
Ergebnisse 

5. Ergebnisse 
 
5.1. Ausgangspunkt und Vorgehen 
 
Im Vorfeld dieser Arbeit wurden von unserer Arbeitsgruppe im Rahmen eines Screening-

Ansatzes zur Genexpressionsanalyse an einem in-vivo Ischämie-Modell der Maus zwei 

SAGE-cDNA-Expressionsbibliotheken mit je 31626 tags (Kontrolle) und 32068 tags (14 h 

nach Reperfusion nach 2 h fokaler cerebraler Ischämie) (Trendelenburg et al  2002) generiert. 

Nach Auswertung beider Bibliotheken wurde daraus unter Berücksichtigung der spezifischen 

p-Werte eine Rangliste differentiell exprimerter Gene (repräsentiert durch die 10 bp SAGE-

tag-Sequenz) nach fokaler cerebraler Ischämie erstellt. 

Aus der oben genannten Rangliste wurden 33 tags ausgewählt, die keine Homologie zu 

bereits gut charakterisierten und in der Sequenz vollständig bekannten Genen zeigten, d.h. 

tags, die sich nur einem oder mehreren EST (expressed sequence tag)-Unigene Cluster(n) 

oder gar nicht (no match tags) zuordnen ließen (file, SAGEmap tag ug-rel-Nla3-Mm.txt, 

hergeleitet aus Mus musculus Unigene Build #96). Einschlusskriterium für diese tags war eine 

differentielle Regulation in der Ischämie-SAGE-cDNA-Expressionsbibliothek im Vergleich 

zur Kontrolle um mindestens den Faktor 3 und ein p-Wert <0,05 (Tab. 1). 

 

Ziel dieser Arbeit war: 

1. die korrekte Identifikation und Zuordnung der ausgewählten SAGE-tags zu ihren 

korrespondierenden Transkripten 

2. die Untersuchung, ob sich eine differentielle Expression nach transienter fokaler 

cerebraler Ischämie mit einem unabhängigen Kontrollverfahren bestätigen lässt 

3. die nähere molekularbiologische Charakterisierung von zwei differentiell regulierten 

Transkripten 
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Tab. 1: Rangliste differentiell exprimierter SAGE-Kandidatengene.  

tag-Zahl „tag to gene mapping” 
Bezeichnung SAGE-tag-Sequenz 

Ko : I  Unigene Cluster (Stand `99/00) 
p-Wert 

hochregulierte Gene (geordnet nach steigendem p-Wert) 
EST01   TCGCTGCTTT(A) 0 : 11 no match  0.00054 
NM05   CCGACGGGCG(C) 2 : 13 no match 0,0041 
EST04   ACCAAAAAAA(A) 1 : 10 EST / Mm.296043 0,0064 
Nu6M   TCATTGGTCG(C) 1 : 9 no match 0,012 
EST12   AGGCATTGTC(A) 2 : 11 EST / Mm.2050 0,012 
EST05   GAAATAATAA(A) 0 : 6 EST / Mm.149768 0,017 
NM01   TGGCAGTCTG(C) 0 : 6 no match 0,017 
EST13   GAATGTAAAT(A) 1 : 8 EST / Mm.214977 0,021 
EST14   GGCCCAAGGC(C) 3 : 11 EST / Mm.28955 0,031 
EST06   CCCTCCTCCA(G) 0 : 5 EST / Mm.35141 0,033 
NM03   CAGGATTCCT(A) 0 : 5 no match 0,033 
EST10   AAGCCACAGA(A) 0 : 5 EST / Mm.28853 0,033 
NM04   GTATAAAGTT(T) 0 : 5 no match 0,033 
NM06   ATAATTACAT(A) 1 : 7 no match 0,037 
NM07   AAAATTATTG(G) 1 : 7 no match 0,037 
EST02   ATACTGAACA(T) 1 : 7 no match 0,037 
EST11   TTTGCTGTGT(A) 0 : 4 EST / Mm.43871 0,060 

herunterregulierte Gene (geordnet nach steigendem p-Wert) 
EST01down   ATGGGGTTGG(C) 8 : 0 EST / Mm.34766 0,00391 
EST17down   GTGATGCAAG(A) 8 : 0 EST / Mm.30214 0,00391 
EST06down   TTGGTCAAAC(A) 17 : 5 EST / Mm.29832 0,00940 
EST16down   TGGCTTTTCT(G) 13 : 3 EST / Mm.32533 / Mm.20405 0,01296 
EST18down   GGGTTGGCCG(T) 18 : 6 EST / Mm.39400 0,01335 
EST08down   TTGTTGGGGT(G) 6 : 0 EST / Mm.40406 / Mm.85765 0,01614 
EST09down   GCTGCCCTGC(C) 8 : 1 EST / Mm.39185 / Mm.27571 0,01856 
EST02down   TTGGCTCACA(A) 5 : 0 no match 0,02988 
EST03down   GGATACGTTT(G) 5 : 0 EST / Mm.40833 0,02988 
EST04down   ACCTTGTGAA(T) 5 : 0 EST / Mm.40363 0,02988 
EST05down   CTCCCATCCT(C) 5 : 0 EST / Mm.27034 0,02988 
EST11down   AGAGAGGCCA(A) 5 : 0 EST / Mm.41874 0,02988 
EST12down   AGGTATGTAC(A) 5 : 0 EST / Mm.32184 0,02988 
EST13down   CCCTGGGAGC(T) 11 : 3 EST / Mm.38495  0,03196 
EST15down   GGGGAGGTTG(T) 10 : 3 EST / Mm.41354 0,04868 
EST19down   AATGGATGCA(G) 10 : 2 EST / Mm.200332 0,01879 

Spalte 1,2: Bezeichnung der SAGE-tags (mindestens 3-fach reguliert 14 h nach 2 h MCAO) und  
transkriptspezifische tag-Sequenz, Spalte 3: Absolute tag-Zahl nach Analyse von 31626 tags der Kontroll- 
SAGE-cDNA-Expressionsbibliothek (Ko) und 32068 tags der Ischämie-SAGE-cDNA-Expressionsbibliothek (I),  
Spalte 4: Zuordnung der SAGE-tag-Sequenzen zu ihren korrespondierenden Transkripten über eine  
Referenzdatenbank mit tags aus Maus Unigene-Clustern (file, SAGEmap tag ug-rel-Nla3-Mm.txt, hergeleitet aus  
Mus musculus Unigene Build #96) nach Lal (Lal et al 1999). Spalte 5: p-Wert für jedes SAGE-tag, basierend auf  
der Monte Carlo Analyse (Zhang et al 1997) kalkuliert, es wurden nur tags mit einem p<0,05 ausgewählt. 
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Aus der oben gezeigten Rangliste differentiell exprimierter Gene nach transienter fokaler 

cerebraler Ischämie wurden zunächst je 7 tags hoch- und herunterregulierter Gene 

ausgewählt. Für diese tags wurden nach Homologierecherche in Referenzsequenz-

Datenbanken EST-spezifische Sonden hergestellt. Im Northern Blot wurde untersucht, ob sich 

die differentielle Expression der korrespondierenden Transkripte bestätigen läßt. Außerdem 

wurden die Expressionsergebnisse der Northern Blots mit den jeweiligen SAGE-Daten der 

einzelnen tags verglichen. 

 
 
5.2. Herstellung EST-spezifischer Sonden für SAGE-Kandidatengene 
 
Die Herstellung der Sonden erfolgte mit EST-spezifischen Primern in der Standard-Sonden-

PCR (Methoden 4.9.2.). 

 

 

 
 
Abb. 3: EST-spezifische Sonden. Die Herstellung EST-spezifischer Amplifikate für ausgewählte SAGE-tags  
erfolgte mit EST-spezifischen Primern wie im Methodenteil 4.9.2. beschrieben. Jeweils 5 µl des PCR-Produktes  
wurden auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen. M: 1 kb DNA-Marker. 
 

 
Zur Bestätigung der Spezifität der erhaltenen  PCR-Produkte wurde ein Restriktionsverdau 

mit je zwei ausgewählten Restriktionsenzymen (http://firstmarket.com/cutter/cut2.html) 

durchgeführt. Alle Restriktionsprodukte zeigten die erwarteten Längen. 

Die Amplifikate wurden Agarosegel-gereinigt in die anschließende radioaktive 

Markierungsreaktion eingesetzt. 
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5.3. Untersuchung der Expression der SAGE-Kandidatengene mit EST-spezifischen 

Sonden im Northern Blot 

 
Die Expression der ausgewählten Kandidatengene 14 h nach 2 h transienter fokaler cerebraler 

Ischämie im Maushirn wurde im Northern Blot untersucht. 

Dafür wurde die Northern Blot Membran mit der gelelektrophoretisch aufgetrennten Gesamt-

RNA, gepoolt aus je 3 Hirnhemisphären beider Zustände (Kontrolle, Ischämie), mit den 

radioaktiv markierten EST-spezifischen Sonden der korrespondierenden SAGE-tags 

hybridisiert. 

 

 

 
 
Abb. 4: Northern Analyse ausgewählter SAGE-tags mit EST-spezifischen Sonden. Je 10 µg Gesamt-RNA  
aus ischämischen (14 h nach 2 h fokaler cerebraler Ischämie) Maus-Hirnhemisphären (I) und nichtischämischen  
Kontrollhirnhemisphären (Ko) wurden elektrophoretisch aufgetrennt und die Integrität der RNA mit  
Ethidiumbromid-Färbung überprüft. Die Hybridisierung erfolgte mit [α-32P] markierten, EST-spezifischen  
Sonden der korrespondierenden SAGE-tags. Zur Kontrolle der RNA-Beladung wurde die Membran mit einer ß- 
Actin-spezifischen Sonde hybridisiert. 
 
