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4. Methoden

4.1.  Herstellung von Puffern und Losungen

Ampicillin Ampicillin-Natriumsalz 50 mg/ml in sterilem
H,0 ansetzen,

lichtgeschiitzte Lagerung bei -20°C

Ammoniumacetat 10 M 770 g Ammoniumacetat in 800 ml Aqua bidest.

16sen, Volumen auf 1 I auffiillen, autoklavieren

Ammoniumpersulfat 10 % (APS) 1 g Ammoniumpersulfat in 10 ml Aqua bidest.
16sen, aliquotieren,

Lagerung bei 4°C

B+W Puffer 2 x 10 mM Tris-HCI (pH 7.,5),
1 mM EDTA (pH 8,0),
2 M NaCl,
in Aqua bidest. 16sen, Lagerung bei 4°C

DEPC-H,0O 0,1 % Diethylpyrocarbonat in Aqua bidest.,

24 h inkubieren, autoklavieren

Dinatriumhydrogenphosphat 1 M 14,2 g Na,HPOj4in Aqua bidest. 16sen,
(NaaHPOy) Volumen auf 100 ml auffiillen, autoklavieren

DNA-Marker Marker mit H,O auf 1 pug/10 ul verdiinnen,
mit 2/5 Vol. Ficoll/Glycerol 1:1 versetzen

dNTPs 10 mM 100 pl 100 mM dATP
100 pl 100 mM dGTP
100 pl 100 mM dCTP
100 ul 100 mM dTTP in 600 pl sterilem H,O,

aliquotieren, Lagerung bei -20°C
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EDTA 0,5 M (pH 8,0) 186,1 g Athylendiamintetraessigsiure zu 800 ml
Aqua bidest. hinzufiigen, mit ca. 20 g NaOH- Pellets
auf pH 8 einstellen,

mit Aqua bidest auf 1 | auffiillen, autoklavieren

Glyoxal 40 % Glyoxallosung (6 M) vor Gebrauch mit
AG 501x-8 (Biorad, Richmond, CA, USA)

deionisieren, pH soll grofer als 5 sein

Harnstoff 46,7 % 46,7 g Harnstoff in Aqua bidest. 16sen,
Volumen auf 100 ml auffillen,

lichtgeschiitzt bei 4°C lagern

Ladepuffer 0,25 % Bromphenolblau, 50 % Glycerol,

in Aqua bidest. 16sen

LOTE-Puffer 3 mM Tris-HCI (pH 7,5),
0,2 mM EDTA (pH 7.,5),
in Aqua bidest., autoklavieren, aliquotieren,

Lagerung bei -20°C

LB-Agar 10 g Bacto-Trypton,
5 g Bacto-Yeast Extract,
10 g NaCl,
in 900 ml Aqua bidest 16sen,
pH mit NaOH auf 7,0 einstellen,
Volumen auf 1 1 auffiillen,
15 g Agar hinzugeben,

autoklavieren, Lagerung bei 4°C

NaCl5 M 292,2 g NaCl in 800 ml Aqua bidest. 16sen,

Volumen auf 1 1 auffiillen, autoklavieren

Natriumhydrogenphosphat 1 M 12 g NaH,PO4in Aqua bidest. 16sen,
(NaH,PO,) Volumen auf 100 ml auffiillen, autoklavieren
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Natriumphosphatpuffer 0,1 M pH 7: 42,3 ml IM NaH,PO,4
57,7ml1M Na,HPO,,

auf 1 1 mit Aqua bidest. auffiillen, autoklavieren

PAGE Gel 12 % 14 ml 40 % Polyacrylamid,
20 ml Aqua bidest.,
700 ml 50 x TAE,
350 ul 10 % APS,
30 ul TEMED,

nach dem Gieflen 1 h polymerisieren lassen

RNA-Marker 4 ul RNA-Marker mit 15 pl DMSO,
3 ul 0,1 M Natriumphosphatpuffer,
5 pl Glyoxal und 3 pl H,O versetzen,
1 h bei 50°C denaturieren,

mit 4 pl Ladepuffer versetzen

SDS 10 % 100 g Sodiumdodecylsulfat in 900 ml DEPC-H,O
l6sen (dazu auf 68°C erwdrmen),

Volumen auf 1 1 auffiillen

SOC-Medium 2 % Trypton,
0,5 % Hefeextrakt,
2,5 mM KCl,
10 mM NacCl,
10 mM MgCl,,
10 mM MgSOq,
20 mM Glucose,
Lagerung bei -20°C

SSC 20 x 175,3 g NaCl,
88,2 g NasCitratxH,0,
in 800 ml Aqua bidest. 16sen,
pH auf 7,0 einstellen,

Volumen auf 1 1 auffiillen, autoklavieren
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Sequenzierungsgel 6 %

TAE (Tris-Acetat) 50 x

TBE (Tris-Borat) 5 x

TE-Puffer

37,5 ml Harnstoff 46,7 %,
15 ml Acrylamid 30 %,

7 ml H,O,

15ml 5 x TBE,

375 ul APS 10 %,

37,5 ul Temed,

entgasen,

1 h bei Raumtemperatur polymerisieren lassen

242 g Tris Base,

57,1 ml Eisessig,

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
auf 1 I mit Aqua bidest. auffiillen,

autoklavieren

54 g Tris Base,
27,5 g Borséure,
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0),

auf 1 1 mit Aqua bidest. auffiillen, autoklavieren

pH 7,4: 10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1 mM EDTA (pH 8,0)
in DEPC-H,0 autoklavieren,

pH 7,6: 10 mM Tris-HCI (pH 7,6)
1 mM EDTA (pH 8,0)
inDEPC-H,0, autoklavieren

pH 8,0: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)

1 mM EDTA (pH 8,0)
in DEPC-H,0, autoklavieren
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Tris-HCI 1 M

Waschpuffer I fiir Northern Blot
Waschpuffer II fiir Northern Blot
X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-

B-D-galactosid)

YT-Medium 2 x

121,1 g Tris Base in 800 ml DEPC-H,O 16sen,
pH mit konzentrierter HCI einstellen

pH 7,4: 70 ml HCI

pH 7,6: 60 ml HCI

pH 8,0: 42 ml HCI

Volumen auf 1 I auffiillen, autoklavieren

1 x SSC, 0,1 % SDS in DEPC-H,O

0,1 x SSC, 0,1 % SDS in DEPC-H,0O

20 mg/ml Lésung in Dimethylformamid
ansetzen, Lagerung bei -20°C, lichtgeschiitzt,

bis zu einer Woche

16 g Bacto-Trypton,

10 g Bacto-Yeast Extract,

5 g NaCl,

in 900 ml Aqua bidest 16sen,

pH mit NaOH auf 7,0 einstellen,
Volumen auf 1 1 auffiillen, autoklavieren

Lagerung bei 4°C

4.2. In vivo-Modell der fokalen cerebralen Ischimie im Maushirn

Adulte minnliche C57b6 Mause (Korpergewicht 20-23 g) (BGVYV, Berlin, Deutschland)
wurden iiber eine Maske initial mit 2,5 % Halothan, zur Aufrechterhaltung mit 1,0-1,5 %
Halothan in 70 % N,O und 30 % O, anisthesiert. Die Dauer der Anésthesie betrug maximal
10 min. Zur Induktion der fokalen cerebralen Ischdmie wurde ein 8/0 Nylon Monofilament-
Faden (Xantopren M Mucosa and Activator NF Optosil Xantopren; Heraeus Kulzer,
Wehrheim, Deutschland) iiber die A. carotis interna eingebracht (Hara et al 1996). Die
Suffizienz der Okklusion und Reperfusion der A. cerebri media wurde mittels Laser Doppler
Flowmetrie (Peri Flux 4001 Master; Perimed, Stockholm, Schweden) kontrolliert. Nach

zweistiindiger Ischdmie erfolgte eine erneute Andsthesie fliir 1 min zur Induktion der

Reperfusion durch Entfernung des Monofilament-Fadens.
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AnschlieBend wurden die Méuse zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion der
zweistiindigen Ischdmie andsthesiert, dekapitiert, die Hirne ziligig entnommen und sofort
weiterverarbeitet. Alle chirurgischen Verfahren erfolgten gemiB3 den ,Richtlinien zur
Verwendung von Tieren in der Neurowissenschaftlichen Forschung™ der Gesellschaft fiir
Neurowissenschaften.

