4 MATERIAL UND METHODEN 18

4 Material und Methoden

Zur Beantwortung der Fragestellung soll total-RNA aus den Tumorproben isoliert wer-
den. Mithilfe der Sequenzen von besonders stark hochregulierten cDNA-Klonen werden
Oligonucleotidprimer designed. Mittels RT-PCR (Reverser Transkriptase und Polyme-
rasekettenreaktion (PCR) in einer Reaktion) werden die zu untersuchenden Gene und
Glyceraldehydphosphatdehydrogenase (GAPDH) als Positivkontrolle aus der total-RNA
synthetisiert. Die PCR-Produkte werden elektrophoretisch auf Acrylamid-Gelen aufge-
trennt. Die densitometrische Auswertung erfolgt mit dem Programm Multi-Analyst von
BioRad.
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Abbildung 2: Reihenfolge der verschiedenen Arbeitsschritte
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4.1 Material
4.1.1 Tumorproben

Die verwendeten Tumorproben entstammen der Hirntumorbank der Arbeitsgruppe "Drug
Targeting” (Leitung Frau Dr. Regina Reszka, Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare
Medizin, Berlin), die seit 1998 unter der Zusammenarbeit mit der Neurochirurgischen
Klinik Berlin-Buch (Prof. Dr. Kiwit) gefithrt wird. Diese Tumorbank umfasst Astrozy-
tome, Glioblastome, Meningeome, Ependymome, Metastasen und eine Vielzahl anderer
Operationsresektate. Die Tumorproben werden unmittelbar nach der Entnahme in fliissi-
gem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Fiir diese Arbeit standen aus der
Tumorbank 73 intrakranielle Hirnmetastasen zur Verfiigung. Sie gehen auf verschiedene
Priméartumore zuriick: Adenokarzinome, undifferenzierte Karzinome, Bronchialkarzino-
me, Nierenzellkarzinome, Mammakarzinome, Plattenepithelkarzinome, maligne Melano-
me und Liposarcome. Die total RNA des Normalhirns stammt von der Firma Clontech.

4.1.2 Verwendete Puffer

Annealing Puffer 1M Tris-HCI (pH 7,6) und 100 mM MgCI2

Extension Puffer 304 mM Zitrat, 324 mM DTT und 40 mM MnCI2 (pH 7,5)

LB-Medium 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt und 10 g NaCl in 800 ml dH,O gelost
pH 7,0 mit 1IN NaOH einstellen, Volumen auf 1000 ml auffiillen
und autoklaviert

10xNorthern running 0,2 M MOPS, 10 mM EDTA, 50 mM NaAcetat

Puffer pH 7,0 mit 1IN NaOH einstellen)
Volumen auf 1000 ml auffiillen
Puffer P1 6,06 g Tris und 3,72 g NaEDTA in 800 ml dH,0 losen

pH 8,0 mit HCI einstellen, Volumen auf 1000 ml auffiillen
100 mg RNAse A pro Liter Puffer P1 zugeben
Puffer P2 8 g NaOH in 950 ml dH50 und 50 ml 20% SDS l6sen
Puffer P3 294,5 g Kaliumacetat in 500 ml dH,0O
pH 5,5 Eisessig einstellen
Volumen auf 1000 ml auffiillen
QBT Puffer 43,83 g NaCl und 10,46 g MOPS in 800 ml dH5O 16sen
pH 7,0 mit 1N NaOH einstellen)
150 ml Isopropanol und 15 ml 10% Triton X-Losung zugeben
Volumen auf 1000 ml auffiillen
QC Puffer 58,44 g NaCl und 10,46 g MOPS in 800 ml dH50 losen
pH 7,0 mit 1N NaOH einstellen)
150 ml Isopropanol zugeben
Volumen auf 1000 ml auffiillen
QF Puffer 73,05 g NaCl und 6,06 g Tris in 800 ml dH50 l6sen
pH 8,5 mit HCI einstellen)
150 ml Isopropanol zugeben
Volumen auf 1000 ml auffiillen
Sample Puffer 50 pl 10xNorthern running Puffer, 250 pl deionisiertes Formamid,
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108 pl DEPC-H0
bei Gebrauch 2 ul EtBr und 90 pl Formaldehyd dazugeben