 

Die ermittelten Northern Blot-Expressionsdaten der ausgewählten SAGE-tags wurden mit den 

zugrunde liegenden SAGE-Daten verglichen (Tab. 2). 
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Tab. 2: Vergleich der Expressionsdaten von Northern Blot und SAGE für ausgewählte SAGE-tags. 

Northern Blot SAGE-Daten 
SAGE-tag 

nach Ischämie reguliert um Faktor tag-Anzahl Ko : I 

EST04 0,9 1 : 10 
EST06 1,2 0 : 5 
EST10 2,5 0 : 5 
EST11 1,1 0 : 4 
EST12 0,9 2 : 11 
EST13 0,9 1 : 8 
EST14 1,7 3 : 11 

EST01down 1,2 8 : 0 
EST03down 1,2 5 : 0 
EST04down 0,8 5 : 0 
EST05down 1,6 5 : 0 
EST06down 1,1 17 : 5 
EST08down 0,7 6 : 0 
EST09down 1 8 : 1 

ß-Actin 1,3 81 : 106 
Die densitometrische Auswertung der Northern Blots (Abb. 4) erfolgte mit dem ImageQuant-Programm  
(Molecular Dynamics). Von jedem Kandidatengen wurde der Quotient aus Bandenintensität Zielgen / ß-Actin je  
Zustand (Kontrolle, Ischämie) als relatives Expressionsniveau bestimmt. Der Ischämie-Quotient wurde um den  
Faktor 1,29 (siehe Methoden 4.15.6.) korrigiert. Aus den relativen Expressionsniveaus wurde der Quotient  
Ischämie / Kontrolle gebildet. Zum Vergleich daneben die absoluten SAGE-tag Zahlen der Kontroll (Ko)- und  
Ischämie (I)-SAGE-Bibliothek. 

 
 
Zusammenfassend zeigte sich bei den ersten untersuchten Kandidaten-SAGE-tags nur für das 

tag EST10 eine mindestens 2-fache differentielle Expression. 

 
 
5.4. Zwischenbilanz nach Untersuchung erster Kandidatengene im Northern Blot  
 
Nach Untersuchung der ersten Kandidatengene mit EST-spezifischen Sonden im Northern 

Blot ergab sich eine Diskrepanz zwischen der Zahl der nach der SAGE-Analyse vermeintlich 

differentiell regulierten Gene nach fokaler cerebraler Ischämie und der Zahl der im Northern 

Blot bestätigten differentiell regulierten Gene. Als mögliche Ursache dafür wurde eine falsche 

Zuordnung der tags zu den in der Datenbank vorhandenen EST-Sequenzen vermutet. 

Mögliche Ursachen hierfür werden in der Diskussion ausführlicher erörtert. 

Im weiteren ließen sich für einige SAGE-tags in den Sequenzdatenbanken keine 

korrespondierenden Transkripte finden (no match tags) oder eine Zuordnung war nicht 

eindeutig möglich (multiple match tags). Auch auf diese Problematik soll in der Diskussion 

näher eingegangen werden. 
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Die oben beschriebenen Probleme mit der Zuordnung von SAGE-tags zu den jeweiligen 

Transkript-Sequenzen aus der Datenbank führte zu dem Ziel, eine optimierte, primär von 

Informationen aus Referenzsequenz-Datenbanken unabhängige Methode zur SAGE-tag-

spezifischen Identifikation korrespondierender Transkripte zu etablieren. 

So sollten einerseits die nähere Charakterisierung der no match tags, eine eindeutige 

Transkriptzuordnung der multiple match tags, und andererseits die korrekte tag-EST / Gen 

Zuordnung für die bereits untersuchten SAGE-tags bestätigt, bzw. eine möglicherweise 

falsche Zuordnung aufgedeckt werden. 

Aufgrund der geringen Länge der SAGE-tags (9-11 bp) und der damit zu erwartenden 

technischen Schwierigkeiten, wurde von der Anwendung der bereits in der Literatur 

beschriebenen Standardverfahren, vorwiegend PCR-basierte Methoden (Polyak et al 1997, 

Van den Berg et al 1999, Chen et al 2000) oder Colony Screening (Velculescu et al 1995), 

verzichtet. Vorversuche hatten gezeigt, dass eine PCR mit den bereits beschriebenen PCR-

Verfahren, die nur die kurze 9 bp lange tag-Sequenz verwenden, kein spezifisches Amplifikat 

ergab. 

 

Die Etablierung und Optimierung dieser neuen Methode - einer PCR zur SAGE-tag-

spezifischen Amplifikation korrespondierender Transkripte - soll im nächsten Abschnitt 

dieser Arbeit erläutert werden. Anhand der Anwendung für alle tags der oben aufgestellten 

Rangliste wird weiterhin deren Sensitivität und Spezifität untersucht und die Identifikation der 

korrespondierenden Transkripte vorgenommen. 

 
 
5.5. SARA-PCR 
 
5.5.1. Das Prinzip der SARA-PCR 
 
Für die Amplifikation der SAGE-tag spezifischen Transkripte, wurde die als Matrize 

dienende cDNA in mehreren Schritten modifiziert. 

Die Grundlage der SARA-PCR stellte die Modifikation der cDNA nach dem Original-SAGE-

Protokoll (Version 1.0 d, Nov. 1999, von Dr. K.W. Kinzler) dar. 

Es erfolgte eine Isolation 3`terminaler NlaIII-cDNA-Restriktionsfragmente mit 

paramagnetischen Kügelchen und Ligation von Linkern vor der eigentlichen Amplifikation. 

In Anlehnung an das RACE(rapid amplification of cDNA ends)-PCR Prinzip (Frohman 1994) 

wurde die Methode SARA-PCR (SAgeRAce) genannt. 
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Aus den ischämischen Hirnhemisphären wurde zunächst mRNA isoliert, welche zur Synthese 

der cDNA weiterverwendet wurde. Die Synthese des ersten cDNA-Stranges erfolgte mit 

einem PAGE-Gel gereinigten 5`Biotin-markierten M13-Oligo(dT)24-Primer (Abb. 5A). Die 

biotinylierte Doppelstrang-cDNA wurde anschließend mit dem Restriktionsenzym NlaIII, 

welches die Erkennungssequenz CATG besitzt, verdaut (Abb. 5B). Diese Schnittstelle findet 

sich im Durchschnitt alle 44 (256) bp auf der cDNA. Der erfolgreiche Restriktionsverdau 

wurde durch elektrophoretische Auftrennung der cDNA-Fragmente kontrolliert. Der Großteil 

der verdauten Fragmente lag etwa im Bereich zwischen 150 bp bis 1 kb. 

Anschließend wurden die 3`terminalen Restriktionsfragmente über die terminale biotinylierte 

M13-spezifische Sequenz an Streptavidin beschichtete paramagnetische Kügelchen gebunden. 

Die nicht biotinylierte ungebundene 5`terminale cDNA-Fraktion wurde durch mehrere 

Waschschritte entfernt (Abb. 5C). An die gebundenden cDNA-Fragmente erfolgte die 

Ligation der PAGE-Gel gereinigten Linkersduplexe 1 oder 2, welche einen CATG-Überhang 

für die NlaIII-Restriktionsschnittstelle an der cDNA enthielten (Abb. 5D). Durch die Ligation 

der Linker an die 3´terminale NlaIII-Restriktionsschnittstelle der cDNA-Fragmente wurde 

eine Verlängerung des kurzen Bereiches mit bekannter Sequenz (SAGE-tag-Sequenz), 

erreicht. Die so modifizierte cDNA enthielt an beiden Enden exakt definierte Sequenzen, 

welche die Grundlage für die anschließende Primerkonstruktion bildeten: an einem Terminus 

die M13-spezifische Sequenz, sowie am anderen die transkriptspezifische SAGE-tag-Sequenz 

mit NlaIII-Schnittstelle und Linkersequenz. 

Die Amplifikation erfolgte mit einem SAGE-tag-spezifischen Plusprimer, welcher aus der 

spezifischen tag-Sequenz mit NlaIII-Schnittstelle sowie einer linkerspezifischen Sequenz 

bestand. Als Minusprimer diente der für alle tags universelle M13-20nt Primer (Abb. 5E). 
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Abb. 5: Prinzip der SARA-PCR. (A) cDNA Synthese mit einem biotinylierten Oligo(dT)-Primer, welcher eine  
M13-spezifische Sequenz trägt; (B) NlaIII-Verdau der biotinylierten Doppelstrang-cDNA; (C) Bindung der  
biotinylierten 3´terminalen Restriktionsfragmente an Streptavidin-beschichtete paramagnetische Kügelchen,  
gefolgt von der Entfernung der 5`terminalen Restriktionsfragmente durch mehrere Waschschritte; (D) Ligation  
der Original-SAGE-Linker an die NlaIII-Restriktionsschnittstelle; (E) Amplifikation mit dem tag-spezifischen  
Plusprimer (bestehend aus Linkersequenz und tag-spezifischer Sequenz) und dem Minusprimer (bestehend aus  
der M13-spezifischen Sequenz). 
 

