Inhaltsverzeichnis

I nhaltsver zeichnis
IO 11 (0 o SRR 1
1.1 Das zentrale Dogma der Molekularbiologie..........ccoooviveieiienieseee e 1
2 I = S g o1 o o SRR 1
IR =S (o] o TSP PSSRSO 2
1. 3.1 UDEISICNL......evececeetee ettt ettt ae et nse s s s s snaeaesans 2
1.3.2 RIDOSOIMEN. ...ttt sttt sttt b e et esaeenbe et e sne e beeneas 3
1.3.3 Aminoacylierung von Transfer-RibonukleiNSAUre............ccccveceerieienceeseerienens 3
IR 0 | o= 4o O PR 4
IR ST = o] o =1 o] 1 1SS 7
IR X N I 0 1] = 4o o PSPPSR 9
1.4 Abbau von messenger RNA-Molekilen in Eschericha coli.......ccoccvvveveccecieniecenee, 11
1.4.1 Regulation der mMRNA-Degradation. ..........cccceeereeieeieesieere e seee e 11
1.4.2 Initiation der Degratation............cceeiriereriiiee et 12
1.4.3 Ribonukleasen und DegradoSOm..........ccccvereeeereesesieeseeeseeseeseeseesreesseseesseensens 13
L5 Trangalion IN VITFO.......cooiieiieeeieseeie ettt s 17
AT S 71 o USROS 21
B Y -SSR 22
2.1 Chemikalien, BIOCNEMICAL.........cooiiiiiieieree et 22
2.2 Enzyme, Proteine, NUKIBINSAUren, KitS........ccoovvieiieiesiesi e 23
2.3 GEIAE UNG ZUDENOT.......ccueeieeeie ettt st s sb et saeeneeenne s 24
p o 1S =S 25
G V1 1 070 = o O 26
3.1 Methoden zur Nukleinsdure-Aufreinigung und -AnalytiK...........cccevvevenieennccceseenenn 26
3.1.1 Ethanol- und 1sopropanol-Prazipitation............ccceveeeeeieeneeie e 26
3.1.2 PhenOl-EXIraKtiON. .....cc.ooeiiieiiee et 26
I T €T | 111 = 1 o o PP 27
3.1.4. Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren....................... 28
3.2 GElEIEKLIOPNOIESE. ... .ottt e re e e reeaeenaennn 28
3.2.1 Native und denaturierende Agarosegel-Eelelektrophorese..........ccccvvevvecinnienee. 28
3.2.2 Polyacrylamidgel -EleKtrophorese...........ooeeviieeninieniee e 30
3.3 Zellanzucht von Escherichia coli Zellen..........covvieieiinineee e 33
3.3.1 Zellanzucht iN FlIUSSIGKUITU ........cooiiiiieeieeeeeee e 33
3.3.2 Zellanzucht von EiNZelKOIONIEN...........oviiiiiiieeere e 34
3.3.3 Herstellung kompetenter Escherichia coli Zellen...........cocooioiiiiinciiceinnne 34
3.4 Praparation vON PlasmiT-DNA .........ccoi e ee et 34
3.5 Nukleinsaure-modifizierende enzymatische Reaktionen..............cccocvevvvennccesieennene, 35
3.5.1 Behandlung von RNA -Praparationen mit Desoxyribonukleasel........................ 35
3.5.2 Behandlung von Nukleinsdurel 6sungen mit Proteinase K.........ccccccvevevvenieennene 36
3.6 In vitro DNA-Rekombinationstechniken............cccooiriiiinnieee e 37
3.6.1 Restriktionsenzymspaltung.........c.eeveieerieeieeseeie e ee et ens 37
3.6.2 DePhOSPNOrYHTEIUNG. ..ottt s nes 37
3.6.3 PhOSPNOrYHEIUNG. ... 38
3.6.4 DINA-LIGATON. ..c.eiitiiieitieiieieiee ettt st sa e bbb s 38
3.6.5 Transformation von Escherichia coli IM109 Zellen..........cccooeeciniiinneneennne 39
3.7 DNA-Amplifikation durch Polymerase-K ettenreaktion mit Pwo DNA-Polymerase 39
A RS =0 = 0 I O USRS 40
3.7.2 Plasmid-Amplifikation und MULAQENESE..........ccveeeieeiieeee e 41

