle-Sequencing. Hierbei wird der zu
sequenzierende DNA-Strang in einer mehrstufigen PCR-Re&ktion in Anwesenkeit der
entsprechenden Desoxyribonukeosidtriphosphate und Didesoxyribonukl eosidtriphosphat-
Anaoga mit Hilfe @ner thermostabil en DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) amplifiziert. Da
die zu sequenzierende DNA wahrend der PCR hitzedenaturiert wird, kann auf eine
Denaturierung durch Alkali behandlung verzichtet werden.

4.2.10 In vitro Transkription

Die Herstellung von RNA mit nahezu jeder beliebigen Sequenz ist mit Hilfe der RNA-
Polymerasen aus den Bakteriophagen T7, T3 oder SF6 leicht moglich. Hinter einen viraen
Promotor klonierte DNA-Fragmente oder PCR-Produkte, bel denen der Promotor in de
Primer integriert wurde, kbnren mit Hilfe der genannten Polymerasen aus Phagen in einer in
vitro Re&ktion transkribiert werden. Hierbei sind de 3'-Enden der RNAs durch eine
Restriktionschnittstelle innerhalb eines Plasmids oder bei PCR-Produkten durch einen der
beiden Primer definiert. Durch sogenannte ,, run-off“-Transkription der lineaen DNA kénren
RNAs mit definierten Enden hergestellt werden. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Transkripte wurden urter der Kontrolle der RNA-Polymerase des Phagen T7 (T7-RNA-
Polymerase) synthetisiert. Nadhfolgend sind de Zusammensetzungen der Redktionsansitze
fr die Herstellung nicht markierter sowie radioaktiv markierter in vitro transkribierter tRNAs
angegeben. Das Protokall weicht in einem einzigen Punkt von der Standardprozedur fir die
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Herstellung von mRNA ab: Um die Generierung eines monophaphaylierten 5-Endes der
tRNA zu ermoglichen, enthdlt der Reaktionsansatz zusétzlich GMP. Das verwendete
Konzentrationsverhdtnis zwischen GTP und GMP gewéhrleistet einen hoken Anteil von
monophaphaylierten 5 -Enden (Sampson undUhlenbedk 1988.

Zu beaditen ist, dald in vitro Transkriptionsregktionen bei Raumtemperatur pipettiert werden
sollten. Ein typischer Ansatz zur in vitro Transkription von tRNA enthdt folgende

Komporenten:

Reaktionskomponente

Konzentration der

Endkonzentration

Stammidsung nicht markierter | radioaktiv mar-
Ansatz kierter Ansatz

8x Transkriptionspuffer
Hepes-KOH, pH 7,5 640 mM 80 mM 80 mM
MqgCl, 176 mM 22 mM 22 mM
Spermidin 8 mM 1 mM 1 mM
Nukleotide pH 7,0
ATP 100 mM 3,75 mM 3 mM
CTP 100 mM 3,75 mM 2 mM
GTP 100 mM 3,75 mM 3 mM
UTP 100 mM 3,75 mM 3 mM
GMP (nur fir tRNA) 160 mM 10 mM (10 mM)
0a->S-Cytosin-5-triphosphat 10 pCi/pl O 0,2 pCi/pl
DTE 500 mM 10 mMm 10 mM
BSA (RNase-,DNase-frei) 20 ¢l 120 pg/ml 120 pg/ml
anorganische Pyrophasphatase
in 20mM MOPSpH 6,85/ 1 Ul 5 U/ml 5 U/ml
10mM MgCl,
RNase-Inhibitor 40 U/ul 200 U/ml 200 U/ml
lineaisiertes Plasmid variabe 40-80 pg/ml 40-80 pg/ml
(aufgereinigt oder Restriktionsansatz)
T7 RNA-Polymerase 50 u/ul 1000 U/ml 1000 U/ml

Tabelle 7: Komporenten fur die in vitro Transkription von RNA mit T7-RNA-Polymerase

Analytische Transkriptionsregktionen werden fur eine Stunde bei 37°C inkubiert, praparative

Ansdtze fir drei bis vier Stunden oder Uber Nadt.

Die DNA kann md der

Transkriptionsregktion wahrend einer 15 mindtigen Inkubation mit DNasel (f.c. 1U/ul)

verdaut werden.
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4.2.10.1 Aufarbeitung von Transkriptionsansatzen

Zur Aufreinigung von mRNA schlief3en sich eine Phenal-Extraktion, eine Gelfiltration sowie
eine Isopropanal prézipitation an. Das Transkript kann duch phdometrische Mesaung quanti-
fiziert und Groe und Reinheit mittels denaturierender Gelelektrophaese Uberpriift werden.
tRNAs kénren wie mRNAs aufgeabeitet werden, wenn eine genaue Bestimmung der
spezifischen Aktivitét nicht notwendig ist. Sollen Transkripte fur Ligationsregktionen
aufgeabeitet werden oder soll eine genaue Bestimmung der spezifischen Aktivitét bestimmter
tRNA-Spezies — beispielsweise in der Aminocacylierung oder in der in vitro Suppresson —
durchgefiihrt werden, ist eine Gelelution der korrekten Transkripte zwingend erforderlich.
Hierdurch konren abortive Produlkte, die in holer Molaritdt am Anfang der Transkription
enstehen, ocer andere RNAs mit unkarekter Lange aus der Prdparation abgetrennt werden.

Zur Bestimmung der molaren Aktivitét radioaktiv markierter Transkripte wird mit Trichlores-
sigsaure geféllt.

4.2.11 Gelelution von tRNA aus denaturierenden Polyacrylamidgelen

Vor der Gelelution mul3 de Praparation der tRNAS zugunsten eines besseren Laufverhaltens
im Gel von Proteinen und Salzen befreit werden. Dies geschieht am zwedkmafdigsten durch
eine Pheneolextraktion undanschlielfende Féll ung der tRNA mit Isopropanal.

Zunadst werden die Reaktionsansédtze mit einem Volumen Phend pH 4,5 bis 5,5 wersetzt, fur
eine Minute geschittelt und 5 Minuten bei maximaler rpm in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Die obere wasgige Phase wird abgenommen undmit einem Volumen Phenadl/
Chloroform extrahiert. Wieder wird eine Minute lang geschittelt und 5 Minuten lang
zentrifugiert. Die obere wasgige Phase wird dann zur Entfernung verbliebenen Phendls mit
einem Volumen Chloroform versetzt, noch einmal fir eine Minute geschittelt und zwei
Minuten zentrifugiert.