 
5.5.2. Optimierung der SARA-PCR-Bedingungen 
 
5.5.2.1. Paramagnetische Kügelchen inhibieren die Amplifikation erst bei sehr hohen 

Konzentrationen 

 
In der Literatur wird über eine Hemmung der PCR durch paramagnetische Kügelchen im 

Reaktionsansatz berichtet (Chen et al 1998). 

Deshalb wurde zunächst getestet, ob die Anwesenheit der paramagnetischen Kügelchen im 

PCR-Ansatz zu einer relevanten Inhibition der Amplifikation führt. 

Dazu wurde eine PCR (siehe Methoden 4.9.2.) mit verschiedenen Konzentrationen 

Streptavidin-beschichteter paramagnetischer Kügelchen im Ansatz durchgeführt. Die 

Amplifikation erfolgte mit zwei Metallothionein 2-spezifischen Primern (Mt2 plus 5`-CAA 
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CTG CTC CTG TGC CTC CG- 3`, Mt2 minus 5`-ACG GCT TTT ATT GTC AGT TAC 

ATG CTT TAT-3`) sowie nicht modifizierter cDNA als Matrize. 

Nach der Amplifikation wurden die paramagnetischen Kügelchen durch kurzes Zentrifugieren 

der Ansätze am Boden der Reaktionsgefäße gesammelt. Je 8 µl des Überstandes wurden auf 

ein Agarosegel aufgetragen und die Bandenintensitäten untereinander verglichen. 

 

 

 
 
Abb. 6: Paramagnetische Kügelchen inhibieren die Amplifikation erst bei sehr hohen Konzentrationen. In  
einer Standard-PCR mit zwei Metallothionein 2-spezifischen Primern wurde der Einfluß verschiedener  
Konzentrationen paramagnetischer Kügelchen (Dynal) im Reaktionsansatz auf die Amplifikationseffizienz  
getestet. Der 50 µl Ansatz enthielt 1× PCR Puffer II (Perkin Elmer), 2 mM MgCl2, 200 µM dNTP, je 25 pmol  
Primer, unverdaute nicht modifizierte cDNA, 2,5 U Taq-Polymerase und verschiedene Konzentrationen (0; 0,2;  
2; und 20µg/µl) Streptavidin- beschichteter paramagnetischer Kügelchen (Dynal). Es wurde folgendes PCR- 
Programm durchgeführt: initiale Denaturierung bei 95°C für 5 min, Amplifikation über 30 Zyklen bei 95°C für  
30 s, 61°C für 1min, 72°C für 45 s, terminale Elongation bei 72°C für 6 min. Jeweils 8 µl des PCR-Produktes  
wurden auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen. M: 1 kb DNA-Marker. 
 
 

Bis zu einer Konzentration von 2 µg/µl paramagnetischer Kügelchen konnte keine Inhibition 

der Amplifikationseffektivität festgestellt werden. Konzentrationen von 20 µg/µl führten zu 

einer vollständigen Inhibition der PCR (Abb. 6). 

Die gefundenen Ergebnisse deckten sich mit den in der Literatur gemachten Angaben über 

eine Inhibition der Amplifikation in Anwesenheit exzessiver Mengen paramagnetischer 

Kügelchen (Chen et al 1998). Diese könnte auf einer irreversiblen Inhibition der DNA-

Polymerase durch Kaliumferrat, welches möglicherweise bei hohen Temperaturen durch die 

paramagnetischen Kügelchen abgegeben wird, beruhen (Fieschi et al 1996). 

Die in der SARA-PCR eingesetzten Mengen modifizierter cDNA entsprachen maximal einer 

Konzentrationen von 0,04 µg/µl paramagnetischer Kügelchen im PCR-Ansatz. Somit konnte 

eine relevante Inhibition der PCR durch die paramagnetischen Kügelchen ausgeschlossen 

werden. 
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Aufgrund dieser Ergebnisse war eine Entfernung der cDNA von den paramagnetischen 

Kügelchen vor der PCR - z.B. mit Phenol (Wang S M et al 1998) - nicht notwendig. 

 
 
5.5.2.2. Annealingtemperatur und DNA-Polymerase als wesentlicher Faktor der 

Amplifikationsspezifität und -effektivität 

 
Zur Optimierung der SARA-PCR-Bedingungen wurden die Annealingtemperatur, die MgCl2-

Konzentration, die Primerkonzentration, die dNTP-Konzentration und die Menge des 

eingesetzten Enzyms variiert. 

Es zeigte sich, daß die Annealingtemperatur von wesentlicher Bedeutung für die Spezifität der 

Amplifikation war. Für die meisten tag-spezifischen Primer erwiesen sich Temperaturen von 

60-65°C als optimal. 

Die MgCl2-Konzentration wurde zwischen 2-5 mM variiert. In den meisten Fällen erwiesen 

sich stringente Bedingungen bei 2 mM als optimal. 

Eine Variation der Primerkonzentration, dNTP-Konzentration und Enzymkonzentration zeigte 

keinen wesentlichen Einfluß auf die Effektivität und Spezifität der PCR. 

Nach Zugabe von verschiedenen PCR-Zusätzen (Formamid, TMA-Oxalat, TMAC, Glycerol) 

konnte keine weitere Erhöhung der Amplifikationseffizienz erzielt werden (Kovàrovà  et al 

2000). 

 
Wie bereits bei alternativen SAGE-tag-spezifischen PCR-Methoden in der Literatur 

beschrieben (Chen et al 2000), konnten erhebliche Unterschiede in der 

Amplifikationseffektivität bei Verwendung verschiedener PCR-Puffer und DNA-Polymerasen 

festgestellt werden. 

Mit drei verschiedenen Kombinationen aus PCR-Puffer und DNA-Polymerase wurde jeweils 

eine PCR-Optimierung mit Variation der Annealingtemperatur, der MgCl2-Konzentration 

sowie der eingesetzten Enzymmenge durchgeführt. Die besten Ergebnisse mit jeder 

Kombination wurden untereinander verglichen (Abb. 7). 
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Abb. 7: Einfluß verschiedener DNA-Polymerasen und Reaktionspuffer auf die Amplifikationseffizienz der  
SARA-PCR. Es wurden 5 verschiedene tag-spezifische Plusprimer jeweils mit dem M13-spezifischen  
Minusprimer in 25 µl PCR-Ansätzen mit 3 verschiedenen Puffer / Enzym-Kombinationen getestet. Je 8 µl des  
Produktes wurden auf ein 2 % Agarosegel aufgetragen. [1] Dynazyme Puffer (Biometra), 2 mM MgCl2, 1 U  
Dynazyme DNA-Polymerase I, [2] SAGE-PCR-Puffer (10×: 166 mM (NH4)2SO4; 670 mM Tris pH 8,8; 67 mM  
MgCl2; 100 mM Beta-mercaptoethanol (SAGE, Detailed Protocol, Version 1.0 d, K.W. Kinzler, 1999), 1 U  
AmpliTag-Polymerase (Perkin Elmer); [3] Perkin Elmer PCR-Puffer II, 2 mM MgCl2, 1 U AmpliTaq-Polymerase  
(Perkin Elmer). M: 1 kb DNA-Marker. 
 
 

Für die meisten tag-spezifischen Primer wurden die besten Ergebnisse hinsichtlich der 

Amplifikationseffektivität bei Verwendung von Dynazyme Puffer mit Dynazyme DNA-

Polymerase I erzielt. Mit dem SAGE-Puffer konnten nur für einzelne tags ähnlich gute 

Ergebnisse erzielt werden, insgesamt war die Amplifikationseffektivität jedoch eher geringer. 

Beim Einsatz des Standard Puffers mit AmpliTaq-Polymerase (Perkin Elmer) war die 

Amplifikationseffektivität deutlich niedriger und ließ sich auch nicht weiter optimieren. 

Hinsichtlich der Spezifität zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

getesteten Reaktionspuffern. 

 
 
5.5.2.3. „Schmier“ als Problem bei geringer Amplifikationseffizienz 
 
Bei der gelelektrophoretischen Auftrennung der SARA-PCR-Amplifikate war zusätzlich zum 

amplifizierten Produkt ein deutliches Hintergrundsignal in Form eines „Schmiers“ auffällig. 

Dieser lag etwa im Längenbereich der restriktionsverdauten cDNA. 

Es wurde vermutet, dass parallel zur spezifischen Amplifikation gleichzeitig eine lineare, über 

den M13-Minusprimer vermittelte Amplifikation aller cDNA-Fragmente im Ansatz erfolgt. 

Dies wäre denkbar, da alle Fragmente der modifizierten cDNA 3`terminal die M13-

spezifische Sequenz tragen. 
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Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden PCR-Ansätze mit verschiedenen Kombinationen 

aus Plus- und Minusprimer und modifizierter cDNA getestet. Als tag-spezifischer Plusprimer 

wurde exemplarisch der Primer für Gapdh (L1Gapdh) eingesetzt (Abb. 8). 

 

 

 
 
Abb. 8: SARA-PCR - „Schmier“ durch lineare Amplifikation der M13-cDNA-Fragmente. Es wurden  
verschiedene 25 µl PCR-Ansätze mit unterschiedlichen Kombinationen aus NlaIII verdauter, an Streptavidin- 
beschichtete paramagnetische Kügelchen gebundener cDNA, tag-spezifischem Plusprimer L1Gapdh und M13- 
20nt Minusprimer (nebenstehende Tabelle) getestet. 8µl jedes PCR-Ansatzes wurden auf ein 2 % TBE  
Agarosegel aufgetragen. M: 1kb DNA-Marker. 
 