R R B\ VAN S o 0= o 4T (U] o 42



Inhaltsverzeichnis

3.9 1IN VITrO TranSKITPLION. ....cceieeieieeeieeie ettt sttt sne e 43
3.10 In Vitro ProteiNbiOSYNtNESE..........ooeiieiieieerieee e 44
3.11 Aminoacylierung von tRNA in der S100-Fraktion...........ccccceveereeiesieennsceseenieeeens 46
3.12 TCA-Falung vON RNA UNA ProteiN.........coeiiiiiiiiesiiee e 47
3.13 Detektion VON B-Strahlung.........cceoeiviiiiicieeesec et 48
3.14 Affinitatschromatographie mit Strep-tag ..o 49
3.15 Bestimmung der Olsaurebindung an das Fettsiure Bindende Protein H-FABP....... 50
0T o] TS USSR 51
4.1 Einfluf3 der 5 -terminalen codierenden Sequenz auf die Synthese von H-FABP........ 52
4.1.1 Einflufd des zweiten Aminosaurecodons auf die Synthese von H-FABP............ 52
4.1.2 Einflul3 in vitro transkribierter tRNA auf die Synthese der H-FABP- Mutanten 56
4.1.3 Einflufld der tRNA-Struktur auf die Synthese der H-FABP-Mutanten................. 57
4.1.4 Einfluf der Position des kritischen Codons GAG; auf die Synthese von
L N ] S 60
4.1.5 Korrelation zwischen mRNA-Struktur und Expression der H-FABP-Mutanten 61
4.1.6 Einfluld von Antisense-DNA-Oligomeren auf die Trandation..........c.c.ccecveueenee. 63
4.2 Tranglationseffizienz von Fusionsproteinen aus H-FABP und DHFR........................ 65
4.3 Trangdlationseffizienz oligomerer FUSIONSPIOtEINE.........cccevveieerieeieeneerie e seesee e 69
4.4 Limitierung der Proteinsynthese durch tRNA ... 73
4.4.1 Limitierung der DHFR-SYNNESE..........coiiiiiiieieee e 73
4.4.2 Limitierung der NUSA-SYNENESE.........oceeiieie et 76
4.5 Einfluf3 des Trand ationsstopcodons auf die H-FABP-Synthese............c.ccoccveveenne 78
4.6 Messsenger RNA — Stabilitdt und Proteinsynthese...........cvecvveeieeiecceese e 82
4.6.1 Messenger RNA Stabilitét in der in vitro Proteinbiosynthese abhangig vom
e = 1 0011 0SSOSR 82
4.6.2 Einfluld der Trandation auf die MRNA-StabilIt&L...........ccooereeiiniiiieeeee 86
4.6.3 Einfluld von Tranglationsantibiotika auf Proteinbiosynthese und mRNA-
S o 1 S 91
4.7 Expressions — Polymerase — Kettenreaktion............ooeeeeieneneesieneeseeee e 97
4.7.1 Expressions-Polymerase-K ettenreaktion fir diein vitro Proteinsynthese
(E-PCR) ettt et bbb 97
4.7.2 Minimierung der Primergrof3e.........cceceeeeeereere e e seese s 98
4.7.3 Expressions-PCR fir die Synthese eines H-FABP-Sreptag-Fusionsproteins
und Steigerung der ProteiNAUSDEULE. ..........cceereeeerierieeeseese e e e eseesnee e e 101
4.7.4 Einstufige Expressions-PCR mit vier Primern und Amplifikation aus kom-
PIEXEM DNA-GEMISCR.....cciiiieciieie ettt sne e 104
4.7.5 Affinitétsreinigung von H-FABP-Strep-tag Il exprimiert vom E-PCR-
e 00 LU RSP 107
4.7.6 Aktivitéatstest des ausgehend vom E-PCR-Produkt exprimierten H-FABP......... 108
4.7.7 Stabilitét des E-PCR-Produkts im zellfreien Proteinsynthesesystem.................. 109
4.8 Fehlerabschédtzung bei der Ermittlung der Konzentration an synthetisiertem
(001 TSR 111
5. DISKUSSION ...ttt sttt sttt b ettt bbbt bt st e b et et e s b e ebe e bt e st e e e e et e sreene e 112
6. ZUsSammeNfassuNg / SUMIMEIY .......cccueieerueeieesieseeieseeseeseesseesseseesseesseeseesseessessssseessessenns 119
N o0 740 o T o TSR 121
8. LItEratUrVErZEICNNIS ...ttt bbbt 123
S R I (= = 0 4 = =SSR 123
8.2 Eigene PUBITKALIONEN..........oceeiece ettt 135
S ] 172 0o SR RRORPRN 136
(O D F= a1 2o U o USRS 138

L1 LEDENSIAUT ... e 139