Sédmtliche in vivo Experimente bis zur Gewebsgewinnung wurden freundlicherweise von

Herrn Dr. Krisztian Kapinya durchgefiihrt.

4.3. SAGE-cDNA-Expressionsbibliothek / SAGE-tags

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden SAGE-cDNA-Expressionsdaten des in vivo-Modells
der fokalen cerebralen Ischdmie im Maushirn waren zuvor in der Arbeitsgruppe erstellt
worden (Trendelenburg et al 2002).

Zwei SAGE-cDNA-Expressionsbibliotheken mit je 31626 fags (Kontrolle) und 32068 tags
(Ischdmie) (nach Entfernung der linkergenerierten tags 28132 und 28678) wurden mit
geringen Modifikationen nach dem Original SAGE-Protokoll (Detailed Protocol, Version
1.0c; zur Verfiigung gestellt von K.W. Kinzler, Johns Hopkins Oncology Center, Johns
Hopkins University School of Medicine, Baltimore, MD) generiert.

Die mRNA der Ischimie-SAGE-Bibliothek stammte von Gesamt-RNA aus vier ipsilateralen
Hirnhemisphdren (ohne Cerebellum) adulter méannlicher C57b6 Méiuse (BGVV, Berlin,
Deutschland) (mittleres Korpergewicht 18+1 g) 14 h nach Reperfusion nach zweistiindiger
Okklusion der A. cerebri media. Die mRNA der Kontroll-SAGE-Bibliothek stammte von
Gesamt-RNA aus vier vollstindigen Maus-Gehirnen (ohne Cerebellum) des gleichen
Stammes (mittleres Korpergewicht 2012 g).

Die generierten SAGE-fags wurden mit Hilfe der SAGE-Software Version 3.01
(freundlicherweise von Dr. K.W. Kinzler zur Verfiigung gestellt) analysiert. Basierend auf
einer Monte Carlo Analyse (Zhang et al 1997) wurde fir jedes SAGE-tag ein p-Wert
berechnet. Daraus wurde eine Rangliste differentiell exprimerter Gene (hoch- und
herunterregulierte) nach fokaler cerebraler Ischdmie erstellt.

Die initiale Zuordnung der SAGE-fag-Sequenzen zu ihren korrespondierenden Transkripten
erfolgte liber eine Referenzdatenbank mit tags aus Maus Unigene-Clustern (file, SAGEmap

tag ug-rel-Nla3-Mm.txt, hergeleitet aus Mus musculus Unigene Build #96) (Lal et al. 1999).
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4.4. RNase freies Arbeiten

Beim Arbeiten mit RNA wurden zur Vermeidung von Kontaminationen mit RNasen folgende
MafBnahmen durchgefiihrt:

GlasgefiBe wurden bei 180°C fiir 18 h gebacken. Alle Puffer und Losungen ohne
Aminogruppen wurden mit 0,1 % DEPC versetzt, iber Nacht inkubiert und anschlieend
autoklaviert. Puffer, die Aminogruppen enthielten, wurden in gebackenen Glasgefdllen mit
DEPC-H,0 angesetzt. Elektrophoresekammern, Gelschlitten und Gelkimme wurden erst mit
einem handelsiiblichen Detergenz, dann mit 10 % SDS gewaschen, und anschlieSend
griindlich mit DEPC-H,O gespiilt. Zum Pipettieren wurden gestopfte, sterile, RNase freie

Spitzen verwendet.

4.5. Isolation von Gesamt-RNA aus Maushirnen

Fiir die RNA-Isolation wurde Trizol (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) nach Angaben
des Herstellers verwendet. Je 2 Maus-Hirnhélften ohne Kleinhirn wurden in 8 ml Trizol mit
12 pl Glycogen (20 mg/ml) homogenisiert und zu je 1 ml aliquotiert. Nach 5 min Inkubation
bei Raumtemperatur erfolgte eine Zugabe von je 0,2 ml Chloroform. Diese Suspension wurde
bei 4°C mit 12000 g fiir 15 min zentrifugiert. Die obere RNA-haltige Phase wurde zur Fillung
der RNA mit 1 Volumenanteil Isopropanol versetzt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend bei 4°C mit 12000 g fiir 10 min zentrifugiert. Die Pellets wurden zweimal
mit 75 % Ethanol (-20°C) gewaschen, kurz bei Raumtemperatur getrocknet, in je 20 ul LOTE

aufgenommen und bei -70°C gelagert.

4.6. Isolation von m-RNA aus Gesamt-RNA

Aus Gesamt-RNA wurde mit Oligo(dT) Cellulose Suspension (Messagemaker mRNA
Isolation System |/ Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) mRNA nach Angaben des
Herstellers isoliert. Die Gesamt-RNA wurde mit destilliertem, RNAse freien H,O auf eine
Konzentration von < 0,55 pg/ul eingestellt, bei 65°C 5 min inkubiert und anschlieend sofort
auf Eis gestellt. Nach Einstellung der Salzkonzentration auf 0,5 M NaCl mit 5 M NaCl und
Zugabe einer entsprechenden Menge Oligo(dT)-Suspension wurde die RNA bei 37°C 20 min
unter Schiitteln inkubiert. Danach wurde die Oligo(dT)Suspension durch eine Filter-Spritze
gedriickt und mit einer entsprechenden Menge an Waschpuffer I und II resuspendiert und

gewaschen. Die Elution der an Oligo(dT) gebundenen mRNA erfolgte mit 65°C heiflem
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DEPC-H;0. Zur Fillung und Konzentrierung der mRNA wurden 50 pg Glycogen, 0,1 Vol.
7,5 M Ammoniumacatat und 2 Vol. 96 % Ethanol (-20°C) zur mRNA-LOsung zugegeben,
iiber Nacht inkubiert und anschlieBend bei 4°C mit 2600 g fiir 30 min zentrifugiert. Die
mRNA wurde zweimal mit 75 % Ethanol (-20°C) gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet
und in 7,5 pl LOTE aufgenommen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch.

Zur Lagerung wurde die mRNA bei -70°C eingefroren.

4.7.  cDNA-Synthese
4.7.1. cDNA-Synthese aus m-RNA

Fiir die cDNA-Synthese wurden ca. 5 g mRNA eingesetzt. Die Umschreibung erfolgte mit
dem c¢DNA Synthesis System (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) nach Angaben des
Herstellers.

Der Reaktionsansatz (50 ul) fiir den ersten Strang bestand aus:

- 10 pul 5 X first strand buffer

-2,5 ul 10 mM dNTP (=500 uM)

- 2,5 ug Oligo(dT)2.5 (+ M13, + M13-Biotin )

-10 mM DTT

- 5 ug mRNA

- DEPC-H,0

Der Ansatz wurde fiir 2 min bei 65°C inkubiert, sofort auf Eis gestellt, und nach Zugabe von
500 U M-MLV RT bei 37°C 1 h inkubiert.