 

In den Ansätzen die nur den tag-spezifischen Primer - jeweils mit und ohne cDNA - 

enthielten, entstand kein Schmier während der Amplifikation (Ansatz a und e, Abb. 8). Auch 

beide Primer (tag-spezifischer Plusprimer und M13-20nt Minusprimer) ohne cDNA im 

Ansatz führten nicht dazu (Ansatz c, Abb. 8). Der Schmier trat nur im Ansatz mit cDNA und 

M13-20nt Minusprimer auf. Deutlich erkennbar war, dass er stärker auftrat, wenn der M13-

20nt Primer nicht durch die gleichzeitige spezifische Amplifikation des Transkriptes 

verbraucht wurde (vergl. Ansatz f und g, Abb. 8). 

 
 
5.5.2.4. Erhöhung der Amplifikationseffektivität durch lineare Preamplifikation 
 
Zur Optimierung der PCR-Bedingungen für tag-spezifische Primer mit geringer 

Amplifikationseffizienz und deutlichem Hintergrundsignal (Schmier), wurde ein linearer 

Preamplifikationsschritt des spezifischen cDNA-Fragmentes zum bestehenden SARA-PCR-

Protokoll hinzugefügt. 

Dafür wurde die Amplifikation zuerst mit dem tag-spezifischen Plusprimer (50 pmol), jedoch 

ohne Minusprimer, über 10 Zyklen durchgeführt. In einem zweiten Schritt wurde der M13-

20nt Minusprimer in einer 10-fach geringeren Konzentration (5 pmol) zum Ansatz 

hinzugegeben, und die PCR über weitere 35 Zyklen mit beiden Primern fortgesetzt. 

Aufgrund der langen Halbwertszeit der verwendeten Dynazyme DNA-Polymerase bei hohen 

Temperaturen (2,5 h bei 96°C) mußte die eingesetzte Enzymmenge (1 U pro 25 µl PCR-
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Ansatz) nicht erhöht werden. Eine Test-PCR mit erhöhter Konzentration der DNA-

Polymerase (2 U pro 25 µl PCR-Ansatz) zeigte keinen Vorteil bezüglich der 

Amplifikationseffektivität und -spezifität. 

 

 

 
 
Abb. 9: SARA-PCR - Verbesserte Spezifität durch lineare Preamplifikation. Das SARA-PCR-Protokoll  
wurde ohne [1], und mit einem Preamplifikationsschritt [2] durchgeführt. Die lineare Preamplifikation erfolgte  
über 10 zusätzliche Zyklen des Standard-SARA-PCR-Programmes, nur mit dem 50 pmol tag-spezifischen  
Plusprimer. Danach wurde der M13-20nt Minusprimer in einer geringeren Konzentration (5 pmol) zum  
Reaktionsgemisch hinzugefügt und die “exponentielle” Amplifikation mit beiden Primern über 35 Zyklen  
fortgeführt. Aufgrund der langen Halbwertszeit der Dynazyme Polymerase bei 95°C, wurde auf eine zusätzliche  
Enzymzugabe verzichtet. 8 µl jedes PCR-Ansatzes wurden auf ein 2 % TBE Agarosegel aufgetragen. M: 1 kb  
DNA-Marker.  
 
 

Das so modifizierte SARA-PCR-Protokoll führte zu einer Steigerung der Effektivität und 

Spezifität der Amplifikation, erkennbar an der höheren Bandenintensität und Reduktion des 

Schmiers in der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte (Abb. 9). 

 
 
5.5.3. SARA-PCR identifiziert SAGE-tag-spezifische Transkripte 
 
Die SAGE-tag-spezifische Amplifikation (SARA-PCR) wurde für 33 differentiell exprimierte 

tags der Ischämie-SAGE-cDNA-Expressionsbibliothek sowie für 7 tags bekannter, 

vollständig sequenzierter Gene (ß-Actin, Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (Gapdh), 

Metallothionein 2 (Mt2), Moesin, Hitze Schock Protein 70 kDa (Hsp70), Serin Proteinase 

Inhibitor 2-2 (Spi2), Cathepsin L (Cath)) durchgeführt (Abb. 10). Die Auswahl der 33 

differentiell exprimierten SAGE-tags erfolgte nach den unter 5.1. genannten Kriterien. 

Mit 89 % aller eingesetzten tag-spezifischen Plusprimer konnte ein PCR-Produkt generiert 

werden (Tab. 3). 
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Die Länge der amplifizierten SAGE-tag-spezifischen 3`cDNA-Enden lag zwischen 76 bp 

(NM06) und 581 bp (EST16down). 

Mit den tag-spezifischen Primern für die tags NM01, NM04, EST01down, EST09down 

entstand kein PCR-Produkt. 

Für das tag EST04 (ACCAAAAAAA(A)) wurde keine SARA-PCR durchgeführt, da die tag-

Sequenz vermutlich innerhalb des PolyA-Teils liegt und das PCR-Produkt somit keine nähere 

Zuordnung erlaubt hätte. 
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Abb. 10: SARA-PCR identifiziert tag-spezifische Transkripte. Die Amplifikation für ausgewählte SAGE- 
tags erfolgte mit Plusprimern bestehend aus tag-spezifischer Sequenz und Linkersequenz und dem universellen  
M13-20nt Minusprimer. Als Matrize diente NlaIII verdaute, an Streptavidin-beschichtete paramagnetische  
Kügelchen gebundene cDNA aus ischämischen Maushirnhemisphären. Es wurde die Puffer / Enzym- 
Kombination Dynazyme Puffer (Biometra), 2 mM MgCl2, 1 U Dynazyme DNA-Polymerase I verwendet. Je 8 µl  
der 25 µl PCR-Ansätze wurden auf ein 2 % TBE Agarosegel aufgetragen. (A) SARA-PCR für tags bekannter,  
vollständig sequenzierter Gene; (B) SARA-PCR für hochregulierte tags der Ischämie-SAGE-Bibliothek; (C)  
SARA-PCR für herunterregulierte tags der Ischämie-SAGE-Bibliothek. M: 1kb DNA-Marker. 
 
 

Zur Evaluation der Spezifität der SARA-PCR und zur Identifikation der amplifizierten 

Transkripte wurden alle erhaltenen SARA-PCR-Produkte kloniert und jeweils 1-2 Klone 

sequenziert. Die Sequenzen wurden mit Hilfe des BLAST-Algorithmus nach Homologien in 

den verfügbaren Referenzsequenz-Datenbanken (GenBank, TIGR, RIKEN) analysiert (Tab. 

3, 4). 

 
 
Tab. 3: Sensitivität und Spezifität der SARA-PCR. 

Anzahl der getesteten Anteil der Plusprimer, die ein  Spezifität  
tag-spezifischen Plusprimer PCR-Produkt ergaben der Amplifikation* 

7 bekannte Gene 100 % 100 % 
23 ESTs 87 % 90 % 

10 no match tags 80 % 50 % 
* erhaltene SARA-PCR-Produkte die korrekt dem vorhergesagtem Gen entsprachen, bzw. eine lesbare  
   Sequenz ergaben und nach dem SAGE-tag keine weitere NlaIII-Schnittstelle enthielten. 
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Tab. 4: Auswertung der Sequenzanalyse der SARA-PCR-Amplifikate. 

Länge Homologie zu  
SARA-PCR- Unigene Cluster SAGE-tag 

Produkt (Stand 02/2002) 
Bezeichnung Unigene Cluster (Stand 02/2002)

EST 01 96 bp Mm.216195 Mus musculus mVL30-1 retroelement mRNA 
sequence 

EST 02 130 bp J01420 mitochondr. Cytochrom Oxidase Untereinheit 3 
EST 05 * 87 bp Mm.197551 Hspa8 Heat shock 70kD protein 8 
EST 06 * 270 bp Mm.43721 Snrpn (Small nuclear ribonucleoprotein N) 
EST 10 138 bp Mm.28853 expressed sequence C79540 
EST 11 209 bp Mm.43871 expressed sequence AW0464887 
EST 12 133 bp Mm.2050 RIKEN cDNA 2510008H07 gene 
EST 13 173 bp Mm.214977  RIKEN cDNA 6530420C11 gene 
EST 14 241 bp Mm.28955 RIKEN cDNA 4930570C03 gene 
Nu6M 96 bp J01420 mitochondr. tRNA für Glutamat 

NM 03 * 473 bp Mm.34246 Calmodulin 
NM 05 * 449 bp - - 
NM 06 * 76 bp no match 5`catgataattacata 3`  
NM 07 * 476 bp Mm.1268 Mouse myelin proteolipid protein 

EST02down * 165 bp AA414637, 
BB694610 kein Unigene Cluster  

EST03down 186 bp Mm.20441 Atp2b2 ATPase, Ca2+ transporting, plasma 
membrane 2 

EST04down 195 bp Mm.40363 EST 

EST05down 162 bp Mm.193097  
Mus musculus, Similar to nuclear receptor 

subfamily 1, group D, member 1, clone MGC: 
6402 IMAGE: 3585478 

EST06down 96 bp Mm.193647 DNA segment, Chr 9, Brigham & Women`s 
Genetics 0185 expressed 

EST08down 229 bp Mm.40406 expressed sequence AW047569 
EST11down 189 bp Mm.23010 RIKEN cDNA 2810443J12 gene 
EST12down 116 bp Mm.32184 EST 