SSC 3 M NaCl und 0,3 M NaCitrat in 1000 ml dH,0 16sen
pH 7,0 mit HCI einstellen)
Stop Solution 100% deionisiertes Formamid und Dextran Blau 2000 (5 mg/ml)
4.2 Methoden
4.2.1 Isolation von total-RNA

Die total-RNA wird mithilfe des Reagenz "Trizol” der Firma (Fa.) Invitrogen nach fol-
gendem Protokoll aus den Tumorproben isoliert. Alle Arbeiten mit RNA werden unter
moglichst RNase-freien Bedingungen ausgefiihrt. Dazu gehoren insbesondere das Tragen
von Einweghandschuhen und das Autoklavieren von Pipettenspitzen und Eppendorfge-
fafen. Um dH50 frei von RNasen zu bekommen, wird Diethylpyrocarbonat (DEPC) bis
zu einer Konzentration von 0,01% zugesetzt und die Losung anschliefend autoklaviert.

e Homogenisierung

Zur Homogenisierung wird auf Trockeneis mit einem Skalpell ein Teil der Tumorpro-
be (50 -100mg) abgeschabt. Anschliefslend wird es in fliissigem Stickstoff zu feinem
Pulver zermahlen. Das "Mehl” wird in 1,5 ml Trizol resuspendiert und 2 - 3 mal
durch eine 2 ml-Einwegspritze gezogen.

Phasentrennung

Um eine vollstiandige Trennung der Nukleinsiure/Proteinkomplexe zu erreichen,
wird die Losung 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Dann werden 0,3
ml Chloroform dazugegeben und nach 15 s vortex, 2 - 3 min bei RT inkubiert. Die
Proben werden dann 15 min bei 12000 g und 4°C zentrifugiert. Die Losung trennt
sich in eine untere rotliche Phenol/Chloroform Phase, eine Interphase und eine obe-
re wissrige Phase, die die RNA enthilt (sie entspricht etwa 60 % der eingesetzten
Trizolmenge).

RNA Fillung

Die wassrige RNAhaltige Phase wird in ein neues Eppendorfgefafs transferiert. Zur
Féallung werden 0,75 ml Isoppropylalkohol dazugegeben und nach Vortexen 10 min
bei RT inkubiert. Das Resultat von erneutem Zentrifugieren fiir 10 min bei 12000
g und 4°C ist ein gelartiges Pellet.

RNA waschen

Der Uberstand wird entfernt und das Pellet mit 1 ml 80 % Ethanol (EtOH) iiber-
schichtet. Es wird wieder 5 min bei max. 7500 g und 4°C zentrifugiert. Nach der
Entfernung des Uberstandes wird das Pellet an der Luft getrocknet und dann in
DEPC-Wasser gelost. Die RNA-Konzentration wird anhand der Absorption bei 260
nm bestimmt. Die isolierte RNA wird bei -80°C gelagert.
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4.2.2 RNA-Transfer

Die Erkennung spezifischer RNAs und die Kontrolle der RNA-Qualitdt setzt eine Auftren-
nung der total RNA-L&sung voraus. Die Trennung erfolgt durch die Agarosegelelektro-
phorese. Dabei wird die RNA in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Durch
Zusatz von Ethidiumbromid (EtBr) wird die RNA in UV-Licht sichtbar. Anschliefend
werden die verschiedenen RNA-Banden unter Erhaltung ihrer relativen Positionen zuein-
ander auf ein festes Medium (in der Regel eine Nylonmembran) iibertragen. Nach dem
Transfer muss die RNA auf der Membran fixiert werden. Dadurch erhilt man den Nor-
thern Blot: eine Membran, auf der die RNA-Fraktionen nach ihrer Grofe aufgetrennt
sind.

e Probenvorbereitung

Es wird eine Menge von 20 ug RNA eingesetzt und das Volumen mit DEPC Was-
ser auf 30 pl aufgefiillt. Dann werden 15 pl Sample Puffer dazugegeben und die
Proben 5 min bei 65°C inkubiert. Dem Sample Puffer werden 90 pl Formaldehyd
hinzugefiigt, um zu gewéhrleisten, dass die RNA einzelstringig vorliegt und keine
Sekundéarstrukturen ausbildet. Um die Proben im UV-Licht sichtbar zu machen
werden auferdem 2 pl EtBr dazugegeben. EtBr bindet an RNA und seine Fluo-
reszens wird dadurch im Vergleich zum freien Farbstoff intensiviert. Des Weiteren
werden zu jeder Probe 3 ul RNA-Loading Puffer hinzugegeben.