RNA-Elutionspuffer| Aufbewahrungspuffer | RNA-Harnstoff- TE-Puffer
far geleluiertetRNAs Probenpuffer

0,5M NHsAcpH 4,8 [10mM HEPESpH 7,6  |7,5M Harnstoff 10mM TrispH 7,8

10 mM MgAc 10mM MgCl, 50mM EDTA 1 mM EDTA
0,1mM EDTA 0,1% Xylencyanad
0,1%BPB

Tabelle 8: Komporenten fur die Aufarbeitungvon in vitro transkribierten tRNAs

Zur Prézipitation der Transkripte wird de Lésung mit einem Volumen Isopropand und 210
Volumen 3 M NaOAc (pH 5,2) vermischt, fur 30 Minuten ocer Gber Nadt bel 4°C zwedks
Prézipitation der RNA gelagert und 15 Minuten bei maximaler Drehzahl in einer
Tischzentrifuge bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird mit 70 %-igem Ethand gewaschen,
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lyophyllisiert und in TE-Puffer aufgenommen. Vor der Elektrophaese wird de tRNA mit
einem Volumen RNA-Harnstoff probenpufer versetzt.

Die Elektrophaese efolgt in einem denaturierende 8%-igen PAA-Harnstoff-Gel. Fur die
praparative Aufarbeitung gr6r@mdglicher Mengen an tRNA werden Gele mit den Malen 40x
30x 0,4 cm verwendet.

550ml 8 % AA -Harnstoff:
264 g Harnstoff

146ml 30 % Acrylamid
110mI5x TBE

ad H,O 550ml
Zugabe von 3,3ml 10 %iger APSund 330ul TEMED zur Polymerisation

Die Elektrophaese findet bei 45 Watt Gber Tag (fur ca 6h) oder bei 18 W tiber Nadt (fur ca
13,5h statt, his die Xylen-Cyand-Front ca 2/3 der Gellange ereicht hat. Nadch der
Gelelktrophaese wird der Bereich des Gels, der die tRNA enthalt, mit Ethidiumbromid (5
pg/ml in 1x TBE) geféarbt. Die tRNA befinden sich in der Regel ca ein hisfunf cm unterhab
der Xylen-Cyanadl-Front. Die tRNA-Banden werden visualisiert, ausgeschnitten, mit einem
Spatel zerquetscht und mit 5 Volumina RNA-Elutionspuffer bei 4°C fur mindestens 1v2 Tage
unter starkem Schiitteln eluiert.

Hiernach werden de Gelstiickchen bei 6000xg abzentrifugiert unddie tRNAs tUber Nadt mit
Isopropand préazipitiert. Am nachsten Tag wird fur 2h zentrifugiert (15.000 x @), die
prazipitierten tRNAs mit 80%-igem Ethand gewaschen und rach dem Trocknen in 590 pl
H,O aufgenommen. Die tRNA-LAsung wird zur Entfernung verbliebenen Ethidiumbromids
mit einem Volumen n-Butand extrahiert, (die wésgige untere Phase) mit Hilfe ener NAP5-
Saule entsalzt (siehe Gefiltration, Kap. 4.2.1), mit drei Volumina Ethanad gefédllt und in
tRNA-Aufbewahrungspuff er aufgenommen.

4.2.12 Aufarbeitung von Bulk-tRNA aus Escherichia coli

Die in der vorliegenden Arbeit optimierte Methode zur Aufarbeitung von Bulk-tRNA eignet
sich for die schorende Préparation groffer Mengen an Bulk-tRNA. Die Grundziige der
Aufarbeitung lehnen sich an de bel Zubay (1973 beschriebene Methode zur Herstellung von
S30-Lysaten fur diein vitro Trandation an.

Zellen aus den fir die Aufarbeitung vorgesehenen Zellstdmmen, de bei -80°C gelagert
wurden (vgl. Kapitel. 4.1.3, werden aufgetaut, ohre sie zu stark zu erwarmen und noch
einmal in 20 ml S30-Waschpufer pro Gramm Zellen suspendiert. Nach einer 10 minttigen
Zentrifugation bei 6.000xg werden je 1 g Zellen mit 2 g Alcoa griindich zu einer homogenen
Paste zerrieben (auf Eis arbeiten!). Hiernach werden 1,5ml S30-Aufschlu3pufer pro g Zellen
zugegeben und de Zellen weiter fir 3 Minuten zerrieben. Dies wird wiederhdt nach der
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Zugabe von weiteren 1,5 ml AufschluBpufer pro g Zelen. Im Anschluf3 werden nicht
zerstorte Zellen, Zdltrimmer sowie der gofde Tell der chromosomalen DNA durch eine
Zentrifugation bei 4°C und 30.000kg fiir 45 Minuten aus dem Lysat entfernt. Der Uberstand
dieser Zentrifugation wird vorsichtig abgenommen und einer weiteren Zentrifugation bei
identischer Drehzahl fur 30 Minuten urterworfen. Hiernach erfolgt die Abtrennurg der
Ribaosomen duch eine dreistiindge Ultrazentrifugation bei 45.000rpm im 50 Ti-Rotor der
Firma Bedmann. Nach deser Zentrifugation wird der S100-Uberstand, cer die tRNAs
enthdlt, vorsichtig abgenommen.

Die tRNAs konren nunwahlweise Uber eine Phendextraktion oder Uber die Elution aus einer
Anionenaustauscher-Saule (DEAE) aufgereinigt  werden. Die Elution 0Uker eine
Anionenaustauscher-Saule empfiehlt sich, wenn gleichzeitig eine S100-Enzymfraktion fir
Aminoacgylierungszwedke aifgeabeitet werden soll. Wesentlich schneller ist jedoch de
Phendlextraktion, mit deren Hilfe die tRNAs effektiv von den Proteinen abgetrennt werden
konren. Bulk-tRNASs, die mittels Phenadlextraktion aufgereinigt werden, weisen in der in vitro
Trandation eine genauso hole Aktivitat auf wie tGber Anionenaustauscherchromatographie
aufgereinigte Bulk-tRNAs.

Zellwaschpuffer AufschluBpuffer S30-Puffer A30-Puffer
10mM TrisAc pH 8,2 [10mM TrisAc pH 8,2 [10mM TrisAc pH 8,2 |10mM TrisHCl pH 7,8
14mM MgAc 14mM MgAc 14mM MgAc 30mM NH.CI
60 mM KAc 60mM KAc 60 mM KAc 10mM MgCl,

7mM B-ME 1mM DTT 1mM DTT

0,5mM PMSF

Tabelle 9: Lésungen fiir die Praparation von Bulk-tRNA aus Escherichia coli

4.2.12.1 Aufarbeitung von Bulk-tRNA aus einem S100-Uberstand mittels Phenol-
extraktion

Fur die Phendextraktion wird TE-geséttigtes Phend mit einem pH-Wert von 8,0verwendet.
Der S100-Uberstand wird zweimal mit Phenol, einmal mit einer Mischurng aus
Phenad/Chloroform/lsoamylalkohd (25:24:1, pH 8,0), einmal mit Chloroform extrahiert und
hiernach einer Isopropandféllung unterzogen. Die tRNAs werden in Wasser gel6(¥, Reinheit
und Aktivitét in einem Agarosegel bzw. mittelsin vitro Translation Ulerprdift.