EST13down 326 bp Mm.135621 DNA segment, Chr 15, ERATO Doi 412, 
expressed 

EST15down 437 bp Mm.41354  EST 
EST16down 581 bp Mm.123110 beta-spectrin 2, non-erythrocytic 
EST17down 87 bp Mm.30214 RIKEN cDNA 0610006O14 gene 
EST18down 358 bp Mm.200817 expressed sequence AW124717 
EST19down 106 bp Mm.200332 expressed sequence AA408978 

Alle SARA-PCR-Produkte wurden kloniert und sequenziert. Spalte 1: Bezeichnung der tags, Spalte 2: Länge der  
SARA-PCR-Amplifikate einschließlich Primersequenz, Spalte 3, 4: Homologierecherche der SARA-PCR- 
Amplifikat-Sequenzen über BLAST-Algorithmus in Sequenzdatenbanken (GenBank, TIGR) und Zuordnung zu  
einem EST-Unigene-Cluster (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/). * Bei den SARA-PCR Produkten der tags  
EST05, 06, NM07, EST02down wiesen die korrespondierenden Datenbank-Sequenzen im Vergleich zum  
Original tag Unterschiede innerhalb der ersten oder zweiten Base der SAGE-tag Sequenz auf. Das Produkt  
NM05 ergab keine lesbare Sequenz. Diese tags wurden im folgenden nicht weiter untersucht. Das SARA-PCR  
Produkt des tags NM06 ergab nur die tag-Sequenz.Das tag NM03 erwies sich als internes tags, welches invers  
orientiert vor einer T-reichen Region innerhalb der Maus-Calmodulin mRNA gelegen ist. 
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Alle SARA-PCR-Amplifikate bereits bekannter, vollständig sequenzierter Gene 

(Metallothionein 2, Hsp 70, Moesin, Cathepsin, Serin Proteinase Inhibitor 2, ß-Actin, Gapdh) 

enthielten die korrekte 3`-terminale Sequenz der entsprechenden Transkripte. Keines der 

SARA-PCR-Produkte enthielt eine weitere NlaIII-Schnittstelle (CATG) nach dem SAGE-tag. 

Die initiale Sequenzdatenbank-Zuordnung der SAGE-tags EST10, 11, 12, 13, 14, 01down, 

03down, 04down, 05down, 06down und 08down konnte nach der Sequenzanalyse der SARA-

PCR-Produkte bestätigt werden. 

SAGE-tags, die über Sequenzdatenbank-Recherche initial mehreren Unigene Clustern 

zugeordnet worden waren (multiple match tags: EST08down, EST16down), ließen sich nach 

der Analyse ihrer SARA-PCR-Amplifikate eindeutig einem einzigen Cluster oder einer 

Sequenz zuordnen. 

 
 
5.5.4. Quantitative Aspekte der SARA-PCR 
 
Im nächsten Teil der Arbeit wird gezeigt, dass die neu etablierte SARA-PCR zusätzlich 

quantitative Informationen liefert und so nicht nur zur Identifizierung, sondern auch zur 

Untersuchung und Bestätigung der differentiellen Expression spezifischer SAGE-

Kandidatengene angewendet werden kann. 

Getestet wurden die noch nicht untersuchten SAGE-tags der oben aufgeführten Tab. 4. 

Längere (≥ 200 bp) SARA-PCR Amplifikate wurden als Sonde im Northern Blot eingesetzt, 

für kürzere Amplifikate (< 200 bp) wurde die SARA-PCR als Real Time RT-PCR mit der 

Light Cycler-Technik durchgeführt. Außerdem wurden die Ergebnisse beider 

Quantifizierungsmethoden mit den jeweiligen SAGE-Daten der einzelnen tags verglichen. 

 
 
5.5.4.1. Quantifizierung I: SARA-PCR-Amplifikate als Sonde im Northern Blot 
 
Nach Reamplifikation der Inserts der klonierten SARA-PCR-Produkte der tags NM03, 

EST13down, EST15down, EST16down, EST18down wurden diese als Sonde im Northern 

Blot eingesetzt. Es wurde die Expression der korrespondierenden Gene 14 h nach 2 h fokaler 

cerebraler Ischämie im Maushirn untersucht (Abb. 11). 

Die Verwendung von SARA-PCR-generierten Sonden im Northern Blot ergab ein 

spezifisches und quantifzierbares Hybridisierungsergebnis (Abb. 11). 
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Abb. 11: Northern Analyse ausgewählter SAGE-tags mit SARA-PCR-Produkten als Sonden. Je 10 µg  
Gesamt-RNA aus ischämischen (14 h nach 2 h fokaler cerebraler Ischämie) Maus-Hirnhemisphären (I) und  
Kontrollhirnhemisphären (Ko) wurden elektrophoretisch aufgetrennt und die Integrität der RNA mit  
Ethidiumbromid-Färbung überprüft. Als Sonden dienten die [α-32P] markierten SARA-PCR Produkte der  
korrespondierenden SAGE-tags. Zur Kontrolle der RNA-Beladung wurde die Membran mit einer ß-Actin- 
spezifischen Sonde hybridisiert. 
 
 

Die ermittelten Northern Blot-Expressionsdaten der ausgewählten SAGE-tags wurden mit den 

zugrunde liegenden SAGE-Daten verglichen (Tab. 5). Von den hier untersuchten fünf tags 

wurde keines als differentiell exprimiert bestätigt. 

 

 
Tab. 5: Vergleich der Northern Blot- und SAGE-Expressionsdaten ausgewählter tags. 

Northern Blot SAGE-Daten 
nach Ischämie reguliert tag-Anzahl SAGE-tag 

um Faktor Ko : I 
NM03 1 0 : 5 

EST13down 0,8 11 : 3 
EST15down 1 10 : 3 
EST16down 0,9 13 : 3 
EST18down 0,7 18 : 6 

Die densitometrische Auswertung der Northern Blots (Abb. 11) erfolgte mit dem ImageQuant-Programm  
(Molecular Dynamics). Von jedem Kandidatengen wurde der Quotient aus Bandenintensität Zielgen / ß-Actin je  
Zustand (Kontrolle, Ischämie) als relatives Expressionsniveau bestimmt. Der Ischämie-Quotient wurde um den  
Faktor 1,29 korrigiert. Aus den relativen Expressionsniveaus wurde der Quotient Ischämie / Kontrolle gebildet.  
Daneben die absoluten SAGE-tag Zahlen der Kontroll (Ko)- und Ischämie (I)-SAGE-Bibliothek. 

 
 

5.5.4.2. Quantifizierung II: SARA-PCR als Real Time RT-PCR mit der Light Cycler- 

Technik 

 
Die SARA-PCR-Amplifikate der tags EST01, EST11down, EST12down, EST17down, 

EST19down, Nu6M, NM06 eigneten sich aufgrund ihrer geringen transkriptspezifischen 
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Länge (ohne Linker- und M13(dT)24-Sequenz < 100 bp) nicht zur Verwendung als Sonde im 

Northern Blot. 

Deshalb wurde zunächst an bereits zuvor im Northern Blot untersuchten SAGE-

Kandidatengenen getestet, ob die SARA-PCR auch als quantifizierbare Real Time RT-PCR 

mit der Light Cycler-Technik durchführbar ist (Abb. 12). 

Die Ansätze erfolgten mit der modifizierten Ischämie- (14 h nach 2 h Ischämie) und Kontroll-

cDNA, dem tag-spezifischen Plusprimer und dem universellen M13-Minusprimer. Als 

Standardgen diente Gapdh. 

Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit Daten der Northern Analyse verglichen, wobei sich 

eine gute Übereinstimmung zeigte (Abb. 12). 

 

 

 
Abb. 12: Vergleich der Quantifizierung mit SARA-PCR und Northern Blot. Als Beispiel sind die  
Expressionsergebnisse von zwei bekannten differentiell exprimierten und zwei nicht regulierten SAGE- 
Kandidatengenen gezeigt. A) Quantifizierung mit der Northern-Analyse. Je 10 µg Gesamt-RNA aus  
ischämischen (14 h nach 2 h fokaler cerebraler Ischämie) Maus-Hirnhemisphären (I) und  
Kontrollhirnhemisphären (Ko) wurden aufgetrennt. Die Hybridisierung erfolgte mit [α-32P] markierten, EST- 
bzw. Gen-spezifischen Sonden der korrespondierenden SAGE-tags. B) Quantifizierung mit der SARA-PCR als  
Real Time RT-PCR. Vergleich des relativen Expressionsniveaus der Kandidatengene im Vergleich zum  
Standardgen Gapdh in der Kontrolle und Ischämie. Alle Ansätze wurden zweimal in jeweils  
Doppelbestimmungen durchgeführt. Die Bestimmung des Crossing points (CP) erfolgte mit der Second  
Derivative Maximum Method der Light Cycler Software (Roche Diagnostics). Das relative Expressionsniveau  
wurde nach folgender Formel bestimmt: relatives Expressionsniveau = 2 - (delta CP Zielgen – delta CP Standardgen). Der  
Ischämie-Wert wurde um den Faktor 0,84 (siehe Methoden 4.9.3.) korrigiert. Absolute tag-Zahlen  
(Kontrolle/Ischämie): Mt2 (Metallothionein 2, TAACTGACAA): 6/48; Spi2 (Serin Proteinase Inhibitor 2-2,  
GGGCCTGTGG): 0/8; EST12: 2/11; EST13: 1/8. 
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Anschließend erfolgte die Expressionsanalyse der oben genannten tags EST01, EST11down, 

EST12down, EST17down, EST19down, Nu6M, NM06 (Abb. 13). 