e Agarosegelelektrophorese

Die Elektrophoreseapparatur wird durch 15-miniitiges Einwirken von 0,2 M NaOH-
Losung RNase frei gemacht. Das Gel ist ein 1%iges Agarosegel. 1,25 g Agaro-
se werden in 1xNorthern running Puffer geschmolzen, anschliefend werden 6 ml
Formaldehyd dazugegeben und in den Geltrager gegossen. Den Laufpuffer bildet
1xNorthern running Puffer. Das Gel lduft bei 5 V/cm 5 min bevor die RNA Pro-
ben aufgetragen werden. Bei ebenfalls 5 V/cm trennen sich die RNA Molekiile
nach ihrer Grofe im elektrischen Feld auf. Der Lauf ist beendet, wenn eine hell-
blaue Bande (Xylencyanol-Front) zu einem Drittel und eine dunkelblaue Bande
(Bromphenolblau-Front) zu zwei Dritteln im Gel gelaufen sind. Das Gel wird aus
der Apparatur genommen und unter UV-Licht wird ein Photo gemacht. Das UV
Licht macht die an EtBr gebundene RNA sichtbar, da der RNA-EtBr-Komplex im
UV Licht fluoresziert. Dann wird das Gel 15 min in 20x SSC gewaschen.

e RNA-Transfer

Fiir den RNA-Transfer wird das Gel auf einen mit 10x SSC getriankten Streifen
Filterpapier gelegt, der auf beiden Seiten in eine Kammer mit Transferpuffer hangt
(10x SSC). Auf das Gel wird eine Membran aus Nitrozellulose gelegt (Hybond-NX,
Fa. amersham pharmacia), die vorher mit dH,O befeuchtet und dann 15 min in 10x
SSC eingelegt wird. Darauf kommen trockene Filterpapiere. Durch Kapillarkréfte
wird die in dem Gel befindlich RNA auf die Nitrozellulosemembran transferiert. Der
Transfer dauert ca. 16 Stunden. Im UV crosslinker wird die RNA anschliefend irre-
versibel an die Membran gebunden. Die Membran wird bis zum weiteren Gebrauch
trocken und RNase-frei gelagert.
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Abbildung 3: Systematischer Aufbau einer RNA- Transfer- Apparatur

4.2.3 Plasmid Maxi-Praparation

Die Isolierung der Plasmid DNA erfolgt mit dem QIAGEN Plasmid Midi and Maxi Kit
(Fa. QIAGEN) nach dem vorgegebenen Protokoll.

Zu 150ml Luria Bertani (LB)-Medium werden 75 pl Ampicillin und 100 gl Minikultur
zugesetzt und iiber Nacht bei