Fiir die Synthese des zweiten Strangs enthielt der Ansatz (350 pl):

- 40 ul 10 x second strand buffer

-7,5ul 10 mM dNTP (= 187,5 uM)

- 10 ul E.coli DNA Polymerase I (10 U/ul)

- 1,75 ul E.coli RNAse H (2 U/ul)

- 1,25 ul E.coli DNA Ligase (20 U)

- DEPC-H,0

Nach Zugabe des second strand Ansatzes zum first strand Ansatz wurde der Ansatz 2 h bei

16°C inkubiert.
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AnschlieBend erfolgte eine Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolprazipitation der
cDNA. Das Pellet wurde zweimal mit 75 % Ethanol (-20° C) gewaschen, bei Raumtemperatur
getrocknet und in 20 pul LOTE aufgenommen.

Zur Kontrolle wurde 1 ul im 1 % Agarosegel aufgetragen, sowie die Konzentration

photometrisch bestimmt.

4.7.2. cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA mit Random Hexamers

Vor der Synthese der cDNA wurde die eingesetzte Gesamt-RNA zur Entfernung genomischer
DNA einem DNAse Verdau unterzogen. Dafiir wurden 30 pg RNA (in einem Volumen von
25 ul) mit 3,5 ul RQ1 DNAse- Puffer (Promega, Madison, USA), 3 ul RQ1 DNAse 1 U/ul
(Promega, Madison, USA), 3,5 ul RNA-sin 40 U/ul (Promega, Madison, USA) versetzt und
fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte eine Phenol-Chloroform-Extraktion der RNA
mit anschlieBender Ethanolprizipitation. Die gefdllte RNA wurde in 20 pl sterilem H,O
aufgenommen und die Menge photometrisch bestimmt.

Fiir die cDNA Synthese wurden 2 pg der DNAse verdauten Gesamt-RNA in einem Volumen
von 15 pl verwendet. Initial erfolgte eine Denaturierung der RNA fiir 10 min bei 70°C mit
anschlieBender Schockkiihlung auf Eis. Nach Zugabe von 1,5 pul Random Hexamers (100
pmol/ul), 1,5 ul ANTPs (2,5 mM), 0,5 ul DTT (0,1 M), 0,5 ul RNA-sin 40 U/ul (Promega,
Madison, USA), 1,5 ul M-MLV-RT 200 U/ul (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland), 5 pl 5
X M-MLV-RT Reaktionspuffer (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) wurde der Ansatz wie
folgt inkubiert: 5 min bei 21°C, 1 h bei 37°C, 5 min bei 95°C.

Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C gelagert.

4.8.  Photometrische Bestimmung von RNA- und DNA-Konzentrationen

Zur Konzentrationsbestimmung wurde standardméfig von 1:100 Verdiinnungen der
entsprechenden Nukleinsdurelosung die optische Dichte (OD) bei 260 nm und 280 nm
gemessen. Aus dem Quotienten OD,gp / ODagp lieB sich der Grad der Kontamination mit
Proteinen ablesen. Dieser Quotient sollte groBer als 1,5 sein.

Nach Messung der optischen Dichte wurde die Nukleinsdurekonzentration mit Hilfe folgender

Formel berechnet:

Konz. [ug/ml] = ODs6p X Verdlinnung X c
(c =50 pg/ml bei fiir ds-DNA, ¢ =37 pg/ml fiir ss-DNA, ¢ =40 pg/ml fiir RNA)
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49. PCR
4.9.1. SARA-PCR
4.9.1.1. Synthese biotinylierter cDNA

Die Synthese der cDNA, welche als Matritze in der SARA-PCR diente, erfolgte unter
Verwendung eines PAGE-Gel gereinigten 5 Biotin-markierten M13-Oligo(dT).4-Primers wie

unter 4.7.1. beschrieben.

4.9.1.2. Restriktionsverdau der biotinylierten cDNA mit Nlalll

Der Restriktionsverdau erfolgte entsprechend des Original-SAGE-Protokolls (Serial Analysis
of Gene Expression, Detailed Protocol, Version 1.0 d, K.W. Kinzler, 1999).

Ein 200 ul Ansatz mit 10 ul cDNA, 163 ul LOTE, 2 ul BSA (10 mg/ml) und 20 ul NEBuffer
4 (New England BioLabs, Bevery, MA, USA) wurde mit 50 U Nlalll (10 U/ul) fiir 1 h bei
37°C inkubiert. Danach wurde die geschnittene cDNA mit Phenol-Chloroform-Isoamyl-
Mischung (25:24:1) extrahiert und mit 96 % Ethanol (-20°C) préazipitiert. Das Pellet wurde
zweimal mit 75 % Ethanol (-20°C) gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet und in 20 pl
LOTE resuspendiert. Zur Kontrolle wurde 1 pl des Restriktionsproduktes im 1 % Agarosegel

aufgetrennt.

4.9.1.3. Bindung der Nla III verdauten cDNA an paramagnetische Kiigelchen

Durch Bindung der ¢cDNA an Steptavidin beschichtete paramagnetische Kiigelchen
(Dynabeads M-280 / Dynal, Oslo, Norwegen) erfolgte die Isolation der 3’-terminalen
Transkripte. Vor der Bindung wurden die paramagnetischen Kiigelchen mit 2 Vol. 1 x B+W
Puffer gewaschen. Die mit Nla III verdaute cDNA wurde in 2 Fraktionen geteilt und an je 100
ul paramagnetischen Kiigelchen (= 1000 pug) gebunden. Ein 200 pl Ansatz enthielt 10 ul
cDNA, 1 x B+W Puffer, 100 ul paramagnetische Kiigelchen und H,O. Dieser wurde fiir 1 h
bei Raumtemperatur gleichméBig geschiittelt. Danach folgten die Immobilisation der
paramagnetischen Kiigelchen mit Hilfe eines Magneten, das Entfernen des Uberstandes mit
der ungebundenen cDNA, sowie 4 Waschschritte (dreimal mit 200 ul 1 x B+W Puffer und
einmal mit 200 pl LOTE-Puffer) der paramagnetischen Kiigelchen. Zum Schlufl wurden beide

Ansitze wieder vereinigt.
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4.9.1.4. Linkerligation der an paramagnetische Kiigelchen gebundenen cDNA

Die an paramagnetische Streptavidin-beschichtete Kiigelchen gebundene ¢cDNA wurde in 2
Fraktionen geteilt und der LOTE-Puffer entfernt. Zur Ligation fanden 2 verschiedene
Linkerduplexe (1, 2) Verwendung. Die Bildung der Linkerduplexe erfolgte durch Inkubation
gleicher Anteile beider Oligonukleotide mit folgendem Temperaturprofil: 95°C fiir 2 min,
65°C fir 10 min, 37°C fir 10 min, 24°C fir 20 min. Die vorherige Testung einer
ausreichenden Ligationseffizienz erfolgte durch Selbstligation der Linkerduplexe.

Beide 40 pl Ligationsansétze enthielten:

- 1 X T4 Ligase Puffer

- 1 ug Linkerduplex 1 bzw. 2 (100 ng/ul)

- paramagnetische Kiigelchen mit gebundener cDNA

-LOTE

Nach Inkubation fiir 2 min bei 50°C und 15 min bei Raumtemperatur wurden jedem Ansatz 2
U T4 Ligase (1 U/ul) hinzugefiigt. Unter gelegentlichem Durchmischen erfolgte eine weitere
Inkubation bei 16°C fiir 2 h.

Anschliefend wurden die paramagnetischen Kiigelchen dreimal mit 200 pl 1 x B+W Puffer
und zweimal mit 200 pl 1x NEBuffer 4 (New England BioLabs, Bevery, MA, USA)
gewaschen.

Beide ligierten cDNA-Fraktionen wurden in je 10 pl TE resuspendiert, aliquotiert und bei

einer Temperatur von -20°C gelagert.

4.9.1.5. Primerkonzeption

Die spezifisch modifizierte cDNA bildete die Grundlage fiir die Konzeption der verwendeten
Primer.