 

 

 
 
Abb. 13: Quantifizierung mit der SARA-PCR als Real Time RT-PCR. Vergleich des relativen  
Expressionsniveaus der Kandidatengene im Vergleich zum Standardgen Gapdh in der Kontrolle und Ischämie.  
Alle Ansätze wurden zweimal in jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt. Die Bestimmung des Crossing  
points (CP) erfolgte mit der Second Derivative Maximum Method der Light Cycler Software (Roche  
Diagnostics). Das relative Expressionsniveau wurde nach folgender Formel bestimmt: relatives  
Expressionsniveau = 2 - (delta CP Zielgen – delta CP Standardgen). Der Ischämie-Wert wurde um den Faktor 0,84 (siehe  
Methoden 4.9.3.) korrigiert. 
 
 

Die ermittelten RT-PCR Expressionsdaten der ausgewählten SAGE-tags wurden mit den 

zugrunde liegenden SAGE-Daten verglichen, dabei konnte die differentielle Expression der 

tags EST01 und EST12down bestätigt werden (Tab. 6). 
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Tab. 6: Vergleich der Expressionsdaten der SARA-RT-PCR und der SAGE-Daten für ausgewählte SAGE- 
tags. 

SARA-RT-PCR SAGE-Daten 
SAGE-tag 

nach Ischämie reguliert um den Faktor tag-Anzahl I : Ko 
EST01 10,5 11 : 0 
Nu6M 1,2 9 : 1 
NM06 0,8 7 : 1 

EST11down 0,9 0 : 5 
EST12down 0,5 0 : 5 
EST17down 0,9 0 : 8 
EST19down 0,9 2 : 10 

Die SARA-PCR wurde als Real Time RT-PCR durchgeführt und für jedes tag das relative Expressionsniveau im 
Vergleich zum Standardgen Gapdh in der Kontrolle und Ischämie bestimmt (Abb. 13). Anschließend wurde aus 
beiden Werten der Quotient aus Ischämie und Kontrolle gebildet, dieser ist als Faktor in der zweiten Spalte 
angegeben. Zum Vergleich daneben die absoluten SAGE-tag Zahlen der Kontroll (Ko)- und Ischämie (I)-SAGE-
Bibliothek. 

 
 
5.6. Zusammenfassung der Expressionsergebnisse aller untersuchten SAGE-tags 
 
Es wurde die Expression von 33 SAGE-Kandidatengenen nach fokaler cerebraler Ischämie im 

Maushirn untersucht. Von 26 auswertbaren tags wurden 3 tags (12 %) als differentiell 

exprimiert bestätigt (EST01, EST10, EST12down) (Tab. 7). 
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Tab. 7: Zusammenfassung der Expressionsergebnisse aller untersuchten SAGE-tags. 

 Bestätigungsmethode  
Standard-PCR SARA-PCR 

SAGE-tag 
Northern Blot RT-PCR Northern Blot RT-PCR 

Ergebnis 

EST01    x hochreguliert 
EST02   Hybridisierung negativ nicht quantifizierbar 
EST04 x    nicht reguliert 
EST05     * 
EST06 x    nicht reguliert 
EST10 x x   hochreguliert 
EST11 x    nicht reguliert 
EST12 x   x nicht reguliert 
EST13 x   x nicht reguliert 
EST14 x    nicht reguliert 
Nu6M    x nicht reguliert 
NM01   PCR negativ nicht quantifizierbar 
NM03   x  nicht reguliert 
NM04   PCR negativ nicht quantifizierbar 
NM05     * 
NM06    x nicht reguliert 
NM07     * 

EST01down x    nicht reguliert 
EST02down     * 
EST03down x    nicht reguliert 
EST04down x    nicht reguliert 
EST05down x    nicht reguliert 
EST06down x    nicht reguliert 
EST08down x    nicht reguliert 
EST09down x    nicht reguliert 
EST11down    x nicht reguliert 
EST12down    x herunterreguliert 
EST13down   x  nicht reguliert 
EST15down   x  nicht reguliert 
EST16down   x  nicht reguliert 
EST17down    x nicht reguliert 
EST18down   x  nicht reguliert 
EST19down    x nicht reguliert 

* Die tags EST05, NM05, NM07, EST02down wurden wegen unspezifischer Amplifikation in der SARA-PCR  
nicht weiter untersucht (siehe auch Tab. 4). 
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Nachdem die Untersuchung der differentiellen Genexpression verschiedener SAGE-

Kandidatengene durchgeführt worden war, galt es nun weitere Informationen über 

hochregulierte Gene zu gewinnen. Dazu wurden die Gene EST01 und EST10 ausgewählt und 

im folgenden weiter charakterisiert. 

Zunächst wurde die vollständige Sequenz des korrespondierenden EST10-Transkriptes 

bestimmt, die daraus abzuleitende putative Proteinstruktur analysiert, sowie die Zeitkinetik 

der Genexpression nach transienter fokaler cerebraler Ischämie näher untersucht. 

 
 
5.7. Charakterisierung des SAGE-tags EST10 
 
5.7.1. Homologie des SARA-PCR-Produktes EST10 
 
Das SARA-PCR-Produkt EST10 ließ sich dem Maus EST-Unigene Cluster Mm.28853 

(expressed sequence C79540) zuordnen. Es besitzt auf Proteinebene 76 % Homologie zum 

humanen C211 Human Putative Surface Glycoprotein C21ORF1 Precursor (Hs.111126). Das 

humanhomologe Gen liegt auf dem Chromosom 21 (21q22.3). Die mRNA ist 2,6 kb lang 

(GenBank Acc.No. Z50022) und kodiert für ein 180 AS langes Protein. Alternative 

Bezeichnungen der homologen humanen Sequenz sind Chromosome 21 Open Reading Frame 

1 (C21ORF1), Chromosome 21 Open Reading Frame 3 (C21ORF3), Pituitary Tumor-

Transforming Gene 1 Protein-Interacting Protein (PTTG1IP), oder PTTG-Binding Factor 

(PBF) (OMIM; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Unter der Alternativ-Bezeichnung PBF bzw. 

PTTG1IP findet sich in der Datenbank eine 2,7 kb lange Spleißvariante (Acc.No. NM004339) 

welche ab der Position 145 zu 99 % mit der Nukleotidsequenz des Human Putative Surface 

Glycoprotein homolog ist, beide kodierten humanen Proteinsequenzen sind identisch. 

Die Homologierecherche ergab weiterhin das Vorhandensein einer 2345 bp langen Maus 

EST-Konsensussequenz (Acc.No. TC254972) in der TIGR Datenbank (TIGR Mouse Gene 

Index; http://www.tigr.org/; Stand 10/2001). 

 
 
5.7.2. 5`RACE-PCR zur Isolierung des vollständigen EST10-Transkriptes 
 
Zur Bestimmung des 5`-terminalen Transkriptbereiches von EST10 sowie zur Bestätigung der 

in der TIGR Datenbank gefundenen Konsensussequenz wurde eine 5`RACE-PCR 

durchgeführt. Dafür wurde aus ischämischen Maushirnhemisphären gewonnene mRNA mit 

Hilfe des GeneRacer Kits (Invitrogen) 5`-terminal mit einem Oligo-RNA-Linker ligiert und 

anschließend revers transkribiert (Methoden 4.9.4.). 
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In der nachfolgenden 5`RACE-PCR wurde der linkerspezifische GeneRacer 5`Primer 

(5`CGA CTG GAG CAC GAG GAC ACT GA 3`) mit dem EST10-spezifischen Minusprimer 

(EST10 minus 5`GCT TGG TTC TGT GGC TTC ATG CTG CTC 3`) kombiniert. 

Es ließ sich ein etwa 2300 bp langes PCR-Produkt amplifizieren, welches kloniert und 

sequenziert wurde. 

 
 
5.7.3. Sequenzierung und Homologie des 5`RACE-PCR-Produktes EST10 
 
Drei Klone des 5`RACE-PCR-Produktes EST10 wurden in beide Richtungen vollständig 

sequenziert. 

Aus dem Alignment dieser Sequenzen sowie der Sequenz des SARA-PCR-Produktes EST10 

(siehe 5.5.3.) wurde  eine gemeinsame 2307 bp lange Konsensussequenz erstellt (Abb. 14). 