4.2.12.2 Aufarbeitung von Bulk-tRNA tber Anionenaustauscherchromatographie

Die Aufarbeitung von Bulk-tRNA ({ber Anionenaustauscherchromatographie ist ene
schorende Methode, um neben Bulk-tRNA aus dem S100-Uberstand eine nukeinsiurefreie
S100-Enzymfraktion zu gewinnen.
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Vorbereitung des Sdulenmaterials DE52:

Je 1 g DE52 werden in 5ml 10 x A30 suspendiert undfir 20 Minuten auf 90°C erhitzt. Nacdh
dem AbkiHen auf Raumtemperatur wird der pH-Wert der Suspension auf 7,8 eingestellt. Das
Saulenmateria kann sich nunabsetzen, worauf der Uberstand dekantiert wird. Hiernach wird
das Saulenmaterial in 15 ml Wassr pro g DE52 suspendiert. Nach dem Absetzen des
Saulenmaterials wird wieder dekantiert. Es werden 5 ml A30 po g DE52 zugegeben, das
Material wird suspendiert, nach dem Absetzen des Saulenmaterials wird dekantiert. Dieser
Schritt wird vier mal wiederhadit, bis der pH-Wert dem von A30 entspricht. Der Puffer enthalt
flr eine langere Lagerung des Saulenmaterials 0,2% Benza koniumchlorid.

Elution:

Eine Saule mit den Mal3en 1,2x 20 cm wird ca 3 cm hoch mit DE52 gefillt. Das Material
wird mit einem Saulenvolumen einer Mischung aus S30- und A30-Puffer aquili briert. Der
S100-Uberstand wird mit einem Volumen A30-Puffer verdiinrt und auf die Saule gegeben.
Hiernach wird de Saule mit 10 ml A30-Puffer gewaschen. Die Elution der S100
Enzymfraktion erfolgt mit 9 ml A250 (A30-Puffer mit 250 mM NH,4CI). Hiernach erfolgt die
Elution der tRNAs mit 10 ml A450 (A30-Puffer mit 450 mM NH4Cl). Es werden Fraktionen
mit einem Volumen von 1,5ml gesammelt und rach Mesaung der Absorption der einzelnen
Fraktionen bei Wellenldngen von230, 260 und 280m ein Elutionsprofil erstellt (vgl. Abb.8).
tRNA enthatende Fraktionen werden vereinigt, die tRNAs mit Ethand préazipitiert und in

Abb. 8

Elutionsprofil der Auftrennung eines S100Uber-
standes in eine RNA-freie S100Enzymfraktion unc
eine tRNA-Fraktion mittels Anionenaustauscher-
Chromatographie:

a: Durchlauf und Wasch (30 mM Ammonium-
chlorid) b: S100-Enzymfraktion — Elution mit 25C
mM Ammoniumchlorid c: tRNA-Fraktion (Bulk-
tRNA) — Elution mit 450mM Ammoniumchlorid
A230: Absorption bei einer Wellenldnge von 23C
nm, A260: Absorption bei einer Wellenldnge von
260 nm, A280: Absorption bei einer Wellenldnge
von 280nm

Absorption

Fraktion

Wassr aufgenommen. (Die S100-Enzymfraktion mufd va Gebrauch entsalzt und ndfalls
eingeengt werden.)
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4.2.13 Gdfiltration

NAP-Saulen von Pharmada sind mit Sephadex G-25 Gelfiltrationsmaterial geflllt. Sie
werden algemein zum Entsalzen wasgiger OligonuKeotid-Lésungen (> 10 Nt.) verwendet.
Es werden his zu 97 % des eingesetzten Materials zurtickgewonren. Die Prozedur wird hier
am Beispiel der Entsalzung einer tRNA-L6sung mit Hilfe @ner NAP5-Saule wiedergegeben:
Vor dem Probenauftrag wird de Saule mit 3 Fullungen H,O gewaschen. Hiernach wird de
Probe in einem Volumen von 500ul auf die Saule gegeben einlaufen gelasen. Der Durchlauf
wird verworfen. Die Saule wird Gker einem 12 ml PPN-R6hrchen plaziert und de tRNA in
einem Volumen von 900ul H,O euiert. In der Regel schliefdt sich an dese Prozedur eine
Ethandfallung der RNA an. Hierzu wird de Lésung mit /10 Volumen NaOAc pH 5,2 und
2,5 Volumina Ethand versetzt, gemischt und fir 2 Stunden oder Uber Nadt bei -20°C

gelagert (vgl. Kap. 4.2.).

NAP-Saulen konren mehrmals verwendet werden. Sie sollten nach Gebrauch mit 3 Fill ungen
H,O gewaschen werden. Die Lagerung der Saulen erfolgt mit 0,02% Natrium-Azid bei 4°C.

4.2.14 " Annealing" von in vitro transkribierten tRNA

tRNA-Molekile weisen in ihrer aktiven Form eine genau definierte Tertiérstruktur auf. Damit

diese sich aushilden kann, misen de tRNAs korrekt gefalten sein. Die Ausbildung der

korrekten Sekundérstruktur geschieht auch bei in vitro transkribierten tRNAs zum Tell

sportan, kann aber durch ein sogenanntes Anneding der tRNAs in Anwesenheit von
Magnesium unterstitzt werden. Hierzu werden de tRNAs in 10mM Hepes pH 7,6 und 10
mM MgCl, fir 3 Minuten auf 75°C erhitzt. Hiernach wird die Temperatur (durch

Uberfiihrung in einen anderen Heizblock) schnell auf 65°C gesenkt, worauf die Temperatur

Uber einen Zeitraum vonca 15Minuten bis auf Raumtemperatur gesenkt wird. Dies geschieht

am besten, indem man den Heizblock abschaltet und mit einem Ventilator kuhlt. Die
beschriebene Prozedur ist vor dem Einsatz von in vitro transkribierten tRNAs in der

Aminoagylierung oder in vitro Translation oMi gatorisch.

4.2.15 Aminoacylierung, Prozessierung und Reparatur von tRNA in der S100-Fraktion
desfraktionierten Systems

Die Aminoagylierung von tRNA wird in der S100-Enzymfraktion des Translationsg/stemsin
Anwesenheit radioaktiv markierter Aminosdure durchgefuhrt. Nadch der Reektion wird der
Antell beladener tRNA (Aminocagyl-tRNA) an der Gesamtmenge an zugegebener tRNA
mittels TCA-Féllung analysiert. Der Quatient aus dem aus der spezifischen Aktivitét der
radioaktiven Aminaosdure) und der in der Redktion eingesetzten Gesamtmenge a RNA
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(phaometrisch bestimmt) dient als Mal3 fur die spezifische Aktivitdt der tRNA. Diese wird
angegeben in pmol/Azs0.