Der Plusprimer bestand aus 25-30 Nukleotiden, er setzte sich aus der jeweiligen SAGE-tag-
Sequenz (11 bp) mit der Nlalll-Restriktionsschnittstelle CATG (4 bp) sowie 10-15 bp
korrespondierend zur Sequenz des Linkerduplexes 1 bzw. 2 (SAGE, Detailed Protocol,
Version 1.0 d, K.W. Kinzler, 1999) zusammen:

L1: 5-TAG GCT TAA TAG GGA CAT GXX XXX XXX XXX -3°.
L2: 5-AAC GAT GTA CGG GGA CAT GXX XXX XXX XXX -3°.
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Der Minusprimer (M13-20nt) bestand aus der 22 bp langen M13-spezifischen Sequenz:
5'- CTA GTT GTA AAA CGA CGG CCA G -3°, er war fiir alle SAGE-fags identisch.

4.9.1.6. PCR mit an paramagnetische Streptavidin - Kiigelchen gebundener cDNA als
Matrize (SARA-PCR)

Die linkerligierte, an paramagnetische Kiigelchen gebundene c¢cDNA wurde direkt, in
verschiedenen Verdiinnungsstufen, in die PCR eingesetzt.

Der 25 pul Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

- 2,5 ul 10 X Dynazyme Puffer (15 mM MgCl,) (Biometra, Gottingen, Deutschland)

- 0,5 mM MgCl,

- 100 uM dNTPs

- 12,5 pmol (= 0,5 uM) je Primer (100 pmol/ul)

- 0,5 ul modifizierte cDNA 1:100 Verdiinnung (5 ng)

- H,O

- 1 U Dynazyme DNA-Polymerase I (Biometra, Gottingen, Deutschland)

Es wurden Mastermixe pipettiert, sowie jeder Ansatz mit 30 pl Mineral6l iiberschichtet.

Folgendes PCR-Programm wurde verwendet (Thermocycler 7rio, Biometra):

Schritt Zeit Temperatur Zyklenzahl

initiale Denaturierung 5 95°C 1 x
Pause fiir /ot start oo 80°C 1 x
Denaturierung 45" 95°C

Primeranlagerung (annealing) 45" 60°C 35x
Elongation 45" 72°C

terminale Elongation 6 72°C 1 x
Abkiihlen oo 4°C 1 x

Wenn erforderlich, erfolgte eine Optimierung der PCR-Bedingungen durch Variation der
Annealingtemperatur und MgCl,-Konzentration.

Die Amplifikate wurden anschlieBend im 2 % Agarosegel aufgetrennt.
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4.9.2. Standard-Sonden PCR

Der Sonden PCR-Ansatz (50 pl) enthielt:
- 5 ul 10 X PCR Buffer II (Perkin Elmer)

- 2 mM MgCl,
- 200 uM dNTPs

- 25 pmol je Primer (100 pmol/ul in LOTE)

- 1 ul cDNA einer 1:100 Verdiinnung (10 ng)

- H,O

- 2,5 U Tag-Polymerase (Perkin Elmer)

Zur Reduktion von Pipettierungenauigkeiten zwischen den Ansidtzen wurden grundsétzlich

Mastermixe verwendet.

Jeder Reaktionsansatz wurde zum Schutz gegen Verdunstung mit 30 pl Mineraldl

uberschichtet.

Folgendes Programm hat sich zur Standard-Sondenherstellung bewéhrt:

Schritt Zeit Temperatur Zyklenzahl

initiale Denaturierung 5 95°C 1 x
Pause fiir hot start oo 80°C 1 x
Denaturierung 30" 95°C

Primeranlagerung (annealing) r 61°C 30 x
Elongation 45" 72°C

terminale Elongation 6 72°C 1 x
Abkiihlen oo 4°C 1 x

Die Zugabe des Enzyms erfolgte erst nach der initialen Denaturierung (4ot start).

Alle PCR-Produkte wurden im Agarosegel der Grof3e nach aufgetrennt.

4.9.3. Real Time RT-PCR mit der Light Cycler-Technik

Die semiquantitative Untersuchung des Expressionsniveaus eines Zielgenes mit RT-PCR

wurde mit Hilfe der Light Cycler-Technik durchgefiihrt.
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Es wurde der LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I Reaktionssatz (Roche,
Mannheim, Deutschland) verwendet.

Dieses Reaktionsgemisch enthélt die Taq DNA Polymerase sowie den DNA-Doppelstrang-
spezifischen Farbstoff SYBR Green I. Dieser lagert sich wihrend der Amplifikation in die
Doppelstrange des entstehenden PCR-Produktes ein und kann iiber eine Fluoreszenzmessung

detektiert werden.

Ein 20 pl Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten:
- je 1 pl Plus-und Minusprimer (10 pmol/ul)

- 2,4 ul MgCl; (25 mM), entpricht 4 mM MgCl, im Ansatz
- 2 ul FastStart Reaction Mix mit Enzym

- 11,6 ul H,O

- 2 ul cDNA (in entsprechender Verdiinnung)

Zur Reduktion von Pipettierungenauigkeiten wurden alle Ansdtze als Mastermix (ohne

Primer) pipettiert. Jede Reaktion wurde in Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Das verwendete PCR-Programm setzte sich wie folgt zusammen:

Schritt Zeit Temperatur Zyklenzahl

initiale Denaturierung 10° 95°C 1 x
Denaturierung 15" 95°C

Primeranlagerung (annealing) 10™° 60°C 45
Elongation 12 72°C
Einzelfluoreszenzmessung 0 individuell

Schmelzkurve mit kontinuierlicher Steigung von s
Fluoreszenzmessung 0,1°C/s 65°-95°C

Abktihlen 20°C/s 40°C 1 x

Falls erforderlich, erfolgte eine Optimierung der PCR-Bedingungen durch Variation der
Annealingtemperatur und MgCl,-Konzentration.

Die Bestimmung des Crossing points (CP) an dem die detektierte Fluoreszenz die
Hintergrund-Fluoreszenz iiberschreitet, wurde mit der Second Derivative Maximum Method

der Light Cycler Software (Roche Diagnostics) durchgefiihrt.
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Mit Hilfe der Schmelzkurve (Light Cycler Software, Roche Diagnostics) wurde die Spezifitit
des Amplifikates geméf den Empfehlungen des Herstellers kontrolliert.
Zur Bestimmung des relativen Expressionsniveaus des Zielgens im Vergleich zum

Standardgen wurde folgende Formel (Pfaffl 2001) verwendet:
Ratio ( AU) =2 (delta CP Zielgen — delta CP Standardgen)

Korrekturfaktor

Die SAGE-und Northern Blot Daten der hier verwendeten Standardgene B-Actin und Gapdh
zeigten in der Ischidmie (14 h nach 2 h fokaler cerebraler Ischdmie) eine geringe Induktion
von [-Actin und geringe Herunterregulierung von Gapdh. Damit wiirde das
Expressionsniveau der Kandidatengene beim Abgleich gegen B-Actin fiir den Zustand der
Ischdmie eher unterbestimmt, wihrend es beim Abgleich gegen Gapdh iiberbestimmt werden
wiirde.

Deshalb wurde bei der Auswertung des relativen Expressionsniveaus (Ratio) fiir den Zustand

der Ischdmie (14 h nach 2 h fokaler cerebraler Ischdmie) ein Korrekturfaktor eingefiihrt.

Kontrolle 14 h nach 2 h Ischdmie
Zahl der SAGE-tags Korrekturfaktor
gesamt 31626 tags| gesamt 32068 tags
Absolutzahl B-Actin tags 81 106 29 % hochreguliert
% Anteil 0,256118 0,330548 % 1,290605
Absolutzahl Gapdh tags 72 61 16 % herunterreguliert
% Anteil 0,227661 0,190221 % 0,835545

Bei der Testung mehrerer Zeitpunkte nach Ischdmie (Kinetik) wurde auf einen Korrektur
verzichtet, da fiir die restlichen Zeitpunkte keine SAGE-Daten {iber die Veridnderung des B3-

Actin- und Gapdh-Expressionsniveaus vorlagen.