Die Ubernacht-Kultur wird bei 6000 g und 4°C fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgegossen und die Bakterienpellets in 10 ml Puffer P1 resuspendiert. Dies erfolgt
durch kreisende Bewegung im Handgelenk, da so das Pellet am besten ohne Bildung von
Zellklumpen gelost wird. Nachdem sich das Pellet vollstandig gelost hat, werden 10 ml
Puffer P2 (NaOH-SDS) dazugegeben. Die Bakterienzellmembran wird durch SDS lysiert
und Natriumhydroxid (NaOH) denaturiert Proteine, chromosomale und Plasmid DNA.
Die optimale Lyse erfolgt bei RT' 5 min lang. Zur Neutralisation werden dann 10 ml bei
4°C vorgekiihlter Puffer P3 dazugegeben. Die Losung wird 4 - 5 mal kraftig geschiittelt
und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Durch die hohe Salzkonzentration bilden sich aus den
denaturierten Proteinen, der chromosomalen DNA und den iibrigen zellulédren Bestand-
teilen Komplexe. Die Plasmid DNA renaturiert, da sie kleiner und kovalent gebunden
ist. Nach Zentrifugieren bei >20000g, 4°C fiir 30 min befindet sich die Plasmid DNA im
klaren Uberstand und die Prizipitationsprodukte befinden sich am Boden des Zentrifu-
genrOhrchens. Die QIAGEN-tip 500 Sdulen werden mit 10 ml QBT Puffer dquilibriert.
Dann wird der Plasmid DNAhaltige Uberstand in die Siulen gegossen. Durch optimale
pH Bedingungen und Salzkonzentrationen wird nur die Plasmid DNA in der Sdule zu-
riickgehalten. Die degradierte RNA, Proteine und andere Zellbestandteile werden nicht
gebunden und erscheinen in der durchgelaufenen Fliissigkeit. Um eventuell zuriickblei-
bende Verunreinigungen zu eliminieren, wird die Sdule zweimal mit je 30 ml QC Puffer
gewaschen. Da QC Puffer einen geringen Alkoholanteil enthélt, werden unspezifische hy-
drophobe Wechselwirkungen aufgehoben. Die DNA wird mit QF Puffer von der Séule
eluiert. Um die DNA zu reinigen und von Salz zu befreien, wird der Losung 10,5 ml
Isopropylalkohol zugesetzt. Nach dem Zentrifugieren fiir 30 min bei >15000g und 4°C ist
am Boden des Gefiifes ein Pellet sichtbar. Der Uberstand wird abgegossen und das Pellet
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mit 5 ml 80 % EtOH {iberschichtet und anschliefend noch einmal 10 min bei >15000g
und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird nach dem Entfernen des Ethanols an der Luft
getrocknet und dann in 300 pl dH,0 geldst. Die Plasmid DNA Konzentration wird durch
Absorption bei 260nm bestimmt.

4.2.4 Sequenzanalyse

Die durch die Maxi-Préps gewonnene Plasmid- DNA wird durch Sequenzanalyse auf die
Richtigkeit ihrer Basensequenz iiberpriift. Dazu wird nach der Strangabbruch-Methode
nach Sanger et al. 1972 vorgegangen. Dabei wird die zu sequenzierende DNA in einer
Synthesereaktion analysiert. Die Methode gliedert sich in zwei Schritte: Zuerst findet die
Anlagerung des Primers statt, anschliefsend folgt die Sequenzierung mit Terminationsre-
aktion.

e Primeranlagerung

Durch die Wahl eines spezifischen Primers wird der Startpunkt der zu sequenzie-
renden DNA-Sequenz festgelegt. Durch die Zugabe von Polymerase wird ein neues
Stiick cDNA synthetisiert. Dazu miissen neben der DNA-Matrize, dem Primer, der

Polymerase und Puffer, die Nucleotide dATP, dGTP, dCTP und dTTP im Reakti-
onsansatz vorliegen.

e Terminationsreaktion

Der Ansatz wird nach der Primeranlagerung auf vier neue Reaktionsanséitze aufge-
teilt. Neben den oben aufgefiihrten Komponenten enthalten die neuen Reaktions-
ansitze eine zusitzliche Art von Nucleotiden: Didesoxyribonucleosid-Triphosphate
(ddNTP). Wird ein solches "modifiziertes” Nucleotid in die neue Sequenz eingebaut,
kommt es an dieser Stelle zu einem Kettenabbruch, da das Verkniipfen mit einem
niachsten Nucleotid durch die verdnderte chemische Struktur verhindert ist. Der
Kettenabbruch findet zufillig statt, so dass unterschiedlich lange Fragmente entste-
hen. Durch Gelelektrophorese konnen die Kettenfragmente sichtbar gemacht werden
und die DNA-Sequenz kann so rekonstruiert werden (siehe Abb. 4).

Sequenzierungsprotokoll

Die Sequenzierung erfolgt nach Protokoll und mit den Komponenten des "AutoRead Se-
quenzing Kit” (Fa. amersham pharmacia).