Fur eine Aminoagylierungsrestion wird de S100-Enzymfraktion in einer Enkorzentration
von 0,2- 2 pg/ul eingesetzt. Die Re&tion wird urter Bedingungen durchgefiihrt, die denen
einer Trandationrestion sehr ahnlich sind. So enthalten de Ansétze neben ATP auch alle
anderen NTPs owie Phosphoendpyruvat und Acetylphosphat zur Regeneration der
Energiekomporenten. In der nachfolgenden Tabelle sind de Komporenten in den typischen
Konzentrationen fur eine Aminoacyli erungsreaktion aufgeftihrt.

Komponente Endkonzentration

TL-Puffer:

HEPESpH 7,6 500mM

Kaliumacdat 700mM

NH,CI 300mM

EDTA pH 8,0 1mM

NaN3 0,2%
DTT 10mM
Magnesiumchlorid 12mM
ATP, GTPundCTP, UTP jew. 1 mM undjew. 0,5mM
Phosphcend pyruvat 30mM
Acetylphosphat 10mMm
anorganische Pyrophaosphatase 2,5U/ml
Pyruvatkinase 25 pug/mi
YC-markierte Aminossure 30-120uM

(100-400 dpn/pmol)
tRNA (aternativ):

invitro Transkript 5-10uM

ockr

Bulk-tRNA 2,5mg/ml
S100-Enzymfraktion 0,2- 2 ug/ul

Tabelle 10: Zusammensetzung einer Aminoacylierungsreaktion

Zur Aufnahme a@ner Re&ktionskinetik werden der Regktion zu den gewiinschten Zeitpunkten
10 pl Aliquas entnommen undin 100 ul einer auf Eis vorgelegten Stoplosung (0,6 M
Natriumacedatlosung pH 5,2 , 20mM EDTA und 0,8g/l Hefe-tRNA) pipettiert. Diese Ldsung
wird mit 2 ml 10 %-iger Trichloressgsdure mit 2 % Pepton wersetzt. Die radioaktiv
markierten Aminocacyl-tRNAs werden hiernach - wie in Kapitel 4.5 keschrieben - durch eine
30-min(tige Inkubation auf Eis prazipitiert.

Prozesderung und Reparatur von tRNA-Molekilen finden urter den gleichen Bedingungen
statt wie die Amincacylierung. Der Einbau der Nukleotide ATP und CTP wahrend der tRNA-
Reparatur durch tRNA-Nukleotidyltransferase kann in Anwesenheit der entsprechenden
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radioaktiven Analoga nadhgewiesen werden. Hierzu wird de Konzentration der nicht
radioaktiv. markierten NTPs halbiert und ds entsprechende radioaktiv markierte
Nukleosidtriphosphat (a->°S-ATP oder a->>S-CTP) in einer spezifischen Aktivitat von 250 lis
500 dpn/pmol eingesetzt. Die radioaktiv (end-)markierten tRNAs konren (ker eine
Gelelektrophaese (Kapitel 4.2.5.3 und4.2.5.4 oder mittels TCA-Falung (Kapitel 4.5
analysiert werden.

4.2.16 Chemische Aminoacylierung von tRNA (nach Schulz et al. 1995)

Da die chemische Aminoagylierung von tRNA nicht eigenhéndig durchgeftihrt wurde, soll
hier nur kurz das Prinzip erlautert werden. Die diemische Aminoacylierung von tRNAs
basiert auf einer zweistufigen Methode, die in ihren Grundziigen auf Hedht et al. (1978
zurlickgeht: Das Dinukeotid pCpA, das das Ende des Akzeptorarms der tRNA darstellt, wird
chemisch mit einer N®-geschiitzten Aminoséure agliert und cann enzymatisch an eine um das
terminale Dinukleotid pCpA am 3-Acceptorstamm verkirzte tRNA (tRNA-C) gebunden. Die
verkirzte Suppresor-tRNA kann drekt durch "run df"-Transkription eines mit einem
entsprechenden Restriktionsenzym lineaisierten Plasmids, das das tRNA-Gen codiert,
gewonren werden.

Zur Acylierung des Dinukleotids wird der Cyanomethylester der entsprechenden Aminaosaure
verwendet. Dieser reajiert unter den verwendeten Bedingungen selektiv mit den 2,3-
Hydroxygruppen der Ribase zum monaagyli erten Produkt.

Weiterhin ist im Dinukeotid Cytidin duch Desoxycytidin ersetzt, was die Synthese enorm
vereinfacht und wodurch eine 2'-OH-Gruppe entfernt wird, ohre die biologische Aktivitét zu
beanflussen. Die a-Aminogruppe der Aminosdure und all e reaktiven Seitengruppen werden
vor der Acylierung des Dinukeotids mit der Nitroveratryloxycarbonyl (N-VOC)-Gruppe unter
Bildung der entsprechenden Carbamate, Ester und Ether geschiitzt. Diese Schutzgruppe kann
nach der Ligation des agylierten Dinukeotids mit tRNA-C phaochemisch urter schwadch
sauren Bedingungen (2 mM NaOAc pH 5,2 glatt von der intakten Aminoacgyl-tRNA ohre
Deaglierung der tRNA abgespalten werden. Fur lichtempfindliiche Aminosauren kann de
Biphenyli sopropyloxycarbonyl (BPOC)-Gruppe verwendet werden; diese wird von
Aminocacyl-pdCpA vor der Koppung an tRNA-C unter schwacdh sauren Bedingungen
abgespalten. Die Ligation selbst findet bei groRem molaren UberschulR ds agylierten
DinuKeotids fur 10 Minuten mit 300 U/ml T4-RNA-Ligase in einem Puffer statt, der 55 mM
Na-HEPES (pH 7,5, 15mM MgCI2, 3,3mM DTT, 250uM ATP, 10 ug/ml BSA und 106
DM SO enthdlt. Die Aminoacyl-tRNA-Bindurg ist bel pH 7 bis 8, dem optimalen pH-Bereich
fir eine hohe Aktivitét der T4-RNA-Ligase, relativ instabil, so dal’ schnell li giert werden
muf3.
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4.2.17 Behandlung von N®-geschiitzter chemisch aminoacylierter tRNA

Nacdh der Ligationsrestion wird de Aminoacgyl-tRNA durch de Zugabe von /10 Volumen
3M NaOAc pH 5,2 und dei Volumina Ethand Uber Nadht bel -80°C gefdllt. Auf eine
vorherige Phenadlextraktion oder Entsalzung des Ligationsansatzes kann verzichtet werden.
Nach einer zweistiindgen Zentrifugation bei maximaler Drehzahl in einer Tischzentrifuge bei
4°C wird das Pellet mit 75% Ethandl, 2 mM NaOAc pH 5,2 gewaschen undin 2mM NaOAc
pH 5,2 aufgenommen. Bel diesem Schritt [61% sich de tRNA relativ schnell, wéhrend de
ebenfall s prazipitierte T4-RNA-Ligase aus der Ligationsreaktion richt mehr in Losung geht.
Diese wird durch eine kurze Zentrifugation entfernt.