Die mittels Real Time RT-PCR mit der Light Cycler-Technik ermittelten Ratios (relatives
Expressionsniveau im Vergleich zum Standardgen B-Actin bzw. Gapdh) aller getesteten fags
jeweils fiir den Zustand der Kontrolle und Ischdmie (14 h nach 2 h fokaler cerebraler
Ischimie) wurden miteinander verglichen. Als signifikant wurde eine Anderung des
Expressionsniveaus des Kandidatengens ab einer Hochregulation um 100 % bzw.

Herunterregulation um 50 % gewertet.
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4.9.4. 5'RACE-PCR zur Isolierung der vollstindigen S'cDNA-Enden
4.9.4.1. Prinzip

Zur Isolierung von vollstindigen 5'cDNA-Enden wurde der GeneRacer Kit (Invitrogen,
Groningen, Niederlande) verwendet.

Das Prinzip beruht auf der Ligation eines RNA-Oligonukleotidlinkers an die 5"Enden von
vollstindigen mRNA-Transkripten vor der cDNA-Synthese. In einer anschlieBenden PCR
konnen mit einem genspezifischen Primer und einem linkerspezifischen Primer die 5'Enden

des entsprechenden Transkriptes amplifiziert werden (Abb. 2).

GeneRacer 5 Primer genspezifischer Primer
_> 4—
cDNA 5 AAAAAAZ
GeneRacer
5'Linker

Abb. 2: Prinzip der 5RACE-PCR.

4.9.4.2. Modifikation der RNA und cDNA-Synthese

Zuerst erfolgte eine Dephosphorylierung der verwendeten RNA in folgendem 10 pl Ansatz:
1,5 pl (5 pg) Gesamt-RNA, 1 ul 10 x CIP-Puffer, 1 ul RNaseOUT (40 U/ul), 1 pl CIP (10
U/ul) (im GeneRacer Kit enthalten), 5,5 ul DEPC-H,0. Dieser Ansatz wurde fiir 1 h bei 50°C
inkubiert. Nach einer  Phenol-Chloroform-Extraktion und  Ethanolfdllung  der
dephosphorylierten RNA wurde die Cap-Struktur an den 5'Enden der mRNA-Transkripte
entfernt. Dafiir wurde die RNA (7 pl) mit 1 pl 10 X TAP-Puffer, 1 ul RNaseOUT (40 U/ul)
und 1 ul TAP (0,5 U/ul) fiir 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Phenol-
Chloroform-Extraktion mit Ethanolféllung. Danach wurde der GeneRacer RNA Oligo-Linker
an die RNA ligiert. Der Reaktionsansatz enthielt 7 pl dephosphorylierte RNA ohne Cap-
Struktur, 1 pl 10 x Ligase-Puffer, 1 ul ATP (10 mM), 1 ul RNaseOUT (40 U/ul), 1 pl T4
RNA-Ligase und den RNA-Linker (5° CGA CUG GAG CAC GAG GAC ACU GAC AUG
GAC UGA AGG AGU AGA AA 3"). Nach einer Inkubation fiir 1 h bei 37°C erfolgte eine
Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolfdllung der linkerligierten RNA. Anschlie3end
wurde aus der RNA die cDNA synthetisiert. 6 pl linkerligierte RNA wurden mit 4 pul dNTPs
(2,5 mM) und 1 pl Random Hexamers (100 pmol/ul) fiir 5 min bei 70°C denaturiert. Nach
Zugabe von 4 pl 5 x M-MLV-RT Puffer (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland), 2 pl 0,1 M
DTT (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland), 0,5 ul RNAsin (Promega, Madison, USA) und

- 48 -



Methoden

1,5 ul M-MLV-RT erfolgte eine Inkubation fiir 5 min bei 21°C, 1 h bei 37°C, 5 min bei 95°C.
Die synthetisierte cDNA wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.

4.9.4.3. SRACE-PCR

Die GeneRace-cDNA wurde in 1:5 bis 1:10 Verdiinnungen in der PCR verwendet. Als
Plusprimer wurde ein linkerspezifischer 5S’RACE-Primer (im GeneRacer Kit enthalten) und
als Minusprimer ein genspezifischer Primer eingesetzt.

Ein 25 ul Reaktionsansatz enthielt:

- 2,5 ul 10 x Dynazyme EXT Puffer (15 mM MgCl,) (Biometra, Gottingen, Deutschland)
- 400 uM dNTPs

- 1,5 pl 5’RACE Primer (10 uM)

- 25 pmol genspezifischer Minusprimer

- 1 ul GeneRace-cDNA (1:5 bis 1:10 verdiinnt)

- 0,5 U Dynazyme EXT DNA Polymerase (Biometra, Gottingen, Deutschland)

Die Amplifikationsbedingungen entsprachen einer Touchdown-PCR:

Schritt Zeit Temperatur | Zyklenzahl
initiale Denaturierung 2 95°C I x
Pause fiir hot start oo 80°C 1 x
Denaturierung 30" 95°C -
Primeranlagerung (annealing), Elongation 2° 30" 72°C
Denaturierung 30" 95°C sy
Primeranlagerung (annealing), Elongation 230" 70°C
Denaturierung 30" 95°C
Primeranlagerung (annealing) 45" 65°C 25x
Elongation 230" 72°C
terminale Elongation 30° 72°C 1 x
Abkiihlen oo 4°C I x
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4.10. Gelelektrophorese
4.10.1. Agarosegelelektrophorese

DNA und RNA wurden entsprechend ihrer Gréfle im Agarosegel zusammen mit einem
GroBenstandard (1 kb DNA Marker) aufgetrennt.

Je nach Lénge der aufzutrennenden Fragmente lag die gewihlte Agarosekonzentration
zwischen 1-2 %. Als Laufpuffer diente 1 X TBE. Die Agarose wurde durch Kochen in 1 X
TBE gelost, mit Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentration im Gel 0,5 pg/pul) und nach dem
Abkiihlen in den Gelschlitten gegossen. Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit
Probenpuffer (2/5 des Probenvol.) versetzt. Der Lauf erfolgte unter Gleichspannung von 125-
130 V iber 1-1,5 h. AnschlieBend wurde das Gel iiber dem UV-Schirm fotografiert oder mit
dem Typhoon Phosphoimager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA) gescannt.

4.10.2. PAGE-Gel Elektrophorese

Die Auftrennung kiirzerer DNA-Fragmente (um 100 bp) erfolgte im 12 % PAGE-Gel in einer
vertikalen Elektrophoreseapparatur. Dabei wurde 1 X TAE als Laufpuffer verwendet. Die
angelegte Spannung betrug ca. 140 V iiber 2-2 1/2 h. Wéhrend des Laufes wurden Gel und
Laufpuffer iiber eine Pumpe kontinuierlich auf 10°C gekiihlt, um eine Denaturierung der
Proben zu vermeiden. Nach dem Lauf wurde das Gel mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) oder
SYBR Green (1:10000) in 1 x TAE Puffer fiir 20-30 min gefarbt und anschlieBend iiber dem
UV-Schirm fotografiert oder mit dem 7yphoon Phosphoimager (Molecular Dynamics,
Sunnyvale, CA, USA) gescannt.

4.11. Restriktionsverdau
4.11.1. Restriktionsverdau von PCR-Produkten

Gelgereinigte PCR-Amplifikate wurden zur Spezifititsbestimmung im 100 ul
Restriktionsansatz mit 1x Reaktionspuffer (passend zum gewihlten Enzym), BSA (10 mg/ml)
und 20 U Restriktionsenzym verdaut. Die Inkubationstemperatur betrug 37°C fiir 2-5 h.