e DNA-Vorbereitung

Pro Ansatz wird 10 pg DNA eingesetzt. Das dafiir notwendige jeweilige Volumen
wird mit HyOdest auf 32 pl aufgefiillt. Nach Zugabe von 8 pl 2N NaOH und
Vortexen werden die Proben 10 min bei RT inkubiert. Danach werden 7 pl 3 M
NaAcetat (pH 4,8), 4 ul HoOdest und 120 pl 100% EtOH zugegeben. Nach erneutem
Vortexen werden die Proben fiir 15 min bei -80°C gelagert. Die Ansitze werden
dann 10 min bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert. Das entstandene Pellet wird
nach Entfernung des Uberstandes in 1 ml 80% EtOH gewaschen. Nach erneutem
Zentrifugieren fiir 5 min bei 4°C und 13.000 rpm wird das Pellet gut getrocknet und
dann in 10 pl HoOdest gelost. (Man erhélt eine Konzentration von 1 pg/ul DNA)
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Sequenzgels

e Primerannealing

Zu den 10 ul Template DNA werden 2 pl Primer und 2 ul Annealing Puffer zuge-
geben. Nach Vortexen und sofortigem Runterzentrifugieren, werden die Ansétze 5
min bei 65°C inkubiert, anschliefsend sofort 10 min bei 37°C und dann 10 min bei
RT. Nach kurzem Abzentrifugieren werden 1 ul Extension Puffer und 3 pl Dime-
thylsulfoxid (DMSO) zugefiigt.

e Sequenzierungsreaktion

Pro Template miissen vier Eppendorfgefife mit A, C, T und G markiert werden.
In die entsprechenden Geféfe werden 2,5 ul von A-Mix, C-Mix, G-Mix und T-Mix
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pippetiert und anschlieffend 1 min bei 37°C inkubiert. Zu den vorbereiteten DNA-
Ansétzen werden jeweils 2 pl T7 DNA Polymerase zugefiigt. Von diesem Ansatz
werden dann sofort 4,5 ul zu jedem vorgewdrmten Sequenzing-Mix dazupippetiert.
Die Proben werden 5 min bei 37°C inkubiert. Dann wird in jedes Eppendorfgefafs
5 pl Stop Solution gegeben. Nach 3 min bei 90°C werden die Proben sofort auf Eis
gestellt.

e Gelelektrophorese

Die Elektrophorese wird mit der A.L.F.Apparatur der Fa. Pharmacia durchgefiihrt.
Es wird unter Verwendung der "Long Ranger Gel Solution for DNA-Sequenzing and
Fragment Analysis” ein Acrylamid-Gel gegossen. Dazu werden fiir 75 ml Gellésung
37,5 g Harnstoff, 31 ml H,Odest und 7,5 ml Long Ranger Solution gelost. Mit einer
Einmalspritze wird die Losung durch einen 0,45 pm Filter gedriickt und anschlie-
fend 375 ul 10% APS und 52,5 ul TEMED hinzugefiigt. Das Gel mufs 2 Stunden
auspolymerisieren. Pro Bahn werden 5 pul Ansatz auf das Gel aufgetragen.

4.2.5 Semiquantitative RT-PCR

Mit der Methode der semiquantitativen RT-PCR kénnen Unterschiede im mRNA-Ex-
pressionsniveau nachgewiesen werden. Die reverse Transcriptase bindet an die mRNA
und synthetisiert cDNA. Die ¢cDNA wird durch PCR amplifiziert. Die Konzentration
der ¢cDNA und der PCR-Produkte ist also direkt von der mRNA-Konzentration in der
Probe abhéngig. Nach elektrophoretischer Auftrennung gibt die optische Dichte der PCR-
Produkte im Gel Aufschluf iiber die urspriingliche Konzentration der mRNA in der Probe.
Um mit der semiquantitativen RT-PCR valide Aussagen treffen zu kdnnen, miissen zwei
Vorraussetzungen gegeben sein.

Die erste Vorraussetzung ist, dass die Amplifikation wihrend der PCR im linearen Bereich
stattfinden muss. Bei einer zu hohen Anzahl von Zyklen erreicht die Konzentrationskurve
der PCR-~Kurve einen Séttigungswert, so dass unterschiedliche Ausgangskonzentrationen
an cDNA immer zu dhnlich maximalen Konzentrationen an PCR-Produkt fiihrt.

Die zweite Vorraussetzung ist, dass Konzentrationsschwankungen der cDNA in den Pro-
ben beriicksichtigt werden miissen. Durch die exponentielle Vervielfachung der cDNA
wahrend der PCR haben geringe Konentrationsunterschiede eine starke Verzerrung der
Ergebnisse zur Folge. Um die Bedingung dennoch zu erfiillen, muss eine interne Kontrolle,
ein sogenanntes "House-Keeping-Gen”, eingesetzt werden. Dabei handelt es sich um ein
konstant exprimiertes Gen. Auf das Expressionssignal der Positivkontrolle kénnen die
gewonnenen Daten bezogen werden.