Direkt vor dem Einsatz in der in vitro Trandationsrektion wird de Aminoacgyl-tRNA mit
einem Laser gedgneter Wellenldnge bestrahlt, um die zum Schutz der a-Aminogruppe der
Aminosdure und anderer redktiver Seitengruppen verwendete phaochemisch spaltbare
N-VOC-Gruppe azuspaten. Der hierfir verwendete Spedron Laser (Spedron Laser
Systems, SL404-97A, U.K.) enthiglt folgende Einstellungen: A = 355rM, Pulslange =10 rs,
Frequenz = 10 Hz, Energie =50 mJ pro Puls Dauer der Bestrahlung = 30s.

4.3 Invitro Trangation

In vitro Trangdationsreaktionen wurden hauptsachlich in dem sogenannten fraktionierten
System des Escherichia coli Stammes D10 urter den im Labor von Prof. V.A. Erdmann von
Dr. W. Stiege optimierten Bedingungen durchgeftihrt. Das fraktionierte System zur in vitro
Tranglation setzt sich im wesentlichen aus einer ribosomalen 705-, einer tRNA- und einer
nukeinsaurefreien S100-Enzymfraktion zusammen. Diese Zusammensetzung des Systems
bietet entscheidende Vorteile im Hinblick auf eine genaue Charakterisierung von Reaktionen,
die mit der Funktion vontRNAs bel der in vitro Trandation verbunden sind. So kénren
bestimmte an der tRNA stattfindende Reaktionen — wie Aminoacylierung oder Prozesserung
—in der S100-Enzymfraktion urtersucht werden, de e@ne Tellkomporente des Gesamtsystems
darstellt und somit eine minimale Aktivitdt bestimmter Enzyme, beispielsweise von
Aminocacyl-tRNA-Synthetasen, innerhalb des Gesamtsystems reflektiert. Die Sytheseleistung
des fraktionierten Systemsliegt bei etwa 20— 40ug FABP pro ml Re&tion.

4.3.1 Herstellung der Komponenten fir das fraktionierte System

Da die Herstellung des fraktionierten Systems nicht Bestandteil dieser Arbeit ist, werden hier
nur die prinzipiellen methodschen Schritte zur Aufarbeitung der einzelnen Komponrenten
erlautert (vgl. Abb.9. Die im folgenden beschriebene Fraktionierung der fur die in vitro
Trandation bendtigten zelluldren Komponrenten geht im wesentlichen auf die Ende der 60er
und Anfang der 70er Jahre von Herrlich und Schweiger durchgefiihrten Untersuchungen
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zurick (Herrlich und Schweiger 1974). Die Aufarbeitung der einzelnen Fraktionen undihre
Zusammenfihrung in einem in vitro Trandationssg/stem wurden im Labor von Prof. V.A.
Erdmann duch Dr. W. Stiege weiterentwickelt (Erdmann et al. 1989,Erdmann et a. 1994,
Stiege & Erdmann 1999 und fihrten zu dem in der vorliegenden Arbeit vorwiegend
verwendeten fraktionierten System.

Mitentscheident fUr den Erfolg der Aufarbeitung ist die Wahl eines gedagneten Verfahrens
zum Aufschlul3 der Zellen. Im Hinblick auf die Komplexitdt der in de Trandation
eingreifenden zelluldren Vorgange ist es von grof¥er Bedeutung, nach dem Aufschlul® der

Abb. 9

(D10)
v
Aufschlul® mit einer
Gaulin-Presse, 500Bar
v
[ Lysat ]
v
Zentrifugation
30.000 xg

v

[ Uberstand S-30 ]
v

Zentrifugation 100.000 x g
mit 50 mM Salz, Glyzerinkisen

[ Escherichia coli — Zellen ]

I'e 4
[ Ribosomen 70S ] [ S100-Uberstand ]
v
Zentrifugation 100.000 x g DEAE-Zellulose- DEAE-Zellulose-
mit 500mM Salz, Chromatographie Chromatographie
Glyzerinkissen “ Elution mit 2+50mM Salz Elution mit 150 mM Salz

70S-Fraktion Uberstand Enzym-Fraktion tRNA-Fraktion
(gewaschene Ribosomen) | | (Ribosomen-Wasch) (S100) (Bulk-tRNA)

Die Herstellung cer verschiedenen Teil komporenten des fraktionierten Systemsin der schematischen Ubersicht:

Die dargestellte Fraktionierung der fir die in vitro Trandation benétigten zdluldren Komponenten geht im we-
sentlichen auf die Ende der 60er und Anfang der 70er Jahre von Herrlich urd Schweiger durchgefiihrten Unter-
suchungen zurtick (Herrlich urd Schweiger 1974). Die Aufarbeitung der einzenen Fraktionen urd ihre Zusam-
menflhrungin einem in vitro Trand ationssystem wurden im Labor von Prof. V.A. Erdmann durch Dr. W. Stiege
weiterentwickelt (Erdmann et a. 1989 Erdmann et al. 1994 Stiege & Erdmann 1995 und fiihrten zu dem in der
vorliegenden Arbeit vorwiegend verwendeten fraktionierten System, dessen Zusammensetzung ( unterlegt)
und Aufarbeitung her schematisch dargestellt sind.

Zellen ein Lysat zu erhaten, dal3 alle zelluldren Komporenten in moglichst nativer Form
enthdlt. Hierbel ist zu beaditen, dald auch de nicht fir die in vitro Trandation kendtigten
Komponrenten — beispielsweise Zellwandbestandteil e und chromosomale DNA — bis zu ihrer
Entfernung nach Moglichkeit in nativer Form erhalten werden sollten. Hierdurch kann eine
Freisetzung degradierender Enzyme (z. B. RNasen) oder die AuslGsung unerwinschter
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Enzymkaskaden, de @ne Verringerung der Trand ationsaktivitdt des Systems zur Folge haben
wirden, zum Teil verhindert werden.

In Flissgmedium angeziichtete undinnerhalb der logarithmischen Wadhstumsphase geantete
Zellen des Escherichia mli Stammes D10 werden mit Hilfe @nes Hochdruckhomogenisators
(Gaulin-Press) bei einem Druck von 500900 kar aufgeschlossen. Hiernach werden nicht
zerstorte Zellen und Zeltriummer sowie der gbde Tell der chromosomalen DNA und
eventuell an der einen odxr anderen Komporente anhaftende Proteine durch zwei
aufeinanderfolgende Zentrifugationen bei 30.00xg aus dem Lysat entfernt. Der hiernach
erhatene Uberstand S30 enthdlt bereits simtliche fur die in vitro Trandation kendtigten
zelluldren Komporenten in ausgewogener Zusammensetzung und dent als Grundage sowohl
fur die Herstellung der verschiedenen Teil komporenten des hier beschriebenen fraktionierten
Systems als auch fir das ebenfalls innerhalb deser Arbeit verwendete hochaktive S30-
System.