Die Wahl des Restriktionsenzyms erfolgte durch das Programm  Webcutter
(http://firstmarket.com/cutter/cut2.html) anhand der jeweiligen eingegebenen DNA-Sequenz.
Nach dem Verdau wurde das Restriktionsprodukt mit einer Phenol-Chloroform-Isoamyl-
Mischung (25:24:1) extrahiert und ethanolprézipitiert und in einem entsprechenden Volumen
LOTE-Puffer oder H,O aufgenommen. Die Analyse erfolgte im 1,5-2 % Agarosegel.
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4.11.2. Restriktionsverdau von Plasmiden

Vor der Sequenzierung von klonierten PCR-Produkten wurden die entsprechenden Plasmide
(pCR"2.1-TOPO"*-Vektor) durch Restriktionsverdau mit EcoRV oder HindIII linearisiert.

Der 100 pl Reaktionsansatz enthielt 5-10 pl Plasmid (200-400 ng/ul), 1 x Reaktionspuffer, 1
ul BSA (10 mg/ml), H,O und 20 U Enzym. Nach der Inkubation bei 37°C fiir 2 h erfolgte
eine Phenol-Chloroform-Extraktion des Restriktionsproduktes. Es wurden 10 pul 5 M NaCl, 90
ul H,O und 200 pl Phenol-Chloroform-Isoamyl-Mischung (25:24:1) zum Ansatz
hinzugegeben, griindlich gemischt und bei 4°C mit 15000 U /min fiir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 200 ul Chloroform versetzt und nochmals zentrifugiert. Danach erfolgte
die Zugabe von 500 pl 96 % Ethanol (-20°C) und Prézipitation der Plasmid-DNA bei -20°C
fiir 30 min. Nach Zentrifugation bei 4°C mit 15000 U/min fiir 30 min wurde das DNA-Pellet
mit 75 % Ethanol (-20°C) einmal gewaschen und nach Trocknung bei Raumtemperatur in 20
ul H,O resuspendiert. Zur Kontrolle wurden anschlieBend 0,5 pl des verdauten

resuspendierten Plasmids auf ein 1 % TBE-Agarosegel aufgetragen.

4.12. Gelreinigung von DNA
4.12.1. Aus Agarose-Gelen

Das zu reinigende PCR-Amplifikat (GroBe tiber 100 bp) wurde im 1-2 % Agarosegel
aufgetrennt. Danach wurde die entsprechende Bande iiber dem UV-Schirm mit einem
Skalpell ausgeschnitten und das Gelstiick abgewogen. Die Extraktion erfolgte mit dem
QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach dem Protokoll des
Herstellers. Das Gelstiick wurde im 3-fachen Volumen Puffer QX1 (100 mg Gel entsprechen
etwa 100 ul Puffer) bei 50°C vollstindig gelost und anschlieBend mit 1 Vol. Isopropanol
versetzt. Die anschlieBende Zentrifugation des gesamten Volumens durch ein QIAquick-
Rohrchen bei >10000 g fiir 1 min fiihrte zur Absorbtion der DNA an die im Rohrchen
enthaltene Membran. Nach Zugabe von 0,5 ml Puffer QX1 und Zentrifugation, wurde die
DNA mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen und zur Entfernung der gesamten Fliissigkeit zweimal
zentrifugiert. Die Elution der DNA erfolgte mit 50 pl Elutionspuffer (10 mM TrisHCI, pH
8,5) - welcher direkt auf die Mitte der Membran gegeben wurde - und durch nachfolgende
Zentrifugation.

Das so gereinigte PCR-Amplifikat wurde als Sonde im Northern Blot eingesetzt.
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4.12.2. Aus PAGE-Gelen

PCR-Produkte von < 100 bp Lange wurden im PAGE-Gel gereinigt. Dafiir wurde die aus dem
Gel geschnittene Bande in ein perforiertes 0,5 ml Reaktionsgefall gegeben, welches in ein 1,5
ml Reaktionsgefdll gesteckt wurde. Durch Zentrifugation bei 15000 g fiir 5 min erfolgte eine
Zerkleinerung des Gelstiickes durch die Locher des 0,5 ml Reaktionsgefdfles. Danach wurden
die Gelstiicke in 250 pul LOTE und 50 pl 7,5 M Ammoniumacetat fiir 15 min bei 65°C
inkubiert. Dadurch erfolgte die Diffusion der DNA aus dem Gel. Nach der Inkubation wurde
das gesamte Volumen in ein SpinX tube mit Zelluloseacetat-Filter (Corning Costar Europe,
Badkoevedorf, Niederlande) gegeben und zur Entfernung der Gelreste zentrifugiert.
AnschlieBend konnte die im Eluat enthaltene DNA ethanolprizipitiert und nachfolgend in

LOTE-Puffer aufgenommen werden.

4.13. Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA

Zur Entfernung von Proteinen aus DNA-Proben wurden diese im Verhéltnis 1:1 mit einer
Phenol-Chloroform-Isoamyl-Mischung (25:24:1) griindlich durchmischt. Nach
Phasentrennung durch Zentrifugation fiir 5 min bei 15000 g wurde die obere, wissrige, DNA-
haltige Phase abgehoben und in ein neues Reaktionsgefdl} liberfiihrt. AnschlieBend erfolgte
eine Ethanolprizipitation der DNA.

4.14. Prazipitation von DNA mit Ethanol

Die wissrige DNA-Losung wurde mit 10 M Ammoniumacetat auf eine Endkonzentration von
2-2,5 M eingestellt und mit dem 2-fachen Volumen 96 % Ethanol (-20°C) versetzt.

Anschlielend erfolgte eine Inkubation bei -20°C fiir 30 min mit nachfolgender Zentrifugation
der prizipitierten DNA bei 4°C mit 15000 g fiir 20-30 min. Der Uberstand wurde entfernt und
das Pellet zweimal mit 75 % Ethanol (-20°C) gewaschen. Nach Trocknung der DNA bei

Raumtemperatur fiir einige Minuten erfolgte die Aufnahme in LOTE.

4.15. Northern Blot
4.15.1. Probenvorbereitung

Die verwendete RNA wurde wie folgt denaturiert: 5,4 ul RNA (10 pg) wurden mit 3 pl 0,1 M
Natriumphosphatpuffer pH 7, 16 ul Dimethylsulfoxid (DMSO) und 5,4 ul Glyoxal (im
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Verhiltnis 1:1 mit Ionenaustauscher AG 501-X8 deionisiert, der pH soll grofer als 5 sein)
versetzt und fir 1 h bei 50°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 4 ul
Probenpuffer.

4.15.2. Agarosegelelektrophorese der denaturierten RNA

Nach Denaturierung der Proben, wurde die RNA zusammen mit einem GroBenstandard auf
ein RNAse-freies 1 % Agarosegel aufgetragen. Als Laufpuffer diente 10 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7), welcher wéhrend des Laufes zur Konstanthaltung des pH-
Wertes durch Magnetriihrer gleichméfig umgewalzt wurde. Die angelegte Spannung betrug
125-130 V. Nach dem Lauf {iber etwa 1,5 h (je nach GroBe der spdteren Membran) wurde das
Gel mit angelegtem Lineal iiber dem UV-Schirm photographiert oder mit dem 7yphoon
Phosphoimager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA) gescannt.