Als Positivkontrolle wurde GAPDH verwendet. Bei GAPDH handelt es sich um ein kon-
stant exprimiertes Gen, mit dem die Konzentrationsmessung der cDNA iiberpriift werden
kann. Die sequenzspezifischen Primer sind in Tabelle 2 angegeben.

e Probenansatze

Es werden 10 ng/ul RNA eingesetzt. Dazu werden 1,5 ANTP-Mix (10 mM), Puffer,
Titanium-Taq DNA Polymerase (1 u/pul), Superscript II Reverse Transkriptase(200
u/pl) und zwei DNA-Primer hinzugefiigt.
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Gen Primer

39 | 01153- 22 | HIF- 30l | ACT GGA TGC CTG CTA CCT GAA G
40 | 01154- 21 | HIF- 302 | CCC AGG TGT TTG CTG ACA TTC
47 | 01874- 19 | GAPDH 1 | GAA GGT GAA GGT CGG AGT C

48 | 01875- 20 | GAPDH 2 | GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC

Tabelle 2: Primersequenzen

e RT-PCR-Bedingungen
Das Programm zur Amplifikation der cDNA ist:

1 Zyklus mit 48°C fiir 30 min

1 Zyklus mit 95°C fiir 10 min

30 Zyklen mit 95°C fiir 15 s, 60°C fiir 1 min
1 Zyklus mit 60°C fiir 10 min

Pause bei 4°C

e Elektrophorese

Die Produkte der semiquantitativen RT-PCR werden mittels Elektrophorese aufge-
trennt. Dazu wird ein Acrylamidgel von 6,5 cm x 8,5 cm Grofe verwendet. Das Gel
wird aus folgenden Reagenzien gegossen:

2,25 ml 30% AA/Bis

0,25 ml 50x TAE-Puffer

0,125 ml APS (1 mg/ml)

12,5 ml TEMED

10,25 ml H,O

Vor dem Auftragen wird zu jeder Probe 10 ul 6x DNA loading Puffer dazugegeben.
Von den Probenansitzen werden 25 pl aufgetragen. Das Gel lauft in 1x TAE- Puffer
bei 40 V fiir 105 min. Die Gele werden nach der elektrophoretischen Auftrennung
fiir 10min in EtBr-Losung (10 gl EtBr (10 mg/ml) und 100ml H,0) gefiarbt. An-
schliefend kann durch den Einsatz eines UV-Transilluminators ein Foto von dem
Gel gemacht werden.

4.2.6 Auswertungsmethode

Die Bilder werden digital als TIFF-File erfasst. Die differentielle Expression der PCR-
Produkte erfolgt durch den Vergleich der gemessenen optischen Dichte. Fiir die densito-
metroische Auswertung wird das Programm Multi-Analyst (BIORAD) verwendet.

Das Programm sucht alle lanes und Banden auf dem Gel. Pro lane existieren zwei Ban-
den. Die Banden werden fiir alle Proben auf allen Gelen gleich grof definiert. Aus allen
Messwerten fiir GAPDH (Positivkontrolle) wird ein Mittelwert gebildet. Anschliefend
wird jeder einzelne Messwert durch diesen Mittelwert dividiert. Dadurch erhdlt man fiir
jede Probe einen Normierungsfaktor. Um normierte Messwerte zu erhalten, wird jeder
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einzelne Messwerte mit dem Normierungsfaktor multipliziert. Von allen HIF-Werten des
Normalhirn wird ein Mittelwert gebildet, auf den alle Tumor-HIF-Werte bezogen werden.
Da fiir jede Probe drei PCRs durchgefiihrt werden, kénnen Mittelwert und Standardab-
weichung berrechnet werden. Aus diesen Werten lésst sich der Expressionsfaktor wie folgt
bestimmen: (HIF-Tm/ HIF-Nh) + SD. Mit allen Proben, die einen Expressionsfaktor>2
aufweisen, wird die RT-PCR auch im Serum durchgefiihrt. Ein Expressionsfaktor>2 wird
als signifikant definiert.