Der Uberstand S30 wird nunmit Glycerol unterschichtet und 1418 Stunden bei 100.00g
zentrifugiert. Dabel sedimentieren hauptsachlich Ribosomen und anhaftende Molekile,
wahrend wetere fur die Trandation lkendtigte Molekile (z.B.: Terminationsfaktoren,
Aminocacyl-tRNA-Synthetasen, tRNAs, Enzyme des Energiestoffwedhsels etc.) im S100-
Uberstand verbleiben. Dieser wird zur weiteren Aufreinigung mitsamt der glycerolhaltigen
Phase @bgenommen.

Um eine moglichst reine Préparation von 7@-Ribosomen zu erhalten, werden de nach der
ersten Zentrifugation gewonrenen Ribosomen duch ene weitere Zentrifugation bei
100.00&g in einer hoher konzentrierten Salzldsung von anhaftenden oder mit sedimentierten
Proteinen (RNasen, Aminoacgyl-tRNA-Synthetasen, Initionsfaktoren) befreit. Die im hierbei
entstehenden Uberstand (Ribosomen-Wasch, RW) enthaltenen Initionsfaktoren sind fir die
Funktion des Gesamtsystems esentiell, so dal’ der Ribosomen-Wasch bei der Rekonstitution
des fraktionierten System in der Regel as Quelle fur Initionsfaktoren dent. In der
vorliegenden Arbeit wurden fur das verwendete fraktionierte System alerdings anstelle des
Ribosomen-Waschs weiter aufgereinigte Initi onsfaktoren verwendet.

Zur Auftrennurg in eine nukeinsaurefreie Enzym- undin eine tRNA-Fraktion wird der S100-
Uberstand auf eine Saule mit DEAE-Cellulose aufgetragen (vgl. 4.2.12.2,S. 56). Durch
Erhéhurg der Ammoniumchloridkorezentration auf 250 mM werden de fur die Trandation
bendtigten Enzyme (S100-Enzym-Fraktion, S100) eluiert, wadhrend de tRNAs auf der Saule
verbleiben. Die tRNAs kénren bel einer Ammoniumchloridkoreentration von 450mM von
der Saule duiert werden. Durch Entsalzung bzw. Umpufferung mittels Dialyse oder
Gelfiltration gegen 1 x TLM-Puffer werden in der S100-Enzymfraktion definierte
Bedingungen bezliglich niedermolekularer Verbindurgen eingestellt. Die
Proteinkoreentration der S100-Fraktion wird duch phdometrische Mesaung der
Absorptionen bel 260 und280 mm bestimmt und CUker die Formel “Proteinkorzentration
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[Mg/ul] = 1525*A280m — 757,3*A260rm" berechnet (Kalb & Bernlohr, 1977. Hiernach
kann de S100-Enzymfraktion entweder fir die Rekonstitution des fraktionierten Systems oder
fur Aminoacyli erungsuntersuchungen eingesetzt werden.

10 xTLM-Puffer:
HEPES pH 7,6 500mM
Kaliumacdat 700mM
NH.CI 300mM
MgCl, 100mM
EDTA pH 8,0 1mM
NaN; 0,2%

4.3.2 Durchfuhrung einer in vitro Translationsreaktion

Eine typische in vitro Translations-Reé&tion im fraktionierten System wird fur 90 Minuten bel
37°C in einem Schiittelinkubetor inkubiert und enthdlt folgende Komporenten, de in der
dargestellt en Reihenfolge pipettiert werden:

Komponente Konzentration in der Reaktion
(Konzentration in Stammldsung)
MgCl, (200mM) 2 9-12mM
DTT (1M) Y 10mMm
Aminosduren (ohre Leucin) je200uM

14C-Leucin (1 mM)

70 UM (spezifische Aktivitat: 100 dpm /pmol Leucin)

Rifampicin (20g/l)

0,02mg /ml Re&ktion

Bulk-tRNA (8 — 20g/l)

600pug/ ml Re&tion

Suppresor-tRNA (Transkript) 0 bis10uM

E-Mix (20 x) 3 1x

Pyruvatkinase (10g/l) 8 ug/ ml Re&ktion
lineaisiertes Plasmid 2 ca 2 pnol Plasmid / ml Re&tion
T7-Polymerase 2) 500U / ml Re&ktion
St-Mix (2 X) 3 1x

[niti onsfaktoren-Préparation

ca 50pug/ ml Re&tion

Tabelle 11: Zusammensetzung einer typischen in vitro Translationsreaktion im fraktionierten System

Y Die Konzentrationen von Magnesium und DTT werden sowohl durch die Zugabe ds Einzekomponenten als
auch durch ihre Konzentration im ST-Mix definiert. 2 Anstelle von lineaisiertem Plasmid kann auch
aufgereinigte mRNA als Matrize verwendet werden. ¥ Die Zusammensetzung des ST-Mix ist aus Tabelle 12 zu
entnehmen, die des E-Mix aus Tabelle 13.
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Konzentration Endkonzentration
Einzelkomponente im in der
St-Mix Reaktion
TLM-Puffer: 2% (1)
HEPESpH 7,6 100mM 50mM
Kaliumacdat 140mM 70mM
NH,CI 60 mM 30mM
MgCl, 10mM 5mM
EDTA pH 8,0 0,2mM 0,1mM
NaN3 0,020 0,026
DTT 10mM 5mM
PEG 4000 4% 2%
RNase Inhibitor (Gibco) 200U/ml 100U/ml
Proteinase-Inhibitoren:
Aprotinin 20 pg/ml 10 pg/mi
Leupeptin 10 ug/mi 5 pg/mi
Pepstatin 10 ug/mi 5 pg/mi
Folsdure 100uM 50uM
Ribosomen D ca 1.800uM ca 900pM
(70S-Fraktion)
S100 D 2-3mg/ml 1-1,5mg/ml
(Enzym-Fraktion)

Tabelle 12: Zusammensetzung der Komponente S-Mix des fraktionierten Systems

Y Der St-Mix besteht im wesentli chen aus einer aufgereinigten gewaschenen ribosomalen
Fraktion urd aus einer S100-Fraktion, die aur Entfernung wn tRNA Uber DEAE
aufgereinigt wurde (vgl. Abb.xx).