4.15.3. Transfer der RNA auf die Membran

Zum Transfer wurde die zuvor fiir die Elektrophorese benutzte, RNAse-freie BioRad-Kammer
verwendet. Die seitlichen Reservoire wurden mit Transferpuffer aus 20 x SSC gefiillt. Auf ein
feuchtes Whatman 3MM-Chromatographie-Papier (Whatman, Maidstone, England), dessen
Enden in den Transferpuffer ragten, wurde das Gel platziert. Um Kurzschliisse beim Transfer
zu verhindern, wurde die Fliche um das Gel mit Parafilm ausgelegt. Auf dem Gel lagen
folgende Schichten: eine positiv geladene Nylonmembran (Roche Mannheim, Deutschland),
(vorher in DEPC-H,O und dann 5 min in 2 X SSC eingeweicht), 5 Lagen mit 2 X SSC
befeuchtetes Whatman 3MM-Chromatographie-Papier, 5 Lagen trockenes Whatman 3MM-
Chromatographie-Papier, ein 5-8 cm hoher Turm aus saugfdhigen Papiertiichern, ganz oben
ein ca. 500 g schweres Gewicht auf einer Glasplatte. Der Transfer erfolgte tiber 12-18 h.
Danach wurde die Membran fiir 5 min in 6 X SSC gespiilt und anschlieBend fiir 30 min bei
Raumtemperatur getrocknet. Zur Bindung der RNA an die Membran schlof sich ein 80°C-
Inkubationsschritt fiir 2 h an. Die Membran wurde bis zur Hybridisierung bei 4°C trocken

aufbewahrt.
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4.15.4. Radioaktive Markierung von DNA-Sonden mit * ’p dCTP

Die zu markierende Agarosegel-gereinigte DNA-Sonde wurde auf eine Konzentration von 10
ng in 45 ul 10 mM TE-Puffer pH 8 verdiinnt und anschlieend bei 95°C fiir 5 min denaturiert.
Zur Markierung der DNA-Sonde mit **P dCTP wurde der Random Primed Labeling Kit
(Amersham Pharmacia, Braunschweig, Deutschland) verwendet.

Die denaturierte DNA und 5 pl **P dCTP wurden zur fertigen Reaktionsmischung gegeben
und bei 37°C fiir 2 h inkubiert. Danach wurde die Markierungsreaktion durch Zugabe von 5
ul 0,2 M EDTA gestoppt. Zur Entfernung freier Nucleotide wurde die markierte Sonde bei
735 g fiir 2 min durch ein Probe Quant™ G-50 Micro Column (Amersham Pharmacia,
Braunschweig, Deutschland) zentrifugiert. Vor und nach der Reinigung wurde 1 pl markierte
Sonde in 100 pl TE-Puffer aufgenommen und mit einem Szintillationszdhler die
Radioaktivititswerte bestimmt. Aus beiden Werten wurde die Einbaurate der **P dCTP

berechnet.

4.15.5. Hybridisierung der Northern blot Membran mit radioaktiv markierten

DNA-Sonden

Die Hybridisierung von Membranen mit radioaktiv markierten DNA-Sonden erfolgte im
Hybridisierungspuffer QuikHyb (Stratagene, Amsterdam, Niederlande).

Zuerst wurde die mit DEPC-H,O befeuchtete Membran gleichméBig etwa 5 mm mit dem
Hybridisierungspuffer bedeckt und bei 68°C fiir 30 min prahybridisiert.

Die radioaktiv markierte und gereinigte DNA-Sonde wurde bei 95°C fiir 5 min denaturiert
und sofort auf Eis gekiihlt.

Nach der Prahybridisierung wurde die denaturierte Sonde zusammen mit 100 pl denaturierter
Heringssperma-DNA (10 mg/ml) gleichmdfig im Hybridisierungspuffer verteilt. Die
Hybridisierung erfolgte bei 68°C fiir 2 h unter Schiitteln in einem Wasserbad.

Danach wurde die Membran einmal bei 65°C fiir 15 min mit Waschpuffer I (1 x SSC, 0,1 %
SDS) und einmal bei 65°C fiir 20 min mit Waschpuffer II (0,1 x SSC, 0,1 % SDS)
gewaschen.

Die Detektion des Signals erfolgte durch Exposition eines Storage Phosphor Screens
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA) bei 4°C fiir 2-24 h, welcher anschlieend mit
dem Typhoon Phosphoimager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA) gescannt wurde.
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4.15.6. Densitometrische Auswertung des Northern Blots

Nach Detektion des Signals erfolgte die Auswertung der Bandenintensitit mit dem
ImageQuant Programm (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). Dafiir wurde zuerst die
Region der interessierenden Bande des Kandidatengens und des Standardgens (B-Actin)
definiert und die Bandenintensitét ermittelt. Das Hintergrundsignal der Membran wurde dabei
von der Signalintensitdt der spezifischen Bande subtrahiert. Zur Ermittlung des relativen
Expressionsniveaus des Kandidatengensgens wurde der Quotient aus der Bandenintensitét des
Zielgens und des Standardgens B-Actin fiir den jeweiligen Zustand gebildet. Da die SAGE-
und Northern Blot Daten eine ca. 29 % Hochregulation fiir B-Actin nach Ischdmie (14 h nach
Reperfusion nach 2 h fokaler cerebraler Ischdmie) zeigten, wurden alle fiir diesen Zustand
errechneten Quotienten um einen Korrekturfaktor von 1,29 korrigiert (siche auch Methoden
4.9.3.). Aus dem relativen Expressionsniveau beider Zustinde (Kontrolle und 14 h nach
Reperfusion nach 2 h fokaler cerebraler Ischimie) wurde der Quotient Ischdmie / Kontrolle
gebildet. Als signifikant wurde eine Anderung der Expression des Kandidatengens ab einer

Hochregulation um den Faktor bzw. Herunterregulation um den Faktor 0,5 gewertet.

4.15.7. Wiederverwendung hybridisierter Membranen - Entfernung der gebundenen

Sonde

Vor der erneuten Hybridisierung bereits benutzter Membranen, wurden diese fiir 20 min in
folgendem Stripping-Puffer (mindestens 1 1) gekocht:
1 mM TrisHCl pH 8, 1 mM EDTA, 1 % SDS.

4.16. Klonieren von PCR-Produkten
4.16.1. Transformation der elektrokompetenten E. coli mit dem Vektor

Zum Klonieren von mit Tag-Polymerase amplifizierten, gelgereinigten PCR-Produkten wurde
das TOPO TA Cloning-System (Invitrogen, Groningen, Niederlande) verwendet.

Das PCR-Produkt ligiert mit seinem 3'terminalen Adenosin-Uberhang, welchen die Tag-
Polymerase wihrend der PCR generiert, in den linearisierten Vektor (pCR"2.1-TOPO"-
Vektor) der 3 terminal einen Einzel-T(Thymidin)-Uberhang besitzt.

PCR-Amplifikate ohne 3'A-Uberhang wurden zum Anbau eines 3" A-Uberhanges nach der
Amplifikation mit 0,7-1 U Tag-Polymerase bei 72°C fiir 8-10 min inkubiert und anschlie8end
iber ein Agarosegel oder PAGE-Gel gereinigt.
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Das Reaktionsgemisch zum Einbau des PCR-Produktes in den Vektor enthielt folgende

Komponenten:

- 4 ul PCR-Produkt (10-20 ng/ul)
- 1 ul 1:10 verdiinnte Salzlosung (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCl,)
- 1 ul pCR®2.1-TOPO"-Vektor

Der Ansatz wurde fiir 5 min (bei ldngeren PCR-Produkten bis 30 min) bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend sofort auf Eis gestellt.

Danach wurden 2 ul dieses Ansatzes zu den elektrokompetenten E.coli-Zellen gegeben.
Dieses Gemisch wurde in einer eisgekiihlten Kiivette elektroporiert. Anschlieend erfolgte die
sofortige Zugabe von 500 pul SOC-Medium (2 % Trypton, 0,5 % Hefe-Extrakt, 10 mM NacCl,
2,5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQO,, 20 mM Glucose).