Diese ist im Vergleich mit dem Eintrag der TIGR Datenbank (Acc.No.TC254972, Stand 

10/2001) bei sonst übereinstimmender Sequenz, 5`-terminal 13 bp länger und 3`-terminal 51 

bp kürzer. 
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5` 1  ACTCGCAAGC TCCGCCCGTC TGGCTAGCTT ACGGAGGCGG AGCGCTTACT GTGGAAACAT  
  61  CCTAGCTCGG CGTTGGAGTT GAGTCGCCTG AGGTCCCCGC CGACGACGCA CTCACCATGG  
 121  CGCCTGCTAA CCTTGGGCTG ACGCCGCACT GGGTGATGCT CCTCGGTGCC GTGCTGCTGT  
 181  TGCTTCTGTC CGGAGCCTCC GCGCAGGAAC CTCCGAGAGT GGGTTGCTCT GAGTACACAA  
 241  ACAGATCCTG TGAAGAGTGC CTCAGGAATG TCTCCTGTCT GTGGTGCAAT GAGAACAAGG  
 301  CGTGTATGGA CTACCCAGTG AGGAAAATCT TGCCCCCTGC TTCTCTCTGT AAATTGAGTT  
 361  CCGCTCGCTG GGGCGTATGC TGGGTGAACT TCGAGGCCTT GATCATCACC ATGTCGGTCC  
 421  TGGGGGGCTC TGTGCTCCTG GGCATCACTG TGTGCTGCTG CTACTGCTGC CGCCGGAAGA  
 481  AGAGCCGGAA GCCAGACAAG AGCGATGAGC GGGCCATGAG AGAGCAGGAG GAGAGGAGAG  
 541  TGCGGCAGGA GGAAAGGAGG GCGGAAATGA AGTCAAGACA TGATGAAATC AGGAAAAAAT  
 601  ACGGTCTGTT TAAAGAACAA AACCCGTATG AGAAGTTCTA AGGTGGCTGG CACACACTTG  
 661  TGGTGGATCG TGCAGTTCCA GAGTTTCCTG GGAATGCACT CCCCAGCAGA GCCTGCAGAG  
 721  ACCTCACCAC CATGGCCACC CTTGACCTGG GTGATCCCTC CAGCCTCTAC TGGCACCAGT  
 781  GTGGCCTTAA GAGGACAATC CTACTCTTGT TCCCTCTGTG TCTGTATGTA ATCACCTGAG  
 841  ACCTTAATCT CGTTGATGTC CTTTTTGGGG GGAGGAAGTA TACTTGGTCC CCACACTCTG  
 901  CAAGCCGATT ACGAAGCTGG CAGCCTGAGG TGCTGACTAG CTGCTGAGTG GCCTTGCTGG  
 961  AAGATTCACA TTGCAACAAG CAAGAGTCAT GTTTACTTTG TTAAGGCAAG AACTGACCAC  
1021  CACCCTTGCT TCCTGAAGGC TGTGTTTTGT CTGTAGGCCC ACTGCTGTGA TGGGCCCTTG  
1081  TTGTTGTAAT TTTGGTGGCC TCTTGGAAGG CACTGTCCCT AAGTCTGGTA AGGATTGCCT  
1141  TCCTAACCCA GCTCCATCCA ATAGCACAAA AGCTTATAAA GTCACCTGAA GTCTTTAATA  
1201  ATCCCTCAGG AAGCAGTCCT ACCAAAACCT GCCATGAGAC GTCCAGGCCT CTTGGATGAC  
1261  ATTTTTCATT TTCAGTCTTT ACTAGACTGA GAATTTCCTG CTGTGGGAAA CCTGAGCTCT  
1321  GAATTTAGTT TGATCCTCTT GTGAGTGCTG AATGTCCAGC ATGCTGGTGC ATGGACTCCA  
1381  GTGTCCTTAG AAGGGCTTTG TGGAGGGTCT TGGACATCTC CCTCCACAGA TCAGGCAGCT  
1441  GTTGAGTTGG TCCTGTATGT ATCATGGAGG ATGAACAGCA TCTCCACTGG CCATCCCATT  
1501  GTGGGAGCTG AGTGTGTAGG AAGATAGGAG GACCCCACAC CATTCTGCCT TCCAGGAAAA  
1561  CTGCCTGAGC TGGCATAGAC ACCCACCTCA CTTCCACCCT GCTTCCAGCC ATGCCTCCTC  
1621  ACCTATCGTG CCTGACACAT CCGCACGGGC CCTGGGAAGG TTGTCAGGAG ACACTCGGGT  
1681  CCCTGAGATT CCGTCCACGC TGTACATTTC TTTGAAATCC AGATGTGTCC TAGTAAGCAG  
1741  ATCACAACCC TGATGGCAGG GTAAGGAGTA AAGATATTCC CTCTGGGAAA GCAGCCACCA  
1801  GCAGATGAGG TGGTCTTACT GTAGGCTCCC TCATGCCTAA GACCTCACCT AGCATCTCGG  
1861  TAACCTTTTC ACCTGTCAGT CTGTCCAGGG ATTAATATTT TCCTCTCTTC AGATTTCCAC  
1921  AAAGTAAGGG AATAACCTTT ACCACAATCT GGAGTCTTAC CATTTTTCTG CTTTGCTAGG  
1981  CATTTGATGG AACTTAAAGC CTTGTCAAAC ATTTCTTAAG TATTATAGCA GGCATTGAGA  
2041  GTTATCTTTC TCCTGTCTAT TGAAAGGGAA CCCTCCTTAC AGCCCCTGAT GAACTTCGTA  
2101  TTAATATTTC GCCTGTATAA ATTGTACCTG TTAGGTTGCT GAGCTGATGT TAGAGTATTT  
2161  AATTTTCCAG CCTAAGGAGT GCAGCAGGTG CTCGTGGGAG TGGTCTGTGC CTACCTTTGA  
2221  GCAGCATGAA GCCACAGAAC CAAGCCTGAC ACCATCACAC CCCGTGCCTT AGTTTTTAAC  
2281  CACTGTCCAA TAAAATGGTT GAATATG PolyA 3` 
 
Abb. 14: Experimentell bestimmte Konsensussequenz des korrespondierenden Transkriptes für das  
SAGE-tag EST10. Sie wurde aus 3 sequenzierten Klonen des 5`RACE-PCR Produktes EST10 sowie aus der  
Sequenz des SARA-PCR-Produktes EST10 erstellt. 
 
 

5.7.4. Putative Proteinsequenz der EST10-Transkriptsequenz 
 
Die experimentell bestimmte Konsensussequenz wurde mit Hilfe eines 

Übersetzungsprogrammes des ExPACy Servers (http://www.expasy.org/) in eine 174 AS 

lange putative Proteinsequenz übersetzt (Abb. 15) und anschließend mit der Sequenz des 

humanhomologen Protein verglichen (Abb. 16). 
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Abb. 15: Übersetzung der EST10-Konsensussequenz in die putative Proteinsequenz. Es wurde das  
Übersetzungsprogramm Translate tool des ExPACy Servers (http://www.expasy.org/) verwendet. Der längste  
ORF zwischen der Startaminosäure Methionin und einem Stoppcodon wurde ausgewählt.Die putative  
Proteinsequenz besteht aus 174 Aminosäuren (Großbuchstaben), der proteincodierende Bereich liegt zwischen  
der Nukleotidposition 117-638 der EST10-Konsensussequenz (Kleinbuchstaben). 
 

 

 
 

Abb. 16: Proteinsequenzvergleich EST10 mit humanhomologem PBF/C21ORF1. Zum Vergleich beider  
Sequenzen wurde das Programm ClustalW (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/) verwendet. Die Position der  
initialen Aminosäuren ist jeweils am Zeilenanfang angegeben. Sequenzbereiche mit 100 % Homologie sind  
schwarz markiert. 
 
 

5.7.5. Strukturanalyse der putativen Proteinsequenz des Transkriptes EST10 
 
Die putative Proteinsequenz des EST10 wurde mit Hilfe der Proteinanalyseprogramme 

(PSORT, PROSCAN, SMART, InterProScan, PREDICT PROTEIN (PHD)) des ExPACy 

Molecular Biology Servers (http://www.expacy.org/) analysiert (Abb. 17). 

An Aminosäureposition 1-29 wurde ein spaltbares (zw. 29-30) N-terminales Signalpeptid 

gefunden (PSORT). C-terminal (Pos. 147-164) befindet sich ein potentielles zweiteiliges 

Kern-Lokalisationssignal (InterProScan). 

Der Aminosäuresequenzbereich von Position 36-89 entspricht dem Aufbau einer PSI-

Domäne, wie sie auch Plexine, Semaphorine und Integrine besitzen (SMART). 

An Position 42-45 und 51-54 befinden sich mögliche N-Glycosylierungsstellen (PROSCAN). 
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Weiterhin finden sich mehrere mögliche Phosphorylierungsstellen für Proteinkinasen: an 

Position 120-123 für cAMP und cGMP-abhängige Proteinkinasen, an den Positionen 41-43, 

82-84 und 123-125 für Proteinkinase-C, an den Positionen 28-31, 44-47 und 153-156 für 

Caseinkinase II. Außerdem besitzt das putative Protein noch zwei potentielle N-

Myristoylierungsstellen an den Aminosäure-Positionen 94-99 und 109-144 (PROSCAN). 

Mit den Programmen PSORT, SMART, PREDICT PROTEIN (PHD) wurde eine 

Transmembrandomäne, welche von Position 96 bis 112 reicht, gefunden. Der C-Terminus der 

Sequenz soll dabei den an der Membran innen liegenden (cytoplasmatischen) Anteil, der N-

Terminus den außen liegenden Anteil des Proteins darstellen. Es soll sich um ein Typ Ia 

Membranprotein handeln (PSORT). 

Zwischen den Aminosäurepositionen 127-163 wurde eine Coiled coil Region identifiziert 

(SMART). 

 

 

 
 

Abb. 17: Analyse der Protein-Domänen der putativen Proteinsequenz von EST10. 

 
 

5.7.6. Zeitkinetik der EST10-Expression nach transienter fokaler cerebraler Ischämie 
 
Die Expression des Kandidatengens EST10 in der Zeitkinetik nach Reperfusion nach 2 h 

fokaler cerebraler Ischämie im Maushirn wurde in der Real Time RT-PCR mit der Light 

Cycler-Technik untersucht. 

Die dafür verwendete cDNA stammte von Gesamt-RNA aus je 3 gepoolten ischämischen 

Maus-Hirnhälften (ohne Cerebellum) der Zeitpunkte 2, 4, 16, 24, und 48 h nach Induktion der 

Ischämie sowie von Kontrollhirnhemisphären ohne Ischämie (Abb. 18). 