. Konzentration Konzentration in
Einzetkomponente im E-Mix der Reaktion

ATP 20mM 1mM

CTP 20mM 1mM

GTP 10mM 0,5mM

UTP 10mM 0,5mM
Phosphenal pyruvat 200mM 10mMm
Acetylphosphat 200mM 10mM
Tabelle 13: Zusammensetzung der Komponente E-Mix (Energie-Mix) des fraktionierten

Systems

Nad der Redktion werden de Trandlationsansétze mittels SDS-PAGE (Kapitel 4.4) undoder
Uber eine TCA-Fallung (Kapitel 4.5 analysiert. Fur die TCA-Falung werden 2 x 6 pl
Re&ktion verwendet, fur die gelelektrophaetische Analyse 12 pl.
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4.4 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophor ese nach Laemmli (Laemmli 1970)

Die SDS-Polyaaylamid-Gelelektrophaese (SDS-PAGE) ist ein Verfahren zur Auftrennurg
von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Bel einer Hitzebehandlung in Anwesenheit des
anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturieren Proteine und zerfallen in
ihre Untereinheiten, wobel sich SDS-Molekile in einem Massenverhdtnis von etwa 1,4 zu 1
an de Polypeptidkette anlagern. Die Zahl der an Protein angelagerten SDS-Molekileist in der
Regel anndhernd propartional zum Molekulargewicht der Polypeptide, so dald im elektrischen
Feld eine Auftrennurg von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht mdglich ist. Die
M olekulargewichtsbestimmung der Polypeptide efolgt durch Vergleich der Laufstredke mit
der bekannter Proteine (Marker). Grofere Abweichurngen in der el ektropharetischen Mohilit &t
sollten bei stark hydropholen Proteinen (z. B. Membranproteinen) oder bei Proteinen, de
grol¥ere geladene Gruppen wie Phosphatgruppen enthalten, erwartet werden.

Bel der denaturierenden “diskontinuierlichen SDS-Polyaaylamidgel-Elektrophaese” nac
Laemmli (1970 dient die Untertellung des Gels in eéin Sammel- und ein Trenngel einer
erhéhten Bandenschéarfe und damit einer verbesserten Aufldsung.

Zunadst wird das Trenngel auf etwa 80 % der Gelhdhe gegossen undmit 20 % Ethanal Gber-
schichtet. Nach mindestens 30 min Polymerisationsdauer wird de Uberstehende Fliussgkeit
mit Filterpapier aufgesogen, de Sammelgell 6sung Uberschichtet und ein Taschenformer ein-
gesetzt. Das zu trennende Proteingemisch (beispielsweise ane in vitro Trandationsrektion)
wird mit dem dreifachen Volumen Aceon vermischt und 15min auf Eis inkubiert. Nach 5
min Zentrifugation bei 1500g und 4T wird das vom Uberstand kefreite Sediment im
Lyophlisator 5 min getrocknet. Durch de Fallung mit Aceton konren Salze, die das
Laufverhalten der Proteine beinflussen sowie Acetonl6sliche Radioaktivitét entfernt werden.
Das Sediment wird in Laanmli-Probenpuffer gel6st, 3 min bei 90°C inkubiert undauf die mit
Laufpuffer bededten Taschen aufgetragen. Die Elektrophaese findet bei maximal 15 V/cm
unter Kithlung der Glasplatten statt.

5x Laufpuffer |Sammelgel Trennge L aemmli-Probenpuffer

250mM Tris |5 % Acrylamid/Bisaayl- |15% Acrylamid/Bisaayl- |1 % SDS

1920mM amid 37,51 amid 37,51 8,5% Glyceaol

Glycin 125mM Tris-HCl pH 6,8 [375mM TrisHCIl pH 8,8 {2,5% B-Mercgptoethand

0,5% SDS 0,1% SDS 0,1% SDS 0,05% Bromphenadblau
0,2% TEMED 0,04% TEMED 62,5mM Tris-HCI pH 6,8
0,1%APS 0,1%APS

Tabelle 14: Lésungen fir die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophaese nach Laemmli

Die Proteinbanden des Polyaaylamidgels konren duch 3060 min Schwenken in Coomasge
blue-Farbel 6sung sichtbar gemadt werden. Unspezifische Farbung wird durch mehrstiindges
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Schwenken in Entfarbel 6sung entfernt. Die Nadhweisgrenze der Coomasse-Farburg liegt bei
ca 100 my.

Coomasse blue-Farbel6sung Entfarbel6sung
50 % Methanal 20% Methand
10 % Esggsaure 7,5% Essgsaure
0,1% Coomasse blue R250

Tabelle 15: Lésungen fur die Féarbung undentfarbungvon Proteingelen

Das geféarbte Gel wird auf Filterpapier Ubertragen und3 Stunden bel 70°C in einem partiellen
Vakuum von 50mbar getrocknet. Im Falle aner radioaktiven Markierung von Proteinen wird
mit Hilfe des “Phosphdmager-Systems® ein Autoradiogramm der radioaktiven Banden er-
stellt.

4.5 TCA-Féallung von Protein und RNA

Nukleinsduren und Proteine denaturieren und pézipitieren im sauren Milieu der TCA
(Trichloressgsaure). Zur Quantifizierung der Radioaktivitét, die in de Makromolekile
wéahrend bestimmter Re&ktionen (Trandation, Transkription, Aminoagylierung oder tRNA-
Reparatur) eingebaut wurde, konren de Prazipitate der TCA-Behandung in Glasfiltern von
[6slicher, nicht eingebauter Radioaktivitét abgetrennt und im Szintill ationszéhler gemessen
werden.

Maximal 100 ul einer wéldrigen Losung mit radioaktiv markiertem Protein oder radioaktiv
markierter RNA werden zu 100l vorgelegter Stopldsung pipettiert. Zu deser Lésung ghbt
man 3ml 10 %-ige TCA hinzu, de zur Absattigung des Filters 2 % Pepton oder 50 mM
Pyrophasphat enthélt (siehe Tabelle 16). Die radioaktiv markierten Makromolekile werden
durch eine 30-minitige Inkubetion auf Eis prézipitiet. Zur Fallung von in vitro
Translationsresktionen wird vor der Inkubetion auf Eis zur Vermeidung der Koprazipitation
radioaktiv markierter Aminocacyl-tRNA und Peptidyl-tRNA die Esterbindurg zwischen tRNA
und kowent verknipter Aminosdure durch eine 15 mindtige Inkubetion kel 90°C
hydrolysiert. Diese Hitzeinkubetion entféllt nattrlich bei der Fallung von RNA. Nad der
Inkubketion auf Eis wird de durchmischte Suspension Ulker einen mit 5 %-iger TCA
befeuchteten Glasfilter abgesaugt. Das zur Prézipitation verwendete Gilsonréhrchen wird
zweimal, die Innenwand der Absaugkammer dreimal mit jeweills 2 ml 5 %-iger TCA
nachgespiit. Durch zweimaliges Spilen mit jewells 3 ml Aceton wird der Filter getrocknet.
Nach Uberfihrung des Filters in ein Szintill ationsgefa und Versetzen mit 3,5 ml
Szintill ationscocktail wird eine Stunde leicht geschwenkt und de Radioaktivitat im
Szintill ationszéhler gemessen.
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Protein nicht acylierte RNA Aminoacyl-tRNA
0,6M NaOAc pH 5,2
N 25mM EDTA
Stopl6sun 0,5% BSA
p g 0 19/l HefeRNA 20mM EDTA