Die transformierten E.coli wurden bei 37°C fiir 1 h unter médBigem Schiitteln inkubiert, um
die Expression des Ampicillinresistenz-Gens im Vektor zu ermdglichen.

AnschlieBend erfolgte die weitere Kultivierung auf LB-Agar-Platten.

4.16.2. Kultur der transformierten E.coli-Suspension auf LB-Agar

Der autoklavierte LB-Agar wurde in der Mikrowelle vollstindig verfliissigt und dann im
Wasserbad auf 50°C abgekiihlt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von Ampicillin in einer
Endkonzentration von 50 pug/ml. Der Agar wurde in die Platten gegossen und zur Entfernung
von Luftblasen wurde die Oberfliche mit einem Gasbrenner kurz abgeflammt. Nach
Verfestigung des Agars wurden auf jede Platte 40 pl X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-3-
D-Galactosid) (40 mg/ml) mit einem abgeflammten Drigalski-Spatel einmassiert.

Nach der einstiindigen Inkubation der transformierten E.coli bei 37°C wurden je 50-100 pl
auf eine Platte gleichméBig ausgestrichen.

Die Platten wurden bei 37°C fiir etwa 15 h inkubiert. Kriterium fiir die Inkubationdauer war
die GroBe der Einzelkolonien ohne die Bildung von Satellitenkolonien.

AnschlieBend wurden ausgewéhlte Klone mit Insert im Plasmid in 2 X YT-Medium

weiterkultiviert.
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4.16.3. Kultivierung einzelner Klone

Zur Auswahl der Klone fiir die Weiterkultur diente die Farbe der Einzelkolonien als Indikator
fiir eine erfolgreiche Insertion des PCR-Produktes in den Vektor.

LacZ-positive Bakterien ohne Insert im Vektor bilden in Anwesenheit des chromogenen
Substrates X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-B-D-Galactosid) blaue Kolonien.

Nur weille, grolere Einzelkolonien - LacZ-negative Bakterien mit Insert im Vektor - ohne
Satellitenkolonien wurden zur weiteren Kultur verwendet. Die ausgewdihlten Kolonien
wurden mit einer abgeflammten Ose von der Agarplatte entnommen und in je 3 ml 2 X YT-
Medium unter Schiitteln bei 37°C tiber Nacht inkubiert.

AnschlieBend erfolgte die Isolation der Plasmid-DNA aus den Zellen.

4.16.4. Isolation von Plasmid-DNA aus E.coli-Kulturen

Die Isolation der Plasmid-DNA aus transformierten E.coli-Kulturen erfolgte mit dem Qiagen
Plasmid Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland).

Jeder kultivierte Klon (in 3 ml 2 XYT-Medium) wurde nach der Inkubation {iber Nacht bei
37°C in zwei 1,5 ml ReaktionsgefaBle gegeben und mit 2900 g fiir 5 min zentrifugiert. Nach
Dekantieren des 2 X YT - Mediums erfolgte die Resuspension beider Pellets zusammen in 300
pl Puffer P1 (50 mM TrisClL, pH 8; 10 mM EDTA; 100 pug/ml RNaseA). Durch Zugabe von
300 ul Puffer P2 (200 mM NaOH; 1 % SDS) und Inkubation bei Raumtemperatur fiir 5 min
wurden die Zellen lysiert. AnschlieBend wurde das alkalische Lysat mit 300 pl Puffer P3 (3 M
Kaliumacetat, pH 5,5) neutralisiert, 5 min auf Eis inkubiert und bei Raumtemperatur mit
16000 g fiir 10 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand auf eine mit 1
ml Puffer QBT (750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7; 15 % Isopropanol; 0,15 % Triton X-
100) dquilibrierte Chromatographiesédule (Qiagen-tip 20) gegeben und danach viermal mit 1
ml Puffer QC (1 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7; 15 % Isopropanol) gewaschen. AnschlieBend
wurde die Plasmid-DNA mit 0,8 ml Puffer QF (1,25 M NaCl; 50 mM TrisCl, pH 8,5; 15 %
Isopropanol) in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 eluiert und durch Zugabe von 0,7 Vol. Isopropanol
bei Raumtemperatur prazipitiert. Die prazipitierte DNA wurde bei Raumtemperatur mit
16000 g fir 30 min zentrifugiert und einmal mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach der
Trocknung des Pellets bei Raumtemperatur erfolgte die Aufnahme in 30-50 pl sterilem H,O.
Zur Kontrolle und Mengenbestimmung wurden 0,5-1 pl der Plasmid-DNA zusammen mit
einem Mengenstandard (Smart Ladder, Eurogentec, Belgien) auf ein 1 % Agarosegel

aufgetragen.
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4.17. Sequenzierung mit fluoreszierenden M13-Primern

Vor der Sequenzierung von klonierten PCR-Produkten erfolgte die Linearisierung der
Plasmide durch Restriktionsverdau mit EcoRV oder HindIII.

Die Sequenzierung wurde mit dem Thermo Sequenase Fluorescent Labelled Primer Cycle
Sequencing Kit with 7-deaza-dGTP (Amersham Pharmacia, Braunschweig, Deutschland)
durchgefiihrt. Es wurden Cy5 markierte M13-Primer (M13 reverse Cy5 fiir EcoR V verdaute
Plasmide, M13 forward CyS5 fiir Hind III verdaute Plasmide) verwendet. Fiir jedes Plasmid
wurden vier Dinukleotidansitze (A, C, G, T) pipettiert. Jeder Ansatz enthielt 125 ng Plasmid
in einem Volumen von 5 pl. Initial erfolgte eine Denaturierung des mit Mineraldl
tiberschichteten Plasmids bei 95°C fiir 5 min mit anschlieBender Schockkiihlung auf Eis.
Danach wurden 1 pl des MI13-Primers (1,5 pmol/ul) und 2 pl des jeweiligen
Nukleotidreaktionsgemisches hinzugegeben.

Es wurde folgendes PCR-Programm auf dem 7rio-Thermocycler (Biometra) verwendet:

Schritt Zeit Temperatur | Zyklenzahl
initiale Denaturierung 30" 95°C Ix
Denaturierung 30" 95°C
) : 20 x
Primeranlagerung (annealing) und Elongation I 72°C
terminale Elongation 5 72°C 1 x
Abkiihlen oo 4°C I x

Danach wurden die Ansdtze auf Parafilm entdlt und mit je 5 ul Ladepuffer (Formamid,
EDTA, Fuchsin) versetzt.

Die Auftrennung und Detektion der Sequenzierungsansitze erfolgte in einem 6 %
denaturierenden Polyacrylamidgel mit 0,5 X TBE als Laufpuffer auf einem DNA-Laser
Sequencer (Alf Express TM DNA Sequencer, Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland).
Die Elektrophorese wurde nach einer Vorlaufzeit (45 min) bei 55°C fiir 900 min mit 800 V,
55 mA, 30 W durchgefiihrt.

Zur Analyse der Basensequenz wurde das Programm ALF win TM (Pharmacia Biotech,

Freiburg, Deutschland) verwendet.
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4.18. Datenbankrecherche

Programm / Datenbank

Internetadresse / Verwendung

SAGE

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/
SAGE-tag-zu-Gen Zuordnung und weitere SAGE-spezifische

Anwendungen

Unigene http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/
Sequenzhomologierecherche

ExPasy Molecular http://www.expasy.org/

Biology Server Verschiedene Gen- und Proteinanalyseprogramme

Webcutter http://firstmarket.com/cutter/cut2.html
Sequenzspezifische Auswahl von Restriktionsenzymen

BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
Sequenzhomologierecherche

OMIM http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM
Datenbank humaner Gene

ClustalW http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-align.html

Sequenzvergleich

BCM Searchlauncher

http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/

Sequenzvergleich

TIGR http://www.tigr.org/
Sequenzhomologierecherche

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/

Literaturrecherche
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