Je nach verwendetem Standard (Gapdh, bzw. ß-Actin) zeigte sich eine 1,5 bis 3-fache 

Hochregulation 16 h, bzw. 24 h nach Induktion der transienten fokalen cerebralen Ischämie 

(Abb. 18). 
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Abb. 18: EST10-Expression nach 2 h fokaler cerebraler Ischämie im Maushirn. Es wurde eine Real Time  
RT-PCR mit der Light Cycler-Technik durchgeführt. Die Reaktionsansätze enthielten die EST10-spezifischen  
Primer (EST10/5end plus, -minus) und unverdaute, nicht modifizierte cDNA aus Gesamt-RNA verschiedener  
Zeitpunkte (2-48 h) nach Induktion der 2 h fokalen cerebralen Ischämie sowie der Kontrolle. Alle Ansätze  
erfolgten zweimal in jeweils Doppelbestimmungen. Die Bestimmung des Crossing points (CP) wurde mit der  
Second Derivative Maximum Method der Light Cycler Software (Roche Diagnostics) durchgeführt. Für jeden  
Zeitpunkt wurde das relative Expressionsniveau im Vergleich zum Standardgen (Gapdh, ß-Actin) nach folgender  
Formel bestimmt: relatives Expressionsniveau = 2 - (delta CP Zielgen – delta CP Standardgen). Danach erfolgte die Bildung des  
Quotienten aus relativem Expressionsniveau jedes Zeitpunktes und relativem Expressionsniveau der Kontrolle. 
 
 

5.8. Charakterisierung des SAGE-tags EST01 
 
Der letzte Abschnitt dieser Arbeit beschäftigt sich mit dem zweiten verifizierten Kandidaten-

tag EST01. Es wurde versucht, eine nähere Charakterisierung durch Bestimmung der 

vollständigen Sequenz des korrespondierenden Transkriptes vorzunehmen. 

Weiterhin wurde die Zeitkinetik der Expression nach Reperfusion nach 2 h fokaler cerebraler 

Ischämie im Maushirn mittels Real Time RT-PCR mit der Light Cycler-Technik untersucht. 

 
 
5.8.1. Homologie des SARA-PCR-Produktes des tags EST01 
 
Das SARA-PCR-Produkt EST01 zeigte eine 100 % Sequenzhomologie zum 3` und 5` long 

terminal repeat (LTR) des VL30-Elementes VL11 (Acc.No. M13085), sowie zu einem VL30-

Element welches auf chromosomaler Ebene zwischen dem retinoid binding protein 7 (Rbp7) 

gene und dem ubiquitin fusion degradation protein 2 (Ufd2) gene der Maus liegt (Acc.No. 

AF26097). Außerdem wurde eine 97 % Sequenzhomologie (im Bereich des SAGE-tags 

100%) zu den VL30-LTRs NVL1 (Acc.No. X17507), NVL2 (Acc. No.X17508), NVL3 
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(Acc.No. M21123), VL30-1 (Acc.No. AF486451), und RVL3 (Acc.No. X53994) gefunden 

(GenBank, BLAST Algorithmus) (Abb. 19). 

 
 

 
 
Abb. 19: Sequenzvergleich des SARA-PCR Produktes EST01 mit den LTR der homologen VL30- 
Elemente. 
 
 

5.8.2. 5`RACE-PCR zur Amplifikation des vollständigen EST01-Transkriptes 
 
Anhand der Sequenzanalyse des SARA-PCR-Produktes EST01 war keine eindeutige 

Zuordnung des tags EST01 zu einem VL30-Element möglich. Deshalb wurde eine 5`RACE-

PCR (Methoden 4.9.4.) durchgeführt, um das vollständige Transkript zu amplifizieren. 

Als 5`-terminaler Plusprimer diente der GeneRacer 5`Primer (5`CGA CTG GAG CAC GAG 

GAC ACT GA 3`), als 3`-terminaler Minusprimer wurde ein innerhalb des EST01-SARA-

PCR-Produktes liegender Primer gewählt (EST01RACE 5`GTA GAA GGT AAG ATT TAA 

TAA AGC AGC G 3`). 

Das vollständige Transkript ließ sich jedoch nicht amplifizieren. Dafür wurden zwei kürzere 

PCR-Produkte (278 bp, 504 bp) erhalten, welche PAGE-Gel gereinigt, kloniert und 

sequenziert wurden (Abb. 20). 
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Abb. 20: Sequenzvergleich der beiden EST01-5`RACE-PCR-Produkte. Zum Vergleich beider Sequenzen  
wurde das Programm ClustalW (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/) verwendet. Die Position der initialen  
Nukleotide ist jeweils am Zeilenanfang angegeben. Sequenzbereiche mit 100 % Homologie sind schwarz  
markiert. 
 
 

Homologie der EST01-5`RACE-PCR-Produkte 
 
Das 5`RACE-PCR-Produkt 5C zeigte 94-95 % Homologie zu den LTRs der VL30-Elemente 

NVL1/2, VL30-1 und Vleco sowie zu mehreren chromosomalen DNA-Sequenzen, ohne dass 

eine eindeutige Zuordnung möglich gewesen wäre. 

Das 5`RACE-PCR-Produkt 3A erschien wie eine Sequenzkombination der VL30-LTRs 

NVL1/2 und Vl11, ließ jedoch auch keine eindeutige Zuordnung zu einem VL30-Element zu. 

 
 
5.8.3. EST01 wird als 5,8 kb Transkript nach fokaler cerebraler Ischämie induziert 
 
Zur Untersuchung der Länge des exprimierten EST01-Transkriptes wurden die beiden oben 

klonierten und sequenzierten EST01-5`RACE-PCR-Produkte (3A, 5C) reamplifiziert und 

radioaktiv markiert als Sonden im Northern Blot eingesetzt. 

Es wurde die Expression 14 h nach 2 h fokaler cerebraler Ischämie im Maushirn untersucht. 
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Abb. 21: Northern Analyse der EST01-Expression nach fokaler cerebraler Ischämie im Maushirn. Je 10  
µg Gesamt-RNA aus ischämischen (I) (14 h nach 2 h fokaler cerebraler Ischämie) und Kontroll-Maus- 
Hirnhemisphären ohne Ischämie (Ko) wurden aufgetrennt und die Integrität der RNA mit Ethidiumbromid- 
Färbung überprüft. Die Hybridisierung erfolgte nacheinander mit den beiden [α-32P] markierten EST01-RACE- 
PCR-Produkten. Mit beiden Sonden konnte ein 5,8 kb langes Transkript detektiert werden. Hier dargestellt ist  
das Hybridisierungsergebnis mit der Sonde EST01RACE/5C (siehe 5.8.2.) Zur Kontrolle der RNA-Beladung  
wurde die Membran mit einer ß-Actin-spezifischen Sonde hybridisiert. 
 
 

Mit beiden Sonden konnte ein etwa 5,8 kb langes Transkript detektiert werden, welches in der 

ischämischen Hirnhemisphäre deutlich höher als in der Kontrolle exprimiert wurde (Abb. 21). 

Die Länge des exprimierten Transkriptes entspricht der Länge eines vollständigen VL30 

Elementes (Keshet et al 1980). 

 
 
5.8.4. Zeitkinetik der EST01-Expression nach transienter fokaler cerebraler Ischämie 
 
Die Veränderung der Expression des Kandidatengens EST01 (VL30) im zeitlichen Verlauf 

unter Reperfusion nach 2 h fokaler cerebraler Ischämie im Maushirn wurde in der Real Time 

RT-PCR mit der Light Cycler-Technik untersucht. 

Die dafür verwendete cDNA stammte von Gesamt-RNA aus je 3 gepoolten ischämischen 

Maus-Hirnhemisphären (ohne Cerebellum) der Zeitpunkte 2, 4, 16, 24, und 48 h nach 

Induktion der Ischämie sowie von Hirnhemisphären ohne Ischämie. Je nach verwendetem 

Referenzgen zeigte sich eine 18- bis 40-fache Induktion 16, bzw. 24 h nach Induktion der 

transienten fokalen cerebralen Ischämie (Abb. 22). 
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Abb. 22: VL30 (EST01)-Expression nach 2 h fokaler cerebraler Ischämie im Maushirn. Es wurde eine Real  
Time RT-PCR mit der Light Cycler-Technik durchgeführt. Die Reaktionsansätze enthielten die Primer VL30/3  
(spezifisch für die internen VL30-Sequenzen (Acc.No.X17124)) und unverdaute, nicht modifizierte cDNA aus  
Gesamt-RNA verschiedener Zeitpunkte (2-48 h) nach Induktion der 2 h fokalen cerebralen Ischämie sowie der  
Kontrolle. Alle Ansätze erfolgten zweimal in jeweils Doppelbestimmungen. Die Bestimmung des Crossing  
points (CP) wurde mit der Second Derivative Maximum Method der Light Cycler Software (Roche Diagnostics)  
durchgeführt. Für jeden Zeitpunkt wurde das relative Expressionsniveau im Vergleich zum Standardgen (Gapdh,  
ß-Actin) nach folgender Formel bestimmt: relatives Expressionsniveau = 2 - (delta CP Zielgen – delta CP Standardgen). Danach  
erfolgte die Bildung des Quotienten aus relativem Expressionsniveau jedes Zeitpunktes und relativem  
Expressionsniveau der Kontrolle. 
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