0,89/l Hefe-tRNA

TCA-LGsung | 1046 TCA 1% TCA 10% TCA
zur Fallung 2% Pepton 50mM Pyrophasphat 2% Pepton

Tabelle 16: Losungen fur die Fallung von Proteinen, Aminoacyl-tRNAs und radioaktiv markierten in vitro
Transkripten (nicht acylierten RNAS)

4.6 Detektion von B-Strahlung

4.6.1 Autoradiographie

Die gualitative und quantitative Detektion von Banden radioaktiv markierter Proteine und
Nukleinsduren im Polyaaylamidgel erfolgt im Phosphdmager-System. Das getrocknete Gel
wird 1-3 Tage im Dunkeln auf eine Detektionsplatte gelegt. Die genaue Funktionswei se dieser
Platte unterliegt dem Firmengeheimnis. Sie enthélt komplexe Verbindurgen mit dem Metall
Europium. Diese werden durch 3-Strahlung in einen angeregten Zustand mit einer Halbwert-
zeit von etwa 3 Tagen versetzt. Bel der Abtastung der Platte im Phosphdmager wird der
angeregte Zustand mit Hilfe anes Lasers in den Grundzustand zurlickversetzt. Die hierbei
emittierten Lichtimpulse werden im Phosphdmager gezahlt. Die Position der Quelle der
Lichtblitze wird in digitaler Form im Computer abgespeichert, so dal’ ein zweidimensionales
Abbild eines Gels oder einer Dunrschichtplatte dargestellt werden kann. Das Verhdltnis der
ZU detektierenden Radioaktivitdt zur Anzahl der gemessenen Lichtimpulse ist laut
Herstellerangaben Uber funf Zehnerpotenzen linea. Da dieses System relative Mef3werte
liefert, mul zur absoluten Quantifizierung paralel eine Probe mit bekannter spezifischer
Aktivitét eingesetzt werden.

4.6.2 Szintill ationszahlung

Die relativ kurze Reichweite der [3-Strahlung der Isotopen 358, 14 und *H erschwert deren
guantitative Detektion. Die im Szintill ationscocktail enthaltenen Molekile werden duch de
Energie der radioaktiven Strahlung in einen angeregten Zustand Glerfuihrt. Beim Ubergang in
den Grundzustand wird Strahlung in Form von Lichtblitzen abgegeben, welche im Szintill a
tionszéhler durch einen Photoel ektronenverfiefacher verstérkt und dann gezéhlt werden. Ein
Uber Eichung ermittelter Korrekturfaktor entsprechend der Zahlausbeute des Geréts dient zur
Umrechnurg der Rohmef3werte mit der Einheit “cpm® (courts per minute) in de geréteunab-
héngige Einheit fir Radioaktivitét “dpm*” (disintegrations per minute).
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4.7 Quantifizierung der spezfischen Aktivitat von Chloramphenicol-Aceayltransferase
(CAT-Assy)

Chloramphenicol-Acetyltransferase katalysiert die Ubertragung einer Acetylgruppe von
Acetyl-Coenzym A auf Chloramphenicol. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete CAT-
Assy Kit der Firma Moleaular Probes verwendet als Substrat ein Chlorampenicolderivat,
desen 1-Hydroxylgruppe durch eine fluoreszeierende Gruppe esetzt ist, das genannte
BODIPY FL 1-deoxychloramphenicol. Diese Gruppe hat ihr Absorptionsmaximum bel 504
nm und ihr Emissonsmaximum bei 510 rm. Somit kénren Substrat und monaagylyliertes
Produkt nach dunrschichtchromatographischer Auftrennurg durch eine Bestrahlung mit
Blaulicht anhand des emittierten Fluoreszenzsignals detektiert werden. Der Aktivitétstest
wurde nach dem Protokdl des Herstellers durchgefiihrt, wobel die vom Hersteller
angegebenen Mengen aus Griinden der Kostenersparnis erheblich reduziert wurden. Die im
Assy eingesetzte Menge a in vitro Trandationsresktion wurde an de geringe
Expressonsrate des fur die gekoppelte Transkription/Translation von Chloramphenicol-
Acetyltransfera verwendeten Plasmids (pACY C184) angepalit.

Aus ener in vitro Trandationsrestion werden 5 pl Probe entnommen und mit 7 pl
Verdunnurgspuffer (50mM Tris.HCl pH 7,8, 2mM DTT; 0,036 BSA) versetzt. Von einem
Eichstandard (1ImU/ul) werden 1, 2, 4, 7 und 34 ebenfallsin Verdinnurgspuffer eingesetzt.
Nun wird mit 2ul fluoreszenzaktivem Substrat (BODIPY FL 1-deoxychloramphenicol)
versetzt und 5 min bei 37°C inkubiert. Anschliefend werden 2ul Acetyl-Coenzym A
zugegeben undweitere 30 min bei 37°C inkubert. Die Reation wird duch de Zugabe von
200ul eiskatem Ethylacdat beendet. Das Fluoreszenzsubstrat und sein aceayliertes Derivat
werden duch intensives Durchmischen aus der wassigen Phase extrahiert. Nach 3 min
Zentrifugation kel maximaler Drehzahl in einer Tischtentrifuge werden 18Qul der oberen
Phase vorsichtig abgenommen, in ein neues Reaktionsgefdld Ukerfihrt und bs zur Trockne
lyophilisiert. Der Riuckstand wird in 1Qul Ethylacdat aufgenommen. Hiervon werden 8ul auf
eine Kieselgel-Duinnschichtplatte aufgetragen und 5min getrocknet. Der Probenauftrag erfolgt
dabel in einem Abstand von ca 2cm von der Unterkante der Platte. Die verschiedenen
Auftragungspunkte sollten mdoglichst klein sein und einen Abstand von etwa 12 mm
untereinander aufweisen. Die Chromatographie efolgt in einer daflir vorgesehenen
Glaskammer, die bis auf eine Hohe von 0,5cm mit dem Laufmittel (Chloroform:Methand in
einem Verhdltnis von 8515) geflllt ist. Die Chromatographie wird gestoppt, wenn de
Lauffront etwa 10cm zurlickgelegt hat.

Substrat und Produk werden urter Anregung mit Blaulicht einer Well enlange von 450 mn im
Phospolmager detektiert. Die Quantifizierung der Signale efolgt mit dem Programm
ImageQuant der Firma Moleaular Probes. Aus den Fluoreszenzintensitdten von Substrat und
Produkt wird fUr jede Reaktion eine Konwversionsrate in % berechnet:
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Konversionsrate [%] = lproqukt X 100/ (Isupstrat + lprodukt), Wobei | der Fluoreszenz-
intensit&t entspricht
Anhand der berechneten Konwersionsrate kann duch Vergleich mit einem mitaufgetragenen
Eichstandard de Aktivitdt der in der in vitro Re&ktion synthetisierten Chloramphenicol-
Aceayltransferase riickgeredinet werden.



